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RESUMEN

Las biopeliculas representan uno de los mecanismos bacterianos que
dificulta el tratamiento de enfermedades infecciosas. Se requiere conocer los
procesos moleculares y condiciones del entorno que regulan el desarrollo de
las biopeliculas, con la finalidad de plantear estrategias que permitan
prevenirlas o erradicarlas. Una de las funciones asignadas a la metilacién del
ADN consiste en la regulacibn de la expresion génica. Esta etiqueta
epigenética parece ejercer un control relevante sobre la formacién de
biopeliculas, pudiendo considerarse como un blanco terapéutico

complementario en el tratamiento de infecciones bacterianas.

En este trabajo se estudiaron los efectos de los cambios del entorno
sobre los perfiles de metilacion del ADN y sobre el desarrollo de biopeliculas
bacterianas. Se evaluaron los efectos de distintas condiciones del entorno
sobre la formacion de biopeliculas de los aislados clinicos de Acinetobacter
spp., A. baumannii y S. marcescens; asi como de la cepa de referencia E. coli
MG1655 y su cepa isogénica, Adam. Se evaluaron los cambios en biomasa,
produccion y clasificacion de biopeliculas formadas sobre superficies de las
microplacas de poliestireno, mediante la deteccion con cristal violeta. Las
concentraciones de etanol y de los surfactantes ensayados presentaron efectos
inhibitorios generalizados sobre el desarrollo de biopeliculas. Se detectaron
cambios especie-especificos sobre la formacion de biopeliculas en funcion de
cambios en las concentraciones de nutrientes y metionina. La ausencia de la
enzima ADN metiltransferasa solitaria (Dam) en E. coli MG1655, causé la

reversion fenotipica en cuanto al desarrollo de biopeliculas.

Para vincular la metilacion del ADN con los fenotipos de biopeliculas
obtenidos, se emplearon ensayos de restriccion enzimatica que detectaron los
cambios de metilacion de las secuencias de ADN sustrato de la enzima Dam, la
secuencia GATC, sobre los genomas aislados de las biopeliculas de A.
baumannii y S. marcescens. Se detectaron niveles de metilacion global del
ADN, sin embargo, se observaron variaciones puntuales sobre estos patrones
de metilacién, comparando los genomas de biopeliculas ante las distintas

condiciones del entorno en la que fueron formadas. En la cepa mutante E. coli



MG1655 Adam se observd la ausencia de metilacion global del ADN,
detectandose aun asi variaciones en el patron de metilacion, al comparar los
genomas de biopeliculas entre la cepa silvestre y mutante, ante las distintas
condiciones del entorno ensayadas. Segun los resultados se concluye que
existen variaciones especificas sobre los patrones de metilacion del ADN que
son afectados sobre el desarrollo de biopeliculas bacterianas. En este trabajo
se propone un modelo que justifica la posible relacién de la metilacion del ADN
y las condiciones del entorno, sobre la formaciéon de las biopeliculas

bacterianas.

Este trabajo establece las bases para una investigacion cientifica mas
amplia y compleja, que vincule el estudio de la epigenética en bacterias, como
mecanismo adaptativo y dindmico sobre el desarrollo de la heterogeneidad

fenotipica, propiedad caracteristica de las biopeliculas.

Palabra claves: Biopeliculas bacterianas, epigenética, metilacion del ADN
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|. INTRODUCCION

Las biopeliculas son la forma predominante de vida de las bacterias en
la naturaleza. Los microorganismos que constituyen las biopeliculas se
encuentran adheridos a una superficie y embebidos dentro de una matriz de
sustancias poliméricas extracelulares, integrandose complejas propiedades
fisiologicas. Las biopeliculas son una ventaja selectiva en la sobrevida
bacteriana, ya que representan una barrera fisica que confiere proteccion en
contra de los multiples agentes fluctuantes, deletéreos e impredecibles del

entorno.

Desde una perspectiva humana, el desarrollo de biopeliculas puede ser
perjudicial o beneficioso. Desde el ambito biotecnolégico, las biopeliculas
pueden emplearse en procesos de biorremediaciéon o para el biocontrol de
plagas en agricultura. Sin embargo, también pueden implicar la bioacumulacién
nociva de bacterias sobre materiales industriales causando corrosion, o

representando un factor de riesgo en la calidad de alimentos.

En el @&mbito médico, las biopeliculas se consideran como uno de los
focos de transmision y agente causal de enfermedades infecciosas. Debido a
su fisiologia e incrementada tolerancia/resistencia en contra de los antibidticos,
se limita el tratamiento convencional de estas enfermedades y, por ende, la
erradicacion de las biopeliculas. Es por ello que surge la motivacion para la
basqueda de mecanismos alternativos y novedosos para la erradicacion de las

biopeliculas.

Existen evidencias relevantes respecto a las alteraciones significativas
de expresion génica que involucran la formacion de biopeliculas, asi como sus
implicaciones clinicas. Sin embargo, aun se desconocen los mecanismos
moleculares fundamentales que regulan su formacién, y tampoco han sido
elucidados por completo los estimulos del entorno que pueden ser
determinantes en el desarrollo de biopeliculas. Son pocos los estudios
relacionados a cdmo interviene la epigenética en este proceso bioldgico. La
metilacibn del ADN representa una marca epigenética que coordina la
expresion génica en bacterias. En este estudio se plantea evaluar el efecto de

la metilacion del ADN en la capacidad de formacion de biopeliculas. Se
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propone que la metilacién del ADN debe ejercer un rol regulatorio importante
en la expresion génica involucrada en el desarrollo de biopeliculas, pudiendo
formar parte del establecimiento de plasticidad fenotipica de las bacterias
residentes en biopeliculas. Los resultados podrian aportar conocimientos

aplicables para mejorar los controles antimicrobianos en diferentes ambitos.
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Il. MARCO TEORICO
Il.1 Biopeliculas bacterianas

Las biopeliculas son sistemas complejos de desarrollo de una
comunidad bacteriana. En este consorcio las bacterias se encuentran
adheridas a superficies y agregadas entre si, delimitadas dentro de una matriz
hidratada de sustancias poliméricas extracelulares. Las bacterias sésiles de las
biopeliculas, manifiestan caracteristicas fisiolégicas que difieren de su
crecimiento plancténico. Las biopeliculas representan el estilo de vida comun
de las bacterias en la naturaleza; el formato de crecimiento plancténico, en
cambio, es considerado como un mecanismo transitorio de colonizacién sobre
nuevas superficies (Watnick y Kolter, 2000; Donlan, 2002; Stanley y Lazazzera,
2004; Boudarel, 2018).

La capacidad de adhesion a superficies, sintesis de la matriz extracelular
y heterogeneidad fenotipica son atributos biologicos inherentes al desarrollo de
las biopeliculas, de los cuales derivan sus propiedades emergentes especificas
(Flemming y col., 2016; Koo y col., 2017).

11.1.1 Adherencia bacteriana

La adhesién es una propiedad fisica de biopeliculas que abarca las
interacciones estables de bacterias planctdnicas sobre una superficie. El
proceso de adhesion inicia con la acumulacién de bacterias sobre una
superficie; seguida de la asociacion reversible hasta la adhesion irreversible
entre bacterias-superficie, inducidas por la composicion de la envoltura celular.

Este proceso se concreta con la colonizacion bacteriana (Garrett y col., 2008).

El sustrato de adhesién contiene la superficie sélida en la que se
desarrollan las biopeliculas. La composicion y propiedades fisicoquimicas del
sustrato influyen sobre las interacciones bacterias-superficie, tales como: la
carga, tension, rugosidad e hidrofobicidad de la superficie, entre otros. Se ha
descrito mayor capacidad de adhesion bacteriana sobre superficies rugosas e
hidrofébicas (Donlan, 2002; Garrett y col., 2008).
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La adhesion transitoria y no especifica, se atribuye a fuerzas fisicas de
atraccion entre bacterias-superficie (interacciones de Van der Waals, estéricas
y electrostaticas), generadas por la composicion de polisacaridos y proteinas
extracelulares; y las adhesinas hidrofobicas preformadas, como el flagelo,
fimbria o pilus, los cuales superan las fuerzas de repulsion entre bacterias-
superficie. La interaccion permanente se consolida mediante la sintesis de
adhesinas especificas que, en conjunto con la hidrofobicidad de la envoltura
celular, establecen reacciones quimicas (oxidacibn o hidratacién) entre
bacterias y superficie. Esta fase del proceso de adhesion se encuentra
regulado a nivel genético y modulado por las condiciones del entorno (Dunne,
2002; Stanley y Lazazzera, 2004; Garrett y col.,, 2008; Karatan y Watnick,
20009).

Las caracteristicas del entorno contribuyen con la expresion de las
estructuras y adhesinas bacterianas. Ademas, la superficie puede recubrirse
con polimeros del medio acuoso del entorno, los cuales condicionan su
composicién quimica y afectan las propiedades de adhesion bacteriana
(Dunne, 2002; Donlan, 2002; Garrett y col., 2008).

La adherencia bacteriana es un proceso complejo en la formacién de
biopeliculas, que se encuentra modulada por numerosas variables presentes
entre bacterias-superficie-entorno. Por lo tanto, las biopeliculas pueden
establecerse sobre infinitas condiciones de superficie y entorno. Ademas del
desarrollo natural de biopeliculas en el ambiente, la adherencia bacteriana
representa una estrategia importante de estudio en las industrias de ambiente,

alimentos, agua, biotecnoldgica y cuidados de la salud (Garrett y col., 2008).
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11.1.2 Matriz extracelular

Las biopeliculas representan un hébitat natural, construido por bacterias
capaces de sintetizar y secretar sustancias poliméricas extracelulares (EPS),

las cuales forman una masa gelatinosa conocida como matriz extracelular.

La matriz extracelular es un componente esencial de biopeliculas, la cual
delimita e inmoviliza las bacterias, rellenando los espacios entre ellas. Su
estructura y composicion, confieren la apariencia macroscopica de las
biopeliculas. Ademas, como propiedades emergentes, la sintesis de la matriz
extracelular determina el espacio fisicoquimico y las actividades fisioldgicas

bacterianas dentro de las biopeliculas.

La matriz extracelular constituye cerca del 90% de masa de biopeliculas.
La matriz estd compuesta principalmente de agua, proporcionando un entorno
altamente hidratado, en el que se encuentran solubles polisacaridos, proteinas
y ADN; seguida de componentes insolubles al agua como: lipidos
(lipopolisacaridos, biosurfactantes), proteinas (fibras amiloides) y polisacaridos
neutros o hidrofébicos (celulosa) y componentes de la envoltura celular
(fimbrias, pili y flagelo). La sintesis de la matriz extracelular es un proceso
dinamico, por lo que la composicion de EPS y estructura precisa de la matriz
extracelular, estan moduladas por las condiciones del entorno (Flemming y col.,
2016; Koo y col., 2017).

Los polisacaridos estan en mayor proporcion entre los componentes de
la matriz extracelular, los cuales contribuyen con la adherencia bacteriana, el
arreglo espacial y arquitectura de las biopeliculas. Las bacterias pueden
sintetizar exopolisacaridos de diversa composiciébn quimica. Estos pueden
presentar estructuras lineales o ramificadas; ser de tipo homo- o
heteropolisacaridos, con sustituciones quimicas organicas o inorganicas

(Flemming y Wingender, 2010; Koo y col., 2013).

En cuanto a las proteinas retenidas en la matriz extracelular, se han
descrito enzimas con actividades cataliticas dirigidas a degradar biopolimeros,
como proteinas, polisacaridos y lipidos. Estas enzimas pueden estar

involucradas en la obtencion de sustratos organicos, como fuente de materia y
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energia; asi como en la degradacion de la matriz extracelular en la liberacién
de bacterias y dispersion de las biopeliculas. Adicionalmente, en la matriz
extracelular se encuentran retenidas proteinas estructurales, las cuales estan
asociadas a superficies bacterianas, y son responsables de mantener estable
la red de exopolisacaridos. En cuanto al ADN, representa una parte integral de
la matriz extracelular, con funciones asociadas al mantenimiento de la

arquitectura de las biopeliculas (Flemming y Wingender, 2010).

Las EPS ejercen funciones biolégicas con ventajas selectivas en la
sobrevida bacteriana. Las EPS intervienen en la organizacion espacial de la
comunidad bacteriana dentro de las biopeliculas, estableciendo las
interacciones bacterias-superficie y entre bacterias. Las EPS producen
cohesién y estabilidad mecénica de la matriz extracelular de biopeliculas,
promoviendo la inmovilizacibn de agregados celulares y la comunicacion

celular (Flemming y Wingender, 2010; Boudarel y col., 2018).

En cuanto a las propiedades quimicas de la matriz extracelular, se
manifiestan funciones vinculadas a la composicion de EPS. La composicion
altamente hidratada y viscoelastica de la matriz, promueven la retencion de
agua y la disipacién de energia ante condiciones de tolerancia a la desecacién
y al estrés mecanico, respectivamente. Las EPS pueden resultar fuentes de
almacenamiento energético. Por otra parte, la barrera fisica de la matriz
extracelular interviene en la difusion pasiva de compuestos organicos e
inorganicos, incluyendo la adsorcion de nutrientes o exportacion de

componentes celulares (Flemming y col., 2016).

La matriz extracelular confiere propiedades fisicas y quimicas Unicas,
gue garantizan el habitat natural en biopeliculas, tales como: hidratacion,
capacidad de degradacién de las reservas energéticas almacenadas en las
EPS y de los sustratos capturados del ambiente; comunicacion celular, que
vincula interacciones fisicas y sociales, promoviendo incluso el intercambio de
informacion genética; confiere proteccién en contra de los agentes deletéreos

del entorno (Flemming y col., 2016).
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I1.1.3 Heterogeneidad fenotipica

La comunidad bacteriana de biopeliculas ocurre la coexistencia estable
de sub-poblaciones celulares que manifiestan distintos fenotipos. Esta
heterogeneidad fenotipica responde a la organizacion espacio-temporal de las
actividades fisiolégicas bacterianas dentro de las biopeliculas. La estructura y
composicion de la matriz extracelular, determinan la estratificacion espacial y
gradientes quimicos (de nutrientes, compuestos celulares, oxigeno, entre otros)
dentro de las biopeliculas. Esto origina que la ubicacion de fenotipos
bacterianos sea heterogénea, en respuesta a los compartimentos de

microentornos establecidos (Flemming y col., 2016).

La distribucion heterogénea espacial y temporal de bacterias, esta
coordinada por el comportamiento grupal, ante mecanismos de sefializacion
intercelular y sus respuestas efectoras, en entornos locales de las biopeliculas.
La elevada densidad bacteriana y la acumulacién de sustancias poliméricas
extracelulares de la matriz, influye en la retencion y difusion de solutos
guimicos y nutrientes entre las biopeliculas y su entorno, estableciendo
estratificacion de heterogeneidad espacial. Por ejemplo, los nutrientes tienen
una mayor acumulacion sobre las capas mas superficiales de las biopeliculas.
El consumo de sustratos y secrecion de productos en esta capa originan
limitaciones de difusion de estos compuestos, por lo que se producen
gradientes quimicos transversales y complejos en el interior de las biopeliculas,
gue determinan la distribucion de células por exclusion competitiva de recursos,
en base a la capacidad metabdlica y la tasa de crecimiento. Adicionalmente, los
patrones de distribucion de oxigeno en gradiente, dentro de las biopeliculas,
también generan entornos locales aerobios en las capas mas superficiales y
entornos anaerobios en capas mas profundas, los cuales manifiestan la
separacion de especies aerdbicas y anaerdbicas. La cooperacidn fisioldgica,
como respuesta celular a condiciones locales del entorno, incrementa la
productividad y eficiencia metabodlica de la biopelicula (Nadell y col., 2008;
Kostakioti y col., 2013).

La figura 1 demuestra la distribucién de tres sub-poblaciones fenotipicas

de Bacillus subtilis durante el desarrollo de biopeliculas. Las imagenes
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adquiridas por microscopia de fluorescencia, presentan las diferencias
espaciales y temporales de fenotipos entre células méviles, productoras de la
matriz extracelular y formadoras de esporas de B. subtilis. Vlamakis y
colaboradores (2008) describen que en la fase inicial de desarrollo, las
biopeliculas de B. subtilis estan constituidas por células moviles con
localizacion definida; seguida de la transicion de la expresion y distribucion
azarosa de células productoras de la matriz extracelular, la cual culmina con la

esporulacién, que ocurre en microentornos aerobios.

Moviles Productoras de la matriz

29%

12h

24 h

48 h

72h

Figura 1: Registro fotografico de la distribucion espacial y temporal de tres tipos
celulares de B. subtilis durante el desarrollo de biopeliculas. Se presentan imagenes
tomadas en el transcurso de 72 h de tres experimentos, en los cuales se indujo el
desarrollo de biopeliculas de B. subtilis cuyos genes especificos a movilidad,
produccion de matriz y formadoras de esporas se encuentran fusionados con
fluoréforos reporteros de colores azul, rojo y amarillo, respectivamente. Los términos
de porcentaje indican la fluorescencia obtenida por citometria de flujo. Barras: 50 um
Tomado de: Vlamakis y col., 2008.

Por lo tanto, en biopeliculas se manifiesta heterogeneidad quimica de los
entornos locales; y heterogeneidad biolégica, constituida por la diversidad
genética y fisiologica. Ademas, la distribucion de distintos fenotipos celulares
en regiones especificas de biopeliculas, promueve un conjunto de

interacciones fisicas, quimicas y sociales entre bacterias, pudiéndose
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desencadenar transferencia horizontal de material genético y comunicacién

célula-célula (Stewart y Franklin, 2008; Flemming y col., 2016).

En respuesta a las condiciones locales del entorno, el sistema de
interacciones metabdlicas determina la division de labores y cooperacion
fisiologica bacteriana, las cuales promueven adaptacion al entorno quimico
local, incrementando asi la productividad y eficiencia metabdlica en biopeliculas
(Aparna y Yadav, 2008; Nadell y col., 2008; Kostakioti y col., 2013).

La heterogeneidad fisiol6gica y fenotipica se manifiesta tanto en el
desarrollo de biopeliculas mono-especie como multi-especies (Stewart y
Franklin, 2008). Las biopeliculas mixtas implican la coexistencia estable de
diversas especies bacterianas, lo cual incrementa la complejidad de
interacciones intercelulares y la distribucion espacio-temporal de especies
dentro de las biopeliculas. Las adaptaciones fisiolégicas de las especies al
entorno quimico local en biopeliculas, promueven la cooperacion vy
competencia intercelular (Flemming y col., 2016). En biopeliculas mixtas
pueden desarrollarse mayor biomasa que con respecto a biopeliculas mono-
especie. En cuanto a su distribucion, las diferentes especies bacterianas
pueden estar dispersas en biopeliculas, adaptandose con distintos estados
fisiologicos a un rango de condiciones del entorno (Stewart y Franklin, 2008).
Por lo tanto, durante la formacion de biopeliculas mixtas se manifiestan efectos
sinérgicos entre las especies debido a la biodiversidad genética (Flemming y
col., 2010; Eze y col., 2018).

11.1.4 Fases de desarrollo

El desarrollo de biopeliculas pueden representarse en un ciclo de fases
de formacion gradual en el tiempo (figura 2), las cuales comparten eventos
comunes, independientemente del fenotipo del microrganismo que forma parte

de la biopelicula (Aparna y Yadav, 2008).

Primera fase: consiste en la adherencia de las bacterias a una superficie.

Las fuerzas hidrodindmicas de atraccién y repulsion, son inducidas por sefiales

del entorno (nutrientes y su concentracion, pH, temperatura, concentracion de
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oxigeno, presion osmobtica, entre otros) y la composicion de la membrana
plasmatica bacteriana, exhibiendo adhesinas preformadas que incrementan la
adherencia transitoria. Seguidamente, en esta fase se establece el
enlazamiento irreversible célula-superficie, determinado por fuerzas de mayor
magnitud a las repulsivas generadas entre las bacterias y la superficie. Estas
interacciones se favorecen por la sintesis y secrecion de estructuras adhesivas
especificas y estables en la membrana celular (Stanley y Lazazzera, 2004,
Aparna y Yadav, 2008; Karatan y Watnick, 2009; Kostakioti y col., 2013).

Segunda fase: corresponde a la maduracién de las biopeliculas, proceso

en el cual se establecen el resto de las propiedades que caracterizan a las
biopeliculas. Se activa la division celular y el crecimiento bacteriano. La
expresion génica altera el perfil de transcripcién, permitiendo el desarrollo de la
estructura integral de biopeliculas. Los cambios fenotipicos mas relevantes
reportados consisten en la sintesis de la matriz extracelular (Stanley y
Lazzazera, 2004; Kostakioti y col., 2013).

La maduracion de las biopeliculas consiste en el desarrollo de la
integridad de su arquitectura tridimensional, conferida por la composicion de la
matriz extracelular. La matriz extracelular es una estructura compleja, dinamica
e interactiva, cuya arquitectura estd influenciada por factores bioldgicos
(composicion del medio, presencia de surfactantes, varios tipos de motilidad y
efectos del quorum sensing), los cuales estan determinados por las bacterias y

condiciones fisicas del entorno.

Tercera fase: la dispersion de las biopeliculas, las bacterias pueden

abandonar la biopelicula y desarrollar nuevamente un estilo de vida
plancténico. Durante el crecimiento de las biopeliculas, se manifiestan
elementos que influyen sobre la susceptibilidad de las bacterias residentes.
Debido a la acumulacion de desechos téxicos y la disminucion de acceso a los
nutrientes, el interior de las biopeliculas se convierte en un ambiente
desfavorable para la sobrevida de las bacterias residentes. Por otra parte,
también existe la condicion de alteraciones favorables del entorno que
circundan a las biopeliculas, propiciando su transicibn a un estilo de vida

plancténico. La dispersion es un proceso regulado por un conjunto de sistemas
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moleculares sensores, los cuales perciben las condiciones del entorno
circundante, haciendo posible el desarrollo de este estilo de vida. Los
mecanismos de dispersion son: las condiciones fisicas del entorno, la
degradacion enzimatica de la matriz extracelular, la induccion de la motilidad, la
produccion de surfactantes, la muerte o lisis celular (Karatan y Watnick, 2009;
Kostakioti y col., 2013).

Figura 2: Representacion esquematica de los estados discretos que constituyen la
formacién de biopeliculas. Las sefales del entorno inducen la adherencia de las
bacterias de vida libre a una superficie. ElI enlazamiento inicial es reversible (1),
seguido de adherencia irreversible y estable (2). Estas interacciones desencadenan
sefiales quimicas que activan la maduracion de las biopeliculas, acumulandose los
componentes de la matriz extracelular (3). En base a las condiciones desfavorables
del interior de la biopelicula o condiciones favorables del entorno circundante, se
activan redes regulatorias de percepcién del entorno, que pueden activar mecanismos
de dispersion de biopeliculas, si resulta conveniente retornar la transicion a un estilo
de vida plancténico (4). Tomado de: Torretta y col., 2018.

II.2 Infecciones humanas asociadas a la formacidn de biopeliculas

Existen numerosas interacciones biolégicas entre un hospedador y los
microbios que alberga. Estas asociaciones establecen un entorno beneficioso
entre hospedador y microorganismo. Por ejemplo, las bacterias entéricas que
forman parte de la microbiota intestinal, ejercen un conjunto de beneficios
funcionales, que abarcan la degradacion de compuestos dietéticos que no son
digeribles por el sistema digestivo del organismo (Bjarnsholt, 2013). Por lo

tanto, la microbiota humana esta compuesta de microrganismos ubicuos sobre
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zonas del cuerpo humano no estériles, que son de facil acceso ante la

colonizacion bacteriana.

Ademas, existen otras areas del cuerpo humano, con ocupacion de
microbios temporal, ya que residen una cantidad escasa 0 su presencia es
transitoria. Estas zonas son: la laringe, trdquea, bronquios, senos nasales
accesorios, esoéfago, estbmago, porciones superiores del intestino delgado,
tracto urinario superior, areas distales de los genitales masculinos y femeninos
(Murray col., 1995). Estas areas del cuerpo humano, son las que delimitan
entre el estado de salud o enfermedad de un hospedador en relacion con las
enfermedades infecciosas. Entre los factores de riesgo que influyen sobre las
probabilidades que un niamero pequefio de bacterias, invadan estas superficies
del cuerpo e induzcan procesos de enfermedades infecciosas estan:
geograficos, ambientales, condiciones inmunolégicas y comportamiento

humano (Fauci y col., 2000).

Una infeccién bacteriana describe la adherencia, multiplicacion y
crecimiento de un microorganismo sobre una superficie del cuerpo humano.
Como consecuencia, en una infeccion se establecen interacciones complicadas
entre el microorganismo Yy el individuo infectado, pudiendo producir cambios en
la fisiologia de ambas partes. Un proceso infeccioso resulta en una enfermedad
cuando se producen alteraciones en la fisiologia normal del individuo infectado,
debido a la habilidad de un microrganismo de invadir tejidos del cuerpo humano
(Atlas, 1997; Fauci y col., 2000).

Una infeccidbn bacteriana que resulta en enfermedad infecciosa
desencadena, en conjunto, la ruptura de la integridad homeostatica de barreras
mucosas o superficies de la piel, asi como el despliegue de mecanismos
defensivos inmunitarios. Si la infeccién es erradicada espontaneamente por
medio de la respuesta inmune innata o adaptativa, se clasifica como infeccion
aguda; si, por el contrario, la infeccion y la sintomatologia persisten en el
tiempo, a pesar del desarrollo de la respuesta inmune y la asistencia de la
terapia de antibiodticos, se clasifica como una infeccion crénica (Bjarnsholt,
2013).
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De acuerdo a la reaccién bioquimica e inmune compleja desarrollada en
el individuo infectado, pueden establecerse innumerables y diversas
manifestaciones clinicas. En efecto, las enfermedades infecciosas son
consideradas todavia una causa importante de debilidad, muerte vy

responsables del empeoramiento de condiciones de vida (Fauci y col., 2000).

Los microorganismos patdgenos han desarrollado diversas estrategias
gue les permite evadir los mecanismos defensivos y la respuesta inmune del
hospedador, asi como incrementar la virulencia. Dentro de estos mecanismos,
cabe destacar: la alternancia de expresion de componentes de membrana y
cambios en su permeabilidad, secreciébn de toxinas, control de crecimiento
microbiano; la expresion de mecanismos de resistencia a antibioticos y otros
agentes antimicrobianos, de manera intrinseca, adaptativa y/o adquirida por

intercambio génico.

Se designan a las biopeliculas como agentes causales de enfermedades
infecciosas, debido a los siguientes criterios: 1) capacidad de adherencia
bacteriana sobre sustratos, 2) bacterias encapsuladas dentro de la matriz
extracelular, 3) se encuentran confinadas a una locacion especifica, 4) la
infeccion es dificilmente erradicada con terapia convencional de antibioticos
(Parsek y Singh, 2003).

Las biopeliculas son una estrategia importante de patogenicidad, asi
como de cronicidad de infecciones bacterianas. El desarrollo y la estructura de
las biopeliculas, confieren una proteccion de agentes externos, que son
imposibles de manifestarse en células con estilo de vida libre. Se ha propuesto
gue una serie de propiedades fenotipicas de las biopeliculas, proporcionan
importantes mecanismos patogénicos (Aparna y Yadav, 2008), causando

problemas de salud. Estos son:

- Capacidad de adherencia a superficies bioticas y abidticas: las biopeliculas

pueden formarse sobre superficies bibticas, como tejido sano, huesos,
capas mucosas, quemaduras, heridas o tejido necroético; asi como pueden
adherirse sobre superficies inertes, resultando una fuente de contaminacion

de dispositivos médicos que inciden sobre las rutas de transmision del
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agente patdgeno, tales como: catéteres, unidades dentales, ventiladores,
implantes médicos, entre otros.

- Division de labores: la red protectora de la matriz extracelular, la ubicacion

de bacterias metabdlicamente activas y resistentes en capas superiores de
las biopeliculas, reducen la entrada y la capacidad de efecto de agentes
deletéreos al interior de las mismas.

- Evasion de la defensa inmune: la formacion de biopeliculas activan

mecanismos de respuesta inmune del hospedador, sin embargo, la matriz
extracelular como barrera protectora, dificulta la penetracibn de los
componentes de la respuesta inmune al interior de las biopeliculas. En este
caso, la respuesta inmune ejerce dafos sobre los tejidos que bordean a las
biopeliculas.

- Proteccién contra agentes antimicrobianos: las biopeliculas disminuyen la

susceptibilidad de las bacterias residentes en contra de estos agentes
antimicrobianos, ya que la matriz extracelular dificulta su penetracion.
Sumado a las propiedades que confiere la heterogeneidad fenotipica, por
ejemplo, las bacterias que producen y secretan proteinas que degradan los
antibioticos, protegen a las bacterias sensibles.

- Alto potencial de intercambio de material genético, por transferencia

horizontal: en el interior de las biopeliculas, se da un entorno propicio de
interacciones intercelulares y, por ende, el intercambio génico. Una ventaja
fundamental puede resultar en la transmision de genes de virulencia entre
cepas bacterianas.

- Alta densidad de microorganismos: la transmisién del agente patégeno a

otras regiones blanco de infeccién en el cuerpo humano, durante la fase de
dispersién de las biopeliculas, es favorecida por el contenido de
microorganismos que conforman las biopeliculas. Durante la dispersién de
las biopeliculas, también son liberados factores de Vvirulencia que

incrementan la habilidad de invadir otros tejidos del cuerpo humano.

La formacion de biopeliculas contribuye con la sobrevivencia y
adaptacion bacteriana por los sitios que coloniza del cuerpo humano (Nucleo y
col., 2009). Se considera que mas del 50% de las infecciones bacterianas
estan asociadas a biopeliculas (Hancock y col., 2006).
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Las infecciones del tracto respiratorio estan vinculadas con el desarrollo
de biopeliculas. La adherencia bacteriana ocurre sobre los tejidos de las vias
respiratorias inferiores, como bronquios y pulmones; asi como de las vias
superiores, tales como oidos, nariz y garganta. Las infecciones respiratorias
asociadas a biopeliculas son: neumonia asociada a ventilacién; enfermedades
pulmonares obstructivas cronicas, fibrosis quistica, bronquitis, otitis, tonsilitis,
adenoiditis y rinosinusitis (Blasi y col., 2016; Torretta y col., 2018). Las especies
bacterianas Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae vy
Streptococcus pneumoniae representan los agentes infecciosos comunes
asociadas a infecciones del tracto respiratorio. Las cepas patdgenas
oportunistas de Acinetobacter baumannii estan catalogadas como agentes
comunes causales de neumonia asociada a ventilacion mecéanica; asi como las
cepas oportunistas de Serratia marcescens también se han descrito como
responsables de infecciones del tracto respiratorio (Mahlen y col., 2011;
Bjarnsholt, 2013; Blasi y col., 2016).

Las infecciones del tracto urinario consisten en la adherencia y
colonizacion bacteriana del urotelio, las cuales permiten resistir su remocién
por el flujo de orina. Estos microorganismos provienen de reservorios que estan
fuera del tracto urinario, como la microbiota intestinal. Puede iniciar como una
infeccidn de vejiga, con capacidad potencial de diseminarse a rifiones o por via
hematogena. Estas infecciones bacterianas representan un grave problema de
salud, siendo un fendmeno recurrente en la mujer. El desarrollo de biopeliculas
en el tracto urinario se considera una estrategia de persistencia bacteriana,
pudiendo ser la causa de cronicidad de estas infecciones (Hancock y col.,
2006; Soto y col.,, 2006). Las bacterias uropatogénicas que comunmente
desarrollan las biopeliculas asociadas a estas infecciones son: E. coli, Proteus
mirabilis, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae (Valdevenito, 2008).
Las cepas patdgenas oportunistas A. baumannii y S. marcescens también se
han descrito como agentes causales de infecciones del tracto urinario (Nucleo y
col., 2009; Mahlen y col., 2011).

Un conjunto de enfermedades infecciosas de la piel también se han
vinculado con biopeliculas bacterianas, las cuales se extienden a lesiones,

como quemaduras. Los microorganismos asociados a piel son: S. aureus,
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Staphylococcus epidermidis, Propionibacterium acnés, entre otros (Brandwein y
col., 2016). De igual manera, las cepas A. baumannii y S. marcescens se han
reportado como responsables de infecciones de lesiones de piel, heridas y
gquemaduras (Nucleo y col., 2009; Mahlen y col., 2011).

Las cepas patdégenas pueden ser agentes causales de infecciones
adquiridas en la comunidad o dentro de los centros de salud. Las infecciones
adquiridas en la comunidad predominan en individuos con condiciones
subyacentes de riesgo en salud, como diabetes mellitus, fumadores o
alcoholicos; también estdn mediadas por las condiciones climaticas (Morris y
col., 2019). Las infecciones hospitalarias 0 nosocomiales se definen como
aquellas contraidas durante o como consecuencia de una hospitalizacion. En
este caso, el paciente estuvo ingresado por un periodo minimo de 48 horas al
centro de salud, sin embargo, su motivo inicial de hospitalizacion no involucra
el periodo de incubacién, manifestacion ni tratamiento de la infeccién
nosocomial. Las infecciones nosocomiales representan un problema adicional
de incidencia sobre la morbilidad, mortalidad, costos hospitalarios y situacién
econdmica del paciente (Murray y col., 1995; Fauci y col., 2000). Del género
Acinetobacter spp. han surgido cepas patdégenas con prevalencia importante en

infecciones nosocomiales (Subhadra y col., 2018; Morris y col., 2019).

Los factores de riesgo que atribuyen la frecuencia y severidad de
adquisicion de infecciones nosocomiales son diversos. Un factor importante
influyente reside en la severidad de la condicién del paciente infectado, como:
su estado inmunoldégico (competente o comprometido), edad, estado de
nutricion, enfermedades anteriores o simultaneas, estado emocional, post-

operaciones, entre otros.

Otro factor de riesgo reside en la introduccién de aparatos fisicos, como
dispositivos intravenosos, valvulas, catéteres, sondas, tubos traqueales,
instrumentos ortopédicos, entre otros. La superficie abidtica que exponen estos
cuerpos extrafios, en conjunto con la incision de la barrera cutdnea o de las
mucosas que ocasiona la instalacion del dispositivo, incrementan la
probabilidad de colonizacién e invasion bacteriana al paciente. Si el tratamiento

previo y durante las primeras 48 horas de hospitalizacion, contempla el uso de
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terapia empirica de antibidticos de amplio espectro, se predisponen estados
alterados de la microbiota normal de las mucosas del paciente, lo que también
facilita la colonizacién de los agentes patdgenos sobre estas areas del cuerpo
humano, por la falta de competencia de los recursos del medio circundante
(Fauci y col., 2000; Aparna y Yadav, 2008). En la figura 3 se esquematizan las
infecciones bacterianas por biopeliculas.

INFECCIONES DE
TEJIDOS

Otitis media cronica,
sinusitis cronica

INFECCIONES ASOCIADA
A DISPOSITIVOS

Derlvaclones ventriculares

Lentes de contacto
Tonsilitis cronica,

placa dental,
laringitis cronica

Tubos endotraqueales

Cateteres vasculares contrales
Endocarditis
Valvulas carduacas
prostéticas, marcapasos e
Injertos vasculares

Infeccion en pulmon por
fibrosis quistica

- = Calculos en rinones
Catéteres vasculares periféricos

Infecciones del tracto biliar
Relleno de tejidos,
implantes de seno
Infecciones del tracto
urinario
Catéteres urinarios
Vaginosis

Implantes ortopédicos y

? . g3s Osteomielitis
articulaciones prosteéticas

Heridas cronicas

Figura 3: Infecciones comunmente asociadas al desarrollo de biopeliculas
bacterianas. Las bacterias tienen la capacidad de adherirse sobre superficies bidticas
o dispositivos médicos, desencadenando asi la formacion de biopeliculas como
mecanismo de virulencia. Tomado y modificado de: Hgiby y col., 2015.

Las biopeliculas bacterianas conllevan a un grave problema de salud a
nivel mundial, concerniente al control terapéutico de estas enfermedades. Las
infecciones por biopeliculas son de dificil tratamiento y erradicacion, ya que las
bacterias residentes dentro de este consorcio, tienen menor susceptibilidad en
contra de los antibidticos y la respuesta inmune del hospedador, que con
respecto al estilo de vida planctonico (Bryers y col., 2008; Stewart y Franklin,
2008).
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En biopeliculas se establecen complejos mecanismos de tolerancia y
resistencia en contra de agentes antimicrobianos. Este fendmeno describe a
las biopeliculas como recalcitrantes, la cual define la capacidad de las bacterias
en biopeliculas de sobrevivir al tratamiento de antibiéticos, siendo un fenotipo
reversible y no heredado (Lebeaux y col., 2014). El fenotipo recalcitrante se
atribuye a propiedades genéticas innatas de biopeliculas, tales como: la
heterogeneidad fisiol6gica, la difusién limitada de nutrientes, generacion de
células persistentes, expresion génica especificas en biopeliculas; asi como se
atribuyen propiedades inducidas por el agente antimicrobiano (Anderson y
O’'Toole, 2008; Antypas y col., 2018).

I1.2.1 Infecciones causadas por Acinetobacter baumannii y Serratia

marcescens

Las especies A. baumanni y S. marcescens han resurgido mundialmente
como patdgenos oportunistas, causantes de un amplio rango de infecciones
severas adquiridas en el hospital y la comunidad. Estas especies virulentas
comparten numerosas caracteristicas bioldgicas que les confieren adaptacion y
sobrevivencia. En conjunto: su distribucién ubicua, capacidad de adherencia
sobre diversas superficies, resistencia mdultiple a la exposicion de diversos
agentes deletéreos, capacidad de adquisicion de determinantes genéticos y
formacion de biopeliculas (Blossom y Srinivasan, 2008; Peleg y col., 2008;
McConnell y col., 2012).

35



Dominio Bacteria
Phylum Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Serratia
Especie Serratia marcescens
Orden Pseudomonadales
Familia Moraxellaceae
Género Acinetobacter
Especie Complejo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus

Figura 4. Clasificacion taxonémica de las especies A. baumannii y S. marcescens.
Ambas especies pertenecen a la clase y-proteobacteria, grupo taxonémico con una
amplia coleccion de microorganismos patégenos para humanos y otros animales. Se
cataloga a A. baumannii como un complejo bacteriano con la especie A. calcoaceticus
(Tomado de: http://www.ncbi.nim.nih.gov/)

I1.2.1.a Acinetobacter baumannii

Las especies pertenecientes al género Acinetobacter sp., son
microorganismos ubicuos, las cuales presentan como habitat natural las
superficies de agua, suelos y vegetales. Adicionalmente, estos
microorganismos también forman parte de la microbiota de piel y membranas
mucosas de animales y de individuos humanos sanos, como el tracto
respiratorio, tracto genitourinario, piel y huesos. Se ha descrito a: A. lwoffii, A.
johnsonii, A. junii y A. radioresistens, como las especies comunes de
colonizacion en areas del cuerpo humano (Peleg y col., 2008). En las muestras
clinicas, estas especies pueden estar presentes ocasionalmente, estando

involucradas en infecciones (Murray y col., 1995).

Para la especie A. baumannii, se presentan discrepancias en cuanto a
su habitat natural. Ciertos autores afirman que su distribucion es ubicua en la
naturaleza y destacan que forman parte de la microbiota habitual de la piel
humana; mientras que otros autores lo descartan, indicando que A. baumannii

no parece ser un microorganismo tipico del entorno y proponen la existencia
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por contaminacién de cepas de A. baumannii sobre dispositivos médicos
impuestos en pacientes hospitalizados (Peleg y col., 2008; McConnell y col.,
2012).

A nivel microbioldgico, se identifica a la especie A. baumannii como
bacilos Gram negativos, a menudos dificiles de decolorar; de 1,5 a 2,5 um de
longitud, dispuestos en pares y en cadenas de longitud variable. Son
microorganismos aerobios estrictos, no fermentadores de glucosa, nitrato
negativos, Catalasa positivos y Oxidasa negativos, con capacidad de
crecimiento a temperaturas de 37 y 41 °C (MacFaddin, 2004). La identificacion
de A. baumannii, por lo general, es catalogada como un grupo, debido a la
capacidad de formacion de complejos bacterianos con otras especies como A.
calcoaceticus, presentando caracteristicas epidemiolégicas y clinicas

relevantes. Su clasificacion taxondmica se muestra en la figura 4.

A. baumannii es un agente patégeno poco comun, pero severo de
infecciones del tipo adquiridas en la comunidad, destacando la neumonia. Sin
embargo, si es responsable de causar un amplio rango de infecciones
nosocomiales. En estas Ultimas, la mas frecuente es el contagio del tracto
respiratorio, tracto urinario, meningitis, endocarditis e infecciones de
diseminacién sanguinea. Adicionalmente, el patégeno A. baumannii causa
infecciones severas en situaciones inusuales o de emergencia, por ejemplo: en
situaciones bélicas incrementan los tipos de infecciones adquiridas en la
comunidad, que incluyen contagios de piel, tejido blando, sobre quemaduras y
heridas (Bhargava y col., 2010). Los pacientes criticos que padecen
significativamente de estas infecciones son los inmunocomprometidos y
aguellos hospitalizados en las unidades de cuidados intensivos y neonatologia

(Blossom y Srinivasan, 2008).

Los sectores de cuidados intensivos estan ocupados por pacientes que
requieren procedimientos invasivos, por periodos prolongados de tiempo, como
la incorporacién de dispositivos de ventilacion en el tracto respiratorio y de
catéteres intravasculares. Adicionalmente, los pacientes infectados deben
recibir un tratamiento frecuente antimicrobiano, durante su hospitalizacién (Lee

y col., 2008). En consecuencia, las condiciones del entorno de las unidades de
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cuidados intensivos y de neonatologia, ejercen fuertes presiones selectivas
sobre los microorganismos presentes, que causan la seleccion de mecanismos
rapidos y eficientes de patogenicidad. Estos atributos, los cuales son
elementales en su epidemiologia, consisten en la habilidad de sobrevivir por
periodos de tiempo prolongados sobre superficies inanimadas, la colonizacion
de piel humana y la capacidad de resistencia a multiples drogas (Bhargava y
col., 2010).

La especie A. baumannii presenta una destreza extraordinaria de
adquisicion de ADN foraneo, por transmision horizontal de plasmidos,
transposones e integrones. Entre estos mecanismos se presenta la capacidad
de adquisicion de islas de patogenicidad, lo que confiere una ventaja selectiva
en la estrategia de persistencia de A. baumannii, con respecto a
microorganismos de genomas mas estaticos (Smith y col., 2007; Cerqueira y
Peleg, 2011).

Las islas gendmicas son regiones del genoma bacteriano, los cuales
representan puntos de integracion sucesiva de genes, con funciones putativas
de virulencia y resistencia. La especie A. baumannii contiene numerosas islas
gendmicas, entre ellas destacan las islas de patogenicidad, como la AbaR1,
region de 16,3 kb. Esta isla contiene 25 genes de resistencia a antibiéticos, 20
genes de resistencia a antisépticos y metales pesados. ElI material genético
foraneo contenido en AbaR1, proviene de diversos microorganismos, como E.
coli, Salmonella sp. y Pseudomonas sp. (Fournier y col., 2006; Smith y col.,
2007). Dada a estas caracteristicas, la Organizacion Mundial de la Salud ha
clasificado a la especie A. baumannii como uno de los patdgenos ESKAPE
(acrénimo de Enterococcus faecium, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, A.
baumannii, P. aeruginosa y especies de Enterobacterias), de los cuales se
requieren atencion prioritaria para el desarrollo de nuevos tratamientos

terapéuticos (Morris y col., 2019).

La capacidad de formacion de biopeliculas de A. baumannii,
particularmente sobre dispositivos médicos, contribuye con la prevalencia de
infecciones nosocomiales. Se han caracterizado distintos determinantes de

virulencia en biopeliculas de A. baumannii. La proteina de superficie de
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membrana Bap modula la formacion y desarrollo de biopeliculas de A.
baumannii mediante la adhesion entre células y funciones estructurales. El
sistema de la bomba de eflujo AdeABC y la porina OmpA estan vinculados con
mecanismos de resistencia, adhesion y formacion de biopeliculas. El sistema
enzimatico PgaABCD y AIgC, catalizan la sintesis del exopolisacaridos de
biopeliculas, como: poli-(1-6)-N-acetilglucosamina, alginato y lipopolisacaridos.
La biogénesis de los pili Csu, requeridos en la adherencia bacteriana sobre
superficies abibticas, el cual se encuentra su expresion modulada por el
sistema de dos componentes BfmRS. Los sistemas “quorum sensing” AbalR 'y
Lux, median la agregacion celular y formacion de biopeliculas (Eze y col.,
2018).

[1.2.1.b Serratia marcescens

La especie S. marcescens son bacterias saprofitas ubicuas, distribuidas
naturalmente en diversos nichos ecolégicos como superficies de agua y suelos;
asociado, ademas, sobre tejidos de insectos, animales y plantas; también se
puede presentar como contaminante de alimentos ricos en almidon (Hejazi y
Falkiner, 1997). Las cepas de S. marcescens aisladas del ambiente, producen
prodigiosina, un pigmento que confiere a sus colonias apariencia de color rojo
caracteristico. Las especies mutantes de Serratia sp no productoras del
pigmento son menos sensibles a antibiéticos y las que comdnmente se aislan
de muestras clinicas (Hejazi y Falkiner, 1997; Atlas y col., 1997). Es comun

encontrar colonizacion de cepas pigmentadas en el tracto respiratorio y huesos.

A nivel microbiolégico, se identifica a la especie S. marcescens como
bacilos Gram negativos, de tamafos que oscilan entre 5 a 30 um de longitud;
presenta motilidad, mediada por flagelos. Son microorganismos anaerobios
facultativos, fermentadores de glucosa con produccion variable de gas y no
fermentadores de lactosa, nitrato positivos, catalasa positivos y oxidasa
negativos (MacFaddin, 2004). Se distingue de otras especies de Serratia sp
patdgenas en humanos, por no poder fermentar a L-arabinosa (Murray y col.,

1995). En la figura 4 se muestra la taxonomia de esta especie.
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La especie Serratia sp forma parte de las enterobacterias patdgenas
oportunistas, que causan enfermedades infecciosas en animales (insectos,
reptiles, roedores, aves, peces, caballos, entre otros), plantas y humanos.
Concretamente, la especie S. marcescens se encuentra estrechamente
vinculada con algunos tipos de infecciones humanas. S. marcescens es el
agente causal de un amplio espectro de infecciones nosocomiales y
extraintestinales importantes en el hombre, como: infecciones del tracto
urinario, tracto respiratorio, sistema nervioso central (meningitis), infecciones de
diseminacién sanguinea, como septicemia y endocarditis; distintos tipos de
infecciones de heridas, como la herida quirdrgica e infecciones asociadas a la
implementacion de dispositivos, como catéteres o equipos de ventilacion (Atlas
y col., 1997; Mahlen, 2011).

Existen andlisis de secuencias gendmicas entre cepas de S. marcescens
gue revelan su elevada plasticidad gendmica, la cual se refleja a su vez en la
diversidad de habitats que puede colonizar. Este agente patégeno contiene
potenciales factores de virulencia, tal como su habilidad de secretar diversas
exoenzimas (toxinas, hemolisinas, proteasas), por medio de sistemas de

secrecion; asi como expresa variabilidad en sus proteinas de superficie.

Son escasos los mecanismos moleculares descritos en biopeliculas de
S. marcescens. Por lo general, el componente de adherencia de S. marcescens
a diversos sustratos, esta pautada por el sistema pili de fimbrias de tipo 1
(Kalivoda y col., 2008). Los sistemas de “quorum sensing” se consideran como
reguladores globales determinantes del desarrollo de biopeliculas de S.
marcescens (Rice y col., 2005; Bakkiyaraj y col., 2012); de igual manera la
proteina regulatoria global receptora de AMPc (Crp), las enzimas
fosfodiesterasas (Kalivoda y col., 2008; Kalivoda y col., 2013) y la proteina
regulatoria OxyR, que modula la expresion de genes de adherencia bacteriana
y formacion de biopeliculas, bajo condiciones de estrés oxidativas (Shanks y
col., 2007).
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1.3 Procesos de metilacién del ADN

La estructura de la molécula del acido desoxirribonucleico (ADN) permite
almacenar la informacién genética en una serie de instrucciones codificadas
gue determinan la constitucion de toda célula viva. Las funciones genéticas
adscritas al ADN se encuentran establecidas por el orden especifico de cuatro

bases nitrogenadas: Adenina (A), Citosina (C), Guanina (G) y Timina (T).

Sin embargo, se ha evidenciado que las moléculas A, C, Gy T no son
las Unicas bases nitrogenadas que constituyen las letras del alfabeto genético.
Se han descubierto modificaciones dindmicas de las mismas, las cuales hacen
una extension especial del cdédigo genético. Dichas estructuras quimicas
novedosas presentan la incorporacion de un grupo metilo, sobre una posicion
especifica de las bases nitrogenadas de A y C (figura 5), estas son: 5-
metilcitosina (5mC), N°-metiladenina (6mA) y N*-metilcitosina (4mC) (Jeltsch,
2002; Heyn y Esteller, 2015; Wion y Casadesus, 2006).

Nb metiladenina N metilcitosina  5- metilcitosina

Figura 5: Estructuras de las bases nitrogenadas A y C, modificadas por metilacién. El
grupo metilo puede estar enlazado a un atomo de nitrégeno (N°-metiladenina o N*
metilcitosina) o uno de carbono (5-metilcitosina). Tomado y modificado de: Jeltsch,
2002.

Las moléculas de A y C metiladas reducen la estabilidad de las
propiedades de apareamiento tipicas A=T y C=G, lo que promueve la apertura
de las hebras y el enlazamiento entre proteinas-ADN. Por lo tanto, la metilaciéon
del ADN incorpora informacion adicional al material genético, la cual no se
encuentra codificada directamente en su secuencia. Las enzimas ADN
metiltransferasas (Dnmts) catalizan la metilacion del ADN sobre secuencias

especificas, a partir de una molécula donadora del grupo metilo, como el
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sustrato S-Adenosil Metionina (SAM) (Jeltsch, 2002; Wion y Casadesus, 2006;
Heyn y Esteller, 2015).

Las bases 4mC, 5mC y 6mA, estan presentes en secuencias especificas
de ADN de los genomas procariotas y eucariotas (Cedar y Bergman, 2012). La
base 5mC ejerce un rol biolégico predominante en células eucaridticas de
plantas y animales mamiferos; mientras que 6mA y 4mC, son modificaciones

dominantes en bacterias (Heyn y Esteller, 2015).

[1.3.1 Metilacién del ADN en organismos eucariotas superiores

Los patrones de metilacion en células eucariotas de mamiferos estan
determinados por 5mC. Esta base nitrogenada esta organizada de manera
exclusiva dentro de una secuencia especifica de ADN que corresponde al
dinucledtido C+G (CpG). Entre un 70%~80% de estas secuencias en el
genoma pertenecen a los dinucledtidos CpG puntuales, generalmente
metilados. La proporcién restante de CpG (30%~20%), estd distribuida
especificamente dentro de regiones promotoras de ADN, conocidas como islas
CpG. Estas secuencias tienen un tamafio de 200 a 1000 pares de base (pb),
contienen una elevada composicion simétrica de C+G, la cual excede del
contenido GC global del genoma. Alrededor de un 70% de las islas CpG

carecen de metilacion (Law y Jacobsen, 2010; Cedar y Bergman, 2012).

Con respecto a los patrones de metilacion en el genoma de plantas, se
ha descrito la presencia de las islas CpNpG, las cuales presentan un contenido
simétrico de C+N+G, donde N indica la presencia de cualquiera de las cuatro
bases nitrogenadas A, C, G o T. Las islas CpNpG se encuentran hemi-
metiladas (s6lo una de las dos hebras de ADN estd metilada) y estan
distribuidas sobre transposones y elementos repetitivos de ADN (Law y
Jacobsen, 2010; Cedar y Bergman, 2012).

Los patrones de metilacion se mantienen estables en la replicacion del
ADN, mediante las Dnmts. Estas enzimas permiten que se conserven los
marcadores de metilacion en cada division celular, ya que transfieren grupos

metilos sobre regiones de ADN hemimetiladas, formadas durante la replicaciéon
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del ADN vy restauran un estado de metilacion en ambas hebras (Law y
Jacobsen, 2010).

La funcion biolégica asociada a la base 5mC dentro del genoma
eucariota consiste, en la mayoria de los casos, en el silenciamiento de la
expresion genética mediante dos mecanismos moleculares: 1) la inhibicidon
directa de interacciones entre proteinas regulatorias con secuencias
especificas del ADN y 2) las alteraciones de la estructura y empaquetamiento
de la cromatina, que proporcionan accesibilidad de las referidas proteinas
regulatorias a sus respectivos sitios de union al ADN (Cedar y Bergman, 2012).
Adicionalmente, los patrones de metilacion del genoma eucariota coordinan la
replicacion del cromosoma y el ciclo celular, ejerciendo control sobre
mecanismos como la diferenciacion celular y la inactivacién de cromosomas o

“imprinting” genomico.

Un proceso de desarrollo normal en organismos eucariotas, requiere una
ejecucion apropiada de un programa de metilacion del genoma. Sin embargo,
las alteraciones en los patrones de modificacion del ADN, pueden representar
elementos basicos de desordenes de metabolismo y desarrollo. Por lo tanto,
los patrones de metilacion del ADN también se correlacionan a manifestaciones
patolégicas, siendo muy estudiado el rol de los patrones anormales de
metilacion del ADN sobre el desarrollo del cancer, desérdenes neuroldgicos,

entre otros (Cedar y Bergman, 2012).

11.3.2 Metilacién del ADN en bacterias

Una vision clasica de la metilacion del ADN en bacterias consiste en la
distincion molecular de ADN propio y no propio. Este reconocimiento forma
parte de los sistemas de Restriccion-Modificacion (RM), los cuales confieren
proteccion contra la invasion de ADN foraneo (Jeltsch, 2002).

Los sistemas de RM estan compuestos por genes que codifican enzimas
de restriccion y de modificacion, las cuales generan un mecanismo de defensa
en contra de la infeccion de bacterias por bacteriéfagos. Tanto las enzimas de

restriccion (nucleasas dependientes de ADN) como las enzimas de
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modificacion o Dnmts (metilasas dependientes de ADN), catalizan sus
reacciones bioquimicas sobre secuencias especificas de ADN (Cheng vy
Roberts, 2001; Jeltsch, 2002).

La proteccion es conferida por las enzimas de restriccion, las cuales
hidrolizan especificamente el ADN foraneo de la célula, en sitios de
reconocimiento definidos. Por otra parte, el ADN celular esta protegido, debido
a que dichos sitios de reconocimiento se encuentran metilados por las enzimas
Dnmts (Cheng y Roberts, 2001; Jeltsch, 2002).

Los sistemas de RM se clasifican en tres tipos: I, Il y llI; los cuales se
clasifican en base a su composicion de subunidades enziméticas, posicion de
la hidrolisis, especificidad de la secuencia y requerimientos de cofactores. El

sistema de restriccion tipo |, consiste de una holoenzima de tres subunidades,

gue contienen las actividades de reconocimiento, modificacion y restriccion del
ADN. El sitio de reconocimiento de ADN es asimétrico y la enzima hidroliza el

ADN distante de la secuencia de reconocimiento. El sistema de restriccién tipo

Il, las enzimas de modificacion y restriccion se encuentran separadas,
funcionando de manera independiente. Ambas enzimas ejercen actividad
catalitica en una misma secuencia de reconocimiento, la cual se caracteriza por
ser una secuencia especifica y palindromica, de tamafio entre 4-40 pb. La
restriccion ocurre cerca 0 en el sitio de reconocimiento. El sistema de

restriccion tipo Ill, estd constituido por una enzima de dos subunidades, las

cuales contienen las actividades de reconocimiento, modificacion y restriccion
del ADN. El sitio de reconocimiento es asimétrico y especifico, de 5-6 pb. La
endonucleasa de restriccion, requiere dos sitios de reconocimiento
inversamente orientados y no metilados, la hidrdlisis del ADN ocurre a 25-27 pb
rio abajo de la secuencia de reconocimiento. La enzima de modificacion soélo

metila a una de las hebras de ADN (Srikhanta y col., 2010).

En células procariotas existe una amplia diversidad de sistemas de RM.
Se han descrito mas de 3000 sistemas de RM en todo el espectro de especies
bacterianas conocidas, incluyendo a los dominios eubacterias y archaea. Por lo
tanto, la mayoria de las Dnmts descritas, provienen de los sistemas de RM
(Cheng y Roberts, 2001; Jeltsch, 2002).
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La metilacion del ADN presenta otros efectos sobre la fisiologia
bacteriana. Existen patrones de metilacion del genoma bacteriano que se
establecen por enzimas de modificacion que no forman parte de ningun
sistema de RM, designadas como Dnmts solitarias o huérfanas, que catalizan
la transferencia de grupos metilo sobre hebras replicadas de ADN
hemimetiladas. Estas enzimas se encuentran involucradas en mecanismos
regulatorios de la replicacion cromosomal, transferencia de plasmidos por

conjugacion, el sistema de reparacion del ADN y la expresidn génica.

El gen constitutivo dam codifica a una Dnmt solitaria de elevada
procesividad y catalisis, conocida como ADN metiltransferasa en adenina o
Dam, comunmente descrita en la clase de Gamma-proteobacterias. La enzima
Dam cataliza la incorporacion de grupos metilos en A, formando la base
modificada 6mA sobre la secuencia especifica GATC hemimetilados o no
metilados, formados durante la replicacion cromosomal. El intervalo de
transicion entre estos estados de metilacion de los motivos GATC, desarrollan
el control de diversos efectos regulatorios globales, mediados por las
alteraciones de la afinidad de proteinas regulatorias que interactian con el
ADN (Low y Casadesus, 2008; Collier, 2009; Casadesus y Low, 2013).

La enzima Dam contribuye con la regulacion de la transcripcion de
genes. Las proteinas regulatorias de union al ADN compiten con Dam por el
enlazamiento a regiones promotoras. Los motivos GATC se encuentran
protegidos de metilacion por Dam, cuando las proteinas regulatorias se enlazan
a su sitio de union en el ADN. Por el contrario, cuando los motivos GATC estan
expuestos a metilacion por Dam, ocurren alteraciones de la afinidad de
proteinas regulatorias por el enlazamiento al ADN (Lgbner-Olesen y col., 2005;
Collier, 2009). El operdén pap y el operén agn43, son representaciones clasicas
de mecanismos epigenéticos de regulacion de la expresion génica, mediada
por la metilacion del ADN. Debido a ellos, se considera que la presencia de
regiones GATC no metiladas, podrian estar catalogadas dentro de un sistema
de modificacion epigenética del genoma bacteriano (Collier, 2009, McKelvie y
col., 2012).
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El operdn pap (pili asociado a pielonefritis) codifica genes estructurales
de un complejo proteico de superficie celular, que permite la adhesion e
invasion de cepas patdégenas sobre células uroepiteliales. El gen papB codifica
una proteina co-regulatoria y el gen papA, los monomeros del pili. El gen
divergente papl codifica a la proteina regulatoria Papl, que modula de manera
positiva la expresion del operon pap. La union de Papl con la proteina
regulatoria global Lrp (proteina reguladora que responde a leucina), incrementa

su afinidad a los sitios respectivos de enlazamiento.

La region regulatoria del operon pap esta determinada por seis regiones
de enlazamiento a Lrp, organizados en dos conjuntos (figura 6): 1) los sitios 1-3
de enlazamiento a Lrp, los cuales estdn proximos al sitio de inicio de la
transcripcion del operon papBA y, a su vez, coincide con la region de
enlazamiento de la ARN polimerasa; 2) los sitios 4-6 de enlazamiento a Lrp,
gue estan distantes al sitio de inicio de la transcripcion del operén papBA.
Adicionalmente, los sitios de enlazamiento 2 y 5 presentan solapamiento con el
motivo GATC, descritos como motivos proximal y distal, respectivamente
(Casadesus y Low, 2006).

La expresion del operon pap esta regulada por la metilacion de los
motivos GATC, que se encuentran controlados por un mecanismo de exclusion:
si estos motivos no estan metilados por Dam, ocurre el enlazamiento de la
proteina Lrp, mientras que si estan metilados, no ocurre del enlazamiento de
Lrp. La fase en la que esta activa la expresion del operén Pap o fase “ON”
(figura 6), el complejo proteico Lrp-Papl esta enlazada en la region GATCYs®!
lo que impide que Dam catalice la metilacion de este motivo, sin embargo, la
region GATCP™M sj es metilada por la enzima Dam. En cambio, en la fase
“‘OFF” (figura 6), esta inactiva la expresion del operdn pap, la proteina Lrp esta
enlazada con la region proximal GATC, por lo que no ocurre la metilacion por
Dam, mientras que la regiéon distal GATC si esta metilada (Casadesus y Low,

2013).
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Figura 6: Fases estables de la expresion dependiente de metilacion del operén pap.
Panel superior: caracteristicas generales del operdn pap, se presentan los operones
divergentes papBA y papl; en su regién promotora estan presentes seis sitios de
enlazamiento de Lrp, los cuales el sitio 2 y 3 coinciden con los motivos GATC. Los
sitios de enlazamiento de Lrp 1-3, coinciden con el sitio de enlazamiento de la ARN
polimerasa. En la fase “OFF”, el motivo GATCP®™™@ no metilado, se enlazan la
proteina Lrp, mientras que el motivo GATC®" est4 metilado por Dam. En la fase
“ON”, el motivo GATC*"® no metilado, se enlaza el complejo Lrp-Papl, mientras que el
motivo GATCP™ ™ se encuentra metilado por Dam. Tomado y modificado de: Labner-
Olesen y col., 2005.

La epigenética abarca el estudio de aquellas modificaciones adaptativas
de estructuras locales de los cromosomas, las cuales no cambian ni alteran la
secuencia nucleotidica, sino que proporcionan informacion adicional al ADN,
interfiriendo con aspectos de las funciones genéticas del ADN, tales como
cambios dinamicos de los patrones de expresion génica. La metilacion del ADN
y las modificaciones covalentes de las proteinas estructurales de tipo histonas,
son los mecanismos responsables de ejercer efectos globales sobre la
topologia de los cromosomas (Bird y Mcleod, 2004; Casadesus y Low, 2006;
Gomez-Diaz y col., 2012).
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En eucariotas se asume que el genoma de un organismo multicelular es
idéntico en todos los tipos celulares, con menores excepciones. En cambio, el
epigenoma es potencialmente dinamico y especifico a cada tipo de célula
(Doerfler, 2005). Las etiquetas epigenéticas causan complejos programas de
expresion génica, que se establecen como mecanismos adaptativos ante las
condiciones del entorno y, ademas, puede perpetuarse entre generaciones,

garantizando una memoria de dicha actividad genética (Bird y Macleod, 2004).

Esta estrategia adaptativa también ejerce efectos en la sobrevivencia
bacteriana. La heterogeneidad fenotipica representa una de las propiedades
caracteristicas de biopeliculas bacterianas, las cuales surgen de la habilidad de
cambios de la expresibn génica, como respuesta adaptativa ante las
condiciones fluctuantes del entorno (Casadesus y Low, 2013). Por lo tanto, en
una organizacion grupal y coordinada como las biopeliculas, deben existir
estrategias moleculares que rebasen las rutas clasicas de regulacion de la

expresion genética, tales como los mecanismos epigenéticos.
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[ll. ANTECEDENTES

Existe una densa recopilacion de trabajos que buscan construir y
caracterizar las rutas genéticas y las redes de sefializacion celular involucradas
en la formacién de biopeliculas. Se han reportado propiedades fenotipicas
comunes durante el desarrollo de biopeliculas de cualquier especie, como los
fendmenos de motilidad, la produccién de componentes de la superficie celular
y matriz extracelular; y la alteracion del metabolismo, involucrado en la
adaptacion a condiciones adversas del entorno. Sin embargo, existe
variabilidad entre géneros en las rutas de sefializacion celular en biopeliculas,
manifestandose estimulos del entorno especie-especificos en el desarrollo de

biopeliculas (An y Parsek, 2007; Kalivoda y col., 2013).

Las condiciones del entorno son determinantes en el mecanismo
regulatorio del desarrollo de biopeliculas. Moryl y colaboradores (2014)
demostraron las diferencias en fenotipo que se expresan en las biopeliculas
formadas por el patégeno oportunista Proteus mirabilis, bajo distintas
condiciones nutritivas de crecimiento, mediante la cuantificacion de proteinas y
de polisacaridos presentes en las biopeliculas. Las biopeliculas de P. mirabilis
formadas en un medio de cultivo con dosis adicional de fuente de carbono,
como la glucosa, albumina, N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina; hubo
una sobreproduccion cuatro veces mayor de cantidad de polisacéaridos. Al
disminuir los nutrientes del medio, se desencadend un incremento de los
niveles de polisacaridos en la mayoria de las biopeliculas formadas, siendo
1,25 veces mayor, con respecto al control. La disminucion de pH, también
ocasiond el incremento en la cantidad de polisacéaridos, esta fue dos veces
mayor, comparada con el control. Por dltimo, una dosis subinhibitoria de
cefotaxim desencadena en la formacion de biopeliculas con el incremento entre
1,5-2,7 de polisacaridos (Moryl y col., 2014).

Rice y colaboradores (2005) demostraron que las condiciones del
entorno afectan la morfologia de las biopeliculas de S. marcescens. Estas
biopeliculas presentan un morfotipo filamentoso, bajo condiciones nutritivas

favorables. Sin embargo, cuando se reducen las cantidades de estos nutrientes
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en el medio, se desarrollan biopeliculas con una morfologia de tipo

microcolonias.

Las condiciones del entorno también son determinantes para el
mecanismo regulatorio de desarrollo de biopeliculas de A. baumannii. Lee y
colaboradores (2008) describieron que el tratamiento con EDTA caus6 una
disminucion del 55 — 65 % en la formacion de biopeliculas de A. baumannii.
Nwugo Yy colaboradores (2012) evidenciaron que la exposicion de A. baumannii
a dosis bajas de etanol, causa la sobre-produccién de biopeliculas. Mussi y
colaboradores (2010) demostraron que la formacién de biopeliculas de A.
baumannii es modulada en respuesta a la luz y la temperatura. La incubacion
de A. baumannii con luz azul a 24 °C, causa la ausencia o produccion de
biopeliculas débiles. En oscuridad, reportaron la formacion de biopeliculas
fuertes. Durante la incubacion a 37 °C, se afecta la produccion diferencial de

biopeliculas.

Son diversos los trabajos que demuestran que la interrupcién o el
incremento de la expresion de Dam en las y-proteobacterias, causan
respuestas fisiolégicas pleiotropicas. La metilacion mediada por Dam es
esencial en ciertas cepas bacterianas, asi como es dispensable en otras. En
general, este control epigenético esta involucrado en modular la expresion de

genes que confieren los fenotipos de virulencia en bacterias patogénicas.

En cepas de E. coli uropatogénica se ha descrito que los genes pap y
agn43, los cuales codifican proteinas de membrana, estan regulados por un
mecanismo de variacion de fase, dependiente de Dam (Wallecha y col., 2002).
La sobreproducciéon de dam en Y. enterocolitica, conduce al incremento de
transcriptos de flhDC y de genes asociados a la sintesis de lipopolisacaridos,
modificando las propiedades de motilidad y composicion antigénica de este
agente patdégeno (Falker y col.,, 2007). Robinson y colaboradores (2005)
estimaron que una dosis de 1 UFC de Y. pestis inoculadas a ratones BALB/c es
letal; en cambio, al emplear una cepa isogénica mutante de Y. pestis que
carece del gen dam, se requiere una cantidad considerablemente mayor, de
2300 UFC de inoculacién, para observar letalidad en ratones. Ademas,

evidenciaron que 129 genes de Y. pestis C46 presentan alteraciones de
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expresion génica: 76 genes incrementaron su expresion y 53 genes se

encuentra disminuida su expresion.

Se estan desarrollando tecnologias de secuenciacion del ADN con
sistemas de deteccion de la metilacion global en genomas bacterianos,
(metiloma). De esta manera se genera informacion completa sobre el
epigenoma bacteriano, pudiendo evaluar asi sus efectos sobre la regulacion de
la expresion génica (Beaulaurier y col., 2018).

Sin embargo, son escasos los estudios para elucidar directamente los
efectos de los mecanismos epigenéticos sobre la formacion de biopeliculas.
Los mudltiples genes mod de Neisseria gonorrhoeae expresan Dnmts
responsables de regular la expresion de genes asociados a su virulencia,
mediante la metilacion diferencial del genoma. En este trabajo sugieren que la
metilacion del ADN mediada por la enzima Mod, incrementa la tasa de
crecimiento y disminuye la capacidad de adherencia bacteriana, lo que
compromete el estilo de vida de biopeliculas por una plancténica (Srikhanta y
col., 2009; Kwiatek y col., 2015).

Yadav y colaboradores estudiaron la importancia de los patrones de
metilacién durante la formacién de biopeliculas. Estos autores determinaron el
efecto de la 5-azacytidina y sinefungina sobre la formacion de biopeliculas del
agente patdégeno Streptococcus pneumoniae. La droga 5-azacytidina causa
hipometilacion del ADN e inhibe a las Dnmts, el metabolismo del ARN y la
sintesis de proteinas. La sinefungina es un nucledsido natural, andlogo a SAM,
metabolito necesario en las reacciones de transmetilacion, asistido por las
enzimas Dnmts. Esta droga interfiere con la transferencia del grupo metilo de
SAM a otros sustratos, como ADN, ARN, proteinas y otras moléculas, por
medio de la inhibicibn competitiva. Para ambas drogas, en sus resultados
demuestran que hubo una disminucion de la biomasa de biopeliculas por
efectos dosis dependiente, a partir de concentraciones que no afectaron el
crecimiento planctonico. Estas drogas no alteraron la cantidad de biomasa
sobre biopeliculas ya establecidas del pneumococo (Yadav y col., 2012; Yadav
y col., 2014).
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Aya y colaboradores (2015) demostraron el rol de la enzima Dam en la
formacion de las biopeliculas de Salmonella enterica. A partir de un aislado
clinico de S. enterica, formador de biopeliculas, los autores construyeron la
cepa mutante S. enterica ArJEG Adam. La ausencia de metilaciébn por Dam,
afectd la expresion de genes csgD y csgA, que codifican reguladores maestros
requeridos en la produccibn de biopeliculas en S. enterica ArJEG;
disminuyendo asi la capacidad de formacion de biopeliculas. En sus resultados
se vincula el rol regulatorio de la metilacion del ADN en la formacion de
biopeliculas bacterianas. También se ha descrito la influencia de la enzima
Dam sobre la adherencia de E. coli uropatogénicas y enterohemorragicas sobre

superficies (Campellone y col. 2007; Stephenson y Brown, 2016).
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IV. JUSTIFICATIVO

Las especies bacterianas A. baumannii y S. marcescens han surgido
como cepas patdgenas oportunistas, causales de enfermerdades infecciosas
severas, incluyendo las de tipo nosocomial. En estas especies bacterianas se
han descrito numerosos mecanismos de virulencia, los cuales han sido
extensamente caracterizados en A. baumannii, destacando la plasticidad

gendmica adquirida.

Las infecciones causadas por bacterias con capacidad de formar
biopeliculas son dificilmente erradicadas bajo terapia convencional de
antibioticos, recibiendo un interés significativo en las areas cientificas y
médicas. Las biopeliculas pueden establecerse sobre los dispositivos médicos
0 superficies bidticas, interviniendo como fuentes de transmision de
enfermedades infecciosas dentro de los centros de salud. Por lo tanto, se hace
necesario establecer las bases moleculares responsables de la formacion de
biopeliculas, siendo un apoyo importante comprender los mecanismos de
regulacion de expresion génica involucrados. Sin embargo, éstas apenas estan
siendo elucidadas en el desarrollo de biopeliculas de A. baumannii y S.
marcescens. Se han publicado dos revisiones recientes que describen los
factores de virulencia hasta ahora descritos en A. baumannii, incluyendo el

desarrollo de biopeliculas (Eze y col., 2018; Morris y col., 2019).

La metilacion del ADN como etiqueta epigenética representa
actualmente un “boom” en la busqueda de conocimiento cientifico. La
metilacibn del ADN es una modificacion quimica esencial en procesos de
desarrollo biolégico en mamiferos y plantas, asi como también es responsable
de la etiologia de manifestaciones fisiopatoldgicas. El estudio de la regulacién
de estas alteraciones como causa de enfermedades en humanos, ha permitido
el desarrollo de drogas empleadas como terapias. Sin embargo,
comparativamente, este mecanismo epigenético ha recibido poca atencion en

el estudio de su asociacion con el desarrollo de biopeliculas bacterianas.

El tratamiento de enfermedades infecciosas esta amenazado por el inicio
de la era post-antibidtica, un problema mundial en la cual el empleo

indiscriminado de antibidticos y agentes antimicrobianos existentes ha
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seleccionado resistencia bacteriana a multiples drogas. Este fendbmeno produce
graves efectos secundarios: dispara los costes sanitarios e inutiliza el uso de
terapia de antibiéticos convencionales. En este caso, la epigenética pudiese
proporcionar estrategias novedosas para el tratamiento de estas enfermedades

infecciosas.

Son escasos los estudios que buscan asociar directamente los patrones
de metilacién del ADN con la formacion de biopeliculas bacterianas. No existen
reportes previos nacionales o internacionales que busquen determinar la
relacion de la metilacion del ADN sobre la formacion de biopeliculas de cepas

patégenas de A. baumannii ni de S. marcescens.

Igualmente, se hace necesario el estudio de aquellos estimulos
ambientales que favorecen o evitan la formaciéon de biopeliculas. Las
condiciones del entorno pueden ser determinantes para el mecanismo
regulatorio de desarrollo de biopeliculas, lo que puede tener aplicaciones
importantes con respecto a la disminucion de capacidad de formaciéon de

biopeliculas en el ambiente hospitalario.

La caracterizacibn de los mecanismos genéticos, y posiblemente
epigenéticos, que regulan la formacién de biopeliculas permiten comprender
como los agentes patdgenos colonizan una amplia variedad de nichos y
persisten en el entorno, ademas de enriquecer los estudios sobre la fisiologia
bacteriana en este formato de crecimiento. Al adquirir conocimientos de este
fendmeno biolégico, cada vez se hacen mas prometedora las aplicaciones
biotecnolégicas que pueden llevarse a cabo, como determinar el efecto de
tratamientos alternativos que erradiquen la formacién de biopeliculas causales
de infecciones en humanos y de biopeliculas persistentes en ambientes

hospitalarios.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la relacion de la metilacion del ADN y la formaciéon de biopeliculas
en aislados bacterianos

Objetivos especificos

A nivel fenotipico

1. Determinar la capacidad de crecimiento plancténico en aislados
bacterianos, en presencia de diferentes estimulos del entorno

2. Determinar la capacidad de formacion de biopeliculas en aislados
bacterianos que crecen en presencia de diferentes estimulos del entorno

A nivel genotipico

1. Detectar las variaciones en los patrones de metilacion del genoma
bacteriano creciendo en formato de biopeliculas, en las diferentes
condiciones de su formacion
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VI. MATERIALES Y METODOS
VI.1 Cepas bacterianas
VI.1.1 Aislados clinicos

Fueron suministrados dieciséis aislados bacterianos de muestras
clinicas de pacientes provenientes del Laboratorio de Microbiologia Clinica del
Centro Médico de Caracas. Las muestras fueron analizadas
bacteriologicamente por el personal del Laboratorio, mediante técnicas de
diagnéstico e identificaciébn convencionales y semi-automatizados (sistema
VITEK®2). Ocho aislados fueron identificados como complejo A. baumannii y

los otro ocho, como S. marcescens.

Las muestras suministradas fueron trabajadas manteniendo el nombre
en el anonimato para garantizar la privacidad de los pacientes. Todos los
procedimientos se realizaron de acuerdo con las normas establecidas por la
Organizacion Mundial de la Salud para trabajos de investigacion en seres
humanos, la declaracion de Helsinki, ratificada por la 522 Asamblea General,
Edimburgo, Escocia (Rothman, 2000) y el Cddigo de Bioseguridad y Bioética
de la Republica Bolivariana de Venezuela (MPPCTII, 2009).

Las muestras fueron tomadas de cuatro pacientes hospitalizados, cinco
de consulta ambulatoria, tres provenientes de sala de emergencias y dos de
pacientes supervisados en la unidad de terapia de adultos. Las muestras
bacterianas provienen de ocho pacientes adultos mayores (a partir de 65 afos),
tres pacientes en adultez media (30 a 65 afos), dos pacientes en adultez
temprana (18 a 30 afios) y un paciente infante, de dos afios de edad. La
mayoria de las muestras se aislaron de secreciones del aparato respiratorio,
seguida de fluidos corporales de lesiones de la piel, mucosas e ingle. Se
cuenta s6lo con una muestra de orina. En la tabla 1 se encuentra organizada la

informacion suministrada por cada cepa aislada e identificada.

Cabe destacar que dos de los aislados identificados como complejo A.
baumannii y dos de S. marcescens provienen de la toma de muestra de un
mismo paciente, en distintos tiempos. Se aislo la cepa A. baumannii 3910 y 20

dias después, a una cepa asignada como A. baumannii 4840. Para S.
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marcescens, la cepa 7172 fue aislada seis dias después de haber sido

detectada e identificada la cepa 6991.

Tabla 1: Cuadro resumen con datos relevantes de las muestras clinicas en las que
fueron aisladas las cepas identificadas como complejo A. baumannii y S. marcescens
por el sistema semi-automatizado VITEK 2 del Centro Médico de Caracas

22'[3;?2' Caracteristicas de la muestra clinica
Nlrgg?;frge Edad Sexo Sala/Unidad Fuente de la muestra
6596 a7 M Ambulatorio Secrecion inguinal
3988 54 M Ambulatorio Secrecion de herida
<= 7528 73 M Hospitalizacion Lavado bronquial
% 3 2317 2 M Emergencia Esputo
g % 4848 71 M Hospitalizacién Flictena
32 579 - M Ambulatorio Ulcera
3910 27 F Terapia de adultos Secrecion bronquial
4840 27 F Terapia de adultos Secrecion bronquial
1315 80 M Emergencia Esputo
" 3710 88 M Hospitalizacion Esputo
§ 7172 92 M Terapia de adultos Secrecion bronquial
3 2344 78 F Ambulatorio Secrecion de pie
% 4474 66 M Ambulatorio Orina
= 3018 62 F Hospitalizacion Secrecion bronquial
o 6991 92 M Emergencia Esputo
4680 - M Ambulatorio Secrecion de talon

Se presentan las caracteristicas de edad (en afios) y sexo (M: masculino; F: femenino)
de los pacientes a partir de los cuales se aislaron las bacterias. Se indica la
procedencia del paciente durante la toma de la muestra y el tipo de material bioldgico
recolectado; -: dato no disponible.

VI.1.1.a Caracterizacion microbiolégica

Los ensayos realizados como pruebas convencionales de
caracterizacion microbiolégica en el Laboratorio de Biologia de Plasmidos
Bacterianos fueron: la Tincibn Gram y el crecimiento bacteriano en Agar
MacConkey. Se emplearon como ensayos bioquimicos las pruebas de: la
Catalasa, Oxidasa, MacConkey (Merck), Kligler (HIMEDIA), SIM (OXOID) y

Citrato (OXOID). Para las cepas identificadas previamente como A. baumannii,
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se evalud su crecimiento en agar nutritivo (Merck) a 37 y a 42 °C. Por otra
parte, las cepas identificadas como S. marcescens, se les realizé la prueba de
DNasas (Diagnostics Pasteur). Estos ensayos microbiolégicos y bioquimicos
fueron seleccionados como esquema de identificacion, en funcién de lo

propuesto por MacFaddin (2004).

Adicionalmente, se determiné la secrecion del pigmento prodigiosina en
los aislados clinicos de S. marcescens. Se procedié a inocular una colonia de
S. marcescens en caldo nutritivo y en medio minimo mineral M9. Estos fueron
incubados a temperatura ambiente, sin agitacion durante siete dias. Se detect6
la biosintesis y secrecion de prodigiosina, mediante cambios en la coloracion
del medio a una tonalidad rosada o rojiza (Carbonell y col.,, 2000, con

modificaciones).

VI.1.1.b Caracterizacién molecular

Para la identificacion molecular de los aislados bacterianos de estudio,

se realizaron ensayos de PCR con cebadores especie especificos.

Previamente, se extrajo el ADN total de los aislados bacterianos, de
acuerdo al protocolo de Barghouthi (2011). Para ello, se tomaron colonias
puras (de 24 h de crecimiento) de los aislados de interés y se resuspendieron
en 100 pL de una solucion amortiguadora (100 mM Tris HCI, 100 mM EDTA,
150 mM NacCl; pH 8) con lisozima (5 mg/mL). Se incub6 a 35 °C durante 30
min. Posteriormente, se centrifugd (16000 x g, 3 min. Eppendorf 5415 C) para
recuperar el sedimento, al cual se le agregd 40 uL de una solucién de lisis (0,5
N de NaOH y 1% de SDS). Se calentd la muestra en bafio de maria a 100 °C
durante 10 min. Las muestras de ADN fueron resuspendidas con agua esteéril

hasta un volumen de 200 pL y luego diluidas en 1/10 y 1/100 con agua estéril.

En los ensayos de PCR se emple6 el producto comercial Taq Master Mix
ScieTrade (Cat N°E2110), el cual contiene la mezcla de reaccién completa (2,5
U Tag ADN polimerasa, 3 mM MgCl,, 20 mM KCI, 16 mM (NH,4).SO,, 0,1%
Triton X-100, 1,6 mM mezcla de dNTPs, 20 mM Tris HCI; pH 9). Tan sélo se

requiere la adicion de agua, el ADN molde y los cebadores de estudio. Se

58



utilizé el termociclador “Gene Amp PCR System 9700” de “Applied

Biosystems”.

Con la finalidad de determinar la presencia de ADN bacteriano y la
ausencia de inhibidores, se emplearon los cebadores universales 8F y 1525R,
gue amplifican una region del gen de la subunidad 16S del ARN ribosomal 16S
de eubacterias, obteniendo un fragmento de 1517 pb (Lu y col., 2000; Beumer
y Robinson, 2005; Contreras y col., 2007). La secuencia del par de cebadores

es:

8F: 5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 37;
1525R: 5’AAGGAGGTGATCCAGCC 3

En la tabla 2 se muestran las condiciones de la PCR ensayadas con los

cebadores universales 8F y 1525R.

Tabla 2: Condiciones de la PCR con los cebadores universales 8F y 1525R

Pasos Ciclos* Temperatura y
tiempo
Desnaturalizacion inicial 1X 94 °C, 6 min
Desnaturalizacion 94 °C, 45 s
Hibridacion 30X 55°C,45s
Elongacion 72°C,60s
Elongacion final 1X 72 °C, 10 min

*Se indica el nimero de repeticiones de los ciclos. min: minutos; s: segundos.

Para la identificacion del ADN de A. baumannii se detecté un gen
intrinseco de tipo blaoxas:;, que codifica el fenotipo de resistencia a
carbapenemasas. El producto de la PCR tiene un tamafo esperado de 353 pb

(Turton y col., 2006). Las secuencias de los cebadores especificos son:

blagxas:F: 5" TAATGCTTTGATCGGCCTTG 3;
blaOXA_is: 5 TGGATTGCACTTCATCTTGG 3
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En la tabla 3 se muestran las condiciones de PCR estandarizadas con

los cebadores blasipooxa-s1-

Tabla 3. Condiciones de la PCR con los cebadores blapxas; para detectar A.
baumannii

Temperaturay

Pasos Ciclos* .
tiempo
Desnaturalizacion inicial 1X 94 °C, 3 min
Desnaturalizacién 94°C,45s
Hibridacion 35X 57°C, 45 s
Elongacién 72°C,60s
Elongacion final 1X 72 °C, 5 min

*Se indica el nUmero de repeticiones de los ciclos. min: minutos; s: segundos.

Para la identificacion del ADN de S. marcescens se detecto la presencia
del gen luxS, que codifica la proteina S-ribosyl homocisteina liasa, requerida en
la sintesis del autoinductor Al-2 del sistema de “quorum sensing”. El producto
de la PCR tiene un tamafo esperado de 175 pb (Joyner y col., 2014). Las

secuencias de los cebadores especificos son:

luxSF: 5" TGCCTGGAAAGCGGCGATGG 3;
luxSR: 5° CGCCAGCTCGTCGTTGTGGT 3

Ademas, se detectd la presencia del gen ssrA, que codifica a ARN
mensajero-transferencia o “®tmRNA”. El producto de la PCR tiene un tamafio
esperado de 198 pb (Minogue y col., 2015). Las secuencias de los cebadores

especificos son:

SsrAF: 5" GCACTACATGCTTAGTCCAAT 3;
ssrAR: 5" CAGCTTAATACCCTGCTTAGAG 3
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En la tabla 4 se muestran las condiciones de los ensayos de PCR

estandarizados con los cebadores |luxS y ssrA.

Tabla 4: Condiciones de la PCR con los cebadores luxS y ssrA para detectar S.
marcescens

Temperaturay Temperaturay
Pasos Ciclos* tiempo tiempo
(luxS) (ssrA)
Desnaturalizacion 1X 95 °C, 5 min 95 °C, 4 min
inicial
Desnaturalizacion 94°C, 45 s 95°C, 30s
Hibridacién 45X 64°C,40s 50°C, 30s
Elongacion 72°C,60s 72°C,30s
Elongacion final 1X 72 °C, 5 min 72 °C, 7 min

*Se indica el nimero de repeticiones de los ciclos. min: minutos; s: segundos.

Para todas las reacciones de PCR se utiliz6 como control negativo de
reaccion, la mezcla de reaccion de la PCR sin la adicion de ADN molde. Se
emplearon las cepas A. baumannii ATCC BAA 747 (CVCM: 2117) y S.
marcescens ATCC 13880 (CVCM: 631) como controles positivos, donados por
el Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos. Adicionalmente,
para la identificacion de A. baumannii, se emple6 como control negativo
Serratia spp. 1315; mientras que para la identificaciébn de Serratia spp., se usé

como control negativo Acinetobacter spp. 6596.

La visualizacién y chequeo de obtencién de los productos de la PCR
esperados, se realizaron mediante electroforesis en geles de agarosa tefiido en
bromuro de etidio. Se prepararon geles de agarosa al 2% (m/v) en solucion
amortiguadora TBE 0,5X (TBE 5X: 54 g/L Tris, 27,5 g/L &cido bérico y 0,004 M
EDTA,; pH 8), en cada bolsillo de los geles se colocaron 15 pL de los productos
de PCR junto con 3 ul de solucion de carga (2,5 mg/mL azul de bromofenol; 0,3
mg/mL glicerol, disuelto en solucion amortiguadora TBE 1X) y bromuro de
etidio. Se corrieron los productos de PCR durante 30 min a 100 V, en solucién
de corrida TBE 1X. Posteriormente, los geles fueron observados bajo el

transiluminador de UV y se realiz6 el registro fotografico.
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VI.1.2 Construccion de cepas bacterianas mutantes Adam

Para evaluar el rol de la enzima Dam en el proceso de formacién de
biopeliculas, se propuso construir cepas mutantes con delecién del gen dam.
Se trabajaron con cepas clinicas de S. marcescens; asi como en aislados
clinicos, ambientales y de referencia de E. coli (tabla 5). Se empleé la técnica

de mutagénesis sitio-dirigida de Datsenko y Wanner (2000).

Tabla 5: Cepas bacterianas y plasmidos utilizados en la construccion de bacterias
mutantes

Caracteristica relevante Procedencia/Referencia

Cepas bacterianas

S. marcescens

7172 Cepa silvestre CMC?, aislado clinico

2344 Cepa silvestre CMC?, aislado clinico

3710 Cepa silvestre CMC?, aislado clinico

3018 Cepa silvestre CMC? aislado clinico

70 Cepa silvestre IMPaM

E. coli

MG1655 Cepa de referencia, A" F prototrofa IMPaM/Brombacher y col., 2003

CQs3 Cepa silvestre IMPaM, aislado clinico

CQ6 Cepa silvestre IMPaM, aislado clinico

CQs8 Cepa silvestre IMPaM, aislado clinico

CQ4 Cepa silvestre IMPaM, aislado clinico

CQ10 Cepa silvestre IMPaM, aislado clinico

CQ22 Cepa silvestre IMPaM, aislado clinico

CQ24 Cepa silvestre IMPaM, aislado clinico

Ig4Snl Cepa silvestre IMPaM, aislado ambiental

Pladsmidos

pKD46 v.By exo del fago A, araC-P,s, amp® IMPaM/Datsenko y Wanner, 2000

, . z [ R

pKD3 E;?Smldo molde para mutagénesis: amp’, IMPaM/Datsenko y Wanner, 2000
Plasmido molde para mutagénesis: ampF,

pKD4 kan® IMPaM/Datsenko y Wanner, 2000

# Cepas descritas previamente en la tabla 1. CMC: Centro Médico de Caracas; IMPaM;
Instituto de Microbiologia y Parasitologia Médica (Buenos Aires-Argentina); amp:
ampicilina; P: promotor; ara: arabinosa; cat: cloranfenicol; kan: kanamicina, R.
resistencia
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La mutagénesis sitio dirigida de un paso consiste en la induccién de una
reaccion de recombinacion homéloga in vivo, mediada por elementos genéticos
del fago A. Esta reaccion permite el intercambio de una secuencia de ADN
especifica del cromosoma por un gen selectivo de resistencia a antibiéticos,
gue proviene de un segmento lineal de ADN. Para el cumplimiento de esta
metodologia, se utilizan dos elementos genéticos: el plasmido pKD46 y el
casete funcional para la mutagénesis (Datsenko y Wanner, 2000; Gene
Bridges, 2014; Murphy, 2015).

El plasmido pKD46 contiene los genes y, B y exo del sistema de
recombinacién del fago A (figura 7). Las proteinas expresadas de estos genes,
forman parte de un sistema de recombinacion A Red. El gen y codifica la
proteina Gam, la cual inhibe la actividad exonucleasa RecBCD, permitiendo asi
la transformacion de ADN lineal foraneo (en este caso, el casete funcional para
la mutagénesis). Los genes B y exo, codifican las proteinas Beta y EXxo,
respectivamente, las cuales catalizan la reacciéon de recombinacion homadloga
de interés. La expresion de estos tres genes se encuentra mediada por el
promotor inducible Pgaqas. El plasmido pKD46 se caracteriza ademas por
contener un gen que le confiere resistencia a la ampicilina; asi como una
replicacion de bajo nimero de copias, sensible a 42 °C (Gene Bridges, 2014;
Murphy, 2015).

LIy o
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Figura 7: Caracteristicas genéticas del plasmido pKD46. oriR101: origen de
replicacion; Gen repAl0lts: codifica la proteina de inicio de replicacion RepAl101Ts,
inactiva a 42 °C; Genes A Red (exo, B, y); PBAD: promotor inducible por arabinosa;
gen araC: regulador transcripcional del promotor PBAD; gen bla: gen de resistencia a
Ampicilina; tL3: sitio de terminacion de la replicacion (Tomado de:
http://www.biofeng.com).
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El casete funcional de la mutagénesis es un segmento lineal de ADN
gue contiene un gen de resistencia, flanqueado en sus extremos por
segmentos que son homodlogos a la region especifica del genoma a ser
reemplazado. El casete se construye mediante PCR (figura 8). EI ADN molde
es el plasmido pKD3 o pKD4, los cuales contienen los genes de resistencia a
kanamicina y cloranfenicol, respectivamente, como marcadores de seleccion.
El par de cebadores empleados se caracterizan por contener en su region 5
(tamafio molecular de 36 a 50 nt) la secuencia homdloga de ADN a ser
reemplazado del genoma; en la region 3" (tamafio molecular de 18 a 24 nt) la
secuencia complementaria al ADN molde pKD3 o pKD4, requerida para la
amplificacion de los genes de resistencia (Datsenko y Wanner, 2000; Gene
Bridges, 2014).

Cebador sentido \ PCR
———\ 3= W P—
pKD3 o pKD4 = ™ Casete funcional

m———  Gen de resistencia presente en pKD3 o pKD4
aeeees Region complementaria del ADN molde pkD3 o pkD4, y cebadores
- Stcuencia diana del cromosoma bacteriano a ser reemplazado

ADN molde pkD3/pXD4

Figura 8: Construccion del casete para la mutagénesis funcional. Tomado y
modificado de: Gene Bridges, 2014.

Previo a la induccion de la mutagénesis sitio dirigida se requiere que la
cepa bacteriana a ser mutada sea incapaz de crecer en presencia de los
antibioticos ampicilina (se selecciona la estabilidad de pKD46 en la bacteria),
cloranfenicol y kanamicina (estabilidad del casete funcional para la
mutagénesis durante la reaccion de recombinacion); y que contenga como

material extracromosémico al plasmido pKD46.
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VI.1.2.a Seleccién de cepas bacterianas

Un requisito para la construccion de mutantes con la metodologia
descrita por Datsenko y Wanner (2000), consiste en que las cepas a ser
mutadas sean incapaces de crecer en presencia de los antibidticos ampicilina,

cloranfenicol y kanamicina.

Se determind el fenotipo de sensibilidad de las cepas bacterianas de
estudio en presencia de estos antibidticos, a partir de ensayos de réplica en
placa (Lederberg y Lederberg, 1952). Se evalud el fenotipo de sensibilidad de
las cepas bacterianas E. coli y S. marcescens de estudio, en presencia de 100,
200, 500 y 1000 pg/mL de ampicilina; 25 pg/mL de cloranfenicol y 50 pug/mL de

kanamicina.

VI.1.2.b Transformacién bacteriana del plasmido pKD46

La cepa bacteriana a ser mutada debe contener como material extra-
cromosomico al plasmido pKD46. Se aisl6 el plasmido pKD46 de la bacteria E.
coli BW25113/pKD46, por el método de extraccion de plasmidos con un bajo
namero de copias. Este protocolo es similar a la lisis alcalina con SDS de
Sambrook y Fritsch (1989), con tres modificaciones: 1) la solucién | de lisis
contiene lisozima (1 mg/mL); 2) la solucién Il de lisis estd compuesta de
Acetato de Amonio 7,4 M; 3) se empled isopropanol para la precipitacién del
ADN plasmidico. Se realiz6 una electroforesis en geles de agarosa al 0,8 %
(m/v), para la corroboracion molecular del ADN plasmidico aislado. El tamafio
molecular del plasmido pKD46 es de 6,4 kb.

Se probaron dos técnicas para la transformacion de las cepas
bacterianas a ser mutadas por el plasmido pKD46: choque térmico (42 °C por
45 s) de células quimiocompetentes con CaCl, y el método fisico de
electroporaciéon. Este Ultimo consistio en la incorporacion activa del ADN
foraneo en bacterias electrocompetentes (sacarosa 300 mM y en frio). El
choque eléctrico consistio en exponer a la muestra incubada de la bacteria a
ser mutada y el plasmido pKD46, a un impulso eléctrico de 2 V durante 2 6 3 s

(200 OHMs de Resistencia y 25 pF de capacitancia), a través de un
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electroporador (Cell-Porator, BIO-RAD). Se obtuvo una constante de tiempo
idonea de 3,5 a 4,5. Se incubaron las células transformadas durante 90 min en
medio SOC a 30 °C, en agitacion. Posteriormente, se sembraron en placas de
agar suplementadas con Ampicilina y se incubaron a 30 °C, para recuperar las
células transformadas. Como ensayo control, no se adiciono a la experiencia el
plasmido pKD46.

Para corroborar la transformacién a nivel molecular, se aislé el ADN de
células transformadas, utilizando el método de lisis alcalina con SDS. Las
muestras fueron procesadas por electroforesis en geles de agarosa al 0,8 %
(m/v).

VI.1.2.c Construccion de casete funcional para la mutagénesis

El casete funcional para la mutagénesis se construyé mediante PCR. En
esta reaccion el ADN molde consisti6 del plasmido pKD3 o pKD4. Los
cebadores contenian en su segmento 5’ la secuencia de ADN homdloga de los
extremos del gen dam, y su segmento 3’, la secuencia de los plasmidos pKD3

0 pKDA4. Los oligonucleétidos disefiados para S. marcescens fueron:

F:5-TCCGCCGCTCTGAATTGTATAAGTAGCTAACTGACGGCATGTGTGTAGGCTGGAGCTGCTT-3';

R:5-GGTAGTCATTATACGCCGGGCGCCTGCTGCTTTCCGGCTTACATATGAATATCCTCCTTAG-3'.
Los oligonucledtidos disefiados para E. coli fueron:

F:5 -TTCTCCACAGCCGGAGAAGGTGTAATTAGTTAGTCAGCATGTGTGTAGGCTGGAGC-3’

R:5-GGCAATCAAATACTGTTTCATCCGCTTCTCCTTGAGAATTACATATGAATATCCTCCTTAG-3

Las condiciones estandarizadas de la PCR se muestran en la tabla 6.
Los productos de la PCR fueron visualizados en geles de agarosa al 0,6 %
(m/v).
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El tamafio molecular de los casetes funcionales de pKD3 y pKD4 es de
1,1y 1,6 kb, respectivamente. Se procedioé a purificar el casete de las bandas
del gel a partir del kit Purificacion de Fragmentos de ADN en Geles de Agarosa
(Roche).

Tabla 6: Condiciones de la PCR para la construcciéon del casete funcional para la
mutagénesis

Tiempo y temperatura

Pasos Ciclos* S. marcescens E. coli

Desnaturalizacion inicial 1X 5mina95°C 5 mina95°C
Desnaturalizacion 1 mina95°C 1 mina95°C

1 min a 52 °C, pKD3
Hibridacién 28X 0] 1 minab7°C

1 min a 57 °C,pKD4
Elongacion 2mina72°C 2mina72°C
Elongacion final 1X 10 mina72°C 10 mina72°C

*Se indica el nUmero de repeticiones de los ciclos. min: minutos.

VI.1.2.d Mutagénesis sitio dirigida, de inactivacion en un paso

En un pre-cultivo bacteriano (LB+Ampicilina 1000 pg/mL), se indujo la
expresion del plasmido pKD46, suplementando al medio arabinosa al 0,5 6 1%
(m/v), incubandose a 30 °C durante 2 a 3 h, hasta alcanzar una DO;—¢o0nm =

0,6 de crecimiento bacteriano.

A partir de este cultivo bacteriano, se formaron bacterias
electrocompetentes con glicerol frio al 10% (v/v). La mezcla del casete
funcional respectivo y las bacterias electrocompetentes (=1:10), se someti6 a
un choque eléctrico, de pulso de 2,5 V durante 2 a 3 s (200 OHMs de
Resistencia y 25 uF de capacitancia). Se obtuvo una constante de tiempo de
3,5 a 4,5. Posteriormente, las células transformadas fueron recuperadas en
medio SOC, incubadas durante 3 h a 37 °C sin agitacién. Luego se incubé a 30
°C durante 12 h, permitiendo asi que se lleve a cabo la reaccién de
recombinacion homologa. Para la seleccion de las bacterias recombinantes, se

sembraron las bacterias recuperadas en placas de agar suplementadas con
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cloranfenicol o kanamicina, segun el casete empleado. Como control del

ensayo, no se adicion6 a la experiencia el casete funcional.

VI.1.2.e Caracterizacion genotipica y fenotipica de las cepas

mutantes construidas
VI.1.2.e.i PCR de colonias

Para corroborar el genotipo recombinante de las cepas mutantes
construidas, se emple6 un ensayo de PCR, tomando como fuente de ADN

molde a una colonia bacteriana transformada, crecida durante 18 h.
Los oligonucledtidos empleados en esta reaccién fueron:

F:5-TACGACAACCTGAACGGTTG-3';

R: 5-GCAGCGTGCGGTCAACATG-3

El tamafio molecular del amplicon esperado a partir de la PCR de
colonias de cepas silvestres (dam®) es de 1486 pb. Para las cepas mutantes
Adam, se espera un tamafio molecular del producto de PCR de 1600 pb. En la

tabla 7, se presentan las condiciones empleadas en la PCR de colonias.

Tabla 7: Condiciones de la PCR de colonias para la corroboracion del genotipo
recombinante

Tiempo y
temperatura

Pasos Ciclos*

Desnaturalizacion 1X 10 min a 95 °C

inicial
Desnaturalizaciéon 1 mina95°C
Hibridacion 30X 1 minab58°C
Elongacion 1mina72°C
Elongacion final 1X 3mina72°C

*Se indica el numero de repeticiones de los pasos en los ciclos de la PCR. min:
minutos
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VI.1.2.e.ii Sensibilidad al andlogo de bases 2-Aminopurina

Se evaluo la sensibilidad del crecimiento bacteriano en presencia del
analogo de bases 2-Aminopurina (Aya y col., 2015). Para ello, se realiz6 una
réplica en placa, en el que un mismo indculo de la cepa mutante construida, se
agoto sobre un medio de agar nutritivo suplementado con 100 mg/mL de 2-

Aminopurina, seguido de su agotamiento en medio agar nutritivo.

VI.1.2.e.iii Alteraciones en los patrones de restriccion del ADN

A nivel molecular, se evaluaron las alteraciones del patron de metilacion
del ADN, causada por la ausencia del gen dam. El ADN gendmico de las
bacterias mutantes construidas (aislado con el kit QIAGEN: DNA isolation),
fueron digeridas por las enzimas de restriccion Dpnl, Mbol y Sau3Al
(ThermoScientific). Estas enzimas reconocen y catalizan la hidrolisis de la
secuencia 5’-GATC-3’, en funcion de su estado de metilacion. Para ello, el ADN
gendémico aislado se incubd con la enzima de restriccion en cuestion, con su
respectiva solucion amortiguadora, durante 1h y 30 minutos, a 37 °C. El
producto de la digestion del ADN gendmico fue analizado por electroforesis en
geles de agarosa. Como control, se emplearon las mismas condiciones de
reaccion, sin la adicion de las enzimas de restriccion (Sarnacki y col., 2009;
Aya y col., 2015).

VI.2 Ensayos de formacién de biopeliculas

VI.2.1 Método de Agar Rojo Congo

El método Agar Rojo Congo (Zhou y col.,, 2013) se empleé para
identificar la capacidad de produccién y secreciéon de componentes proteicos y
exopolisacéridos de las cepas de estudio. Para ello, las cepas fueron
incubadas en medios de agar YESCA (10 g/L de caseina hidrolizada con acido;
1 g/L de extracto de levadura; 20 g/L agar) suplementado con 50 pug/mL de

Rojo Congo y 1 pg/mL de Azul Comassie. Las soluciones “stock” de los
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colorantes se solubilizaron en agua, a una concentracion de 0,01 g/mL; se

esterilizaron por filtracion y fueron almacenados a 4 °C.

Los medios de cultivos inoculados con las respectivas cepas, fueron
incubados a temperatura ambiente y a 37 °C, durante 48 h. La morfologia de
las colonias se evaluaron en funcion de los tres morfotipos descritos en la
literatura: “rdar” que son colonias rojas, secas y rugosas, indicativas de
secrecion de fibras de tipo curli y celulosa; “pdar”, colonias rosadas, secas y
rugosas, indicativas de secrecion de celulosa mas no de fibras de tipo curli y
“saw”, colonias lisas y blancas, no secretoras de celulosa ni de fibras de tipo
curli. Se utiliz6 como control de ensayo a una cepa de S. enterica Typhimurium
(CVCM 323), por presentar el morfotipo caracteristico de “rdar” en Agar Rojo
Congo (Rémling, 2005; Aya y col., 2015). El morfotipo “pdar” se observé en la
cepa de referencia E. coli HB101, ya que contiene una mutacion en el gen crl
gue impide la sintesis de las fibras proteicas de tipo curli (Arnqvist y col., 1992;
Brombacher y col., 2006).

VI.2.2 Método de deteccidn por cristal violeta

Se identifico la capacidad de formacion de biopeliculas de las cepas de
estudio y se semi-cuantific6 su biomasa, mediante ensayos in vitro con
microplacas de poliestireno estériles (“Tissue Culture Testplate”, SPL Life
Science), de 96 pozos (Merritt y col., 2005; Stepanovic¢ y col., 2007; O Toole,
2011; Ramos, 2014; Aya y col., 2015).

Se diluy6 1/100 a un cultivo bacteriano crecido en caldo nutritivo durante
24 horas, a 37 °C. La composicion del medio de cultivo empleado en la dilucion
fue de caldo nutritivo 0 medio minimo mineral M9 (tabla 8). El cultivo bacteriano
diluido se sembré por triplicado en la microplaca, agregando 200 puL a cada
pozo. Luego, las microplacas fueron incubadas, sin agitacion y en oscuridad,

durante 72 horas, a temperatura ambiente o 37 °C.
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Tabla 8: Cuadro resumen de la composicion base de los medios de cultivo empleados

Caldo nutritivo Concentracién MMM M9 Concentraciéon
g/L g/L
Extracto de carne 1 Fosfato de Sodio Dibasico 6
‘Lab-lemco” (Na,HPO,)
Extracto de levadura 2 Fosfato de Potasio 3
Monobasico
(KH,PO,)
Peptona 5 Cloruro de amonio 1
(NH4CI)
Cloruro de Sodio 5 Cloruro de Sodio 0,5
(NacCl) (NacCl)
Glucosa 2
Sulfato de Magnesio 0,4
(MgSO,)
Vitamina B1 0,005

g/L: gramos de los componentes por cada Litro de medio de cultivo; MMM: Medio
Minimo Mineral. Entre paréntesis se presenta la formula molecular de las sales.

Culminado el periodo de incubacion, se midio la densidad 6ptica antes
de la tincion con cristal violeta en un lector de microplacas (SPECTRA Fluor -
TECAN), a una A=600 nm, sin agitacion. Estos resultados se identificaron como
DOa. Posteriormente, se realizaron los lavados a las microplacas, los cuales
permitieron la remocion de medio de cultivo y de bacterias plancténicas en los
pozos. Se dispusieron de cuatro bandejas en serie, las cuales contenian agua
destilada, una de las bandejas se empledé como recolector de los desechos.
Los lavados consistieron en sumergir una microplaca en una de las bandejas
con agua, seguido de su agitacion moderada sobre un papel absorbente. Se

realizé este paso de lavado tres veces y se dejé secar.

Para la visualizacion y cuantificaciéon de las biopeliculas, la biomasa
formada y adherida a los pozos fue tefiida con una solucion cristal violeta. Se le
agrego a cada pozo 200 pL de una solucion de 0,01 % (m/v) de cristal violeta.

Se incubd en oscuridad y a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Se realizdé la remocion del cristal violeta excedente, mediante tres
lavados a las microplacas, siendo sumergidas en agua Yy agitadas

vigorosamente sobre un papel absorbente y luego, se dejaron secar.
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Para el revelado, se le adicion6 200 pL de etanol absoluto a cada uno de
los pozos de las microplacas tefiidas, incubandose en oscuridad a temperatura
ambiente, durante 30 minutos. Los resultados fueron cuantificados, mediante la
medicidén en un lector de microplacas (SPECTRA Fluor - TECAN) a una A=600
nm, del cristal violeta adherido en la superficie de cada pozo y resuspendido en
etanol. Previo a cada lectura, en el aparato lector se realiz6 un paso previo de
agitacion vigorosa de la microplaca, permitiendo resolubilizar de manera
homogénea el colorante enlazado a la biopelicula de los pozos. Estos
resultados se designaron como DOd. Por cada condicibn ensayada, se

realizaron tres réplicas.

Se empled a la cepa A. baumannii AB4 como control positivo, productora
de biopeliculas, descrita previamente como formadora de biopeliculas fuertes
en caldo LB a 37 °C (Ramos, 2014). Se us6 a E. coli HB101 descrita como

control de cepa no formadora de biopeliculas.

Los resultados obtenidos de la biomasa de biopeliculas formadas, fueron

expresados como:
DO biopeliculas = x(DOd - DOc)
Siendo DOc:

DOc = X(DOdpjanco) + 3 X [SD (DOdpjanco)]
Donde:

DO biopeliculas Biomasa de biopeliculas formadas
DOd DO registradas después de la tincién con cristal violeta
DOc Punto de corte. Distingue las bacterias formadoras o no de
biopeliculas
DOdpancoe DO registradas de los pozos incubados con medio de cultivo sin
in6culo bacteriano, después de la tincién con cristal violeta

Promedio

x|

SD Desviaciéon estandar
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Las bacterias formadoras de biopeliculas se les asignan un valor
numeérico mayor a cero. Las no formadoras son iguales o0 menores a cero que,
por motivos préacticos, éste Ultimo se presenta también con valor de cero
(Stepanovic¢ y col., 2007). La distribucion de los valores de DO biopeliculas
obtenidos, se presentan en formato de caja y bigote, realizado por el programa
R (Version 3.4.0). La caja delimita el rango del percentil 25 y 75, con una linea
horizontal que representa la mediana. Los datos individuales que estan fuera
del diagrama de caja y bigote, son valores atipicos y se presentan como
circulos. La evaluacion de diferencias estadisticas entre tratamientos fueron

realizados por el programa R, empleando la prueba ANOVA multifactorial.

Ademas, las cepas fueron clasificadas en categorias “0”, “17, “2” y “3” de
formadoras de biopeliculas, mediante la comparacion de los valores de DOd,
con valores predeterminados derivados de la DOc, como se muestra en la tabla

9 (Stepanovic y col., 2007).

Tabla 9: Criterios de clasificacion de las cepas en funcién a la produccion de
biopeliculas

Clasificaciéon de Capacidad de produccién de o e
; . ; . Criterio de clasificacion
biopeliculas biopeliculas
0 No formadoras DOd < DOc
1 Débiles DOc < DOd < 2 x DOc
2 Moderadas 2xXD0c<DOd <4 xDOc
3 Fuertes DOd = 4 x DOc

DOd: DO después de la tincion con cristal violeta; DOc: Punto de corte

Las unidades de adhesion (UA) es el parametro que correlaciona la
biomasa adherida a la superficie de poliestireno de las microplacas, con
respecto a la densidad de crecimiento celular (Gualdi y col., 2008; Nucleo y
col., 2009; Aya y col., 2015). Al normalizar los valores de DO biopeliculas, se
pueden comparar la capacidad de produccion entre biopeliculas y se evitan las
variaciones causadas por el crecimiento bacteriano de las distintas condiciones

experimentales ensayadas (Tomaras y col., 2003).
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Las UA se expresan como:

UA = DO biopeliculas/DOa
Siendo DOa:

DOa = x(DOa- DOblanco)

Donde:

UA Unidades de Adhesién

DO biopeliculas Biomasa de biopeliculas formadas

DOa DO registradas antes de la tincién con cristal violeta
DOpanco DO registradas de los pozos incubados con medio de cultivo sin indculo
bacteriano, antes de la tincién con cristal violeta

Promedio

x|

VI.2.3 Efecto de estimulos del entorno sobre la formacién de

biopeliculas

Para determinar la posible relacion de los patrones de metilacion en el
genoma bacteriano con la capacidad de formacion de biopeliculas, se evalué el
efecto de diversos tratamientos nutritivos, fisicos y quimicos en el desarrollo de
las biopeliculas. Se emple6é la metodologia descrita en la seccién VI1.2.2,
modificando el medio a realizar la dilucién 1/100 del cultivo bacteriano, ya que
fue suplementado con el tratamiento nutritivo 0 quimico de ensayo. Basados en
la bibliografia consultada, se evaluaron las condiciones expuestas en la tabla
10. Se trabajaron con las cepas: A. baumannii 6596, 5796, 3910; Acinetobacter
spp. 4848; S. marcescens 7172, 2344 y 4474; debido a su capacidad
capacidad de formacion de biopeliculas. La evaluacion de diferencias
estadisticas entre tratamientos fueron realizados por el programa R, empleando
la prueba ANOVA multifactorial.
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Tabla 10: Tratamientos nutritivos, fisicos y quimicos evaluados como condiciones para
medir el efecto en el desarrollo de biopeliculas bacterianas

Medio de cultivo Temperatura Condicién evaluada Referencia
1 1/10 Caldo Nutritivo TA Dilucién de nutrientes
5 Caldo nutritivo + 500 mM de A Exceso de fuente de Moryl y col., 2014
Glucosa carbono
3 MMM M9 +0,5uM de metionina TA
4 MMM M9 + 2,5 uM de metionina TA Suplemento de fuente de Gnanadhas y col.,
5 MMM M9 + 5 uM de metionina TA grupos metilos 2005
6 MMM M9 + 25 uM de metionina TA
7 Caldo Nutritivo + 1% de Etanol 37°C Estrés quimico Smith y col., 2004
8 Caldo Nutritivo + 30 mg/mL de 37 0C Agente quelante Raad y col., 2006
EDTA
9 MMM M9 + 0,9 mM de CTAB TA Surfactante catiénico Simdes y col., 2005
10 MMM M9 + 7 mM de SDS TA Surfactante anionico ’

MMM: Medio minimo mineral. EDTA: EtilenDiaminoTetraAcético; CTAB: Bromuro de
CetrilTrimetilAmonio; SDS: DodecilSulfato Sédico; TA: temperatura ambiente.

VI.3 Analisis de la metilacion del genoma de bacterias en biopeliculas,

mediante ensayos de restriccién enzimatica

Se emplearon enzimas de restriccibn para generar patrones de
fragmentos de ADN digeridos, que permitieron detectar la metilacion global del
genoma de bacterias creciendo en formato de biopeliculas. Las condiciones del
entorno empleadas para el desarrollo de biopeliculas estan expuestas en la
tabla 11. Se trabajaron con las cepas: A. baumannii 3910, S. marcescens 4474,
E. coli MG1655 y E. coli MG1655 Adam.

Tabla 11: Condiciones del entorno ensayadas para evaluar los patrones de metilacion
del ADN en el desarrollo de biopeliculas bacterianas

Medios de cultivo

Cepas bacterianas Control Estimulos del entorno
A. baumannii 3910 Caldo nutritivo, TA Caldo nutritivo + 500 mM de glucosa, TA
S. marcescens 4474  Caldo nutritivo, 37 °C Caldo nutritivo + 1% de etanol, 37 °C
E. coli MG1655 MMM M9, TA MMM M9 + 5 uM de metionina, TA
E. coli MG1655 Adam MMM M9, TA MMM M9 + 5 uM de metionina, TA

MMM: Medio minimo mineral; TA: temperatura ambiente.
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La biomasa de biopeliculas se obtuvo de ensayos in vitro con placas de
poliestireno estériles (NUNC Brand Products), de seis pozos. Se diluy6 1/100 a
un cultivo bacteriano crecido en caldo nutritivo durante 24 horas, a 37 °C. La
composicién del medio de cultivo empleado en la dilucion depende de las
condiciones de ensayo, presentadas en la tabla 11. El cultivo bacteriano diluido
se sembro en los pozos de tres a cuatro placas, agregando 5 mL a cada pozo.
Luego, las placas fueron incubadas, sin agitacion y en oscuridad, durante 72
horas, a temperatura ambiente o 37 °C.

Culminado el periodo de incubacion, se removié el liquido residual del
medio de cultivo, y se desprendieron las biopeliculas adheridas a las
superficies de los pozos con raspadores celulares de plastico estériles
(COSTAR). Se recolect6 la biomasa de biopeliculas, hasta obtener un rango de
masa del material biolégico entre 0,1 a 0,2 g. EIl ADN gendmico de las bacterias
crecidas en formato de biopeliculas, se aislé con el kit de extraccion “DNeasy
PowerBiofilm” (QIAGEN. Cat N°/ID: 24000-50). La visualizacion y chequeo de
la calidad del ADN gendmico aislado de biopeliculas, se realizO mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% (m/v). Se cuantific6 al ADN genémico
aislado con el kit “Quant-iT ds DNA HS Assay” de (Invitrogen. Cat N° Q32851).

El andlisis de la metilacion global se realiz6 con las secuencias GATC
presentes en el genoma de las cepas bacterianas de estudio. Los patrones de
digestion del ADN se obtuvieron con las enzimas de restriccion Sau3Al
(RO169S de NEW ENGLAND BiolLabs), Dpnl (R0176S de NEB) y Mbol
(R0147S de NEB). Estas endonucleasas reconocen la secuencia GATC, sin
embargo, catalizan su hidrdlisis en funcion de la sensibilidad que presenten por
su estado de metilacion. En lineas generales, los patrones de digestion de ADN
obtenidos con la enzima Sau3Al, permiten detectar todas las secuencias GATC
presentes en el genoma, independientemente de su estado de metilacion. La
enzima Dpnl, que es dependiente de la metilacion del ADN, produce patrones
de digestion en funcién de aquellas secuencias GATC que se encuentren
metiladas. Por ultimo, la enzima Mbol, sensible a la metilacion del ADN, genera
patrones de digestion que detectan las secuencias GATC no metiladas (tabla
12).
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Tabla 12: Propiedades de restriccion de las enzimas endonucleasas Sau3Al, Dpnl y
Mbol

. Secuencia de Sensibilidad* Solucién Temperatura
Enzimade _. o S . L
. ., Tipo reconocimiento y a metilacion amortiguadora  Optima de
restriccion o -
restriccion por Dam de NEB reaccion
Sau3Al I 5../GATC...3 N ibl 1.1 37°C
au 5 CTAG‘...S o sensible .
GI|-|3
Dpnl I 5..GATC...& N ible** CutSmart 37°C
pn . - o sensible utSmar
3 CT‘JTG...S
CH,
g T i
... GATGC,.. .3
Mbol Il . Blogueada CutSmart 37°C

3...CTAG,..5

*Definen como sensible aquella digestiébn que es afectada o bloqueada por sustratos
de ADN metilados. **Esta enzima requiere de sustratos metilados para llevar a cabo
su catalisis. Tomado de: https://international.neb.com.

Para cada uno de los ensayos de restriccion, el ADN gendmico aislado
se incubd6 con la enzima de restriccion en cuestion, con su respectiva solucién
amortiguadora, durante una hora a 37 °C. En la tabla 13 se resumen el
volumen y el orden de los componentes agregados para las reacciones

enzimaticas en general.

Tabla 13: Componentes presentes en la mezcla de la reaccibn de restriccion
enzimatica

Ensayo Ensayo
control enzimatico
Agua esteéril 16 pL 15 uL
Solucion amortiguadora de NEB (10X) 2 pL 2 uL
ADN 2 uL 2 uL
Enzima de restriccion (5 a 20 U/ pL) - 1L
Volumen final 20 uL 20 uL

U: 1 Unidad se define como la cantidad de enzima requerida para digerir 1 pug de ADN,
en 1 ha 37 °C, en un volumen total de 50 pL.
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El producto de la digestion del ADN gendémico fue analizado por
electroforesis en geles de agarosa al 1,5 % y teflidos en bromuro de etidio. En
cada bolsillo de los geles se colocaron 20 pL de la reaccién enzimatica junto
con 3 pl de solucién de carga. Se empled el sistema de electroforesis Sub-Cell
GT (BIO-RAD), cuyas dimensiones del molde del gel son de 15 x 15 ¢cm. Con
esta corrida electroforética, se garantiza una mejor separacion de los
fragmentos digeridos de ADN de los ensayos de restriccion. Como control, se
emplearon las mismas condiciones de reaccién, sin la adicion de las enzimas

de restriccion. El registro fotografico de los geles fue analizado por el programa

GelAnalyzer 20102 (http://www.gelanalyzer.com/).
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VIl. RESULTADOS
VII.1 Cepas bacterianas
VII.1.1 Caracterizaciéon de los aislados bacterianos clinicos

De acuerdo con la informaciéon suministrada del laboratorio de
Microbiologia Clinica del Centro Médico de Caracas, ocho de los 16 aislados
clinicos proporcionados fueron identificados como complejo Acinetobacter
baumannii; los otros ocho, como Serratia marcescens (tabla 1, materiales y
métodos). Los resultados de los ensayos bioquimicos convencionales
empleados, concuerdan con las caracteristicas fenotipicas esperadas en los
ocho aislados identificados como S. marcescens por la tecnologia de VITEK 2
(tabla 14). Se esperaba obtener en S. marcescens bacterias Gram Negativas,
Catalasa positiva, Oxidasa negativa, fermentadora de glucosa mas no de
lactosa, degradadora de citrato, por lo general matil, no productora de &cido
sulfhidrico ni degradadora de indol a tripté6fano; degradadora de ADN, por la

presencia de enzimas Dnasas (Mac Faddin, 2004).

Tabla 14: Manifestaciones fenotipicas obtenidas de los ensayos bioquimicos
convencionales para la identificacién de los ocho aislados clinicos de Serratia spp.

Contrgl de Aislados de Serratia spp.
reactivos
S E. coli
Prueba bioquimica MG 1655 1315 3710 7172 2344 4474 3018 6991 4680
Tinciéon Gram GN GN GN GN GN GN GN GN GN
Catalasa + + + + + + + +
Oxidasa - - - - - - - -
Agar MacConkey C. Lac’ C.Lacc C.Lac C.Lac C.Lac C.Lac C.Lac C.Lac C.Lac
Agar Kligler A/A Alc/A Alc/A Alc/A Alc/A Alc/A Alc/A Alc/A Alc/A
Agar Simmons Citrato - + + + + + + +
Motilidad + + + + + + + +
SIM Indol + - - - - - - -
H,S - - - - - - - -
DNasas - + + + + + + +

Los resultados de las reacciones bioquimicas obtenidos corresponden con el fenotipo
esperado para S. marcescens. GN: Tinciébn Gram Negativo; Lac™: Fermentador de
Lactosa; Lac: No Fermentador de Lactosa; C: Crecimiento; A/A: Acido/Acido; Alc/A:
Alcalino/ Acido; +: resultados positivos (90-100%); -: resultados negativos (0-10%)
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Se determind, ademas, la capacidad de secrecion del pigmento
prodigiosina en S. marcescens. Se observo que cuatro de las ocho cepas de
estudio son secretoras de prodigiosina en caldo nutritivo, éstas fueron: S.
marcescens 3710, 3018, 6991 y 4680; la cepa 2344 presentd una coloracion
rosado palido. En medio minimo mineral M9, no se observé ningin cambio de

coloracién del medio vinculado a la sintesis de prodigiosina (figura 9).

Caldo
Nutritivo

Medio
Minimo
Mineral

M9

Figura 9: Resultados del ensayo secreciébn de prodigiosina en S. marcescens.
Incubacion de cepas de S. marcescens en caldo nutritivo. Las cepas N° 3710, 2344,
3018, 6991 y 4680, presentan pigmentacién rosado-roja. Incubacién de cepas de S.
marcescens en medio minimo mineral M9. Ninguna de las cepas de estudio present6
pigmentacion rosado-roja. Blanco: medio de cultivo sin in6culo bacteriano. Sma: S.
marcescens.

En la tabla 15, se listan las caracteristicas de las muestras clinicas en
funcion de la pigmentacion de las cepas de S. marcescens. Las cepas
pigmentadas N° 3710, 3018 y 6991, fueron tomadas del tracto respiratorio,
mientras que las cepas pigmentadas N° 2344 y 4680, provienen de secreciones

del pie.
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Tabla 15: Cuadro resumen de las caracteristicas de la muestra clinica de las cepas de
S. marcescens, destacando su pigmentacion en las condiciones de medio de cultivo
ensayadas

Caracteristicas de la muestra clinica Pigmentadas/Prodigiosina

Nl]mero de Sala/Unidad Fuente de la Cal_d_o Caldo
registro muestra nutritivo MMM M9

1315 Emergencia Esputo - -
3710 Hospitalizacion Esputo ++ -

%) Terapia de Secrecion

§ e adlﬂ)ltos bronquial ) )

3 2344 Ambulatorio Secrecion de pie + -

% 4474 Ambulatorio Orina - -

f)- 3018 Hospitalizaciéon i?g;gﬂ%? ++ -
6991* Emergencia Esputo ++ -
4680 Ambulatorio  Secrecion de talén ++ -

++: cepas pigmentadas, secretoras de prodigiosina; +: cepas pigmentadas, secrecion
de prodigiosina, presentando tonalidad rosado claro; -: cepas no pigmentadas, no
secretoras de prodigiosina. *Aislados bacterianos tomados del mismo paciente, en
distintos tiempos. MMM M9: Medio Minimo Mineral M9

En cuanto a las pruebas bioquimicas convencionales empleadas para la
caracterizacion de los ocho aislados identificados por el sistema VITEK 2 como
complejo Acinetobacter baumannii, solo seis concuerdan con las caracteristicas
fenotipicas esperadas (tabla 16), que fueron: A. baumannii 6596, 3988, 7528,
2317, 5796 y 3910. Se esperaba obtener en A. baumannii bacterias Gram
Negativas, Catalasa positiva, Oxidasa negativa, no fermentadora de glucosa ni
de lactosa, degradadora de citrato, no métil, no productora de acido sulfhidrico
ni degradadora de indol a tript6fano; asi como su capacidad de crecimiento a
una temperatura de incubacion de 42 °C (Mac Faddin, 2004). Los aislados de
Acinetobacter spp. 4848 y 4840, no crecieron en la temperatura de incubacion

ensayada de 42 °C.
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Tabla 16: Manifestaciones fenotipicas obtenidas de los ensayos bioquimicos
convencionales para la identificacién de los ocho aislados de Acinetobacter spp.

Control
de Aislados de Acinetobacter spp.
reactivos
L E. coli
Prueba bioquimica MG 1655 6596 3988 7528 2317 4848 5796 3910 4840
Tincién Gram GN GN GN GN GN GN GN GN GN
Catalasa + + + + + + + +
Oxidasa - - - - - - - -
Agar MacConkey C. Lac” C. Lac C.Lacc C.Lac C.Lac’ C.Lac” C.Lac C.Lac  C.Lac
Agar Kligler A/A Alc/Alc Alc/Alc  Alc/Alc  Alc/Alc  Alc/Alc  Alc/Alc  Alc/Alc  Alc/Alc
Agar Simmons Citrato - + + + + + + +
Motilidad + - - - - - - -
SIM Indol + - - - - - - -
H,S - - - - - - - -
Crecimiento a 37 °C C C C C C C C C
Crecimiento a 42 °C C C C C C NC C NC

De los resultados de las reacciones bioquimicas obtenidos, soOlo seis aislados
corresponden con las manifestaciones fenotipicas esperadas para A. baumannii. GN:
Gram Negativo; Lac: Lactosa; C: Crecimiento; NC: No Crecimiento; A/A: Acido/Acido;
Alc/Alc: Alcalino/Alcalino; +: resultados positivos (90-100%); -: resultados negativos (O-
10%)

VIl.1.1.a Identificacién molecular

Se confirmd la presencia de ADN bacteriano y la ausencia de inhibidores
de PCR, mediante la amplificacion por PCR del gen ribosomal 16S bacteriano,
a partir de los cebadores universales 8F y 1525R. Como se observa en la figura
10, se obtuvo un producto de PCR de tamafio aproximado entre 1500 y 1600
pb, amplificados del ADN gendmico extraido de los 16 aislados bacterianos.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

1600pb__
1000pb —

Figura 10: Registro fotografico de los fragmentos de PCR amplificados con los
cebadores universales 8F y 1525R. M: Marcador de Tamarfio Molecular 1 Kb (Bioneer,
Ready-to-load); 1-8: Aislados bacterianos identificados por el sistema VITEK 2 como
complejo Acinetobacter baumannii; 9-16: Aislados bacterianos identificados por el
sistema VITEK 2 como Serratia marcescens; 17: Control negativo de reaccién, mezcla
de la PCR sin ADN molde.
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VIl.1.1.a.i Identificaciébn molecular de los aislados de S. marcescens

Se realizaron las reacciones de PCR con los dos pares de cebadores
especificos, en los ocho aislados bacterianos identificados por el sistema
VITEK 2 como S. marcescens (aislados N°: 1315, 3710, 7172, 2344, 4474,
3018, 6991 y 4680), En las figuras 11 y 12 se muestran productos de PCR
menores a 500 pb, coincidiendo con el tamafio de los amplicones obtenidos en
las reacciones de controles positivos. En los controles negativos, no se
formaron productos de PCR. Por lo tanto, los resultados moleculares obtenidos
confirman los resultados del sistema VITEK2 para los ocho aislados

identificados como S. marcescens.

1000 pb

500 pb

Figura 11: Registro fotografico de los fragmentos de PCR amplificados con los
cebadores especificos del gen luxS. M: Marcador de Tamafio Molecular 1 Kb (Bioneer,
Ready-to-load); 1: Control positivo, mezcla de la PCR con ADN molde de S.
marcescens ATCC 13880; 2: Control negativo de reaccién, mezcla de la PCR sin ADN
molde; 3: Control negativo, mezcla de la PCR con ADN molde de Acinetobacter spp.
6596; 4-11: Aislados de Serratia spp. 4: 1315; 5: 3710; 6: 7172; 7: 2344; 8: 4474; 9:
3018; 10: 6991; 11: 4680.
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300pb == 300pb —

Figura 12: Registro fotografico de los fragmentos de PCR amplificados con los
cebadores especificos del gen ssrA. M: Marcador de Tamafio Molecular 1 Kb (Bioneer,
Ready-to-load); 1: Control positivo, mezcla de la PCR con ADN molde de S.
marcescens ATCC 13880; 2: Control negativo de reaccion, mezcla de la PCR sin ADN
molde; 3: Control negativo, mezcla de la PCR con ADN molde de Acinetobacter spp.
6596; 4-11: Aislados de Serratia spp. 4: 1315; 5: 3710; 6: 7172; 7: 2344; 8: 4474; 9.
3018; 10: 6991; 11: 4680.

VIl.1.1.a.ii Identificacién molecular de los aislados de A. baumannii

Para la identificacion molecular de A. baumannii, se empleé el par de
cebadores especificos para el gen blaoxas: (Turton y col.,, 2006) y los
resultados se muestran en la figura 13. Se obtuvo el amplicdn esperado en seis
de los ocho aislados identificados por el sistema VITEK2 como complejo
Acinetobacter baumannii. Para las cepas 4848 y 4840, no se detecto
amplificacion de ADN en presencia de los cebadores blapxas:, coincidiendo con
los ensayos fenotipicos convencionales, en los cuales estos dos aislados

tampoco crecieron a la temperatura de ensayo de 42 °C.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

500 pb

Figura 13: Registro fotografico de los fragmentos de PCR amplificados con los
cebadores especificos del gen blagkas:. M: Marcador de Tamafio Molecular 1 Kb
(Bioneer, Ready-to-load); 1-8: Aislados de Acinetobacter spp. 1: 6596; 2: 3988; 3:
7528; 4: 2317; 5: 4848; 6: 5796; 7: 3910; 8: 4840. 9: Control positivo, mezcla de la
PCR con ADN molde de A. baumannii ATCC BAA 747. 10: Control negativo, mezcla
de la PCR con ADN molde de Serratia spp. 1315; 11: Control negativo de reaccion,
mezcla de la PCR sin ADN molde.
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Segun estos resultados, los seis aislados identificados como A.
baumannii son: 6596, 3988, 7528, 2317, 5796 y 3910. Las cepas Acinetobacter
spp. 4848 y 4840 no contienen el gen blagasi, Ni sus variantes de manera
intrinseca o adquirida, por lo que no pertenecen a la especie A. baumannii, aun
cuando el biopatron de los ensayos bioquimicos del sistema VITEK2, arrojo
una buena identidad para esta especie. Se puede sugerir que estas cepas
pertenecen a la especie genomica A. baumannii, en la cual distintas especies
de Acinetobacter estdn estrechamente relacionadas en caracteristicas

fenotipicas y genotipicas.

En relacién a los datos clinicos suministrados, cabe destacar que, con
un lapso de 20 dias de diferencia, fueron aislados del mismo paciente y tipo de
muestra (secrecion bronquial) dos especies distintas de Acinetobacter: la cepa

A. baumannii 3910 y, posteriormente, Acinetobacter spp. 4840.

VII.1.2 Construccion de cepas bacterianas mutantes Adam

Para la metodologia de mutagénesis de Datsenko y Wanner (2000), se
requiere que las cepas a ser mutadas presenten sensibilidad a ampicilina (100
pug/mL), cloranfenicol (25 pg/mL) y kanamicina (50 pg/mL). Se determiné el
fenotipo de sensibilidad por estos antibiéticos, mediante ensayos de réplica en
placa. La mayoria de las cepas estudiadas crecieron en presencia de 100

ng/mL de Ampicilina, tal como se presenta en la tabla 17.
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Tabla 17: Cuadro resumen de los fenotipos de sensibilidad a antibioticos obtenidos en
la réplica en placa

Antibiéticos

Namero de (ug/mL)

registrodela - AMP AMP AMP AMP CHL KAN
cepa (0) (100) (200) (500) (1000) (25) (50)
Sma 7172 C C C NC NC NC NC
Sma 2344 C C C C C NC NC
Sma 3710 C C C C C NC NC
Sma 3018 C C C NC NC NC NC
Sma 70 C NC NC NC NC NC NC
Eco MG1655 C NC NC NC NC NC NC
Eco CQ3 C C C C ND NC NC
Eco CQ6 C C C C ND C NC
Eco CQ8 C C C C ND NC NC

Eco CQ4 C C C C C C C

Eco CQ10 C NC NC NC NC C C
Eco CQ22 C C C C ND NC NC

Eco CQ24 C C C C ND NC C
Eco Ig4Snl C NC NC NC ND NC NC
BWZSiLléS/pKD C c c c c ND ND

AMP: Ampicilina; CHL: Cloranfenicol; KAN: Kanamicina; Sma: S. marcescens; Eco: E.
coli; C: Crecimiento; NC: No Crecimiento; -: sin antibiético; ND: No Determinado

Las cepas de S. marcescens 7172 y 3018 no crecieron a
concentraciones de 500 ni 1000 pg/mL de Ampicilina. Las cepas de E. coli
MG1655, IgSnl y S. marcescens 70, no crecieron en ninguna concentracion de
Ampicilina ensayada. La cepa de E. coli BW25113/pKD46, portadora del
plasmido pKD46, crece en presencia de todas las concentraciones del

antibiético ensayadas.

Por lo que los ensayos de mutagénesis de Datsenko y Wanner (2000)
fueron empleados en E. coli MG1655, 1g4Snl; S. marcescens 7172, 3018 y 70.
Estas cepas se correlacionaron con los requerimientos de ausencia de

crecimiento en ampicilina, cloranfenicol y kanamicina.

Una vez aislado el plasmido pKD46 de E. coli BW25113/pKD46 y su
posterior purificacion, se procedié a estandarizar la incorporacién de pKD46 en
las cepas de estudio. Se ensayaron distintos ajustes y modificaciones en las
metodologias de electroporacion y de choque térmico para transformar a S.

marcescens con pKD46. Sin embargo, se observaron resultados
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contradictorios: hubo formaciébn de colonias en medios de cultivo
suplementados con 500 6 1000 pg/mL de Ampicilina, sugiriendo una
transformacion bacteriana aparente. Sin embargo, en la corroboracion
molecular (figura 14), no se detectd la presencia de pKD46 como material
extracromosomal del genoma de las cepas de estudio. Por lo tanto, no hubo

transformacion bacteriana de S. marcescens con el plasmido pKD46.
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Figura 14: Registro fotografico del ADN gendmico y ARN de las posibles colonias
transformadas de S. marcescens con el plasmido pKD46. No se detectd la presencia
de banda de ADN del plasmido pKD46 (6400 pb) en las potenciales cepas de S.
marcescens transformadas. MMM: Marcador de Tamafo Molecular, de “O GeneRuler
DNA LadderMix” (ThermoScientific). WT: cepa silvestre de S. marcescens.

Las cepas de S. marcescens evaluadas no son capaces de integrar ADN
foraneo mediante electroporacion, bajo las condiciones ensayadas. Con la
metodologia de mutagénesis sitio dirigida descrita por Datsenko y Wanner
(2000), no se obtuvieron los resultados esperados para los aislados clinicos de

S. marcescens.

Se logro la transformacion bacteriana del plasmido pKD46 con la cepa
de referencia E. coli MG1655. En la figura 15 panel A, se observan colonias
transformantes que, a diferencia del ensayo control, crecieron en presencia de
100 pug/mL de ampicilina, a una cantidad proporcional al volumen del in6culo

sembrado: 30 y 100 pL, respectivamente. Con las pruebas moleculares se
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detectd que las colonias transformadas contienen un fragmento de ADN de
aprox. 6400 pb, de tamafio similar al del plasmido pKD46, el cual esta ausente

en la cepa silvestre (Figura 15 panel B).

Colonias potenciales de L. coli
transformadas con pKD46

E. coli control < ADN cromosomal

6000bp —

wmm.—J

<« = 6000pb

1000bp

500y —

<= ARN

Figura 15: Andlisis fenotipico (A) y molecular (B) de las posibles colonias de E. coli
transformantes con el plasmido pKD46. En el panel A se presenta un registro
fotografico de las colonias de E. coli transformadas con pKD46, crecidas en placas de
agar suplementadas con 100 pg/mL de Ampicilina. En el panel B, se muestra el
registro fotografico del andlisis del ADN genémico de E. coli MG1655 (WT) y de las
colonias transformadas con el plasmido pKD46. MMM: Marcador de Tamafio
Molecular, de “O"GeneRuler DNA LadderMix”(ThermoScientific).

La cepa mutante de E. coli MG1655 con delecion del gen dam (Adam)
se construyé mediante la técnica de mutagénesis descrita por Datsenko y
Wanner (2000). Los respectivos casetes de mutagénesis funcionales fueron
construidos por PCR, a partir de los plasmidos pKD3 y pKD4. Estos productos
de PCR tuvieron tamafios de ADN similares a los esperados, 1,1 y 1,6 kb,

respectivamente (figura 16).
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Figura 16: Registro fotografico de los casetes de mutagénesis funcionales construidos
para E. coli. Se observan los productos de PCR de la construccion del casete a partir
de ADN molde pKD3 y pKD4, respectivamente. Los tamafios obtenidos de cada banda
de ADN coinciden con los tamafios esperados. MMM: Marcador de Tamarfio Molecular,
de “O’GeneRuler DNA LadderMix”(ThermoScientific)

Luego de haber realizado el proceso de mutagénesis dirigida, las
potenciales bacterias mutadas fueron recuperadas y crecidas en medios
selectivos. El reemplazo del gen dam por un gen de resistencia, confiere un
marcador de seleccion de las bacterias mutadas. La determinacion fenotipica
consistié en la capacidad de crecimiento bacteriano en los medios selectivos
suplementados con los antibioticos cloranfenicol o kanamicina. La cepa
silvestre no transformada con el casete fue incapaz de crecer en presencia de
los antibidticos. Se obtuvieron colonias potencialmente transformadas de E. coli

MG1655, que crecieron en presencia de 25 pug/mL de cloranfenicol.

Se evaluo la sensibilidad de la cepa mutante ante el analogo de bases 2
aminopurina. La incorporacion de este mutdgeno en el ADN durante su
replicaciéon, causa sustituciones de tipo transicion entre las bases nitrogenadas,
incluyendo mutaciones de tipo de cambio de sentido. Las cepas mutantes
Adam presentan efectos pleitropicos, como el incremento de sensibilidad a
errores incorporados en el ADN en presencia de 2 aminopurina (Ostendorf y
col., 1999). En este caso, también se observo alteraciones en el crecimiento de

89



la cepa de E. coli construida en presencia de 100 mg/mL de 2 aminopurina, con

respecto a la cepa silvestre.

Para la verificacion a nivel molecular de las mutaciones construidas, se
realizd una PCR de colonia. EIl ADN molde se obtuvo del lisado de una colonia
bacteriana. Los cebadores flanquean el gen a reemplazar del genoma
bacteriano. Como se observa en la figura 17, en la cepa de E. coli MG1655
Adam se detect6 diferencias en el tamafio del ADN amplificado, con respecto a
la banda obtenida de 1486 pb, producto de la PCR con E. coli MG1655
silvestre. Por lo tanto, se confirma el reemplazo del gen dam, debido a la
amplificacion de un fragmento de ADN de mayor tamafio respecto al esperado
del gen dam. Estos resultados son sugestivos de que se logré construir la cepa
mutante de E. coli MG1655 Adam.

000 PO _—
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Figura 17: Registro fotografico de la PCR de colonia para la verificacion de la cepa
mutante construida. Los productos de PCR obtenidos con los mismos cebadores de
amplificacion entre la cepa silvestre de E. coli MG1655 y la mutante construida,
difieren de tamafo. Control negativo: reaccion de PCR sin la colonia bacteriana. MMM:
Marcador de Tamafno Masa Molecular, de “O’GeneRuler DNA
LadderMix”(ThermoScientific).

La caracterizaciébn molecular de la cepa mutante E. coli MG1655 Adam
consistié en evaluar la digestibn cromosomal con las enzimas de restriccion
Sau3Al (corta en la secuencia 5"GATC3’, independientemente de la metilacidon
0 no de la Adenina), Dpnl (corta en la secuencias 5GATC3" en la cual la

Adenina se encuentra metilada) y Mbol (corta en la secuencia 5GATC3" en la
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cual la Adenina no esté metilada), para determinar los cambios en el estado de
metilacion del ADN. En la figura 18, se observan diferencias en el patron de
digestion del ADN cromosomal de E. coli MG1655 y la cepa mutante isogénica
Adam. ElI ADN genomico de E. coli MG1655 y de su cepa isogénica Adam,
fueron degradados con la enzima de restriccion Sau3Al; sin embargo, el ADN
genomico de E. coli MG1655 se degradd con la enzima Dpnl y no con Mbol;
mientras que con el ADN gendmico de E.coli MG1655 Adam, fue al contrario:
se degrad6 con la enzima Mbol mas no con Dpnl. Estos resultados nos
permiten sugerir que efectivamente la inactivacion y delecion del gen dam

afecta el estado de metilacion del ADN cromosomal en E. coli MG1655.

E coliMG1655 E coli MG1655 Adam

Figura 18: Registro fotografico de los resultados de una digestion del ADN
cromosomal de E. coli MG1655 y su cepa isogénica Adam, con las enzimas de
restriccion Sau3Al, Dpnl y Mbol. MMM: Marcador de Tamafio Masa Molecular, de
“O’GeneRuler DNA LadderMix” (ThermoScientific).
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VII.2. Ensayos de formacién de biopeliculas
VII.2.1 Método de agar Rojo Congo

El colorante Rojo Congo tiene afinidad por proteinas de tipo fibrillas y
polisacaridos, como la celulosa y el almidén, siendo cominmente utilizado para
la deteccion de deposicidon de fibras amiloides en cortes histologicos de tejidos
(Frid y col., 2007). Se ha descrito su uso en la deteccibn de agregados

proteicos y EPS secretados de colonias bacterianas (Zogaj y col., 2003).

Se empled este método cualitativo para detectar aquellas cepas capaces
de secretar agregados proteicos y polisacaridos, los cuales estan asociados a
propiedades inherentes de la formacién de biopeliculas, tales como adhesion a

superficies o interaccion entre bacterias.

Como se observa en la tabla 18, en las ocho cepas de Acinetobacter
spp. hubo variabilidad de morfotipos en Agar Rojo Congo. Las cepas N° 3988,
2317, 4848, 3910 y 4840 se tifieron de rojo congo, bajo distintas tonalidades de
rosado; la mayoria de estas colonias presentaron una textura rugosa,
asignandolas con el morfotipo “pdar”. En cambio, las cepas N° 6596, 7528 y
5796 no se tifieron con rojo congo, las colonias presentaron una coloracién

blanca y textura lisa, es decir, fueron de morfotipo “saw”.

Las ochos cepas de S. marcescens presentaron una morfologia de
colonias de tipo “pdar”: rosadas, secas y rugosas, tal como se observan en la
tabla 19. Las cepas N° 3710, 3018, 6991 y 4680 secretaron prodigiosina en
agar nutritivo, pudiendo afectar la coloracién de las colonias a temperatura

ambiente.

92



Tabla 18: Resultados de la morfologia de las colonias de Acinetobacter spp. en Agar

Rojo Congo
Cepas TZTnEittira 37°C Morfotipo

S. enterica Typhimurium ‘ rdar
E. coliHB101 ‘ pdar
A. baumannii 6596 saw
A. baumannii 3988 @ pdar
A. baumannii 7528 saw
A. baumannii 2317 pdar
Acinetobacter spp. 4848 pdar
A. baumannii 5796 O saw
A. baumannii 3910 0 pdar
Acinetobacter spp. 4840 ‘ pdar

Morfotipo rdar: colonias rojas, secas y rugosas; pdar: colonias rosadas, secas y

rugosas; saw: colonias blancas vy lisas.
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Tabla 19: Resultados de la morfologia de las colonias de S. marcescens crecidas en
Agar Rojo Congo

Tzrrr:]%?;?lttléra 3rec Morfotipo
Cepas AN ARC ARC

S. enterica Typhimurium ‘ ‘ rdar
E. coliHB101 ‘ ‘ pdar

S. marcescens 1315 (J ‘ O pdar
S. marcescens 3710* @ ‘ O pdar
S. marcescens 7172 O ‘ ‘ pdar
S. marcescens 2344* O ‘ ‘ pdar
S. marcescens 4474 O ‘ ‘ pdar
S. marcescens 3018* O ‘ ‘ pdar
S. marcescens 6991* Q ‘ Q pdar
S. marcescens 4680* ‘ ‘ pdar

Morfotipo rdar: colonias rojas, secas y rugosas; pdar: colonias rosadas, secas y
rugosas. AN: Agar Nutritivo; ARC: Agar Rojo Congo; *: cepas secretoras de
prodigiosina a temperatura ambiente, determinadas en ensayos previos (seccion
VI.3.1 de resultados).
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Los resultados obtenidos sugieren que la mayoria de las cepas de
Acinetobacter spp. y S. marcescens tienen la capacidad de formar biopeliculas,
demostrado por el método de agar rojo congo, aun con la diversidad de
caracteristicas de la fuente de las muestras o de la capacidad de secrecion de

prodigiosina en S. marcescens (tabla 20).

Tabla 20: Cuadro resumen de los resultados obtenidos en los ensayos de secrecion
de prodigiosina, componentes proteicos y EPS de los aislados clinicos bacterianos de

estudio
Caracteristicas de la muestra clinica Pigmentadas/Prodigiosina :
. Caldo Caldo Morf'g;?:o
Cepa Sala/Unidad Fuente de la muestra nutritivo MMM MO en

Aba 6596 Ambulatorio Secrecion inguinal ND ND saw
Aba 3988 Ambulatorio Secrecion de herida ND ND pdar
Aba 7528 Hospitalizacion Lavado bronquial ND ND saw
Aba 2317 Emergencia Esputo ND ND pdar
Asp 4848 Hospitalizacion Flictena ND ND pdar
Aba 5796 Ambulatorio Ulcera ND ND saw
Aba 3910  Terapia de adultos ~ Secrecion bronquial ND ND pdar
Asp 4840%  Terapia de adultos  Secrecion bronquial ND ND pdar
Sma 1315 Emergencia Esputo - - pdar
Sma 3710 Hospitalizacion Esputo ++ - pdar
Sma 7172° Terapia de adultos  Secrecién bronquial - - pdar
Sma 2344 Ambulatorio Secrecion de pie + - pdar
Sma 4474 Ambulatorio Orina - - pdar
Sma 3018 Hospitalizacion Secrecion bronquial ++ - pdar
Sma 6991° Emergencia Esputo ++ - pdar
Sma 4680 Ambulatorio Secrecion de talén ++ - pdar

++ 6 +: cepas pigmentadas, secretoras de prodigiosina con distintas tonalidades; -:
cepas no secretoras de prodigiosina. ND: No determinado. ARC: Agar Rojo Congo;
pdar: colonias rosadas, secas y rugosas; saw: colonias blancas y lisas; ** y **: Aislados
bacterianos tomados del mismo paciente, en distintos tiempos. MMM M9: Medio
Minimo Mineral M9. Aba: A. baumannii; Asp: Acinetobacter spp; Sma: S. marcescens

También se evalud el morfotipo de las colonias de E. coli MG1655 y su
cepa isogénica Adam, crecidas en placas de Agar Rojo Congo.

La cepa E. coli MG1655 presentd el morfotipo “pdar”: rosadas, secas y
rugosas (tabla 21), siendo secretora de celulosa, mas no de las fibras amiloides
de tipo curli. Sin embargo, en la cepa mutante E. coli MG1655 Adam, se

manifestd el morfotipo “rdar” a temperatura ambiente.
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Tabla 21: Resultados de la morfologia de las colonias de E. coli MG1655 crecidas en
Agar Rojo Congo

Tempgratura Morfotipo 37°C Morfotipo
ambiente
S. enterica Typhimurium ‘ rdar @ rdar
E. coliHB101 ‘ pdar ‘ pdar
E. coli MG1655 ‘ pdar @ pdar
E. coli MG1655 Adam ‘ rdar pdar

Morfotipo rdar: colonias rojas, secas y rugosas; pdar: colonias rosadas, secas y
rugosas.

VII.2.2 Método de deteccidn por cristal violeta

Se emplearon las microplacas de poliestireno de 96 pozos, para evaluar
la capacidad de formacion de biopeliculas in vitro. Una vez formada la
biopelicula, se cuantificd la biomasa bacteriana adherida en los pozos de las
placas, mediante tincion con cristal violeta. Este método es utilizado para
evaluar simultdneamente diversas condiciones de crecimiento, en numerosas

cepas bacterianas (Merritt y col., 2005; McBain, 2009; Lebeaux y col., 2013).

Como controles de estos ensayos de formacion de biopeliculas se
empled la cepa A. baumannii AB4, en la cual se reiter6 su clasificacion de
formadora de biopeliculas fuertes en caldo nutritivo a temperatura ambiente
(xDOc = 0,1557; xDOd = 1,1235) y a 37 °C (xDOc = 0,1584; xDOd = 0,7757).
Como control negativo se utilizé la cepa E. coli HB101, no formadora de
biopeliculas, creciendo en caldo nutritivo a temperatura ambiente (xDOc =
0,1557; xDOd = 0,1377) y a 37°C (xDOc = 0,1584; xDOd = 0,1321).
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Se evaluo la capacidad de formacion de biopeliculas en caldo nutritivo y
MMM M9, a temperatura ambiente y a 37 °C. Las cepas de estudio formaron
biopeliculas en, al menos, una de las cuatro condiciones evaluadas. Se semi-
cuantifico la biomasa adherida sobre la superficie de los pozos de las
microplacas, a través de los valores de absorbancia de las biopeliculas tefiidas

en cristal violeta.

VIl.2.2.a Cepas clinicas de A. baumannii y S. marcescens

En las figuras 19 y 20 se encuentran los valores de DO biopeliculas
obtenidos, para las cepas clinicas de Acinetobacter spp. y S. marcescens. Se
registraron valores de DO biopeliculas menores a 0,2 en todas las cepas
crecidas en caldo nutritivo. En cambio, para las biopeliculas formadas en el
medio minimo mineral M9, se reportan valores de la DO biopeliculas dentro del
rango de 0,01 y 1,5 en Acinetobacter spp. (figura 19) y S. marcescens (figura
20). Por lo tanto, hubo diferencias significativas en la formacion de biomasa de
biopeliculas de Acinetobacter spp. y S. marcescens, en funcion de los cultivos
(ANOVA; F = 386,568; df = 1; p < 0,001). Las cepas bacterianas crecidas en
el medio minimo mineral M9 formaron mayor biomasa de biopeliculas, en
comparacion con el desarrollo de biopeliculas en caldo nutritivo (figuras 19 y
20). Las temperaturas de ensayo tampoco causaron diferencias en cuanto a
biomasa de biopeliculas producidas. El efecto de las temperaturas ensayadas
sobre las cepas bacterianas no fue relevante en biopeliculas de A. baumannii
formadas en caldo nutritivo (ANOVA; F = 0,230; df = 7; p > 0,1), ni en medio
minimo mineral M9 (ANOVA; F = 1,911; df = 7; p > 0,05); ni en biopeliculas de
S. marcescens formadas en caldo nutritivo (ANOVA; F = 0,590; df =7; p >
0,1) ni en medio minimo mineral M9 (ANOVA,; F = 1,495;df =7, p > 0,1).
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Figura 19: Influencia de los medios de cultivo y la temperatura sobre las biopeliculas
de Acinetobacter spp. Se presentan los valores de DO biopeliculas (ejes Y, DOx=s00nm)
de las especies de Acinetobacter spp., crecidas en caldo nutritivo a temperatura
ambiente (CN-TA) y a 37°C (CN-37), en medio minimo mineral M9 a temperatura
ambiente (M9-TA) y a 37°C (M9-37). AB4: A. baumannii AB4; HB101: E. coli HB101;
Aba: cepas de A. baumannii y Acinetobacter spp.
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Figura 20: Influencia de los medios de cultivo y la temperatura sobre las biopeliculas
de S. marcescens. Se presentan los valores de DO biopeliculas (ejes Y, DOj=goonm) d€
las especies de S. marcescens, crecidas en caldo nutritivo a temperatura ambiente
(CN-TA) y a 37°C (CN-37), en medio minimo mineral M9 a temperatura ambiente (M9-
TA) y a 37°C (M9-37). AB4: A. baumannii AB4; HB101: E. coli HB101 Sm: cepas de S.

marcescens

Para la interpretacibn de los resultados de DO biopeliculas, se
catalogaron las cepas bacterianas en: no formadoras, formadoras de
biopeliculas débiles, moderadas o fuertes. La tabla 22 resume la clasificacion
de formacion de biopeliculas de las cepas en las distintas condiciones de

ensayo.
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Tabla 22: Efecto de los medios de cultivo y temperatura sobre las unidades de
adhesion y clasificaciéon de la capacidad de formacion biopeliculas de las cepas
Acinetobacter spp. y S. marcescens

MMM M9 — | MMM M9 —

CN-TA CN-37°C TA 3700

UA CB| UA CB| UA CB| UA CB
AbaAB4 |1,1356 3 |1,0689 3 |22204 1 |51198 1
EcoHB101 | 0,1661 1 | 0,0277 0 |0,2316 1 (04319 1
Aba 6596 |0,1007 1 | 0,407 1 |1,4420 1 |2,6785 2
Aba 3988 [0,0340 1 | 0,0970 1 |1,1054 2 [1,8093 2
Aba 7528 |0,2452 1 | 0,2602 1 |1,3819 2 [3,0969 2
Aba 2317 |0,2460 1 | 0,3553 2 |54126 3 |9,4042 3
Asp 4848 |0,1049 1 |0,1732 1 |0,3512 1 |1,4456 2
Aba 5796 |0,0629 1 | 0,0469 1 |0,6967 1 [0,9937 2
Aba 3910 | 0,1116 1 | 0,1153 1 [10,7178 3 [8,9941 3
Asp 4840% |0,1687 1 | 01744 1 |1,9357 3 [4,0832 2
Sma 1315 |0,1248 1 | 0,809 1 |1,3643 3 |1,7141 2
Sma 3710 |0,0752 1 | 0,0509 O |0,1636 1 (01675 1
Sma 7172°|0,0485 1 | 00123 0 |0,7258 2 |0,2508 1
Sma 2344 |0,1260 1 | 00244 1 | 06995 2 |0,4732 2
Sma 4474 | 0,0942 1 | 0,0492 1 |1,2875 3 [1,0102 3
Sma3018 |0,1343 1 |0,1188 1 |05135 2 (02790 1
Sma 6991°|0,0486 1 | 00041 0 [02679 1 |0,1242 1
Sma 4680 [ 0,0380 1 | 00409 1 |0,2878 1 (0,1509 1

La clasificacion numérica de la capacidad de formacién de biopeliculas, se basé en la
interpretacion de resultados propuesto por Stepanovi¢ (2007). CN: Caldo nutritivo; TA:
temperatura ambiente; Aba: A. baumannii; Asp: Acinetobacter spp.; Sma: S.
marcescens; Eco: E. coli. UA: unidades de adhesién. CB: clasificacion de biopeliculas.
0: cepa no formadora de biopeliculas; 1: cepa formadora de biopeliculas débiles; 2:
cepa formadora de biopeliculas moderadas; 3: cepa formadora de biopeliculas fuertes.

Las cepas de Acinetobacter spp. y S. marcescens crecidas en caldo
nutritivo, no formaron biopeliculas o fueron clasificadas como biopeliculas
débiles. En MMM M9, la mayoria de las cepas de Acinetobacter y S.
marcescens evaluadas fueron clasificadas como formadoras de biopeliculas
moderadas o fuertes. Estos resultados complementan los obtenidos en la
cuantificacion de biomasa de biopeliculas, en los cuales se detect6 mayor
biomasa de biopeliculas en las cepas creciendo en MMM M9, con respecto al

caldo nutritivo.

Con el parametro de UA, se evalud la capacidad de produccion de

biopeliculas, en funcién del crecimiento bacteriano. La DO, mide la densidad
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celular bacteriana, previo a la tincién con cristal violeta. La DO biopeliculas mide
por colorimetria la biomasa de biopeliculas, es decir, las células bacterianas y
otros componentes de la matriz extracelular adheridos a la superficie de
poliestireno de las microplacas, los cuales se tifien de manera inespecifica con

cristal violeta (Merritt y col., 2005).

Las biopeliculas formadas por las cepas de estudio se encuentran
afectadas por el medio de cultivo. Se obtuvieron valores bajos de UA para las
cepas crecidas en caldo nutritivo, siendo menores a 0,35 tanto para A.
baumannii, Acinetobacter spp. y S. marcescens. En cambio, para el medio
minimo mineral M9 hubo mayor produccién de biopeliculas, obteniéndose UA
de 0,3 a 10 para las cepas de A. baumannii y Acinetobacter spp.; sin embargo,
las cepas de S. marcescens fue menor el estimulo inducido por el medio,
reportdndose valores de UA entre 0,1 y 1,7 (tabla 22). Por lo tanto, hubo
diferencias significativas en la produccién de biopeliculas de Acinetobacter spp.
y S. marcescens, en funcién de los cultivos ensayados. Las cepas bacterianas
tienen mayor produccion de biopeliculas cuando crecen en el medio minimo

mineral M9, que en caldo nutritivo.

En sintesis, para la mayoria de las cepas bacterianas de estudio se
cuantific6 una mayor produccion de biopeliculas formadas en MMM M9,

clasificandose como formadoras de biopeliculas moderadas o fuertes.

VII.2.2.b Cepa de referencia E. coli MG1655 y su mutante isogénica

No se detectdé biomasa de biopeliculas en ninguna de las condiciones
nutritivas ensayadas con la cepa silvestre E. coli MG1655. Sin embargo, para
E. coli MG1655 Adam se registraron valores significativos de biomasa de
biopeliculas, formadas en caldo nutritivo (DO biopeliculas = 0,5) y MMM M9
(DO biopeliculas = 1,3) a temperatura ambiente (figura 21). Las temperaturas de
ensayo causaron diferencias en cuanto a biomasa de biopeliculas producida
por E. coli MG1655 Adam en caldo nutritivo (ANOVA; F =21,58; df =1,
p <0,001), y en medio minimo mineral M9 (ANOVA; F =130,1; df =1,
p < 0,001).
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Figura 21: Influencia de los medios de cultivo y la temperatura sobre la biomasa de
biopeliculas de E. coli. Se presentan los valores de DOyigpeliculas (€j€S Y, DOx=600nm) de€
E. coli MG1655 y su cepa isogénica Adam, crecidas en caldo nutritivo a temperatura
ambiente (CN-TA) y a 37°C (CN-37), en medio minimo mineral M9 a temperatura
ambiente (M9-TA) y a 37°C (M9-37). Ec: E. coli. AB4: A. baumannii AB4; HB101: E.
coliHB101; MG1655: E. coli MG1655; MG sd: E. coli MG1655 Adam

Como indica la tabla 23, la cepa silvestre fue catalogada como no
formadora de biopeliculas en las cuatro condiciones de crecimiento ensayadas.
La cepa mutante es formadora de biopeliculas fuertes en caldo nutritivo y en

MMM M9, ambos a temperatura ambiente.
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Tabla 23: Efecto de los medios de cultivo y temperatura sobre las unidades de
adhesion y clasificacion de la capacidad de formacién biopeliculas de las cepas de E.
coli MG1655

CN—TA CN — 37 °C MMM M9 - | MMM M9 -

TA 37°C
UA CB UA CB| UA CB| UA CB
Aba AB4 1,1356 3 1,0689 3 |2,2204 1 |51198 1
Eco HB101 0,1662 1 | 0,0277 O |0,2316 1 |0,4319 1

Eco MG1655 0,009 O | 0,0030 O |0,0019 O |[0,0050 O
Eco MG1655 Adam | 1,0851 2 | 0,0125 0 |3,3302 3 |0,0424 O
La clasificacion numérica de la capacidad de formacion de biopeliculas, se basoé en la
interpretacion de resultados propuesto por Stepanovi¢ (2007). CN: Caldo nutritivo; TA:
Temperatura ambiente; Aba: A. baumannii; Eco: E. coli. UA: Unidades de adhesion.
CB: Clasificacion de biopeliculas. 0: cepa no formadora de biopeliculas; 1: cepa
formadora de biopeliculas débiles; 2: cepa formadora de biopeliculas moderadas; 3:
cepa formadora de biopeliculas fuertes.

La produccién de biopeliculas en la cepa silvestre fue nula (UA = 0). En
cambio, para E. coli MG1655 Adam fue mayor en medio minimo mineral M9
(UA = 3,3302) que con respecto a caldo nutritivo (UA = 1,0851), ambos a
temperatura ambiente. En el resto de los ensayos, la capacidad de formacion
de biopeliculas para E. coli MG1655 Adam, fue de UA = 0 (tabla 23).

Los resultados obtenidos con la cepa mutante Adam, sugieren que en
esta condicion fisiologica bacteriana, en la que esta comprometida la metilacion
del ADN en la secuencia GATC, se promueve la formacion de biomasa de

biopeliculas, en condiciones minimas de crecimiento, a temperatura ambiente.

VII.3 Efecto de estimulos del entorno sobre la formaciéon de biopeliculas

Se seleccionaron 7 de los 16 aislados bacterianos, que se resumen en la
tabla 24, para evaluar los efectos de diversos factores nutricionales y quimicos
sobre la formacion de biopeliculas de las cepas clinicas de estudio. Se
seleccionaron aquellas cepas cuyos valores de biomasa de biopeliculas

presentaron una menor variabilidad en los ensayos previamente realizados.
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Tabla 24: Caracteristicas de las cepas formadoras de biopeliculas seleccionadas para
la evaluacion de efectos del estimulo del entorno

Ensayos de formacion de biopeliculas

Muestra biolégica Agcar Rojo CN-TA CN-37°C MO-TA M9-37°C
) onge UA _CB UA___CB _UA__CB  UA_CB
A. baumannii 3910% Secrecion bronquial pdar 0,1116 1 0,1153 1 | 10,7178 3 8,9941 3
Acinetobacter spp 4848 Flictena pdar 0,1049 1 0,1732 1 0,3512 1 1,4456 2
A. baumannii 5796 Ulcera saw 0,0629 1 0,0469 1 0,6967 1 |0,9937 2
A. baumannii 6596 Secrecion inguinal saw 0,1007 1 0,1407 1 1,4420 1 26785 2
S. marcescens 7172  Secrecion bronquial pdar 0,0485 1 0,0123 0 0,7258 2 0,2508 1
S. marcescens 2344 Secrecion de pie pdar 0,1260 1 0,0244 1 0,6995 2 0,4732 2
S. marcescens 4474 Orina pdar 0,0942 1 0,0492 1 1,2875 3 1,0102 3

2 y P+ Ajslados bacterianos tomados del mismo paciente, en distintos tiempos; rdar:
morfotipo rojo, seco y rugoso; pdar. morfotipo rosado, seco y rugoso; saw: morfotipo
blancas y lisas; CN: caldo nutritivo; M9: medio minimo mineral M9; TA: temperatura
ambiente; UA: unidades de adhesién; CB: clasificacion de biopeliculas; 0: cepa no
formadora de biopeliculas; 1: cepa formadora de biopeliculas débiles; 2: cepa
formadora de biopeliculas moderadas; 3: cepa formadora de biopeliculas fuertes.

VIl.3.1 Condiciones nutritivas

Se evaluo la capacidad de formacion de biopeliculas en las siguientes
condiciones nutritivas: 1) dilucion 1/10, del caldo nutritivo con agua destilada y
2) caldo nutritivo suplementado con 500 mM de glucosa, ambos a temperatura
ambiente. Las condiciones nutritivas produjeron distintos efectos en la
formacion de biopeliculas las especies de Acinetobacter spp. (ANOVA,
F =140,612; df = 2; p < 0,001), S. marcescens (ANOVA; F = 22,96; df = 2;
p < 0,001) y E. coli (ANOVA; F = 21,20; df = 2; p < 0,001).

En la figura 22 se observo que la disponibilidad excedente de glucosa en
caldo nutritivo promovio el desarrollo de biopeliculas de las especies de
Acinetobacter evaluadas. En la figura 23 se observa que el exceso de glucosa
no resultd ser un inductor en la produccion de biopeliculas de S. marcescens
(UA < 0,5), obteniéndose un xDO biopeliculas = 0,2616 + 0,2117. La dilucién de
nutrientes presentes en caldo nutritivo estimulé el desarrollo de biopeliculas
moderadas de S. marcescens. Con la dilucion del medio nutritivo se reportd
mayor produccion (UA = 1) y menor variabilidad de la biomasa de biopeliculas
cuantificada (xDO biopeliculas = 0,2338 + 0,0709), se catalogaron las tres

cepas como formadoras de biopeliculas moderadas (tabla 25).
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Figura 22: Influencia de distintas condiciones nutritivas sobre la biomasa de
biopeliculas de Acinetobacter spp. En el eje Y se presentan los valores de DO
biopeliculas (DO)=s00nm)- EN €l eje X, se organiza el nimero de registro de la cepa de
estudio, seguido de la condicion nutritiva ensayada. El orden asignado de las
condiciones nutritivas fue: Dilucion 1/10 del caldo nutritivo (D); Caldo nutritivo (el
diagrama de caja y bigote esta delineado en color azul) y caldo nutritivo suplementado
con 500 mM de Glucosa (G). Controles AB4: A. baumannii AB4; HB101: E. coli HB101.
Cepas A. baumannii: 3910, 5796 y 6596; Acinetobacter spp: 4848
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Figura 23: Influencia de distintas condiciones nutritivas sobre la biomasa de

biopeliculas de S. marcescens. En el eje Y, se presentan los valores de DO
biopeliculas obtenidos. En el eje X, se organiza el nUmero de registro de la cepa de
estudio, seguido de la condicion nutritiva ensayada. El orden asignado de las
condiciones nutritivas fue: Dilucion 1/10 del caldo nutritivo (D); Caldo nutritivo
(diagrama de caja y bigote esta delineado en color azul) y caldo nutritivo suplementado
con 500 mM de Glucosa (G). AB4: A. baumannii AB4; HB101: E. coli HB101. S.
marcescens: 7172, 2344 y 4474
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La cepa de referencia E. coli MG1655 mantuvo la capacidad de
formacion de biopeliculas débiles, sin que las condiciones nutrientes
representasen estimulos en su desarrollo. En cambio, la ausencia del gen dam
en E. coli MG1655, se detect6 produccion de biomasa de biopeliculas en caldo
nutritivo diluido en 1/10. La capacidad de desarrollo de biopeliculas disminuyé a
medida que incrementaron las cantidades de nutrientes presentes en el caldo

nutritivo (figura 24).
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Figura 24: Influencia de distintas condiciones nutritivas sobre la biomasa de
biopeliculas de E. coli. En el eje Y, se presentan los valores de DO biopeliculas
obtenidos. En el eje X, se organiza el numero de registro de la cepa de estudio,
seguido de la condicion nutritiva de crecimiento ensayada. Para cada cepa, el orden
asignado de las condiciones nutritivas fue: Dilucién 1/10 del caldo nutritivo (D); Caldo
nutritivo (el diagrama de caja y bigote esta delineado en color azul) y caldo nutritivo
suplementado con 500 mM de Glucosa (G). AB4: A. baumannii AB4; HB101: E. coli
HB101. E. coli MG1655 (MG1655) y E. coli Adam (MGsD).

En resumen, la mayoria de las cepas de A. baumannii y Acinetobacter
spp. hubo un efecto evidente de incremento de produccion de biopeliculas
(figura 22 y tabla 25), en funcién de la disposicién de glucosa en el medio. La
disponibilidad de la fuente de carbono no resultd ser un estimulo en el
desarrollo de biopeliculas de S. marcescens (figura 23 y tabla 25). En cuanto a
E. coli MG1655, ninguna de las condiciones indujo la formacién de biopeliculas;
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en cambio, su cepa isogénica, se formaron biopeliculas en un medio de cultivo

con una baja disponibilidad de fuente de carbono (figura 24 y tabla 25).

Tabla 25: Efecto de las diferentes condiciones nutritivas sobre las unidades de
adhesion y clasificacion de la capacidad de formacién biopeliculas

1/10 CN - CN + 500 mM

TA CN-TA glucosa -TA

UA CB UA CB UA CB

Aba AB4 0,701 1 |1,1356 3 1,9702 3
Eco HB101 |0,0967 1 |0,1661 1 0,5605 2
Aba 3910 3,3589 2 |0,1116 1 0,9868 3
Asp4848 05882 1 |01049 1 | 04173 2
Aba 5796 0,3129 1 |0,0629 1 0,7036 3
Aba 6596 0,9628 1 |0,1007 1 0,7963 2
Sma 7172 1,0041 2 |0,0485 1 0,0840 1
Sma 2344 1,0570 2 |0,1260 1 0,1289 2
Sma 4474 1,4387 2 |0,0942 1 0,4729 3
Eco MG1655 [ 0,7958 1 |0,0109 O 0,0508 1
Eco Adam 7,0692 3 |1,0851 2 0,1546 1

La clasificacion numérica de la capacidad de formacion de biopeliculas, se basé en la
interpretacion de resultados propuesto por Stepanovi¢ (2007). CN: Caldo nutritivo; TA:
Temperatura ambiente; Aba: A. baumannii; Asp: Acinetobacter spp.; Sma: S.
marcescens; Eco: E. coli. UA: Unidades de adhesiéon. CB: Clasificacion de
biopeliculas. 0: cepa no formadora de biopeliculas; 1: cepa formadora de biopeliculas
débiles; 2: cepa formadora de biopeliculas moderadas; 3: cepa formadora de
biopeliculas fuertes.

VIl.3.2 Metionina

Se evalud el efecto del aminoacido metionina sobre la formacion de
biopeliculas, a concentraciones de 0,5; 2,5; 5 y 25 puM. Como resultados se
detectaron efectos diversos en la formacion de biopeliculas de A. baumannii,
Acinetobacter spp. (ANOVA; F =15,46; df =4; p <0,001) y S. marcescens
(ANOVA; F = 4,215; df = 4; p < 0,001). En determinadas concentraciones de

metionina, hubo tanto disminucion como aumento en biomasa de biopeliculas.

La presencia de metionina no indujo el desarrollo de biopeliculas en la
mayoria de las cepas Acinetobacter spp. (figura 25). En cuanto a la cepa A.

baumannii 3910, que presentd el mayor efecto sobre la formacion de
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biopeliculas, las concentraciones 0,5 y 5 uM de metionina produjeron la
disminucion de biomasa de biopeliculas; mientras que a 2,5 uM de metionina,

se observé un ligero aumento en biopeliculas.

En cambio, la biomasa de biopeliculas formada en S. marcescens
parece ser favorecida por la presencia de metionina (figura 26). Se observa un
mayor efecto de aumento de biopeliculas en la cepa S. marcescens 4474,
comparado con el resto de las cepas de S. marcescens.
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Figura 25: Influencia de distintas concentraciones de metionina sobre la biomasa de
biopeliculas de Acinetobacter spp. En el eje Y, se presentan los valores de DO
biopeliculas (DO\=s00 nm). EN €l eje X, se organiza el nUmero de registro de la cepa de
estudio, seguido de la condicion nutritiva de crecimiento ensayada. Para cada cepa, el
orden asignado de las condiciones nutritivas fue: 0 (el diagrama de caja y bigote esta
delineado en color azul); 0,5; 2,5; 5; y 25 uM de metionina. AB4: A. baumannii AB4;
HB101: E. coli HB101. Cepas A. baumannii: 3910, 5796 y 6596; Acinetobacter spp:
4848.
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Figura 26: Influencia de distintas concentraciones de metionina sobre la biomasa de
biopeliculas de S. marcescens. En el eje Y, se presentan los valores de DO
biopeliculas (DO,=s00 nm)- EN €l eje X, se organiza el nUmero de registro de la cepa de
estudio, seguido de la condicién nutritiva de crecimiento ensayada. Para cada cepa, el
orden asignado de las condiciones nutritivas fue: O (el diagrama de caja y bigote esta
delineado en color azul); 0,5; 2,5; 5; y 25 uM de metionina. AB4: A. baumannii AB4;
HB101: E. coli HB101. Cepas S. marcescens 2344, 4474y 7172.

En cuanto a la cepa de referencia E. coli MG1655 y E. coli MG1655
Adam, la metionina no indujo el desarrollo de biopeliculas (ANOVA; F = 1,316;
df = 4; p > 0,1). Sin embargo, en la cepa mutante hubo un efecto variable de
biomasa de biopeliculas, en funcién de las concentraciones de metionina. Por
lo general, la presencia de metionina disminuyé la biomasa de biopeliculas de
E. coli MG1655 Adam (figura 27).
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Figura 27: Influencia de distintas concentraciones de metionina sobre la biomasa de
biopeliculas de E. coli. En el eje Y, se presentan los valores de DO biopeliculas (DO)=g00
am)- EN el eje X, se organiza el numero de registro de la cepa de estudio, seguido de la
condicién nutritiva de crecimiento ensayada. Para cada cepa, el orden asignado de las
condiciones nutritivas fue: 0 (el diagrama de caja y bigote esta delineado en color
azul); 0,5; 2,5; 5; y 25 uM de metionina. AB4: A. baumannii AB4; HB101: E. coli
HB101. E. coli MG1655 (MG1655) y E. coli Adam (MGsD).

En funcion de la concentracion del aminoacido metionina empleada, se
disminuye la formacion de biopeliculas de A. baumannii. En cambio, la
presencia de metionina estimula el desarrollo de biopeliculas de S.
marcescens. En cuanto a E. coli MG1655 mutante, la presencia de metionina
altera el desarrollo de biopeliculas. Sin embargo, en cuanto a las UA (tabla 25),
por lo general, se mantuvo un valor promedio similar entre tratamientos,
conservandose ademas la clasificacion de biopeliculas para Acinetobacter, S.
marcescens y E. coli MG1655 (tabla 26).
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Tabla 26: Efecto de la metionina sobre las unidades de adhesion y clasificacion de la
capacidad de formacién biopeliculas

M9-TA M9+0,5uM met-TA | M9+2,5uM met-TA | MO+5uM met-TA | MO9+25uM met-TA
UA CB UA CB UA CB UA CB UA CB

Aba AB4 2,2204 1 | 1,6196 1 1,8623 1 | 1,9653 2 0,8626 1
Eco HB101 | 0,2316 1 | 0,2528 1 0,2988 1 | 1,1672 1 0,2713 1
Aba 3910 10,7178 3 | 5,8957 3 10,0784 3 | 52228 3 11,1329 3
Asp 4848 0,3512 1 | 0,1535 1 0,5000 1 | 0,3214 1 0,3292 1
Aba 5796 0,6967 1 | 2,5667 1 1,7236 1 | 2,1402 1 2,4511 2
Aba 6596 1,4420 1 | 3,1867 1 2,2984 1 | 2,1840 1 2,5940 1
Sma 7172 0,7258 2 | 1,0465 3 0,5970 2 | 0,7549 2 0,7828 2
Sma 2344 0,6995 2 | 1,4207 3 0,8080 2 | 1,0481 3 1,0015 2
Sma 4474 1,2875 3 | 1,7372 3 2,6520 3 | 1,7341 3 3,1723 3
Eco MG1655 | 0,0019 0 | 0,0283 0 0,0060 0 | 0,0290 1 0,0323 0
Eco Adam 3,3302 3 | 34335 3 4,9584 3 | 2,6047 3 3,3113 3

La clasificacion numérica de la capacidad de formacion de biopeliculas, se basé en la
interpretacion de resultados propuesto por Stepanovi¢ (2007). M9: medio minimo
mineral M9; Aba: A. baumannii; Asp: Acinetobacter spp.; Sma: S. marcescens; Eco: E.
coli. UA: Unidades de adhesion. met: metionina. TA: temperatura ambiente. CB:
Clasificacion de biopeliculas. 0: cepa no formadora de biopeliculas; 1: cepa formadora
de biopeliculas débiles; 2: cepa formadora de biopeliculas moderadas; 3: cepa
formadora de biopeliculas fuertes.

VI1.3.3 Etanol

Se evalud el efecto del etanol en la formacion de biopeliculas, a una
concentracion de 1% (v/v). Como resultados se detectd que, en las cepas de A.
baumannii, Acinetobacter spp. (ANOVA; F = 234,135; df =1; p < 0,001) y S.
marcescens de estudio (ANOVA; F =92,06; df =1; p <0,001), hubo un
aumento significativo en biomasa de biopeliculas (ver figuras 28, 29 y 30) y en
la capacidad de adhesion sobre superficies de poliestireno. En la tabla 27 se
observa que, en su mayoria, las cepas son clasificadas como formadoras de

biopeliculas moderadas o fuertes.
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Figura 28: Influencia del etanol sobre la biomasa de biopeliculas de Acinetobacter
spp. En el eje Y, se presentan los valores de DO biopeliculas (DOj=e00nm)- EN €l €je X,
se organiza el numero de registro de la cepa de estudio, seguido de la condicién
nutritiva de crecimiento ensayada. Para cada cepa, el orden asignado de las
condiciones nutritivas fue: ausencia (el diagrama de caja y bigote esta delineado en
color azul) y presencia de etanol (Et). AB4: A. baumannii AB4; HB101: E. coli HB101.
Cepas A. baumannii: 3910, 5796 y 6596; Acinetobacter spp: 4848.
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Figura 29: Influencia del etanol sobre la biomasa de biopeliculas de S. marcescens.
En el eje Y, se presentan los valores de DO biopeliculas (DO)=s00nm)- EN €l eje X, se
organiza el nimero de registro de la cepa de estudio, seguido de la condicién nutritiva
de crecimiento ensayada. Para cada cepa, el orden asignado de las condiciones
nutritivas fue: ausencia (el diagrama de caja y bigote esta delineado en color azul) y
presencia de etanol (Et). AB4: A. baumannii AB4; HB101: E. coli HB101. Cepas de S.

marcescens 7172, 2344 y 4474.

El etanol al 1% estimul6 la formacion de biopeliculas de A. baumannii,
Acinetobacter spp. y S. marcescens. En presencia de etanol, hubo incremento
de la densidad celular bacteriana (DO, observado en UA). Por lo que el etanol

a bajas concentraciones estimula, ademas, el crecimiento bacteriano.

En cuanto a las cepas de E. coli MG1655 y E. coli MG1655 Adam se
detectaron aumentos pocos relevantes en biomasa de biopeliculas (ANOVA,
F =8,337;df =1; p <0,01) y unidades de adhesion (figura 30 y tabla 27), en
presencia de cantidades trazas de etanol. La cepa E. coli MG1655 Adam

mantuvo su clasificacion como formadora de biopeliculas débiles.

113



1.2

10

08
|

06
]

Densidad Optica 600nm

N
| l:l

== _| | RS E—

o 1
I
1 —_
1

_— —_ i

o 1

<
2 4 - ——

['e]

AB4 Etanol
HE101
E101 Etanol
MG16:
MG1655 Etanal
MGsd @
MG sd Etanal

H
]
48]

=
@D
7]

Figura 30: Influencia del etanol sobre la biomasa de biopeliculas de E. coli. Se
presentan los valores de DO biopeliculas. En el eje Y, se presentan los valores de
DOwiopeiicuias Obtenidos. En el eje X, se organiza el nimero de registro de la cepa de
estudio, seguido de la condicién nutritiva de crecimiento ensayada. Para cada cepa, el
orden asignado de las condiciones nutritivas fue: ausencia (el diagrama de caja y
bigote esta delineado en color azul) y presencia de etanol (Et). AB4: A. baumannii
AB4; HB101: E. coli HB101. Cepas de E. coli MG1655 (MG1655) y E. coli Adam
(MGsD).
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Tabla 27: Efecto del etanol sobre las unidades de adhesion y la clasificacion de la
capacidad de formacién biopeliculas

CN + 1% etanol-
CN-37°C 370C
UA CB UA CB
Aba AB4 1,0689 3 0,8231 2
Eco HB101 0,0277 0 0,0000 0
Aba 3910 0,1153 1 0,5503 3
Asp 4848 0,1732 1 0,6198 2
Aba 5796 0,0469 1 0,2618 2
Aba 6596 0,1407 1 0,3374 2
Sma 7172 0,0123 0 0,0743 1
Sma 2344 0,0244 0 0,4715 2
Sma 4474 0,0492 1 0,6484 3
Eco MG1655 0,0030 0 0,0229 0
Eco Adam 0,0125 0 0,2009 1

La clasificacion numérica de la capacidad de formacion de biopeliculas, se basé en la
interpretacion de resultados propuesto por Stepanovi¢ (2007). CN: Caldo nutritivo;
Aba: A. baumannii; Asp: Acinetobacter spp.; Sma: S. marcescens; Eco: E. coli. UA:
Unidades de adhesion; CB: Clasificacion de biopeliculas. 0: cepa no formadora de
biopeliculas; 1: cepa formadora de biopeliculas débiles; 2: cepa formadora de
biopeliculas moderadas; 3: cepa formadora de biopeliculas fuertes.

VII.3.4 EDTA

Se evalud el efecto del EDTA en la formacién de biopeliculas, a una
concentracion de 30 mg/mL. Como resultado se detecté que, en todas las
cepas de estudio (incluidos los controles), hubo una reduccién en biomasa de
biopeliculas (ANOVA; F = 52,437; df = 1; p < 0,001) (ver figuras 31, 32y 33) y
en la capacidad de adhesion sobre superficies de poliestireno, clasificandose a
las cepas como no formadoras de biopeliculas en esta condicién ensayada
(tabla 28).
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Figura 31: Influencia del EDTA sobre la biomasa de biopeliculas de Acinetobacter spp.
En el eje Y, se presentan los valores de DO biopeliculas (DO)=s00nm)- EN €l eje X, se
organiza el nimero de registro de la cepa de estudio, seguido de la condicién nutritiva
de crecimiento ensayada. Para cada cepa, el orden asignado de las condiciones
nutritivas fue: ausencia (el diagrama de caja y bigote esta delineado en color azul) y
presencia de EDTA (EDTA). AB4: A. baumannii AB4; HB101: E. coli HB101. Cepas A.
baumannii: 3910, 5796 y 6596; Acinetobacter spp: 4848.
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Figura 32: Influencia del EDTA sobre la biomasa de biopeliculas de S. marcescens.
En el eje Y, se presentan los valores de DO biopeliculas (DOy=s00nm)- EN €l eje X, se
organiza el nimero de registro de la cepa de estudio, seguido de la condicién nutritiva
de crecimiento ensayada. Para cada cepa, el orden asignado de las condiciones
nutritivas fue: ausencia (el diagrama de caja y bigote esta delineado en color azul) y
presencia de EDTA (EDTA). AB4: A. baumannii AB4; HB101: E. coli HB101. Cepas de
S. marcescens 7172, 2344 y 4474,
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Figura 33: Influencia del EDTA sobre la biomasa de biopeliculas de E. coli. En el eje
Y, se presentan los valores de DO biopeliculas (DO»=s00nm). EN €l eje X, se organiza el
numero de registro de la cepa de estudio, seguido de la condicién nutritiva de
crecimiento ensayada. Para cada cepa, el orden asignado de las condiciones nutritivas
fue: ausencia (el diagrama de caja y bigote esta delineado en color azul) y presencia
de EDTA (EDTA). AB4: A. baumannii AB4; HB101: E. coli HB101. Cepas de E. coli: E.
coli MG1655 (MG1655) y E. coli Adam (MGsD).
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Tabla 28: Efecto del EDTA sobre las unidades de adhesion y clasificacion de la
capacidad de formacién biopeliculas

CN+30mg/mL EDTA-
CN-37°C 370C

UA CB UA CB
Aba AB4 1,0689 3 0,0000 0
Eco HB101 0,0277 0 0,0000 0
Aba 3910 0,1153 1 0,0000 0
Asp 4848 0,1732 1 0,0000 0
Aba 5796 0,0469 1 0,0000 0
Aba 6596 0,1407 1 0,0064 0
Sma 7172 0,0123 0 0,0000 0
Sma 2344 0,0244 1 0,0000 0
Sma 4474 0,0492 1 0,0000 0
Eco MG1655 0,0030 0 0,0000 0
Eco Adam 0,0125 0 0,0000 0

La clasificacion numérica de la capacidad de formacion de biopeliculas, se basé en la
interpretacion de resultados propuesto por Stepanovi¢ (2007). CN: Caldo nutritivo;
Aba: A. baumannii; Asp: Acinetobacter spp.; Sma: S. marcescens; Eco: E. coli. UA:
Unidades de Adhesion; CB: Clasificacion de biopeliculas. 0: cepa no formadora de
biopeliculas; 1: cepa formadora débil de biopeliculas; 2: cepa formadora moderada de
biopeliculas; 3: cepa formadora fuerte de biopeliculas.

El EDTA presento actividad inhibitoria sobre la formacién de biopeliculas
de A. baumannii, Acinetobacter spp., S. marcescens Yy E. coli. En presencia de
EDTA, se disminuyé ademas la densidad celular bacteriana (DO, en UA),

sugiriendo que el EDTA esté afectando, ademas, el crecimiento bacteriano.

VI1.3.5 Surfactantes

Se evaluaron los efectos de los surfactantes CTAB (Bromuro de
CetilTrimetilAmonio) (0,9 mM) y SDS (DodecilSulfato Sédico) (7 mM) sobre la
formacion de biopeliculas. Como resultado se detectd que en las cepas de
estudio, hubo una reduccién significativa en la biomasa de biopeliculas
(ANOVA; CTAB: F =441,39; df =1; p <0,001 / SDS: (ANOVA; F = 471,92;
df =1; p <0,001). Todas las biopeliculas formadas por las cepas de estudio

expuestas a surfactantes, fueron clasificadas como formadoras débiles (en
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CTAB) o no formadoras de biopeliculas (en SDS) (ver figuras 34, 35, 36 y tabla

29).
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Figura 34: Influencia de los surfactantes CTAB y SDS sobre la biomasa de

biopeliculas de Acinetobacter spp. En el eje Y, se presentan los valores de DO
biopeliculas (DO,=s00nm). EN €l eje X, se organiza el nimero de registro de la cepa de
estudio, seguido de la condicién nutritiva de crecimiento ensayada. Para cada cepa, el
orden asignado de las condiciones nutritivas fue: ausencia (el diagrama de caja y
bigote esta delineado en color azul) y presencia de surfactantes (CTAB o SDS). AB4:
A. baumannii AB4; HB101: E. coli HB101. Cepas A. baumannii: 3910, 5796 y 6596;

Acinetobacter spp: 4848.
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Figura 35: Influencia de los surfactantes CTAB y SDS sobre la biomasa de
biopeliculas de S. marcescens. En el eje Y, se presentan los valores de DO
biopeliculas (DO)=s00nm)- EN €l eje X, se organiza el nimero de registro de la cepa de
estudio, seguido de la condicién nutritiva de crecimiento ensayada. Para cada cepa, el
orden asignado de las condiciones nutritivas fue: ausencia (el diagrama de caja y
bigote esta delineado en color azul) y presencia de surfactantes (CTAB o SDS). AB4:
A. baumannii AB4; HB101: E. coli HB101. Cepas de S. marcescens 7172, 2344 y
4474.
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Figura 36: Influencia de los surfactantes CTAB y SDS sobre la biomasa de
biopeliculas de E coli. En el eje Y, se presentan los valores de DO biopeliculas
(DO»=600nm)- EN el eje X, se organiza el numero de registro de la cepa de estudio,
seguido de la condicidn nutritiva de crecimiento ensayada. Para cada cepa, el orden
asignado de las condiciones nutritivas fue: ausencia (el diagrama de caja y bigote esta
delineado en color azul) y presencia de surfactantes (CTAB o SDS). AB4: A.
baumannii AB4; HB101: E. coli HB101. Cepas de E. coli MG1655 (MG1655) y E. coli
Adam (MGsD).
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Tabla 29: Efecto de los surfactantes CTAB y SDS sobre las unidades de adhesion y
clasificacion de la capacidad de formacion biopeliculas

M9+0,9mM CTAB- | M9+7mM SDS-
M9O-TA TA TA
UA CB UA CB UA CB

Aba AB4 2,2204 1 0,7530 0 0,5354 0
EcoHB101 | 0,2316 1 0,0000 0 0,0000 0
Aba 3910 |[10,7178 3 0,5829 1 0,0316 0
Asp 4848 0,3512 1 2,0268 1 3,1157 0
Aba 5796 0,6967 1 1,3288 1 0,0000 0
Aba 6596 14420 1 1,3751 1 0,3560 0
Sma 7172 0,7258 2 0,2702 1 0,0904 1
Sma 2344 0,6995 2 0,5779 1 0,3830 1
Sma 4474 1,2875 3 1,5406 1 0,0383 0
Eco MG1655 | 0,0019 O 1,4430 1 0,0363 0
Eco Adam 3,3302 3 0,6549 1 0,0009 0

La clasificacion numérica de la capacidad de formacion de biopeliculas, se basé en la
interpretacion de resultados propuesto por Stepanovi¢ (2007). M9 medio minimo
mineral M9; Aba: A. baumannii; Asp: Acinetobacter spp.; Sma: S. marcescens; Eco: E.
coli. UA: Unidades de Adhesién; CB: Clasificacion de biopeliculas. 0: cepa no
formadora de biopeliculas; 1: cepa formadora de biopeliculas débiles; 2: cepa
formadora de biopeliculas moderadas; 3: cepa formadora de biopeliculas fuertes.

En la tabla 30 se presenta un cuadro resumen de los resultados
obtenidos en cuanto al efecto de los estimulos del entorno ensayados sobre la
formacion de las biopeliculas de las respectivas cepas bacterianas de estudio,

destacando los valores obtenidos en DO biopeliculas y UA.
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Tabla 30: Cuadro resumen de los efectos de estimulos del entorno sobre la formacion de las biopeliculas de las cepas clinicas A. baumannii,
Acinetobacter spp., S. marcescens y la cepa de referencia E. coli MG1655

Caracteristicas de la muestra clinica ) Ensayos de formacion de biopeliculas
Agar Rojo
Congo CN+500 mM
- -370 - -370 -
CN-TA CN-37°C M9-TA M9-37°C VI0CN-TA | icosa-TA
Sala/Unidad Fuente de la muestra UA CB| UA CB| UA CB| UA CB| UA CB| UA CB
Aba AB4 NA NA rdar 1,136 3 | 1,069 3 | 22204 1 | 512 1 |o1701 1 | 19702 3
Eco HB101 NA NA pdar 0166 1 | 0028 0 (02316 1 | 0432 1 | 00967 1 | 05605 2
Aba 3910a" | Terapia de adultos  Secrecién bronquial pdar 0112 1 | 0115 1 | 10,718 3 | 8994 3 [ 33589 2 | 09868 3
Asp 4848 Hospitalizacién Flictena pdar 0105 1 | 0173 1 | 03512 1 | 1446 2 | 05882 1 | 04173 2
Aba 5796 Ambulatorio Ulcera saw 0063 1 | 0047 1 | 06967 1 | 0994 2 (03129 1 | 07036 3
Aba 6596 Ambulatorio Secrecién inguinal saw 0101 1 | 0141 1 | 1442 1 | 2679 2 (0928 1 | 07963 2
Sma 7172b* | Terapia de adultos  Secrecién bronquial pdar 0049 1 | 0012 0 |07258 2 | 0251 1 (10041 2 | 00840 1
Sma 2344 Ambulatorio Secrecion de pie pdar 0126 1 | 0024 1 | 06995 2 | 0473 2 [ 10570 2 | 01289 2
Sma 4474 Ambulatorio Orina pdar 0,094 1 0,049 1| 12875 3 1,01 3 | 14387 2 | 04729 3
Eco MG1655 NA NA pdar 0011 O | 0003 O | 00019 O | 0005 O 07958 1 | 00508 1
Eco Adam NA NA rdara TA 1,085 2 | 0013 0 | 3332 3 | 0042 0 | 70692 3 | 01546 1

Aba: A. baumannii; Asp: Acinetobacter spp; Sma: S. marcescens; Eco: E. coli ; * y °*: Aislados bacterianos tomados del mismo paciente, en distintos

tiempos; NA: No Aplica; Morfotipo rdar: colonias rojas, secas y rugosas; pdar: colonias rosadas, secas y rugosas; saw: colonias blancas y lisas; CN: Caldo
Nutrtitvo; M9: Medio Minimo Mineral M9; TA: Temperatura ambiente; UA: Unidades de Adhesidn; CB: Clasificacion de biopeliculas; 0: cepa no formadora de
biopeliculas; 1: cepa formadora de biopeliculas débiles; 2: cepa formadora de biopeliculas moderadas; 3: cepa formadora de biopeliculas fuertes.
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Tabla 30: Cuadro resumen de los efectos de estimulos del entorno sobre la formacién de las biopeliculas de las cepas clinicas A. baumannii,
Acinetobacter spp., S. marcescens y la cepa de referencia E. coli MG1655 (continuacion)

Caracteristicas de la muestra clinica . Ensayos de formacion de biopeliculas
Agar Rojo
Congo M9+0,5uM M9+2,5uM | M9+5uM met- | M9+25uM | CN+30mg/mL CN+1%
met-TA met-TA TA met-TA EDTA-37°C etanol-37°C
Sala/Unidad Fuente de la muestra UA CB| UA CB| UA CB| UA CB| UA CB| UA CB
Aba AB4 NA NA rdar 16196 1 [ 18623 1 | 19653 2 [ 08626 1 0 0 | 08231 2
Eco HB101 NA NA pdar 02528 1 | 02988 1 | 11672 1 |02713 1 0 0 0 0
Aba 3910a" | Terapia de adultos ~ Secrecién bronquial pdar 58957 3 |10,0784 3 | 52228 3 |11,1329 3 0 0 | 05503 3
Asp 4848 Hospitalizacion Flictena pdar 01535 1 05 1103214 1 03292 1 0 0 | 06198 2
Aba 5796 Ambulatorio Ulcera saw 25667 1 | 1,7236 1 | 2,1402 1 | 24511 2 0 0 | 0,2618 2
Aba 6596 Ambulatorio Secrecion inguinal saw 31867 1 | 22984 1 | 2184 1 | 2594 1 | 00064 O | 03374 2
Sma 7172b* | Terapia de adultos  Secrecidn bronquial pdar 1,0465 3 [ 0597 2 | 07549 2 | 0,7828 2 0 0 | 00743 1
Sma 2344 Ambulatorio Secrecion de pie pdar 1,4207 3 | 0808 2 | 1,0481 3 | 1,0015 2 0 0 | 04715 2
Sma 4474 Ambulatorio Orina pdar 1,7372 3 | 2,652 3 | 17341 3 | 31723 3 0 0 | 06484 3
Eco MG1655 NA NA pdar 00283 0 | 0006 0 | 0029 1 [00323 o0 0 0 | 00229 O
Eco Adam NA NA rdar a TA 34335 3 | 49584 3 | 26047 3 | 33113 3 0 0 | 02000 1

ax

Aba: A. baumannii; Asp: Acinetobacter spp; Sma: S. marcescens; Eco: E. coli ; ** y **: Aislados bacterianos tomados del mismo paciente, en distintos
tiempos; NA: No Aplica; Morfotipo rdar: colonias rojas, secas y rugosas; pdar: colonias rosadas, secas y rugosas; saw: colonias blancas y lisas; CN: Caldo
Nutrtitvo; M9: Medio Minimo Mineral M9; TA: Temperatura ambiente; UA: Unidades de Adhesién; CB: Clasificacién de biopeliculas; 0: cepa no formadora de
biopeliculas; 1: cepa formadora de biopeliculas débiles; 2: cepa formadora de biopeliculas moderadas; 3: cepa formadora de biopeliculas fuertes.
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Tabla 30: Cuadro resumen de los efectos de estimulos del entorno sobre la formacién de las biopeliculas de las cepas clinicas A. baumannii,

Acinetobacter spp., S. marcescens y la cepa de referencia E. coli MG1655 (continuacion)

Caracteristicas de la muestra clinica , L

Agar Rojo Ensayos de formacién

Congo de biopeliculas

M9+0,9mM | M9+7mM
CTAB-TA | SDS-TA

Sala/Unidad Fuente de la muestra UA CB| UA CB
Aba AB4 NA NA rdar 0753 0 | 05354 0
Eco HB101 NA NA pdar 0 0 0 0
Aba 3910a | Terapia de adultos  Secrecién bronquial pdar 05829 1 |[00316 O
Asp 4848 Hospitalizacion Flictena pdar 20268 1 |31157 O
Aba 5796 Ambulatorio Ulcera saw 1,3288 1 0 0
Aba 6596 Ambulatorio Secrecion inguinal saw 13751 1 | 035 O
Sma 7172b* | Terapia de adultos  Secrecion bronquial pdar 02702 1 [ 0,0904 1
Sma 2344 Ambulatorio Secrecion de pie pdar 05779 1 | 0,383 1
Sma 4474 Ambulatorio Orina pdar 15406 1 | 0,0383 0
Eco MG1655 NA NA pdar 1443 1 [00363 0
Eco Adam NA NA rdar a TA 06549 1 | 0,0009 O

Aba: A. baumannii; Asp: Acinetobacter spp; Sma: S. marcescens; Eco: E. coli ; * y °*: Aislados bacterianos tomados del mismo paciente, en distintos
tiempos; NA: No Aplica; Morfotipo rdar: colonias rojas, secas y rugosas; pdar: colonias rosadas, secas y rugosas; saw: colonias blancas y lisas; CN: Caldo
Nutrtitvo; M9: Medio Minimo Mineral M9; TA: Temperatura ambiente; UA: Unidades de Adhesién; CB: Clasificacién de biopeliculas; 0: cepa no formadora de
biopeliculas; 1: cepa formadora de biopeliculas débiles; 2: cepa formadora de biopeliculas moderadas; 3: cepa formadora de biopeliculas fuertes
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VII.4 Analisis de la metilacién del genoma de bacterias en biopeliculas,

mediante ensayos de restriccion enziméatica

Para vincular la metilacion del ADN con los fenotipos de biopeliculas, se
emplearon ensayos de restriccibn enzimatica. La digestion del cromosoma
bacteriano se realizé con las enzimas de restriccion Sau3Al, Dpnl y Mbol, que
permitieron detectar los patrones de metilacion global del ADN sobre los
motivos GATC. El genoma de estudio se aisl6 de células formadoras de
biopeliculas, cultivadas en diferentes condiciones del entorno. Los productos de
la digestion del ADN genomico fueron analizados para identificar los patrones
de metilacion del ADN. En la tabla 12 (de materiales y métodos) se describe los

sitios de reconociento y catélisis de las enzimas de restriccion empleadas.

Con la intencion de detectar las variaciones en los patrones de
metilacion del genoma bacteriano creciendo en formato de biopeliculas, se
eligio replicar aquellas condiciones del entorno en las que se estimulo el
desarrollo de biopeliculas de las cepas clinicas A. baumannii 3910 y S.
marcescens 4474, que fueron el exceso de glucosa y cantidades traza de
etanol, respectivamente (tabla 11, de materiales y métodos). Se seleccionaron
estas cepas clinicas debido a que presentaron los valores mayores de biomasa
de biopeliculas formadas, comparados con las otras cepas clinicas ensayadas
(figuras 22 y 29). La formacién de las biopeliculas de E. coli MG1655 y E. coli
MG1655 Adam en presencia de metionina, se selecciond para indagar un poco
mas sobre las rutas metabdlicas relacionadas con los procesos de metilacion
del ADN (figura 27).

En la tabla 31 se resume la cantidad de biomasa de biopeliculas

recolectada y la concentracion de ADN aislado.
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Tabla 31: Cantidad de ADN gendmico aislado de biopeliculas bacterianas, mediante el

kit de extraccion

Ensayo control Ensayo tratamiento
Biomasa de Concentracién| Biomasade Concentraciéon

biopeliculas de ADN biopeliculas de ADN

(mg) (Hg/mL) (mg) (Hg/mL)
A. baumannii 3910 158 194,4 113 144.6
S. marcescens 4474 203 129 203 129
E. coli MG1655 130 105 159 101
E. coli Adam 187 108 159 124

Los ensayos control son aquellas biopeliculas crecidas en los medios de cultivo CN o
MMM M9; mientras que los ensayos tratamiento dichos medios de cultivo se
encuentran suplementados con los estimulos del entorno de estudio.

Los ensayos de digestion con Sau3Al permitieron observar patrones de
restriccion caracteristicos, en los cuales deben estar representados todos los
motivos GATC del genoma de A. baumanii 3910, S. marcescens 4474 y E. coli
MG1655. La distribucion de las bandas en el patron de digestion difiere entre
los tres géneros bacterianos de estudio, como se observan en las figuras 38,
40y 42.

VIl.4.1 Niveles de metilacion global del ADN en biopeliculas de A.

baumannii 3910 formadas con exceso de glucosa

Se evaluaron los niveles de metilacion global del ADN de biopeliculas de
A. baumannii 3910 formadas en CN a TA; y CN + 500 mM de glucosa, a TA. En
la figura 37, se observa la digestion del genoma bacteriano con las enzimas de
restriccion Sau3Al, Dpnl y Mbol. El patrén de ADN digerido se obtuvo con las
enzimas Sau3Al y Mbol, en las condiciones ensayadas. La digestion del
genoma de biopeliculas de A. baumannii 3910 con la enzima Mbol, mas no con
la enzima Dpnl, evidencian la ausencia de metilacion de los motivos GATC

presentes en el genoma de A. baumanii 3910.
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Figura 37: Registro fotografico de la metilacion global del ADN de biopeliculas de A.
baumannii 3910, formadas en distintas condiciones de glucosa. M: Marcador de
Tamafio Molecular, de “1 kb DNA Ladder” (BIONEER); CN: Caldo nutritivo; SE: sin
enzima, control negativo de reaccion.

Las variaciones en los patrones de metilacion del ADN se analizaron con
la digestion del genoma bacteriano con las enzimas de restriccion Sau3Al y
Mbol (figura 38). EI ADN digerido con Mbol presentd un patron de bandas
similar al de la digestion con Sau3Al. Su distribucién consta de bandas de
restriccion de bajos tamafios moleculares. Se observé una distribucion general
en el patrén de bandas de ADN en biopeliculas de A. baumannii 3910, en los
distintos tratamientos. Sin embargo, se detectaron variaciones en la intensidad
de bandas de ADN, particularmente en los patrones de bandas de restriccion

de ADN de biopeliculas de A. baumannii 3910 formadas con exceso de
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glucosa. Estas variaciones pueden ser por el efecto de las distintas
concentraciones de ADN empleadas en los ensayos de restriccion enzimatica.

A. baumannii 3910

CN + 500 mM
Glucosa, TA

CN, TA

[N

Figura 38: Registro fotografico del efecto de la metilacion global del ADN en
biopeliculas A. baumannii, formadas en distintas condiciones de glucosa. M: Marcador
de Tamafio Molecular, de “1 kb DNA Ladder” (BIONEER); CN: caldo nutritivo; SE: sin
enzima, control negativo de reaccion.
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VII.4.2 Niveles de metilacion global del ADN en biopeliculas de S.

marcescens 4474 formadas en presencia de etanol 1 %

Se evaluaron los niveles de metilacion global del ADN de biopeliculas de
S. marcescens 4474 formadas en CN a 37 °C; y CN + 1 % de etanol, a 37 °C.

En la figura 39, se observa la digestion del genoma bacteriano con las enzimas

de restriccion Sau3Al, Dpnl y Mbol. El patron de ADN digerido se obtuvo con

las enzimas Sau3Al y Dpnl, tanto en el genoma de S. marcescens 4474 aislado

de biopeliculas del ensayo control, como del tratamiento. La digestiéon del

genoma de S. marcescens 4474 con la enzima Dpnl, mas no con la enzima

Mbol, evidencian que los motivos GATC se encuentran metilados.

S. marcescens 4474

CN + 1%

N,37¢
N, 37 8¢ etanol, 37 C

- N ™
M SE Sau3AIDpniMbol M SE Sau3AlDpnl Mboi

== Smw@gs

10200 pb—5

2961 pb

w1 (R
Figura 39: Registro fotografico de la metilaciéon global del ADN en biopeliculas de S.
marcescens 4474, formadas en distintas condiciones del entorno. M: Marcador de
Tamafio Molecular, de “1 kb DNA Ladder” (BIONEER); CN: Caldo nutritivo; SE: sin

enzima, control negativo de reaccion.
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Las variaciones en los patrones de metilacién del ADN se analizaron con
la digestion del genoma bacteriano con las enzimas de restriccion Sau3Al y
Dpnl (figura 40). EI ADN digerido con Dpnl presenté un patron de bandas
similar al de la digestion con Sau3Al, en los distintos tratamientos. Su
distribucion consta de bandas visibles de restriccion, de tamafios moleculares
bajos. Se detectaron variaciones en la intensidad de bandas de ADN, entre los
patrones de bandas de restriccion del ADN de S. marcescens 4474 creciendo
en biopeliculas formadas en ausencia y presencia de etanol. Estos resultados
revelan los posibles cambios de metilacibn del ADN entre las distintas
condiciones ensayadas en el desarrollo de biopeliculas de S. marcescens
4474,

S. marcescens 4474

CN+1%
etanol, TA

CN, TA

Figura 40: Registro fotografico del efecto de la metilacion global del ADN en
biopeliculas S. marcescens, formadas en ausencia y presencia de etanol. M: Marcador
de Tamarfo Molecular, de “1 kb DNA Ladder” (BIONEER); CN: caldo nutritivo; SE: sin
enzima, control negativo de reaccion.
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VII.4.3 Niveles de metilacion global del ADN en biopeliculas de E.

coli MG1655 y E. coli MG1655 Adam formadas en presencia de metionina

Para la cepa E. coli MG1655 y su cepa isogénica mutante, se evaluaron
los niveles de metilacion global del ADN de biopeliculas formadas en MMM M9,
a TA; y MMM M9 + 5 uM de metionina, a TA. En la figura 41, se observa la
digestion del genoma bacteriano de ambas cepas, con las enzimas de
restriccion Sau3Al, Dpnl y Mbol. Se obtuvieron los patrones de restriccion
generales esperados: la digestion completa por Dpnl del genoma de E. coli
MG1655, mientras que en E. coli MG1655 Adam ocurrié con la restriccion
catalizada por la enzima Mbol. Este patrén de restriccion fue similar para los
genomas aislados de biopeliculas del ensayo control, como del tratamiento. La
digestion de los genomas de E. coli MG1655 y E. coli MG1655 Adam,
demuestran que los motivos GATC se encuentran metilados en el genoma de
la cepa de E. coli MG1655 silvestre, mas no en el genoma de la cepa mutante.

E. coli MG1655 E. coliMG1655 Adam
MMM MS + 5 uM MMM M3 + 5 uM
MMM M9, TA metionina, TA MMM MS, TA metionina, TA

Figura 41: Registro fotografico de la metilacion global del ADN en biopeliculas de E.
coli MG1655 y su cepa isogénica Adam, formadas en distintas condiciones del
entorno. M: Marcador de Tamafio Molecular, de “1 kb DNA Ladder” (BIONEER); MMM:
Medio minimo mineral; TA: temperatura ambiente; SE: sin enzima, control negativo de
reaccion.
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Las variaciones en los patrones de metilacion del ADN se analizaron con
la digestion del genoma bacteriano de la cepa silvestre E. coli MG1655, con las
enzimas de restriccion Sau3Al y Dpnl (figura 42). La digestion del ADN de
biopeliculas de E. coli MG1655 con Dpnl, present6 una distribucion del patrén

de bandas similar al de la digestion con Sau3Al, en los distintos tratamientos.

E. coliMG1655

MMM MS + 5 uM
metionina, TA
A A

MMM M9, TA

« Nl \
M SE Sau3Al Dpnl M SE Sau3AlDpnl

8029 pb —— N ‘ '
4025 pb —— N Kl
2961 pb —— D o
2000 pb = S -
1600 pb == . -
1000 pb = D -
[ ]
-
S00ph — -

Figura 42: Registro fotografico del efecto de la metilacion global del ADN en
biopeliculas E. coli, formadas en ausencia y presencia de metionina. M: Marcador de
Tamafio Molecular, de “1 kb DNA Ladder” (BIONEER); MMM: Medio minimo mineral;
SE: sin enzima, control negativo de reaccion.

Sin embargo, en el patron de bandas del ADN digerido con Dpnl, de
biopeliculas de E. coli MG1655 formadas en presencia de 5 pM de metionina,
se detectaron variaciones sutiles en la intensidad de bandas presentes entre
8000 y 2000 pb. Tres bandas de restriccion ADN no estan presentes en el
patron de digestion con Dpnl. En el patron de restriccion del ADN con Sau3Al,

estas bandas tienen un tamafo estimado de 5917, 1965 y 1590 pb. La figura

132



43 se presenta un extracto del registro fotografico, en el que se destaca las

diferencias obtenidas en el patréon de digestion del ADN de E. coli MG1655.

E. coliMG1655

MMM M9 + 5 uM
metionina, TA

M SE Sau3AlDpnl
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Figura 43: Registro fotografico del efecto de la metilacion global del ADN en
biopeliculas E. coli MG1655, formadas en presencia de metionina. M: Marcador de
Tamafio Molecular, de “1 kb DNA Ladder” (BIONEER); MMM: Medio minimo mineral;
SE: sin enzima, control negativo de reaccion. Las flechas sefalan las bandas de ADN
ausentes en el patron de digestion del ADN con Dpnl.

En cuanto a la digestion del ADN de biopeliculas de E. coli MG1655
Adam con las enzimas de restriccion Sau3Al y Mbol, presentaron una
distribucién del patrén de bandas similares entre si, en ambas condiciones del
entorno ensayadas (figura 44). Por lo tanto, en la cepa de E. coli MG1655
mutante, no parece haberse detectado cambios en la metilacién de los motivos

GATC durante la formacion de biopeliculas.
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E. coliMG1655 Adam
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Figura 44: Registro fotografico del efecto de la metilacion global del ADN en
biopeliculas E. coli MG1655 Adam, formadas en ausencia y presencia de metionina. M:
Marcador de Tamafio Molecular, de “1 kb DNA Ladder” (BIONEER); MMM: Medio
minimo mineral; SE: sin enzima, control negativo de reaccion.

En la tabla 32 se presenta un cuadro resumen de los resultados
obtenidos, los cuales relacionan la capacidad de formacidon de biopeliculas en
las diferentes condiciones del entorno ensayadas, con las variaciones en los
patrones de metilacién del ADN detectados.
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Tabla 32: Cuadro resumen de los efectos de la relacion de la formacién de las biopeliculas de las cepas clinicas A. baumannii, Acinetobacter
spp., S. marcescens y la cepa de referencia E. coli MG1655; con respecto a las variaciones en el patron de metilacion del ADN detectadas

Caracteristicas de la

Ensayos de formacién de biopeliculas

Patrones de metilacion
del ADN en los motivos

as GATC
muestra clinica Agar CN+500 CN+1% Cambios
Rojo | cN-TA mM CN-37°C | etanol- | Mo-TA | MISHM fyieilacion| Puntuales
Congo glucosa- o met-TA en los
37°C global de
TA los patrones de
Motivos metilacion
Sala/Unidad uente dela un cB| ua cB|ua cB| ua cB| ua cB| ua cB| Gatc | 9eIADN
muestra entre
tratamientos
Aba 3910a° | 'erapiade  Secrecion | .. 15415 1 |ogses 3| - - | - | - | - - NO NO
adultos bronquial
Sma 4474 | Ambulatorio Orina pdar - - - - 10,049 1 ]0,6484 3 - - - - Sl Si
Eco MG1655 NA NA pdar - - - - - - - - 10,0019 0 | 0,029 1 SI SI
Eco Adam NA NA rdT"j‘ga - B - N - B - - |3.3302 3 [2,6047 3 NO NO

Aba: A. baumannii; Sma: S. marcescens; Eco: E. coli ; *: Aislado bacteriano tomado del mismo paciente, en distintos tiempos; Morfotipo rdar: colonias rojas,
secas y rugosas; pdar: colonias rosadas, secas y rugosas; saw: colonias blancas y lisas; CN: Caldo Nutrtitvo; M9: Medio Minimo Mineral M9; TA:
Temperatura ambiente; UA: Unidades de Adhesién; CB: Clasificacién de biopeliculas; 0: cepa no formadora de biopeliculas; 1. cepa formadora de
biopeliculas débiles; 2: cepa formadora de biopeliculas moderadas; 3: cepa formadora de biopeliculas fuertes; -: no aplica
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VIII. DISCUSION

Las bacterias son microorganismos fisiolégicamente complejos con
diversos mecanismos moleculares que confieren plasticidad fenotipica y
genotipica, los cuales dan cabida a su capacidad de adaptacion ante las

condiciones fluctuantes e impredecibles del entorno.

En este trabajo nos enfocamos en analizar dos fenbmenos biolégicos
gue aportan bases para comprender los mecanismos de adaptacion de las
bacterias, particularmente, en el ambito clinico. Estos son: la capacidad de
formacion de biopeliculas y la metilacion del ADN como mecanismo

epigenético sobre la regulacion de la expresion génica.

Los aislados bacterianos estudiados provenientes de muestras clinicas,
fueron clasificados como A. baumanni y S. marcescens, reconocidos
mundialmente como patégenos oportunistas causantes de un amplio rango de

infecciones severas adquiridas en el hospital y en la comunidad.

Entre los resultados obtenidos de la identificacion microbiol6gica destaco
la secrecion del pigmento prodigiosina en S. marcescens. La prodigiosina es un
producto no difusible, metabolito secundario, con una estructura lineal de tres
anillos pirrdlicos dipirrometenos, que le confiere la coloracion rosado oscuro a
rojo. La prodigiosina presenta actividad antibidtica, con propiedades
inmunosupresoras y anticancerigenas. Se considera que la sintesis de
prodigiosina compensa el flujo metabdlico, asi como también se ha propuesto
gue sus caracteristicas antibioticas le confiere ventajas ecologicas (Slater y
col., 2003; Darshan y Manonmani, 2015).

Carbonell y colaboradores (2000) han reportado, a partir de muestras
clinicas, una mayor frecuencia de cepas de S. marcescens incapaces de
secretar prodigiosina, con respecto a cepas de S. marcescens pigmentadas,
aun cuando ambas cepas presentan actividades citotoxicas. Las cepas
pigmentadas de S. marcescens provienen usualmente de muestras
ambientales, pudiendo colonizar temporalmente distinas areas del cuerpo
humano. Las escasas cepas pigmentadas clinicas causales de enfermedades

infecciosas, se han aislado de muestras del tracto respiratorio o de huesos. En
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este estudio se obtuvo que cinco de las ocho cepas clinicas de S. marcescens
secretan prodigiosina en distintas tonalidades, las cuales fueron aisladas de
secreciones del tracto respiratorio o de talén (tabla 20). Aunque no se pueden
extraer caracteristicas epidemiolégicas concluyentes con el numero de
muestras de estudio, los resultados nos permiten afirmar que en el Laboratorio
de Microbiologia Clinica del Centro médico de Caracas se presentan casos
clinicos de infecciones con cepas de S. marcescens tanto pigmentadas como

no pigmentadas.

Se ha descrito que las cepas de S. marcescens no pigmentadas
manifiestan una mayor resistencia a antibioticos, codificada por pladsmidos, con
respecto a las cepas pigmentadas (Carbonell y col., 2000). Entre los resultados
obtenidos destaca que las cepas no pigmentadas S. marcescens 4474, 7172,
1315; y la cepa de S. marcescens 2344 con tonalidad ténue de pigmentacion,
tuvieron mayor capacidad de formacién de biopeliculas, comparadas con las
cepas pigmentadas de S. marcescens 3710, 6991, 4680 y 3810 (tabla 20,
figuras 19 y 20). Esta informacion puede indicar que los aislados clinicos de S.
marcescens pierden la capacidad de secrecion de prodigiosina, ya que
garantiza un incremento de interacciones intercelulares, las cuales promueven
el intercambio horizontal de informacidén genética. La adquisicion de genes de
resistencia a los antibiéticos confiere una ventaja selectiva a la sobrevida
bacteriana en el ambito clinico. En este sentido, se sugiere que la capacidad de
formacion de biopeliculas de cepas no pigmentadas de S. marcescens,
ademas de promover proteccion contra agentes deletéreos, confiere un entorno

propicio para el intercambio horizontal del material genético.

Las cepas Acinetobacter spp. 4848 y 4840 no contienen el gen blagyas:,
ni sus variantes, de manera intrinseca o adquirida (figura 13); tampoco crecen
a una temperatura de 42 °C (tabla 16), por lo que no fueron identificadas como
Acinetobacter baumannii. Se sugiere que las cepas Acinetobacter spp 4848 y

4840 pertenecen a la especie gendémica (grupo) A. baumannii.

La clasificacion de especies dentro del género Acinetobacter es
compleja. Se emplean métodos de identificacion genotipica para una

diferenciacion precisa entre especies, tales como: hibridacion ADN-ADN,
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Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP), Andlisis de
Restriccion de ADNr amplificados (ARDRA) y analisis de secuencia de ADN
(Dijkshoorn y col., 2007).

Existen especies de Acinetobacter con propiedades fenotipicas y
genotipicas muy similares entre si, agrupandolas bajo el término operacional de
especies genOmicas 0 genoespecie (Gevers y col., 2005). ElI complejo
Acinetobacter baumannii-calcoaceticus, también conocido como grupo A.
baumannii, agrupa las siguientes especies fenotipicamente indistinguibles y
gue, ademas, presentan relevancia clinica: A. calcoaceticus (genoespecie 1),
A. baumannii (genoespecie 2), A. pittii (genoespecie 3) y A. nosocomialis
(genoespecie 13TU). Las especies bacterianas del complejo Acinetobacter
baumannii-calcoaceticus son cominmente aisladas de los hospitales (Morris y
col., 2019). El diagnéstico clinico mediante los sistemas semi-automatizados
pueden reportar la identificacion de especies Acinetobacter spp., como
complejo Acinetobacter baumannii (Peleg y col., 2008; Kamolvit y col., 2014).
Los resultados obtenidos, en conjunto con la bilbliografia consultada, nos
permiten proponer que las cepas Acinetobacter spp. 4848 y 4840 pueden ser
clasificadas como una de las especies bacterianas de A. calcoaceticus, A. pittii

0 A. nosocomialis.

VIII.1 Condiciones del entorno sobre la formaciéon de biopeliculas de las

cepas clinicas A. baumanniiy S. marcescens

Las condiciones del entorno ensayadas afectaron de manera diversa las
propiedades de adhesion y sintesis de biomasa de biopeliculas de las cepas
clinicas de estudio (tabla 30). Distintos trabajos han corroborado que el
desarrollo de biopeliculas dependen de las condiciones del entorno,
presentando un grado de regulacion la expresion de genes especificos a
biopeliculas (Hall-Stoodley y col., 2004; Rice y col., 2005; Wu y col., 2006;
Nandhagopal y col., 2016). Es importante comprender aquellas condiciones del
entorno que ejercen un rol modulador en biopeliculas, como elementos a
considerar para la prevencion de contaminacion y tratamiento de infecciones

bacterianas (Moryl y col., 2014).
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El desarrollo de las biopeliculas es una actividad dinamica en
composicion, estructura y morfologia, siendo inducida por sefales nutritivas y
fisicoquimicas del entorno. En general, en este trabajo se observé variabilidad
en la biomasa de biopeliculas cuantificadas, bajo las distintas condiciones del
entorno ensayadas. Estas variaciones pueden deberse a la respuesta diversa
en la formacién de biopeliculas de los aislados clinicos de estudio, los cuales
provienen de distintas fuentes biolégicas, tal como se ha reportado con
respecto al desarrollo de biopeliculas de distintos aislados clinicos de A.
baumannii (Eijkelkamp y col., 2013; Vijayakumar y col., 2016); asi como en
aislados clinicos de S. liquefaciens (Remuzgo-Martinez y col., 2015). Se ha
descrito que la capacidad de formacion de biopeliculas de aislados clinicos,
como es el caso de A. baumannii, no tienen relacion con la procedencia de la
muestra biologica clinica o la severidad de la enfermedad infecciosa
(Wroblewska y col., 2008).

Los ensayos en Agar Rojo Congo demostraron que la mayoria de los
aislados secretan componentes proteicos Yy polisacaridos, fenémeno
caracteristico en biopeliculas. Los morfotipos adquiridos por las cepas de A.
baumannii N° 6596, 7528 y 5796, indican la ausencia de secrecion de
componentes de fibras de tipo curli o de celulosa, coincidiendo con que estas
cepas presentaron un menor contenido en biomasa de biopeliculas crecidas en
CN y MMM M9 (tabla 20, figuras 19 y 20). Se ha descrito que el uso de Agar
Rojo Congo en A. baumannii no resulta util para la identificacion de la
capacidad de formacion de biopeliculas, debido a la elevada variabilidad
manifestada de la morfologia de las colonias crecidas sobre Agar Rojo Congo
(Chabane y col., 2014). De igual manera, con el ensayo Agar Rojo Congo se
obtuvo una primera aproximacion sobre la secrecion de componentes

extracelulares en bacterias de A. baumannii.

VIIl.1.1 Efecto de las condiciones nutritivas

Las condiciones nutritivas del entorno ejercen un rol crucial sobre la
formacion de biopeliculas (Pratt y Kolter, 1998; Rice y col., 2005; Zalewska-
Piatek, 2013; Moryl y col., 2014). También se ha reportado que la fuente de
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carbono modula el desarrollo de biopeliculas, en funcién de la fisiologia y
genética de las especies bacterianas que la constituyen (Kalivoda y col., 2008),
incluyendo a A. baumannii (Eze y col., 2018). Por ello, se evalu6 el efecto de

los nutrientes sobre la formacion de biopeliculas bacterianas de estudio.

La glucosa en exceso indujo el desarrollo de biopeliculas clasificadas
como moderadas Yy fuertes de Acinetobacter spp., tomando en cuenta que esta
fuente de carbono se suplement6 en CN, en el cual las biopeliculas formadas
fueron clasificadas como débiles. Incluso, la induccion por glucosa se detectd
en biopeliculas de Acinetobacter spp., formadas en MMM M9, que contiene 2
g/L de glucosa. Adicionalmente, la dilucién del CN caus6 un incremento en la
capacidad de adherencia a superficies, sin embargo, no se observaron cambios
considerables en la biomasa de biopeliculas, ni en su clasificacién (figura 22,
tabla 30).

Los resultados obtenidos concuerdan con los descritos por Nucleo y
colaboradores (2009), los cuales confirman que la formacién de biopeliculas de
A. baumannii estéa afectada por la composiciéon del medio nutritivo. Los autores
detectaron la inhibicion de biopeliculas en medio rico en nutrientes, mientras
que su dilucion en ¥4, estimuld la adherencia a superficies. También reportan
que la presencia de 2 % de glucosa en MMM M9, indujo el desarrollo de
biopeliculas. Los autores sugieren que la glucosa es un inductor especifico en
la secreciéon de EPS, particularmente de celulosa, para la produccion de

biomasa en biopeliculas.

A nivel clinico, el transporte de glucosa en sangre, secreciones o
dispositivos médicos, puede representar uno de los moduladores de la
colonizacion e infecciones por biopeliculas. La especie A. baumannii es uno de
los agentes causales comunes de infecciones respiratorias e infecciones de
diseminacidbn sanguinea; ésta Ultima se desencadena cuando el
microorganismo ingresa al torrente sanguineo, mediante el tracto respiratorio

del hospedador (Nucleo y col., 2009; McConnell y col., 2012).

El rol de la glucosa como molécula sefal inductora en la biosintesis de

EPS y formacion de biopeliculas también ha sido descrito en otros agentes
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infecciosos, como Proteus mirabilis (Moryl y col., 2014) y cepas uropatogénicas
de E. coli (Zalewska-Piatek, 2013).

Los niveles de glucosa en secreciones pulmonares no son detectables
en pacientes sanos, mientras que el rango de los niveles de glucosa en sangre
oscila entre 6,7 y 9,7 mM. Sin embargo, se ha reportado el incremento de los
niveles de glucosa en secreciones pulmonares en pacientes con enfermedades
respiratorias o diabéticos, considerandose un factor de riesgo que predispone
la colonizacién bacteriana y establecimiento de infecciones (Philips y col.,
2005). Se ha descrito que las biopeliculas de A. baumannii provenientes de
esputo son mas robustas, comparadas con aquellas cepas provenientes de via
hematdgena (Vijayakumar y col., 2016). Cabe destacar que las cepas de A.
baumannii N° 7528, 2317, 3910 y Acinetobacter spp N° 4840, fueron aisladas
de secreciones del tracto respiratorio. Las biopeliculas de estas cepas,
formadas en MMM M9 + glucosa 2 g/L a 37 °C, produjeron mayor cantidad de
biomasa y capacidad de adherencia a superficies, comparadas con los otros
cuatro aislados clinicos de estudio (figura 19). Ademas, la cepa A. baumannii
3910 crecida con exceso de glucosa, presentd un efecto mayor sobre la
biomasa y produccion de biopeliculas, comparada con las cepas de A.
baumannii N° 5796, 6596 y Acinetobacter spp. N° 4848 (tabla 30, figura 22).
Con los resultados obtenidos se evidencian los efectos moduladores de la
glucosa sobre el desarrollo de biopeliculas de A. baumannii. La glucosa
destaca como uno de los estimulos del entorno que induce la produccion de
biomasa de biopeliculas de A. baumannii, en conjunto con el posbile impacto
gue ejerce sobre el desarrollo de infecciones del tracto respiratorio. También se
evidencia que la fisiologia intrinseca de cada cepa bacteriana, segun la
procedencia clinica del aislamiento, parece modificar la formacién de biomasa

de biopeliculas y la capacidad de adhesion bacteriana.

Sin embargo, y de forma contraria, la condicion de CN suplementado
con exceso de glucosa no indujo el desarrollo de biopeliculas de S.
marcescens. La dilucion de nutrientes del CN estimulé la capacidad de
adherencia a superficies en estas cepas; asi como promovio el desarrollo de
biomasa de biopeliculas moderadas en S. marcescens (tabla 30 y figura 23).

En condiciones de crecimiento MMM M9 suplementado con 2 g/L de glucosa,
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se detectdé capacidad de adherencia y biomasa de biopeliculas de S.
marcescens (tabla 30, figura 20). Se sugiere que las condiciones nutritivas que
suministra el CN, no estimulan de manera determinante el desarrollo de

biopeliculas de S. marcescens.

Existen evidencias que confirman la capacidad de formacion de
biopeliculas filamentosas de S. marcescens crecidas en caldo LB diluido en
1/10 sobre superficies de vidrio. El caldo LB es un medio de cultivo complejo de
composicidon indefinida, y se ha sugerido que puede contener factores
inhibidores de biopeliculas (Rice y col., 2005). Sin embargo, otros trabajos
describen que el exceso de glucosa en medio LB con agitacidn, estimula la
sobreproduccion de biopeliculas de S. marcescens sobre superficies de vidrio

de borosilicato (Kalivoda y col., 2008).

En la literatura se ha reportado que se han aislado cepas de S.
marcescens como contaminantes de concentrados de plaquetas almacenados.
Estas cepas tienen la capacidad de desarrollar biopeliculas en concentrados de
plaguetas, mas no asi en condiciones de crecimiento con caldo LB (Greco-
Stewart y col., 2012). Por otra parte, en aislados clinicos de S. liquefaciens se
ha descrito el desarrollo de biopeliculas en medio ricos nutritivos LB, TSB y
BHIB; en la mayoria de los aislados se reporté menor biomasa de biopeliculas
en caldo LB. De igual manera, bajo condiciones nutritivas limitantes de
crecimiento, se mantiene la capacidad de formacion de biopeliculas de distintas

cepas clinicas de S. liqguefaciens (Remuzgo-Martinez y col., 2015).

Segun los resultados del presente trabajo, se evidencia que el
incremento de biomasa de las biopeliculas de S. marcescens ocurre cuando
éstas son formadas en CN diluido, sobre microplacas de poliestireno en
condiciones estéaticas (figura 23). Por lo tanto, las condiciones nutritivas
ensayadas, asi como la superficie empleada, representan factores que
determinan el desarrollo de biopeliculas de S. marcescens. Estos resultados
suman evidencias que sugieren que los componentes del CN inhiben el
desarrollo de biopeliculas de S. marcescens. El exceso de glucosa
suplementada en CN, tampoco modulé positivamente el desarrollo de

biopeliculas de S. marcescens. En apoyo a estas ideas, el uso del CN diluido
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promueve la dilucion de aquellos posibles factores inhibidores de biopeliculas
presentes en el medio nutritivo, por lo que ejerce efectos positivos sobre su

formacion.

En relacion a los cambios de la temperatura de crecimiento para la
formacion de biopeliculas, no hubo un efecto aparente en los resultados de los
ensayos realizados. Este factor fisico es atribuido como modulador en la
incidencia de colonizacion bacteriana e infecciones. Se debe tomar en cuenta
gue este efecto pudiera estar combinado con otras condiciones fisicas del
entorno como la luz, humedad, entre otros. Las condiciones fisicas
establecidas in vitro, nos sugieren que el factor temperatura, por si mismo, no
es un estimulo determinante que produzca cambios en el desarrollo de

biopeliculas.

VIIl.1.2 Efecto de la metionina

El aminoacido metionina ejerce funciones cruciales en la biosintesis
proteica de las células vivas, siendo el Unico aminoacido que posee un enlace
tioéster, conteniendo de esta manera, en la estructura de su cadena lateral, un
atomo de azufre. Aunque se ha reportado una baja abundancia de este residuo
aminoacido en proteinas, su presencia determina el inicio de la traduccién y

tiene un rol estructural en motivos hidrofébicos proteicos (Ferla y Patrick, 2014).

En humanos la metionina es un aminoacido esencial, es decir, que es
incorporado de forma exdgena, mediante la dieta. En bacterias, la metionina es
un aminoacido no esencial, ya que tienen la capacidad metabdlica de
sintetizarlo. La biosintesis de metionina en bacterias representa una ruta
metabdlica Unica de la fisiologia bacteriana, resultando un blanco potencial

para el desarrollo de antibidticos (Jochim y col., 2019).

En el metabolismo de la metionina, se encuentra la ruta del ciclo del
grupo metilo activo, en la que ocurre la sintesis de SAM, sustrato donador de
grupos metilo y, a su vez, precursor global de la sintesis de moléculas
autoinductoras del sistema “quorum sensing” (Yadav y col., 2012; Ruparell y
col., 2016; Jochimy col., 2019).
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Segun los resultados obtenidos en las cepas clinicas de estudio, no
existen diferencias significativas en el desarrollo de biopeliculas, bajo las
distintas concentraciones de metionina ensayadas. Sin embargo, la molécula
de metionina ejerci6 un efecto variable sobre la biomasa de bacterias
formadoras de biopeliculas, ya que se registraron distribuciones amplias de
biomasa de biopeliculas formadas en presencia de metionina, con respecto a

las biopeliculas formadas en su ausencia (figuras 25 y 26).

En las cepas A. baumannii 3910 y S. marcescens 4474 se detectaron
con mayor distincion la dispersion de los valores de biomasa de biopeliculas
formadas bajo la influencia de distintas concentraciones de metionina. En A.
baumannii 3910, hubo una disminucion en las UA y la biomasa de biopeliculas
formadas en presencia de concentraciones de 0,5 y 5 pM de metionina, en
comparacion al ensayo control (MMM M9, TA), sin cambios en su clasificacion
en relacién a la fortaleza de biopeliculas (tabla 30; figuras 25 y 26). Por lo tanto,
el suplemento exdgeno de 0,5 y 5 uM de metionina, disminuyo la formacion de
biopeliculas de A. baumannii 3910, en términos de adherencia y biomasa, mas
no causo su erradicacion. Los resultados demuestran que S. marcescens 4474,
incrementd la biomasa de biopeliculas en funcion del aumento de la
concentracion de metionina, con cambios en las UA, mas no su clasificacion
del tipo de biopeliculas formadas (tabla 30). Estos resultados nos permiten
sugerir que la presencia exdégena de metionina promovié el desarrollo de

biomasa en biopeliculas de S. marcescens 4474.

La presencia exdégena de metionina suplementada en el MMM M9, el
cual contiene cantidades trazas de azufre; puede estar influyendo sobre el flujo
metabodlico de la metionina, y en la disponibilidad de SAM. Esta condicion
podria repercutir sobre la actividad de las Dnmts bacterianas dependientes de
SAM vy sobre la sintesis de las moléculas autoinductoras. Estos ajustes
metabdlicos, motivados por la presencia de metionina exdégena, pueden
promover cambios de la expresion génica que afectan al desarrollo de

biopeliculas.

En la bibliografia se ha descrito que la presencia de 0,5 pM de L-

metionina exdégena induce actividad anti-biopeliculas en P. aeruginosa. En este
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estudio los autores demuestran que al afadir esta concentracion traza de
metionina, se induce la expresidon de cuatro genes que codifican para DNasas,
las cuales degradan el ADN extracelular, causando la inhibicién en la formacion
de biopeliculas de P. aeruginosa (Gnanadhas y col., 2015). Esta evidencia
soporta nuestra sugerencia sobre el efecto de una concentracion especifica de
metionina exdgena, induciendo cambios de expresion génica. En este trabajo,
ademas, se propone que la concentracion de metionina con actividad anti-
biopelicula, se deba a que concentraciones inferiores a 0,5 pM no son
estimulos del entorno; mientras que a cantidades superiores, este aminoacido
se asimila como fuente nutritiva (Gnanadhas y col., 2015). Este planteamiento
pudiera justificar el efecto respuesta variable en el desarrollo de biopeliculas,
con distintas concentraciones de metionina exdgena en A. baumannii y S.

marcescens (tabla 30; figuras 25 y 26).

La mayoria de las bacterias se han descrito como protétrofas para
metionina, garantizando asi su disponibilidad metabdlica. Jochim 'y
colaboradores (2019) demostraron que en cepas mutantes de S. aureus y P.
aeruginosa, auxotrofas para metionina; se reduce la capacidad de formacion de
biopeliculas, en experiencias que fueron realizadas en presencia de metionina
exdégena, en concentraciones que restauran el crecimiento de las cepas.
Adicionalmente, se han construido cepas de A. baumannii mutantes que
presentan interrupciéon de genes involucrados en la biosintesis de metionina,
mediante una libreria de transposones. La inoculacion intranasal de ratones
con estas cepas mutantes, demostré la disminucion de la capacidad de
infeccidbn pulmonar en murinos. Los autores concluyeron que los genes
codificantes de las proteinas involucradas en el metabolismo de la metionina

son esenciales en la infeccion pulmonar de A. baumannii (Wang y col., 2014).

Los resultados obtenidos en este trabajo (tabla 30; figuras 25 y 26), en
conjunto con las evidencias bibliogréficas, sugieren que diferentes
concentraciones exégenas de metionina intervienen como una sefal del

entorno que afecta el desarrollo de las biopeliculas bacterianas.

Estudios previos han demostrado la capacidad de la metionina como co-

tratamiento en la erradicacién de biopeliculas (Gnanadhas y col., 2015; Cho y
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col., 2018). Incluso, en la fisiologia humana se ha descrito que la ausencia de
aminoacidos en distintas secreciones y fluidos corporales, representan un
mecanismo de defensa en contra de infecciones con bacterias patdgenas
(Wang y col., 2014).

En base a estos resultados se recomienda ampliar el estudio de la
influencia del aminoacido metionina sobre el establecimiento de las biopeliculas
de A. baumannii, proyectandola como potencial estrategia de co-tratamiento
gue disminuya la capacidad de adhesiéon y desarrollo de la biomasa de
biopeliculas. En S. marcescens, con las concentraciones de metionina
estudiadas, no parecen ser recomendables para uso como co-tratamiento o
prevencion en el desarrollo de biopeliculas, ya que la presencia exdégena de
metionina no disminuyo la capacidad de produccion de biomasa de biopeliculas

ni de la adhesién bacteriana.

VII1.1.3 Efecto del etanol

Los alcoholes son compuestos biolégicos versatiles. Debido a sus
propiedades fisico-quimicas, tienen la capacidad de interactuar con
componentes celulares lipidicos, proteicos o acidos nucleicos, afectando su
sintesis y funciones. Los alcoholes pueden ser metabolizados como fuente de
carbono, o ser una sefial del entorno que induce respuestas de tolerancia al

estrés celular o a la pérdida de viabilidad celular (Vuli¢ y Kolter, 2002).

El etanol es un alcohol de cadena corta que se emplea cominmente
como desinfectante en el area clinica e industria alimentaria, a una
concentracion de 70% (v/v), debido a sus propiedades antimicrobianas sobre
las bacterias planctonicas (Patterson y Ricke, 2015). La remocién de la
biomasa de biopeliculas, en cambio, ocurre de manera eficaz a
concentraciones de etanol inferiores a 70%. En Y. enterocolitica, A. hydrophila
y X. oryzae, se ha descrito la erradicacion de biopeliculas a concentraciones
entre 40% a 50% (v/v) de etanol, aunque estas cantidades no ejercieron
actividad bactericida 6ptima (Park y col., 2015). Las biopeliculas de S. aureus y

C. parapsilosis fueron erradicadas de catéteres y se previene el crecimiento
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bacteriano, a una concentracion de 25% de etanol, combinado con minociclina
y EDTA (Raad y col., 2006). La inhibicion en el desarrollo de biopeliculas de S.
aureus in vitro, ocurre a partir de concentraciones superiores al 5% de etanol
(Peters y col., 2013).

Segun nuestros resultados, la presencia de etanol al 1% en CN a 37 °C,
indujo la formacion de biopeliculas de A. baumannii, Acinetobacter spp. y S.
marcescens (tabla 30, figuras 28 y 29), tomando en cuenta que el medio de
cultivo empleado fue previamente determinado como no Optimo para el
desarrollo de biopeliculas (figuras 22 y 23). Estos resultados nos permiten
sugerir que el etanol 1% representa una sefial del entorno que promueve el

desarrollo de biopeliculas de los aislados bacterianos de estudio.

En distintas especies de Acinetobacter se ha descrito que
concentraciones de etanol igual o menores al 1% (v/v), promueven: tolerancia a
condiciones de estrés especificos (como al NaCl); fenotipos virulentos e
incrementan el crecimiento bacteriano (Smith y col., 2004). En los andlisis de
transcriptoma y proteoma de la cepa A. baumannii ATCC 17978, se identificd
gue, en presencia de etanol, se induce la expresion de genes asociados a la
adaptacion y tolerancia al estrés, seguido de genes relacionados al
metabolismo central. Ademas, se reporta el incremento en la capacidad de
formacion de biopeliculas, relacionado con la sintesis de EPS y con la
disminucién de la motilidad bacteriana (Nwugo y col., 2012). En este trabajo los
autores consideran que el etanol no es un estimulo esencial para la formacion
de biopeliculas como factor de virulencia (Smith y col., 2007; Nwugo y col.,
2012). Es interesante proponer que, ante la condicion de estrés inducida por la
presencia de etanol al 1% en el cultivo, en la fisiologia bacteriana se desarrolla

mecanismos de sobrevivencia, tales como la formacién de biopeliculas.

En S. marcescens no existen estudios previos que determinen el efecto
del etanol sobre la formacion de biopeliculas. En un aislado ambiental de S.
marcescens se ha descrito que el etanol 1,5 % (v/v), se utiliza como fuente de
carbono en el medio de cultivo, favoreciendo el crecimiento bacteriano, la
sintesis de polisacéaridos y de prodigiosina (Cang y col., 2000). Usualmente

cantidades trazas de etanol 1% al 3%, suelen ser empleadas para resuspender
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los compuestos hidrofobicos en medios de cultivos (Patterson y Ricke, 2015).
También se ha reportado que los acidos grasos como fuente de carbono,

favorecen el crecimiento bacteriano de S. marcescens (Giri y col., 2004).

Los resultados obtenidos en este trabajo (tabla 30), en conjunto con las
evidencias bibliograficas, sugieren que el etanol 1% interviene como una sefial
del entorno que estimula el desarrollo de biopeliculas de S. marcescens. La
presencia de 1% de etanol contrarresta los efectos inhibitorios de los
componentes del CN sobre el desarrollo de biopeliculas de S. marcescens. Las
cantidades trazas de etanol pudieran promover la disoluciébn de sustratos
hidrofébicos presentes en CN, los cuales favorecen el crecimiento bacteriano
de S. marcescens y el desarrollo de biopeliculas, mediante la biosintesis de

exopolisacaridos.

En base a estos resultados se sugiere ampliar el estudio del efecto del
etanol sobre la formacion de biopeliculas de A. baumannii y S. marcescens. Se
debe establecer aquella concentracion de etanol que inhiba el desarrollo de
biopeliculas de estas cepas bacterianas, que sirva como estrategia de
tratamiento o prevencion de biopeliculas en el ambito clinico, tomando en

cuenta que cantidades trazas de etanol estimulan su formacion.

VIII.1.4 Efecto del EDTA

El 4cido EtilenDiaminoTetraAcético o EDTA es un compuesto organico
gue remueve a los iones metalicos de estructuras complejas, actuando como
un agente quelante, mediante su unidon y coordinacion quimica. EI EDTA
ocasiona deficiencias en la disponibilidad de iones metélicos polivalentes como
Calcio, Plomo, Cadmio, Zinc, Niquel e iones de metales pesados (Flora y
Pachauri, 2010).

Los iones metdlicos son nutrientes inorganicos esenciales en la fisiologia
y metabolismo bacteriano. Por lo tanto, el secuestro de iones metalicos por el
EDTA representa una condicion de estrés, ya que compromete actividades
enzimaticas dependientes de cofactores metélicos, desestabiliza estructuras

moleculares, compromete las reacciones REDOX o0 mecanismos de
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sefalizacion celular asociados. Se ha descrito que la remocién de metales
disminuye la densidad bacteriana y afecta las propiedades de adherencia entre
bacterias y entre bacterias-superficie, o cual desestabiliza el desarrollo de
biopeliculas (Raad y col., 2006; Lee y col., 2008; Feng y col., 2015).

El agente quelante EDTA tiene usos clinicos relevantes, tales como
estrategias antibacterianas para la prevencién de colonizacion y para la
erradicacion bacteriana. Las soluciones de bloqueo son una combinacion de
compuestos con propiedades anticoagulantes y antimicrobianas, empleadas
sobre dispositivos médicos, tales como los catéteres. Se ha demostrado que el
EDTA a una concentracion de 30 mg/mL en combinacion con otros bactericidas
como minociclina y etanol, optimizan la erradicacion de colonizacion y también
previenen la bacteremia asociada a catéteres (Raad y col., 2006; Campos y
col. 2011).

Se ha descrito ademas que el EDTA tetrasddico a concentracién 40
mg/mL, presenta efectos inhibitorios en el desarrollo de biopeliculas de S.
aureus, P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae y Candida albicans, en el interior
de catéteres (Percival y col., 2005). En A. baumannii, las biopeliculas en
superficies de poliestireno, fueron inhibidas a una concentracion de 0,125
mg/mL de EDTA, sin embargo, en esta condicion no se afectd el crecimiento

bacteriano (Lee y col., 2008).

La presencia de EDTA a una concentracion de 30 mg/mL en CN a 37 °C,
erradic6 el crecimiento bacteriano y la formacién de biopeliculas de A.
baumannii, Acinetobacter spp. y S. marcescens (tabla 30; figuras 31 y 32). En
conjunto con los resultados obtenidos, estos datos nos sugieren que el EDTA
es un agente eficiente para la remocién y prevencion de biopeliculas. Se ha
descrito que concentraciones tales como 20, 30 y 40 mg/mL tienen el efecto de
comprometer el crecimiento bacteriano y, consecuentemente, la formacién de
biopeliculas. Sin embargo, el empleo de concentraciones inferiores (como
0,125 mg/mL), si bien mantiene la inhibicibn del desarrollo de biopeliculas,
éstas no ejercen efectos bactericidas (Lee y col., 2008). Estos datos nos

permiten sugerir que se deben emplear las concentraciones de EDTA
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adecuadas para la erradicacion total, y no parcial, de agentes infecciosos que

contaminen superficies inanimadas de uso clinico.

VIII.1.5 Efecto de surfactantes

Los surfactantes o agentes tenso-activos, son compuestos quimicos
anfifilicos que disminuyen la tension superficial entre moléculas, mediante su
particion en una interfaz, en funcion de su polaridad y la formacién de enlaces
de hidrégeno. Las propiedades detergentes de los surfactantes permiten
degradar y disolver compuestos, lo que ha tenido aplicaciones industriales y
biomédicas. En funcion de las propiedades fisicoquimicas y de carga, los
surfactantes son clasificados como anionicos, cationicos, no-ibnicos o zwitter-
ionicos, por lo que los surfactantes tienen distintos sitio de union blanco en las
células, presentando actividades antimicrobianas (Das Ghatak y col., 2018).
Los surfactantes, ademas, alteran las propiedades de las superficies,
disminuyendo la tension superficial, por lo que inhiben la adhesion de los
microorganismos a superficies. Por lo tanto, los surfactantes son agentes anti-
adhesivos que disminuyen el desarrollo de biopeliculas, ya que previenen la
formacion o la remocién de las biopeliculas maduras (MacDonald y col., 2000;
Simdes y col., 2008).

El SDS (dodecil sulfato de sodio) es un surfactante sintético, anionico,
que reduce la permeabilidad de la pared bacteriana y disuelve la membrana
celular. El SDS usualmente se emplea como detergente en diversos productos
comerciales de limpieza. EI CTAB (bromuro de cetiltrimetil amonio) es un
surfactante sintético, catiénico, que se adsorbe a la superficie de la membrana
celular y reacciona con componentes de carga negativa de la pared celular,
como los fosfolipidos y causa la desnaturalizacion de proteinas, la precipitacion
de polisacaridos y de acidos nucleicos. EI CTAB se emplea como agente

antiséptico topico (Simdes y col., 2008).

Segun los resultados obtenidos (tabla 30; figuras 34 y 35) hubo una
disminucién generalizada tanto en el crecimiento bacteriano, como en el

desarrollo de biopeliculas de A. baumannii, Acinetobacter spp. y S.
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marcescens, en presencia de los surfactantes sintéticos CTAB (0,9 mM) y SDS
(7 mM). Los surfactantes sintéticos de estudio afectaron la integridad celular de
las cepas de A. baumannii y S. marcescens, mediante la degradacion de los
compuestos hidrofébicos y la precipitacion de polisacaridos, proteinas y acidos
nucleicos. Estos surfactantes, ademas, alteraron las propiedades de adhesion
sobre las superficies de poliestireno ya que, las escasas bacterias
sobrevivientes en estos ensayos, no tuvieron la capacidad de formacion de

biopeliculas.

Se ha descrito que, en presencia de CTAB (0,9 mM) y SDS (7 mM),
ocurre la remociéon de biopeliculas de P. fluorescens ATCC 13525, formadas
sobre un cilindro de acero inoxidable, dentro de un bioreactor, con rotacion de
300 min™ (Simdes y col., 2005). Sin embargo, segln los autores, la remocién
de las biopeliculas de P. flourescens no es definitiva, debido al posterior
desarrollo de biopeliculas, luego del tratamiento con SDS (Simdes y col., 2008).
Adicionalmente, se ha descrito que los poloxdmeros son surfactantes no
ionicos eficientes en la degradaciéon de biopeliculas de P. aeruginosa PAO1 y
S. aureus USA300 (Das Ghatak y col., 2018).

Actualmante, el estudio de los surfactantes se ha enfocado en evaluar a
los biosurfactantes. Los surfactantes de origen microbiano, tienen como
ventajas que son moléculas de accidon especifica, biodegradables y de baja
toxicidad; que son estudiados para aplicaciones potenciales en biorremediacion
0 agentes terapéuticos en biomedicina (Singh y Cameotra, 2004; Simdes y col.,
2008; Diaz De Rienzo y col., 2017). Por ejemplo, se ha descrito el efecto
inhibitorio de los biosurfactantes lipopeptidicos sobre la formacion de
biopeliculas en especies de Bacillus spp (Rivardo y col., 2009; Sriram y col.,
2011). También se ha reportado que los biosurfactantes soforolipidos pueden
formar parte de un tratamiento quimico para inhibir la formacién de biopeliculas
de P. aeruginosa PAOL1, E. coli NCTC 10418 y B. subtilis NCTC10400 (Diaz de
Rienzo y col., 2017).

Estos datos nos permiten sugerir que los surfactantes CTAB y SDS en
bajas concentraciones, pueden ser empleados como agentes antisépticos y de

anti-adherencia, que previenen la formacion de biopeliculas de A. baumannii y
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S. marcescens. Es interesante continuar con el estudio del efecto de los
surfactantes sobre la formacién de biopeliculas bacterianas, ya que sus
propiedades anti-bacterianas representan una estrategia para tratamientos
alternativos de control de biopeliculas asociadas a infecciones. A futuro se
propone estudiar el efecto de los surfactantes CTAB y SDS sobre las
biopeliculas maduras de A. baumannii y S. marcescens; asi como evaluar el
efecto de los biosurfactantes sobre el desarrollo de biopeliculas de A.

baumannii y S. marcescens.

VIII.2 Variaciones en los patrones de metilacion del genoma de bacterias

en biopeliculas en diferentes condiciones del entorno

VIII.2.1 Anédlisis de los patrones de metilacion del ADN en la
formacion de biopeliculas de las cepas clinicas

La distribucion y funcién de la metilacién del ADN ha sido descrita en
aislados bacterianos provenientes de muestras clinicas. Los ensayos de
secuenciacion SMRT demostraron que cepas patdgenas de E. coli, causantes
de diarreas, tienen una representacion del 94,9% de adenina y 2,7 % de
citosina metiladas, sobre las 51972 bases detectadas con modificaciones. Por
analisis bioinforméticos dedujeron que, en E. coli C227-11 (0104:H4), los
residuos putativos metilados se encontraron en secuencias GATC, CTGCAG y
ACCACC para adenina; seguido de CCWGG para citosina (Fang y col., 2012).
En este estudio identificaron, ademas de Dam, a otras nueve Dnmts putativas,
de las cuales tres no presentaron asociacién con endonucleasas de restriccion,
es decir, son enzimas huérfanas. Una de ellas, fue identificada como la enzima
no esencial YhdJ. Las otras dos enzimas, M.EcoGV y M.EcoGVII Dnmts,
parecen estar codificadas por profagos no caracterizados, cuyos genes son

paralogos al gen dam (Fang y col., 2012).

La ausencia de la enzima Dam también ha sido reportada en aislados
clinicos. En cepas uropatogénicas de E. coli se han descrito cambios
fenotipicos ante la ausencia del gen dam, destacando la reduccion en un 50 %

de la tasa de crecimiento bacteriano, y el aumento de la sensibilidad a los
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antibioticos ~ amoxicilina/acido  clavulanico, trimetoprim/sulfametoxazol,
gentamicina y ciprofloxacina. También se han descrito alteraciones de la
expresion génica, tales como aumento de paplB (genes regulatorios del operdon
pap, que expresa subunidades estructurales de tipo pil), y gnrA (gen de
resistencia a quinolonas); y disminucién de arcA (proteina de control de
respiracion aerobica) y mdh (malato deshidrogenasa) (Stephenson y Brown,
2016).

En las biopeliculas de E. coli uropatogénicas Adam formadas sobre
superficies de poliestireno de microplacas, se detectd un incremento de la
biomasa adherida a la superficie, con respecto a la cepa silvestre, en ausencia
0 en presencia de estimulos del entorno, tales como estrés oxidativo o
guinolonas (Stephenson y Brown, 2016). Ademas, se ha descrito un aumento
en la adherencia a superficies bibticas (cultivo de células HelLa) en cepas de E.
coli enterohemorragicas O157:H7 que presentan una delecion del gen dam

(Campellone y col., 2007).

Por el contrario, en S. enterica se ha descrito que, en ausencia del gen
dam, ocurre una disminucién en la formacién de biopeliculas, con énfasis en
disminucibn de la expresion del regulador transcripcional global csgD,
modulador de la formacién de biopeliculas en Salmonella spp., y del gen csgA,
gue codifica la subunidad mayor de la fibras de tipo curli, uno de los
componentes proteicos de la matriz extracelular en biopeliculas de S. enterica
(Aya y col., 2015). En S. enterica los andlisis de los transcriptomas,
comparando entre cepas silvestres e isogénicas Adam, determinaron que la
metilacibn mediada por la enzima Dam reprime la expresion génica. En
ausencia de Dam, hubo alteraciones en los patrones de expresion de algunos
genes, como los de motilidad, quimiotaxia y de virulencia (Pucciarelli y col.,
2002; Balbontin y col., 2006).

Se discutiran, a continuacion, los patrones de metilacion del ADN
obtenidos en este trabajo. Se debe tomar en cuenta que se ensayaron con
biopeliculas de las cepas clinicas de A. baumannii 3910 y S. marcescens 4474,
formadas con exceso de glucosa y cantidades trazas de etanaol,

respectivamente. Se seleccionaron estas condiciones porque fueron los
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estimulos del entorno estudiados que indujeron la formacién de biopeliculas,
siendo las cepas ensayadas aquellas que presentaron una respuesta
significativamente mayor en los pardmetros del desarrollo de biopeliculas

evaluados.

Los cambios globales de metilacion del ADN sobre las secuencias
GATC, se evaluaron mediante ensayos de restriccion con las enzimas Sau3Al,
Dpnly Mbol.

VIIl.2.1.a Efecto del exceso de glucosa sobre la metilacién del ADN

de las biopeliculas de A. baumannii 3910

En el genoma de la cepa clinica de A. baumannii 3910 no pudo ser
detectada la metilacion global de la adenina contenida en las secuencias
GATC, en las condiciones de crecimiento ensayadas (CN, TA; CN + 500 mM
glucosa, TA) (tabla 32, figura 37). Con los resultados obtenidos resulta evidente
la ausencia de una actividad enzimatica relacionada con Dam en A. baumannii,
a pesar de la representacion de motivos GATC en su genoma, detectados por

el perfil de bandas de digestion con la enzima Sau3Al.

En A. baumannii no se han descrito genes homadlogos a dam. Tampoco
existen reportes previos sobre analisis de metilacion global del genoma de A.
baumannii que describan la distribucion de las bases de adenina o citosinas
metiladas en motivos especificos de ADN, que puedan dar soporte a las
sugerencias propuestas; aun cuando las modificaciones por metilacion de
adenina y citosina, asi como las secuencias GATC, son predominantes en

gammaproteobacterias (Balbontin y col., 2006; Westphal y col., 2016).

Con los resultados obtenidos no se detectaron diferencias evidentes en
el perfil de bandas de la digestién con las enzimas Sau3Al y Mbol sobre el ADN
proveniente de biopeliculas de A. baumannii 3910 crecidas con exceso de
glucosa, comparadas con el perfil de bandas de digestion con las enzimas
Sau3Al y Mbol sobre el ADN proveniente de biopeliculas de A. baumannii
crecidas en CN (tabla 32, figura 38).

154



Son pocos los trabajos previos que estudian un posible vinculo de la
metilacién del ADN con la formacion de biopeliculas de A. baumannii. Rumbo-
Feal y colaboradores (2013) demostraron que en la bacteria A. baumannii
existen diferencias importantes en los patrones de expresion génica, entre la
condicion de crecimiento plancténico y el crecimiento en biopeliculas. En las
biopeliculas de A. baumannii ocurre la sobre-expresion de 1621 genes, los
cuales en el transcriptoma de bacterias plancténicas se encontraban en niveles
basicos de expresion o inhibidos. Los autores demostraron la expresion
exclusiva de, al menos, 55 genes en formato de biopeliculas de A. baumannii,
evidenciandose dentro de ellos, la expresion de dos genes involucrados en la
metilacion del ADN. Por otra parte, se ha descrito la coexistencia estable de
multiples fenotipos de colonias de A. baumannii, mediante mecanismos de
variacion de fase, los cuales sugieren que estan influenciados por la metilacién
del ADN en sitios regulatorios génicos, tal como ocurre en E. coli y S.
pneumoniae (Tipton y col., 2015). Con estas evidencias presentadas, se
destaca el efecto potencial de la metilacion del ADN sobre la formacion de
biopeliculas de A. baumannii. Sin embargo, de existir la regulacién de la
expresion génica por este mecanismo epigenético en A. baumannii, no parece
estar bajo el control de metilacibn por enzimas tipo Dam ni sobre las

secuencias GATC.

Los unicos estudios que describen las funciones epigenéticas de Dnmts
en los mecanismos patogénicos de A. baumannii, no han sido asociados a la
capacidad de crecimiento en formato de biopeliculas, por lo que este campo se

encuentra virgen para continuar investigaciones futuras.

Existen variantes de A. baumannii que presentan fenotipos de hiper-
movilidad y expresion acentuada de factores de virulencia. La cepa A.
baumannii ATCC17978 surgié con la inactivacion por transposicion del gen
hns, que codifica la proteina asociada H-NS. En esta cepa se determiné el rol
de la regulacibn de H-NS sobre la expresion de genes adquiridos por
transferencia horizontal, tal como una Dnmts dependiente de SAM, proveniente
de arqueas (Eijkelkamp y col., 2013). En E. coli C227-11 (O104:H4) se han
descrito dos genes que codifican enzimas Dnmts, pardlogas de Dam, los

cuales indican que fueron adquiridos por fagos (Fang y col., 2012). Si bien
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estos reportes no se estudian el rol de la metilacién del ADN sobre la expresion
geénica, traen consigo evidencias de las potenciales intervenciones de Dnmts
adquiridas por transferencia horizontal de material genético, como mecanismo
regulatorio epigenético. Sin embargo, tampoco se ha estudiado su asociacion a

la capacidad de formacién de biopeliculas.

La elevada tasa de plasticidad gendmica en las cepas de A. baumannii,
debido a su capacidad de adquisicion de material genético por transferencia
horizontal, y la ausencia de mecanismos de defensa por CRISPR, tal como
existen en otras bacterias, causan que los genomas de A. baumannii
contengan un conjunto de genes de contenido heterogéneo, y otra serie de
genes unicos (Liu y col.,, 2014). Esto pudiera tener repercusiones sobre el
contenido de genes que codifiquen Dnmts y los respectivos efectos de la

metilacién del ADN sobre la regulacion de la expresion génica.

En bacterias clasificadas como A. baumannii existen mecanismos de
regulacién epigenéticos, modulados por las enzimas Dnmts. Sin embargo, se
desconocen las funciones de estas enzimas en el desarrollo de biopeliculas. La
enzima Dam esta ausente en A. baumannii, pero deben existir otros tipos de
Dnmts. El efecto de la metilacién del ADN sobre la formacién de biopeliculas de
A. baumannii representa un campo de investigacion de interés, que no ha sido
del todo estudiado. En este trabajo se sugiere que este tipo de regulacion
epigenética sobre la formacion de biopeliculas de A. baumannii esta
influenciada por enzimas Dnmts distintas a Dam, las cuales resultan
interesantes identificar y caracterizar a futuro, para asi desglosar el sistema de
regulaciéon epigenético especifico que se expresa en las bacterias de A.

baumannii.
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VIIl.2.1.b Efecto del etanol sobre la metilacion del ADN de las

biopeliculas de S. marcescens 4474

El genoma de la cepa clinica S. marcescens 4474, creciendo en formato
de biopeliculas, presenta metilacion global del ADN en GATC, bajo las
condiciones de crecimiento ensayadas (CN, 37 °C; CN + 1 % etanol, 37 °C)
(tabla 32, figura 39). Las variaciones sutiles de la metilacion del ADN de
biopeliculas entre diferentes tratamientos, pueden implicar cambios
epigenéticos, que modulan la informacion de la expresion génica asociada al

etanol como estimulo del entorno.

Existe un Unico reporte bibliogréfico que sefiala el efecto del etanol sobre
el crecimiento de S. marcescens, destacando la induccion de la elevada
produccion del pigmento prodigiosina (Cang y col., 2000). En S. marcescens se
desconocen los cambios en la expresion génica vinculados a un fenotipo de
tolerancia al etanol, tal como ha sido descrito en E. coli por Horinouchi y
colaboradores (2010). No obstante, cabe destacar que la sintesis de
prodigiosina en Serratia spp. puede estar modulada por una ruta dependiente
del sistema “quorum sensing” (Slater y col., 2003) que, ademas, interviene en
la formacion de biopeliculas (Morohoshi y col., 2007). Aunque la cepa clinica S.
marcescens 4474 no es secretora de prodigiosina, se puede sugerir que
cantidades trazas de etanol estimula mecanismos regulatorios globales de la
expresion génica, como el sistema “quorum sensing” o la metilacion del ADN

mediada por Dam.

Con los resultados obtenidos se puede considerar que la metilacién del
ADN, como marca epigenética, etiqueta aquellos genes en los que se requieren
cambios de su expresion ante una condicion de estrés. La metilacion del ADN
mediada por Dam parece formar parte de la red regulatoria de la expresion
génica durante la formacion de biopeliculas de S. marcescens. La baja
concentracion de etanol ensayada, estimulo el desarrollo de biopeliculas. En
conjunto, la presencia de etanol 1% condujo a alteraciones del entorno y de la
fisiologia bacteriana, tales que promovieron las alteraciones sutiles sobre los
patrones de la metilacién global en el genoma de S. marcescens 4474. Los

cambios en la metilacién del ADN, sumado a la senalizacion celular, mediada
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por el sistema “quorum sensing”; pudieron haber influido sobre la formacion de
biopeliculas de S. marcescens 4474, comparados con su desarrollo en

ausencia de etanol (CN, 37 °C).

Por esto es interesante estudiar el papel de la metilacion del ADN sobre
la formacion de biopeliculas de S. marcescens. En este trabajo se propuso
evaluar el efecto global de la metilacion del ADN en ausencia de la enzima
Dam sobre la formaciéon de biopeliculas de S. marcescens, mediante la
construccion de cepas mutantes de S. marcescens con delecion del gen dam.
Sin embargo, no se pudo determinar el efecto global de la metilacion del ADN
en ausencia de Dam sobre la formacion de biopeliculas de S. marcescens, ya

gue no fue posible construir la cepa mutante de S. marcescens Adam.

El paso limitante ocurrido durante la construccion de la cepa mutante,
fue la transformacion de los aislados clinicos de S. marcescens con el plasmido
pkD46. En diversos protocolos de mutagénesis sitio dirigida descritos para S.
marcescens (Reid y col., 1982; Rossi y col., 2003; Sapriel y col., 2003; van
Houdt y col., 2006; Castelli y col., 2008; Shimuta y col., 2009), se emplean
concentraciones elevadas de antibioticos para la seleccion de las bacterias
transformantes. Se ha descrito que S. marcescens tiene capacidad de
resistencia a los antibidticos considerablemente mayor respecto a otras
bacterias (como E. coli K-12), aun cuando no posea genes de resistencia
adquiridos como material extracromosémico (Takagi y Kisumi, 1985). Sin
embargo, aun con estas consideraciones, no ocurrio la transformacion de las
cepas de S. marcescens con el plasmido pkD46, por lo que no fue posible
inducir la mutagénesis sitio dirigida de Datsenko y Wanner (2000) en S.
marcescens. En la bibliografia consultada, tampoco se reporta el

funcionamiento de este sistema de mutagénesis en S. marcescens.

Los organismos de la especie S. marcescens son capaces de secretar
un conjunto de proteinas extracelulares como Dnasas, quitinasas, lipasas y
proteasas (Matsuyama y col.,, 1995). La presencia de Dnasas extracelulares
puede dificultar la transformacién con ADN foraneo en S. marcescens (Castelli
y col., 2008).
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Trabajos previos reportan la conjugacién bacteriana como técnica de
transformacion para S. marcescens (Matsuyama y col., 1995; Lai y col., 2005;
Shanks y col., 2007; Begic y Worobec, 2008; Castelli y col., 2008). Si bien se
ha descrito el uso de electroporacién (Rossi y col., 2003; Shimuta y col., 2009)
para la transformacién en S. marcescens, se han establecido modificaciones,
tales como el uso de cepas mutantes que carezcan la actividad Dnasas y
tratamientos previos de metilacion del ADN foraneo a transformar, con la
enzima metilasa Hpall (Hines y col., 1988).

Se ha reportado la construccion de una cepa de S. marcescens con
delecion del gen dam, mediante electroporacién, en condiciones en las cuales
la cepa silvestre empleada como receptora, S. marcescens Sr4l, fue tratada
con el mutageno N-metil-N"-nitro-N-nitrosoguanidina (Ostendorf y col., 1999).
Estas cepas mutantes se caracterizaron por carecer de actividades enzimaticas
tipo exonucleasas, endonucleasas de restriccibn y sensibilidad a los
antibioticos, tales como ampicilina y kanamicina (Takagi y Kisumi, 1985). Solo
con estas condiciones se ha reportado la adquision de material foraneo en S.

marcescens en condiciones in vitro.

Dada la importancia de comprender el rol de la metilacion del ADN en el
desarrollo de biopeliculas de S. marcescens en el ambito clinico, es interesante
continuar a futuro la construccion de la cepa mutante S. marcescens Adam,
tomando en cuenta las modificaciones a realizar, para la incorporacion exitosa

del ADN foraneo durante el proceso de transformacién bacteriana.

VIll.2.2.a Efecto de las condiciones del entorno sobre las
biopeliculas de E. coli MG1655 y su cepa isogénica E. coli MG1655 Adam

A nivel fenotipico, la cepa E. coli MG1655 fue clasificada como no
formadora o formadora de biopeliculas débiles, bajo las condiciones del
entorno ensayadas (tabla 32). De los resultados obtenidos, las colonias de E.
coli MG1655 fueron descritas como incapaces de secretar fibras de tipo curli,

debido al morfotipo “pdar” obtenido en Agar Rojo Congo. No obstante, la
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elevacion de tipo crateriforme en estas colonias, se observaron margenes que

adquirieron distintas intensidades de coloracion roja (tabla 19).

Las fibras de tipo curli son el componente principal involucrado en la
adhesion bacteriana y formacion de biopeliculas en E. coli y S. enterica
(Brombacher y col., 2006). La cepa de referencia E. coli MG1655 presenta la
capacidad potencial de sintesis de fibras curli, mas no del desarrollo de
biopeliculas. Aunque parecen afirmaciones contradictorias, existe soporte
bibliografico. Se han descrito cepas de laboratorio (incluida E. coli MG1655),
asi como aislados bacterianos ambientales y clinicos, deficientes en la sintesis
de fibras curli, a pesar de contener estos genes funcionales. La expresion
criptica de los operones csgBAC y csgDEFG, esta relacionada con la pérdida
parcial o total de sintesis de la proteina regulatoria global CsgD, cuya expresion
génica se encuentra modulada por un promotor constitutivo débil (Hammar y
col., 1995; Vidal y col., 1998; Brombacher y col., 2003; Brombacher y col.,
2006; Gualdi y col., 2008). Se han descrito otros factores de adhesion, como la
celulosa, que modulan la adhesion transitoria sobre superficies, promoviendo
asi el desarrollo de biopeliculas débiles en cepas bacterianas que son
deficientes en la sintesis de fibras curli (Schembri y col., 2003; Gualdi y col.,
2008).

Se han descrito diferencias de la expresion génica global en cepas de
laboratorio de E. coli (incluida E. coli MG1655), creciendo en formato
planctonico y en biopeliculas, mediante ensayos de microarreglos (Schembri y
col., 2003; Beloin y col., 2004). En estos estudios los autores reportan que las
alteraciones de la expresion ocurren en 5 al 10 % de los genes que codifican
proteinas, durante la formacion de biopeliculas de E. coli MG1655 (Schembri y
col., 2003). Los cambios de la expresidén génica varian, incluso, en funcion de
las distintas fases del desarrollo de las biopeliculas (Beloin y col., 2004). Los
niveles de expresion génica en formato de biopeliculas que se encuentran
alterados, destacan genes que codifican proteinas especificas a biopeliculas,
asociadas a respuestas adaptativas, metabolismo energético y de
carbohidratos, regulatorias, de adhesion y de funciones desconocidas. Cabe
destacar que no fue detectada la expresion de genes que codifican flagelos ni

las fibras de tipo curli en el perfil de transcripcién de E. coli MG1655 (Schembri
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y col., 2003; Beloin y col., 2004). A pesar de la poderosa resolucion de la
tecnologia de microarreglos, el analisis de biopeliculas es limitado, ya que su
disefio no permite resolver los perfiles de transcripcion de la heterogeneidad
fenotipica en biopeliculas (An y Parsek, 2007). Las técnicas experimentales
descritas para medir y visualizar la heterogeneidad fisioldgica en biopeliculas, y
asi mejorar la deteccidn de la expresion génica diferencial en biopeliculas, son:
actividad respiratoria, permeabilidad diferencial de membrana, actividad
sintética de ADN, fluorescencia de la matriz extracelular, genes reporteros,
hibridacion por fluorescencia in situ, microautoradiografia y microscopia de

microdiseccion (Stewart y Franklin, 2008).

En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que la cepa E. coli
MG1655 no tiene la capacidad de formacién de biopeliculas moderadas o
fuertes, debido a la ausencia de la expresion de genes que codifican para las
fibras de tipo curli. La formacion de biopeliculas débiles en determinadas
condiciones del entorno, se deben a alteraciones de la expresién de un numero
limitado de genes especificos, que conllevan la secrecion de componentes de

adhesion bacteriana alternos a las fibras de tipo curli.

La ausencia de la enzima Dam en E. coli MG1655, causé alteraciones
fenotipicas importantes sobre la capacidad de formacién de biopeliculas,
destacando la secrecion de fibras de tipo curli (tabla 32). Se observaron efectos
sobre la formacion de biopeliculas, en funcién de las condiciones del entorno
ensayadas. Es posible que en E. coli MG1655 Adam, se haya recuperado la
expresion de genes especificos asociados a biopeliculas, particularmente, la

expresion de genes que codifican las fibras de tipo curli.

Se han descrito los efectos pleiotropicos causados por la ausencia de
metilacion de la enzima Dam en E. coli creciendo en formato plancténico.
Aunque los efectos no implican una pérdida de la viabilidad celular, se
manifiestan alteraciones en el crecimiento, la morfologia bacteriana, el sistema
de reparacion del ADN, la replicaciéon y la estructura del cromosoma; asi como
la expresiébn génica (Calmann y Marinus, 2003). Diversos analisis de la
expresion génica, mediante ensayos de microarreglos, han demostrado los

cambios en los niveles de transcripcion entre cepas de referencias silvestres de
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E. coli, con respecto a sus cepas isogénicas, mutantes del gen dam. Para E.
coli MG1655, se ha descrito que la ausencia del gen dam solo afecta de
manera significativa el aumento de la expresion génica del regulén SOS (recA,
oraA, recN, sulA, dinl y umuDC), el cual incrementa la frecuencia de
mutaciones espontaneas (Lgbner y Olesen, 2002). Contradictoriamente, en
otros ensayos de microarreglos, se han descrito que son al menos 200 los
genes que presentan induccidén en su expresion génica, en ausencia de Dam
(Robbins-Manke y col., 2005). En la cepa isogénica de E. coli K-12 YK1100 se
ha descrito que la ausencia del gen dam afecta los niveles de transcripcion
global de una amplia lista de genes, vinculados al metabolismo: energético,
intermediario central, de aminoacidos, acidos grasos, fosfolipidos, nucleétidos;
la biosintesis de: la envoltura celular y transporte; funciones regulatorias y
respuestas al estrés, entre otros (Oshima y col., 2002).

Los efectos pleiotropicos causados por la ausencia de metilacion
mediada por la enzima Dam sobre el desarrollo de biopeliculas de E. coli
MG1655 no han sido elucidados. Se ha reportado que en cepas de E. coli
uropatogénicas y enterohemorragicas, la ausencia de Dam causa un
incremento de la adherencia y la biosintesis de biomasa, durante el desarrollo

de biopeliculas (Campellone y col., 2007; Stephenson y Brown, 2016).

En este trabajo se observo la secrecion de fibras curli en E. coli MG1655
Adam, en placas de ARC incubadas a TA, mas no a 37 °C (tabla 21). La
temperatura resultd ser un estimulo del entorno que modula la formacion de
biopeliculas de E. coli MG1655 Adam (tabla 32). Se ha descrito que la
temperatura regula la sintesis de las fibras de tipo curli y celulosa, mediada por
los genes que codifican las proteinas regulatorias crl y adrA, respectivamente.
La expresion de los genes crl y adrA dependen de temperaturas de incubacion
menores a 32 °C (Brombacher y col., 2006; Gualdi y col., 2008).

Estos resultados representan el primer reporte que destaca los efectos
de la ausencia de metilacion de los motivos GATC sobre la formacion de
biopeliculas de E. coli MG1655 Adam. Es posible que en E. coli MG1655 Adam,
la falta de metilacion de los motivos GATC cause alteraciones en la

transcripcion génica global, que promuevan la reversion fenotipica en la
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adhesion a superficies, recuperandose la expresion de genes especificos
asociados a biopeliculas, tales como la sintesis de las fibras de tipo curli. La
ausencia de metilacion del ADN mediada por Dam en E. coli MG1655, en
conjunto con las alteraciones de la expresion génica vinculadas, tuvo como
efecto que determinados estimulos del entorno ensayados desencadenaran
respuestas especificas en el desarrollo de biopeliculas, las cuales no fueron

detectadas en la cepa silvestre E. coli MG1655.

Se discutiran, a continuacion, los efectos de los distintos estimulos del
entorno ensayados sobre la formacion de biopeliculas de E. coli MG1655
Adam. Seguidamente, se discutiran los patrones de metilacion del ADN
obtenidos en el genoma de estas biopeliculas de E. coli. Se debe tomar en
cuenta que se ensayaron con biopeliculas de las cepas E. coli MG1655 y E.
coli MG1655 Adam, formadas en ausencia y presencia de metionina. Los
cambios globales de metilacion del ADN sobre las secuencias GATC, se
evaluaron mediante ensayos de restriccion con las enzimas Sau3Al, Dpnl y
Mbol.

VIll.2.2.a.i Efecto de las condiciones nutritivas sobre las
biopeliculas de E. coli MG1655 Adam

La adicion de exceso de glucosa en el medio de cultivo, inhibi6 el
desarrollo de biopeliculas de E. coli MG1655 carentes de la enzima Dam,
mientras que la dilucion de nutrientes del CN estimul6 el desarrollo de biomasa
de biopeliculas fuertes. En esta cepa mutante, la ausencia de metilacién del
ADN restaur6 la capacidad de desarrollo de biopeliculas que esta ausente en
E. coli MG1665 silvestre. Los resultados demuestran que un exceso de glucosa
del entorno, actia como molécula represora en la formacion de biopeliculas de
E. coli MG1655 (tabla 30).

El rol inhibitorio que ejerce el exceso de glucosa en la formacion de
biopeliculas también fue detectado previamente en la cepa mutante de E. coli
MG1655 AcsrA (Jackson y col.,, 2002). El gen csrA codifica una proteina

reguladora global de la expresion génica, que actta al nivel de la transduccion.
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En gran medida, el efecto respuesta de la glucosa sobre la expresién génica,
indica que esta modulado con el sistema de represion por catabolito (Jackson y
col., 2002). En la cepa de referencia E. coli K12 (2K1056) también se detecto la
influencia de los nutrientes sobre el desarrollo de biopeliculas. Esta cepa forma
biopeliculas en medio LB y minimo mineral, suplementado con
casaminoacidos. Sin embargo, cuando el medio minimo contiene glucosa como
fuente Unica de carbono, ocurre la inhibicién de la formacion de biopeliculas
(Pratt y Kolter, 1998).

Los resultados obtenidos, en conjunto con la bibliografia consultada,
indican que la presencia de glucosa en exceso no induce mecanismos de
estrés que promuevan como respuesta fisiolégica la formacion de biopeliculas
de E. coli. EI consumo y agotamiento de esta fuente de carbono en el medio de
cultivo, puede inducir el desarrollo de biopeliculas. Los resultados del presente
trabajo permiten confirmar que la metilacion del ADN bacteriano mediada por la
enzima Dam, puede actuar como factor regulatorio global de la expresion
génica e Iinfluye sustancialmente sobre la formacién y el desarrollo de

biopeliculas de E. coli.

VIIl.2.2.a.ii Efecto del etanol sobre las biopeliculas de E. coli MG1655
Adam

El etanol al 1% (v/v) indujo el desarrollo de biopeliculas débiles en E. coli
MG1655 Adam, las cuales carecen de metilacion del ADN por Dam. La
viabilidad celular en E. coli MG1655 Adam incrementé en presencia de la
concentracion traza de etanol evaluada, la cual se reflejo en el parAmetro de
UA, comparado con el ensayo control (CN + 37°C) (tabla 30). En la cepa
silvestre de E. coli MG1655, si bien hubo un incremento en la viabilidad celular
y el desarrollo de biopeliculas en presencia de la baja concentracién de etanol,
este efecto fue menor, comparado con la cepa mutante de E. coli MG1655
Adam. No hubo efecto de respuesta en relacion al desarrollo de biopeliculas de

E. coli MG1655 silvestre en presencia de etanol al 1%.
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En E. coli se ha descrito que en el metabolismo del etanol, se oxida a
acetato; sin embargo, la exposicion de concentraciones elevadas de etanol,
inhibe el crecimiento bacteriano (Vuli¢ y Kolter, 2002). En E. coli MG1655 se ha
reportado concentraciones minimas inhibitorias de etanol, igual o superiores al
5% (v/v) (Lupino y col., 2008), por lo que una concentracion traza de etanol al
1%, no implica una inhibicion del crecimiento bacteriano. En la cepa de E. coli
W3110 se ha reportado que la capacidad de tolerancia al etanol como
condicion de estrés, implica un incremento en la tasa de crecimiento, junto a
cambios en la expresidn génica, destacando un aumento en la expresion de
genes relacionados con el metabolismo del hierro, la biosintesis de
aminoacidos, osmoregulacion y biosintesis de la pared celular (Horinouchi y
col., 2010). Los cambios fenotipicos en bacterias tolerantes al etanol no surgen
sb6lo por la aparicion de mutaciones génicas; también se reporta la
manifestacion de plasticidad fenotipica, sin alteracion del material genético. Por
esta razon se ha sugerido a los procesos de metilacion del ADN como un
mecanismo epigenético que establece los cambios fenotipicos adaptativos
(Horinouchi y col., 2015).

Los resultados del presente trabajo, en conjunto con la bibliografia
consultada, sugieren que la cepa mutante E. coli MG1655 Adam desencadena
un mecanismo de respuesta de tolerancia al etanol como condicion de estrés,
gue estimula el desarrollo de biopeliculas bacterianas. Es interesante
considerar que los cambios de la metilacién del genoma de E. coli MG1655
Adam, influyeron en la regulacién de la expresion de genes asociados a
biopeliculas. En la cepa mutante E. coli MG1655 Adam, la ausencia de
metilaciéon de los motivos GATC puede ejercer efectos sobre el perfil de la
expresion génica de manera tal que, la presencia de etanol al 1%, resultara
como estimulo del entorno que promueve la formacién de biopeliculas. A futuro
se propone continuar con el estudio de los efectos de concentraciones trazas
de etanol sobre la formacion de biopeliculas bacterianas, haciendo énfasis
sobre la asociacion potencial que presenta con la metilacion del ADN, como

mecanismo de regulacién de la expresion génica.
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VIll.2.2.a.iii Efecto del EDTA y de los surfactantes sobre las
biopeliculas de E. coli MG1655 Adam

La ausencia de la actividad Dam no promovio efectos pleitropicos sobre
el desarrollo de biopeliculas de E. coli MG1655 Adam, en presencia del agente
guelante EDTA, ni de los surfactantes SDS y CTAB (tabla 30). La viabilidad
celular en E. coli MG1655 Adam disminuyé en los distintos ensayos realizados,
la cual se reflejo en el parametro de UA, comparado con el ensayo control
(MMM M9 + TA).

El agente quelante EDTA vy los surfactantes CTAB y SDS implican una
condicion de estrés en el entorno que causan efectos deletéreos sobre el
crecimiento y viabilidad celular bacteriana, incluyendo la inhibicion en la
capacidad de formacion de biopeliculas (Ishikawa y col., 2002; Feng y col.,
2015).

Con los resultados obtenidos se evidencian que los agentes quimicos de
estudio, afectaron la capacidad de adherencia a superficies y la integridad de la
fisiologia bacteriana, reportandose una disminucion significativa sobre la

formacion de biopeliculas en E. coli MG1655 Adam.

En este sentido, se sugiere que la ausencia de metilacion del ADN sobre
los motivos GATC en E. coli MG1655 Adam, no parece proporcionar cambios
en la expresion génica que desencadene el desarrollo de biopeliculas como
posible respuesta adaptativa, ante las condiciones de estrés ensayadas. Este
planteamiento es importante, ya que destaca la existencia de tratamientos
guimicos potenciales con efectos deletéreos sobre la fisiologia bacteriana, que
limitan la capacidad de formacién de biopeliculas bacterianas. Estas sefiales
deletéreas del entorno pueden ser propuestas como posibles estrategias de
tratamiento anti-biopeliculas, las cuales son insensibles a los efectos de la

metilacion del ADN.
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VIIl.2.2.a.iii Efecto de la metionina sobre las biopeliculas de E. coli
MG1655 Adam

Los resultados de este trabajo reportan un aumento en la capacidad de
produccion de biopeliculas de E. coli MG1655 en presencia de 5 uM de
metionina (figura 27), sin cambios significativos en su biomasa, siendo
reclasificada como formadora de biopeliculas débiles, con un aumento de las
UA = 0,0290 (tabla 30). Estos datos indican que, en presencia de metionina
suplementada al MMM M9, incrementa la capacidad de adhesion a superficies
de las bacterias E. coli MG1655.

Los cambios evidenciados sobre el desarrollo de biopeliculas de E. coli
MG1655 en presencia de metionina, pueden sugerir que este aminoacido

estimula la formacién de estructuras de adhesion en las células bacterianas.

La presencia de 5 uM de metionina en MMM M9 a TA, también afecto el
desarrollo de biopeliculas de células E. coli MG1655 Adam, pero reflejandose,
contrariamente al caso anterior, en una disminucién en las UA y la biomasa, en
comparacion de estos parametros con el ensayo control (MMM M9 a TA), y con
los otros ensayos de tratamientos con distintas concentraciones trazas de
metionina exdgena (tabla 30). Sin embargo, no se indujeron cambios

detectables en la clasificacion de las biopeliculas formadas.

La mayoria de las especies bacterianas poseen rutas metabdlicas, con
diversas estrategias, para la biosintesis del aminoacido metionina, las cuales
estan bien caracterizadas en E. coli. Estas reacciones anabolicas se
encuentran estrechamente coordinadas y reguladas. La metionina funciona
como un modulador alostérico, con efectos inhibitorios, en su biosintesis. Esta
ruta anabdlica de la metionina esta acoplada con la ruta de sintesis de SAM y
de las moléculas autoinductoras del sistema “Quorum Sensing”, que representa
uno de los mecanismos de sefializacion en la formacion de biopeliculas de E.
coli (Ferla y Patrick, 2014).

Por lo tanto, con los resultados obtenidos (tabla 30) se puede sugerir
que las rutas metabolicas vinculadas con el aminoacido metionina ejercen un

efecto regulatorio sobre el desarrollo de biopeliculas.
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Una concentracion de 5 pM metionina exdgena parece representar una
sefal del entorno que disminuyo la capacidad de adhesion a superficies y la
sintesis de biopeliculas de E. coli MG1655 Adam. Con los resultados obtenidos,
en conjunto con la bibliografia consultada, se puede sugerir que la formacién
de biopeliculas de E. coli MG1655 Adam, fue producto de la influencia de la
metionina exdgena en la biosintesis de los metabolitos SAM y acil homoserina
lactonas. La acumulacion de estos metabolitos pudo ejercer efectos
moduladores sobre los mecanismos de sefalizacion de la adhesion bacteriana
y la formacién de biopeliculas. Aunque se pudiera considerar que la presencia
de moléculas autoinductoras del “quorum sensing” promueven el desarrollo de
biopeliculas bacterianas, el efecto observado en células de E. coli MG1655
Adam fue distinto. Si bien se requieren de otras experiencias para corroborarlo,
se sugiere que la ausencia de metilaciébn de los motivos GATC en la cepa
mutante E. coli MG1655 Adam, sumado con los otros cambios probables sobre
el patron de metilacion del ADN por la induccion del sustrato SAM, mediada por
otras enzimas Dnmts, causan alteraciones en la expresion génica tales que,

como efecto sinérgico, limitaron el desarrollo de biopeliculas.

Este planteamiento también puede justificar el amplio rango de valores
obtenidos en cuanto a la biomasa de biopeliculas de E. coli MG1655 Adam en
los ensayos realizados. La ausencia de metilacion del ADN por Dam en la cepa
mutante de E. coli MG1655, influy6 sobre la formacion de biopeliculas crecidas
en MMM M9 a TA, comparada con la cepa silvestre. Las posibles alteraciones
adicionales sobre la metilacion global del ADN, inducidas por las condiciones
del entorno ensayadas, pueden también ocasionar efectos variables de la
expresion génica entre las células de un mismo ensayo, entre tratamientos y

entre réplicas.
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VIIL.2.2. a.iv Efecto de la metionina sobre el patrén de metilacion del
ADN de biopeliculas de E. coli MG1655 y su cepa isogénica E. coli MG1655

Adam

El genoma de la cepa de referencia E. coli MG1655, aislado de bacterias
creciendo en formato de biopeliculas, formadas en las diferentes condiciones
de crecimiento ensayadas (MMM M9, TA; MMM M9 + 5 pM metionina, TA),
estd metilado en las secuencias GATC (tabla 32, figura 41). Con los ensayos
enzimaticos empleados, se observaron patrones de restriccion de ADN,
identificando aquellos que se encuentran 0 no metilados. Los genomas
aislados de células de E. coli MG1655 creciendo en biopeliculas, en las
condiciones del entorno ensayadas, presentaron variaciones sutiles en los

patrones de digestién enzimatica.

La metilacion global del genoma es una condicién fisiologica bacteriana
caracteristica (Camacho y Casadesus, 2005), que permite etiquetar y
discriminar entre distintas moléculas o hebras de ADN, ejerciendo distintas
funciones biolégicas esenciales, tales como: proteccion del ADN celular en
contra de la degradaciéon por sistemas de RM, reparacion del ADN, control de

la replicacion del ADN y del ciclo celular (Jeltsch, 2002).

En la cepa E. coli K-12 W3110 se ha descrito el mantenimiento del
patron de metilacion global de las secuencias GATC, durante las fases de
crecimiento: exponencial, estacionaria temprana (8 a 16 h de incubacion),
estacionaria tardia (24 a 48 h de incubacién), post muerte (72 h de incubacion)
y estacionaria de largo plazo (96 a 120 h de incubacion) (Westphal y col.,
2016). Los reportes previos confirman la metilacion global y completa del
genoma bacteriano durante la fase estacionaria de crecimiento, utilizando
ensayos de secuenciacion SMRT (Kahramanoglou y col., 2012; Westphal y
col., 2016).

El genoma de E. coli K-12 se han reportado mas de 37400 motivos
GATC. La mayoria de estos motivos conservan los niveles de metilacion,
durante el crecimiento logaritmico bacteriano. Sin embargo, ciertos motivos
GATC presentan cambios en los patrones de metilacion, con una frecuencia de

distribucion especifica en el genoma bacteriano. En el genoma de E. coli

169



W3110 se han identificado 66 motivos GATC con alteraciones significativas en
la metilacion durante la fase estacionaria de crecimiento. Trece de los 66
motivos GATC detectados, se encuentran en regiones no codificantes del
genoma bacteriano, destacando regiones regulatorias y promotoras (Westphal
y col., 2016). Desde otra perspectiva, se ha descrito que alrededor del 50 % de
los genes de E. coli K-12 YK1100 (trpC9941), contienen mas de dos motivos
GATC en las 500 pb rio arriba del inicio de transcripcion (Oshima y col., 2002).

Estas secuencias GATC presentan patrones de cambios cuantitativos y
temporales de metilacibon del ADN (Westphal y col.,, 2016). Se han
caracterizado los mecanismos moleculares del control epigenético mediado por
Dam en los operones traJ (Camacho y Casadesus, 2005), gtr (Broadbent y col.,
2010), std (Garcia-Pastor y col., 2019) de S. enterica; y los operones pap (van
per Woude y col., 1998) y agn43 de E. coli (Haagmans y van per Woude, 2000).
Las caracteristicas previamente mencionadas sobre la distribucion y cambios
en los niveles de metilacion de un conjunto de secuencias GATC, proporcionan
fundamentos gendmicos sobre una funcién adicional de la metilacién del ADN,

asociada con la regulacion de la expresion génica.

También se ha descrito la distribucion de la metilacion global de citosina
en el genoma de E. coli MG1655. Sobre los motivos CCWGG, se cataliza la
transferencia del grupo metilo, por la enzima Dcm, estando completamente
metilados durante la fase estacionaria de crecimiento. Se han reportado 24090
motivos CCWGG en el genoma de E. coli MG1655, de los cuales tan solo cerca
del 7 % estan distribuidos en regiones promotoras. La mayoria de los motivos
CCWGG estan representados dentro de los genes, con tendencia de
encontrarse en secuencias de ADN en las que pueden ocurrir mutaciones no
sinénimas. Adicionalmente, la ausencia del gen dcm en E. coli MG1655 causoé
el incremento de la expresion de genes de respuesta al estrés, asociados a la
fase estacionaria. Si bien se sugiere el rol regulador de la metilacion de citosina
en CCWGG durante la fase estacionaria en E. coli, el andlisis de secuencias
indican la poca relevancia estadistica que parece representar la metilacion de
la citosina en la regulacién de la expresion génica, en comparacion con la
metilacion de adenina en GATC. No se descarta el efecto de la citosina sobre

la estructura y propiedades mecanicas del ADN, que pueden afectar la
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expresion génica por mecanismos aun no elucidados (Kahramanoglou y col.,
2012; Militello y col., 2016).

Sin embargo, estos patrones globales de metilacién del ADN reportados
en la bibliografia, solo estan descritos para células bacterianas en crecimiento
plancténico. Los resultados obtenidos en este trabajo (tabla 32, figura 41)
parecen indicar que el patron global de metilacién del ADN sobre secuencias
GATC se conserva constante durante el desarrollo de biopeliculas de E. coli
MG1655. Si bien resulta evidente la metilacion global del genoma en
biopeliculas de E. coli MG1655 (figura 42), existe una menor proporcion de
motivos GATC que presentan variaciones de metilacion. Por lo tanto, se
sugiere que, durante la formacién de biopeliculas bacterianas, deben existir
cambios en la metilacién del ADN, los cuales ejercen efectos regulatorios sobre
la expresion de genes asociados a biopeliculas. Hay que recordar que, si bien
la cepa de referencia E. coli MG1655 es usualmente clasificada como no
formadora de biopeliculas, en la condicion del entorno evaluada (MMM M9 + 5
UM metionina, TA) se reportd un aumento en la capacidad de produccion de

biopeliculas (tabla 32).

En la cepa mutante E. coli MG1655 Adam ocurre la pérdida permanente
de metilacion del ADN de la adenina en la secuencia GATC. El analisis global
del patrén de metilaciéon del ADN obtenido, corrobora que las secuencias GATC
del genoma de la cepa mutante proveniente de biopeliculas, no se encuentran
metiladas (tabla 32, figura 44). Las biopeliculas de E. coli MG1655 Adam
formadas en presencia de 5 uM de metionina, presentaron una disminucién en
su produccién y la biomasa. Por lo tanto, se sugiere que la falta de metilaciéon
de los motivos GATC por la enzima Dam, pueden influir sobre la expresion
génica, tal que la presencia de metionina sea percibida como una sefal del
entorno que limita el desarrollo de biopeliculas.

En la cepa de E. coli W3110 se han descrito al menos 11 genes
asociados al metabolismo de compuestos de azufre, que contienen en sus
regiones promotoras motivos GATC; como el gen metH, que codifica la enzima
metionina sintasa (Westphal y col., 2016). Por otra parte, la cepa mutante de E.

coli K-12 YK1100 Adam, presenta un incremento en la transcripciéon de genes
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vinculados al metabolismo de aminoacidos, en condiciones aerdbicas de

crecimiento (Oshima y col., 2002).

Con los resultados obtenidos, en conjunto con las referencias
bibliogréficas, se evidencian que las variaciones en la metilacion global de los
motivos GATC vy la influencia de 5 pM de metionina sobre el desarrollo de
biopeliculas, pueden estar relacionados por procesos epignéticos, los cuales
forman parte de los mecanismos generadoras de las alteraciones de la

expresion de genes asociados a biopeliculas.

VIII.3 Efecto global de las condiciones del entorno sobre la formaciéon de

biopeliculas bacterianas

La formacion de biopeliculas es una estrategia de sobrevivencia
bacteriana, que se induce ante condiciones de estrés, ademas de la influencia
de la fisiologia bacteriana. Con los resultados obtenidos en este trabajo (tabla
30) se evidenciaron que los distintos estimulos bioldgicos, fisicos y quimicos
presentes en el entorno, ejercen efectos diversos sobre la capacidad de
adhesion bacteriana y el desarrollo de biomasa de biopeliculas. Aun con estas
variaciones, las condiciones del entorno estudiadas tienen efectos tanto

generalizados como especie-especificos sobre el desarrollo de biopeliculas.

Las condiciones nutritivas, como el exceso de glucosa, tiene efectos
especie-especificos sobre el desarrollo de biopeliculas en los tres géneros
bacterianos estudiados. La asimilacion de esta fuente de carbono depende de
la fisiologia intrinseca bacteriana. Por lo tanto, los mecanismos de sefalizacion
asociados al exceso de glucosa, también deben responder en funcién de la

fisiologia microbiana.

El suplemento de metionina en el entorno tiene efectos variables sobre
la formacion de biopeliculas bacterianas. Las tendencias observadas parecen
manifestar efectos especie-especificos sobre las biopeliculas bacterianas. El
metabolismo de la metionina depende de la fisiologia bacteriana, por lo que el
suplemento de metionina tiende a influir de manera especie-especifica sobre la

formacion de las biopeliculas bacterianas.
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El etanol al 1 % es una condicion de estrés en el entorno, que tiene
como efecto estimular la formacion de biopeliculas bacterianas. Para los tres
géneros bacterianos estudiados, la cantidad traza de etanol incrementé la
capacidad de adhesiéon y la biomasa de biopeliculas. Por lo tanto, en los
ambientes hospitalarios se sugiere evitar el uso del etanol en condiciones
subletales, ya que estimulan los mecanismos de sobrevivencia bacteriana,
promoviendo su persistencia en el entorno, lo que dificulta la remocion de la

contaminacion.

El agente quelante EDTA y los surfactantes CTAB y SDS, tienen
también efectos negativos generalizados sobre las biopeliculas bacterianas. La
presencia de estos agentes quimicos en el entorno, reduce la viabilidad celular
y la capacidad de adhesion bacteriana, lo cual reduce el desarrollo de
biopeliculas. Se recomienda el empleo de surfactantes y de agentes quelantes,
como potenciales estrategias anti-biopeliculas en superficies inanimadas para

control de los ambientes clinicos.

De igual manera, se sugiere extender la evaluacion de los efectos de
estos estimulos del entorno sobre la formacién de biopeliculas bacterianas e,
incluso, sumar a este estudio la determinacion de los efectos sobre las
biopeliculas pre-formadas, tomando en cuenta la importancia de remocién de
biopeliculas en el tratamiento de las enfermedades infecciosas. Es
recomendable, por ejemplo, estimar la concentracion inhibitoria del etanol en
biopeliculas de A. baumannii, S. marcescens y E. coli, asi como estudiar el
efecto de los biosurfactantes y de fuentes externas de azufre que pueden

afectar el metabolismo de SAM, sobre el desarrollo de biopeliculas bacterianas.
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VIIl.4 Biopeliculas bacterianas, metilacibn del ADN e implicaciones

clinicas

En este trabajo se detectaron variaciones en los patrones de metilaciéon
del ADN de células creciendo como biopeliculas bacterianas, bajo distintas

condiciones de crecimiento (tabla 32).

La metilacion del genoma representa un conjunto de etiquetas que
marcan regiones especificas del ADN, las cuales establecen una programacion
especifica de expresion génica. En organismos eucariotas, este mecanismo
epigenético se asocia con un suiche que produce los cambios en la expresion
génica y la plasticidad fenotipica, teniendo un rol esencial en la diferenciacién
durante el crecimiento y desarrollo. Por ejemplo, los genomas de plantas tienen
el mayor contenido de secuencias CpGs metiladas, junto con el sistema de
metilacion mas complejo del ADN en eucariotas ya que se han descrito Dnmts,
secuencias de metilacibn y enzimas demetilasas especificas a especies,
tejidos, organelos, e incluso en edad de las plantas. Estas marcas
epigenéticas, ademas, pueden perpetuarse durante la division celular,

resultando un patron heredable de la expresion génica (Vanyushin, 2006).

En biopeliculas bacterianas ¢,qué efectos ejerce la metilaciéon del ADN
sobre la regulacion de la expresion génica? En el andlisis de los genomas de
comunidades bacterianas estudiadas en el ambiente natural, se ha descrito la
dindmica del estado de metilacion del ADN como un mecanismo regulador de

adaptacion a las condiciones del entorno.

La composicion de la comunidad bacteriana cambia en funcién de la
profundidad de sedimentos marinos. Las bacterias anaerobias facultativas y
estrictas incrementan en abundancia, en la profundidad de estos sedimentos.
El sedimento marino también difiere en sus propiedades fisicoquimicas,
disminuyendo gradualmente los recursos energéticos e incrementando las
condiciones de estrés del entorno en las profundidades del sedimento. Los
estudios metagendémicos demostraron que, en esta comunidad bacteriana,
existe la metilacion diferencial de motivos CpG, los cuales disminuyen en las

profundidades del sedimento. Por lo que los autores consideran la metilacion
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del ADN como elemento regulador genético en condiciones espacio-temporales
(Hiraoka y col., 2019; Rambo y col., 2019).

En células creciendo en biopeliculas se presenta un escenario similar.
Dentro de las biopeliculas se constituyen gradientes fisicoquimicos complejos.
La comunidad bacteriana se distribuye de manera espacio-temporal en estos

micro-entornos establecidos, manifestando heterogeneidad fenotipica.

En los ensayos realizados se observaron como resultados un amplio
rango de valores de biomasa de biopeliculas (valores dispersos de
DO biopeliculas). Por otra parte, segun los patrones de restriccion de ADN
obtenidos, se detectaron variaciones sutiles en cuanto a intensidad de bandas
o su distribucion. Estos resultados permiten sugerir que la heterogeneidad
fenotipica en las biopeliculas es responsable de los resultados variables
fenotipicos y genotipicos obtenidos. En la figura 45 se propone un modelo que
esquematiza este planteamiento. La heterogeneidad fenotipica es una
estrategia de sobrevivencia bacteriana que garantiza las diferentes respuestas
en una poblacion bacteriana; siendo también responsable de los valores
amplios de dispersion de los datos obtenidos en las diferentes réplicas de los
experimentos, ya que no siempre la misma cantidad de células sobrevivientes
ante una condicion de estrés, adquieren un fenotipo determinado. De esta
manera, se promueve una respuesta adaptativa que parece ser unica, en
funcion de las condiciones del entorno y de la fisiologia microbiana. En este
modelo, la metilacion del ADN implicaria una fuerza promotora que determina
los diversos patrones de la expresion génica que dan respuesta a la
heterogeneidad fenotipica. Se propone que, durante el desarrollo de las
biopeliculas, las subpoblaciones bacterianas contienen distintos perfiles de
metilacion del ADN, conocidos también como metilomas. Por lo tanto, en la
complejidad de las biopeliculas bacterianas debe existir una estrecha relacién
entre la metilacion del ADN, la fisiologia bacteriana y las condiciones del

entorno.
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Micro-entornos causados por Metilacién diferencial del ADN

gradientes fisicoquimicos complejos entre las sub-poblaciones Heterogeneidad fenotipica
bacterianas
(Z5) matioma A @D Fenctipoa

V) Metllomas

Micro-entornos causados por Metilacion diferencial del ADN

B fisicog os complej entre las sub-poblaciones Heterogeneidad fenotipica Biopeliculas bacterianas
bacterianas
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Figura 45: Esquema del modelo que propone la posible relacion de la metilacién del
ADN vy las biopeliculas bacterianas. La distribucion de las distintas subpoblaciones
bacterianas dentro de las biopeliculas, estan marcadas a nivel epigenético con
distintos patrones de metilacién del ADN y éstas parecen variar en funcion de las
condiciones del entorno. Los metilomas parecen estar asociados con el
establecimiento de la heterogeneidad fenotipica como estrategia bacteriana de
sobrevivencia, ya que modulan la expresion génica diferencial dentro de las
biopeliculas. En funciéon de los estimulos de un entorno (tales como estimulos “X” o
“Y”), se determinan diferentes patrones de metilaciéon del ADN, los cuales determinan
otra distribucion en la heterogeneidad fenotipica.

La metilacion del genoma bacteriano es global y dinamica. EI ADN
aislado de biopeliculas tiene una representacion de todas las subpoblaciones
establecidas en la biopelicula, lo que complica detectar las diferencias de los
patrones de metilacion, mediante la digestion de ADN con enzimas de
restriccion. Tal como indican An y Parsek (2007), se requieren disefios
experimentales que puedan resolver la heterogeneidad espacial y funcional de

la comunidad bacteriana en las biopeliculas, para establecer con mayor
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precision estos cambios de metilaciéon del ADN causante de la heterogeneidad

fenotipica.

Los mecanismos responsables de la heterogeneidad fenotipica de las
biopeliculas estan vinculados con la expresion génica diferencial entre estas
sub-poblaciones bacterianas (Vlamakis y col., 2008). Se han descrito
estrategias genéticas y epigenéticas responsables de causar la diferenciacion
fenotipica en bacterias, tales como: procesos de hipermutabilidad, variacion de
fase, bi-estabilidad, expresion génica estocastica y edad celular (Casadesus y
Low, 2013; Bury-Moné y Sclavi, 2017).

La regulacion de la expresion de genes por marcas epigenéticas,
confieren informacion adicional a la secuencia nucleotidica, sin implicar eventos
de mutaciones del ADN. De esta manera, la informacion proporcionada por la
epigenética, produce cambios sobre la dinamica en la estructura y funcién del
genoma, sin comprometer la estabilidad de la informacion codificante esencial
(Walworth y col., 2017; Rambo y col., 2019). La epigenética dictamina las
diferencias de la expresion génica y acumulacion de productos génicos que
caracterizan la variabilidad fenotipica de una poblacion bacteriana. En
biopeliculas de B. subtilis se ha demostrado la existencia de subpoblaciones
celulares, con una distribucién dinamica en espacio y tiempo de fenotipos entre
bacterias moviles, formadoras de esporas y productoras de la matriz

extracelular (Vlamakis y col., 2007).

Cabe destacar que, en términos evolutivos, los mecanismos
epigenéticos forman parte del proceso de asimilacion genética (“genetic
assimilation”), que se considera como la fijacion genética de un rasgo
fenotipico inducido ante una condicién de estrés del entorno. Por lo tanto, las
sefales del entorno producen cambios del epigenoma que, a su vez, altera los
patrones de la expresion génica (Nishikawa y Kinjo, 2018). De igual manera, la
heterogeneidad fenotipica bajo condiciones fluctuantes del entorno es
considerada una estrategia adaptativa con consecuencias importantes sobre el
fithess bacteriano (Bury-Moné y Sclavi, 2017).

Con los resultados obtenidos y basandonos en la bibliografia reportada,

este trabajo representa una contribucion al estudio de la metilacion del ADN
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sobre la formacién de biopeliculas bacterianas. Principalmente por no estar
elucidada la existencia de alguna relacién de la formacion de biopeliculas con
la metilacion del ADN. Se determind que las bacterias de S. marcescens 4474
y E. coli MG1655, creciendo en formato de biopeliculas, mantienen un patrén
de metilacion global del ADN, en los motivos GATC, mediada por Dam. Los
cambios sutiles detectados en los patrones se asociaron con la influencia de
las concentraciones trazas de etanol y el suplemento de metionina, sobre la
formacion de biopeliculas de S. marcescens 4474 y E. coli MG1655,

respectivamente (tabla 32).

Por lo tanto, el desarrollo de biopeliculas es una respuesta adaptativa de
una poblacion celular bacteriana, en la que se establece la heterogeneidad
fenotipica (figura 45). El modelo sugiere que la metilacion del ADN representa
un mecanismo de sefializacion epigenética que vincula los efectos de cambios
en gradiente del entorno con la regulacion de la expresion génica diferencial en
una parte de la poblacion bacteriana. Se puede sugerir el mismo planteamiento
en las biopeliculas formadas por A. baumannii 3910, s6lo que los patrones de
metilacién del ADN estan modulados por enzimas Dnmts distintas de Dam. Con
la cepa isogénica mutante E. coli MG1655 Adam, se evidencio que la alteracion
global de la metilacion del ADN por la ausencia de Dam, desencadena efectos
pleiotrépicos sobre la formacion de biopeliculas bacterianas, que incluyen los

efectos de las sefales del entorno ensayadas.

Es interesante proponer como estudios futuros la deteccion espacio-
temporal de los cambios de los perfiles de metilacién del ADN, durante el
desarrollo de biopeliculas bacterianas. En este sentido, se pudiera resolver y
comprender el rol de la metilacién del ADN en el establecimiento de perfiles de
la expresion génica diferencial que intervienen en la heterogeneidad fenotipica
en biopeliculas.

En virtud de lo expuesto anteriormente y, desde una perspectiva
biomédica, el formato de vida bacteriana en biopeliculas implica un grave
problema sanitario. Las biopeliculas se consideran como uno de los
mecanismos de patogenicidad y virulencia que dificultan la prevencién o

tratamiento de infecciones bacterianas.
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Los agentes anti-biopeliculas de origen natural o sintético, intervienen en
procesos naturales o inducidos que conllevan a una disminucion de la biomasa
bacteriana, afectando la formacién, integridad y/o calidad de las biopeliculas.
Los mecanismos anti-biopeliculas implementados abarcan la prevencion de la
formacion de biopeliculas sobre superficies abidticas de catéteres o implantes
médicos (Miquel y col., 2016). Se han desarrollado diversas estrategias para el
control de biopeliculas: la inhibicion de la adhesién bacteriana sobre
superficies, la remocion de la biomasa y la inhibicion por “quorum quenching”
(Subhadra y col., 2018). Sin embargo, aun no existe una estrategia idonea de
erradicacion de biopeliculas. En gran medida, debido a que estas estrategias
no consideran la complejidad de las biopeliculas mixtas (Miquel y col., 2016), ni

la heterogeneidad fenotipica.

Una estrategia efectiva para combatir las biopeliculas, consiste en la
remocion completa de la biomasa. Para ello, las condiciones o agentes
terapéuticos a ensayar, deben contener propiedades de anti-adherencia y/o de
degradacion de los componentes de las biopeliculas. Dada la respuesta versétil
y mutifactorial del fenotipo de biopeliculas en las especies bacterianas, se
propone emplear una combinacion de factores anti-biopeliculas con efectos
sinérgicos, que involucren agentes fisicos, quimicos, mecéanicos e, incluso,
biolégicos. También se destaca la importancia de desarrollar agentes anti-
biopeliculas que inhiban la virulencia bacteriana, con efectos menores sobre el
crecimiento. Para ello, se han evaluado posibles blancos terapéuticos sobre
sistemas regulatorios que modulan la expresiébn de genes de virulencia

asociados con biopeliculas (Bryers, 2008; Miquel y col., 2016).

Con los resultados del presente trabajo se propone que en el disefio de
estrategias anti-biopeliculas se incluyan blancos terapéuticos sobre los
patrones de metilacion del ADN. Estos agentes pudieran atenuar la
heterogeneidad fenotipica dentro de las biopeliculas, afectando la expresion
génica diferencial, sin inducir cambios genéticos adaptativos que causen
efectos de resistencia o tolerancia, como los agentes antimicrobianos. En este
sentido, se recomienda continuar el estudio del efecto de los perfiles de
metilacion global del ADN sobre el desarrollo de biopeliculas de aislados

clinicos bacterianos. La investigacion propuesta implica profundizar en la

179



caracterizacion de las enzimas Dnmts solitarias con funciones reguladoras de
la expresion génica; identificar los patrones de metilacion del ADN de los
aislados bacterianos creciendo en formato de biopeliculas y evaluar la
factibilidad de potenciales blancos terapéuticos asociados con la metilacion del

ADN, sobre la inhibicién en el desarrollo de biopeliculas bacterianas.

En este trabajo se propone un modelo que justifica la posible relacion de
la metilacion del ADN y las condiciones del entorno, sobre la formacion de las
biopeliculas bacterianas. La metilacion del ADN interviene en la regulacién de
la expresion génica de una poblacion bacteriana. Los distintos patrones de
metilacion del ADN pueden ser una de las causas de la heterogeneidad
fenotipica. Esta estrategia de sobrevivencia bacteriana garantiza que se
manifieste una respuesta adaptativa ante, practicamente, cualquier condiciéon
de estrés del entorno. Las biopeliculas bacterianas resultaron ser un

compendio interesante para el estudio de estos fendmenos biolégicos.
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IX. CONCLUSIONES

Se corrobor6 la identificacion a nivel microbiologico y molecular de 16
aislados bacterianos de los géneros Acinetobacter y Serratia, provenientes de
muestras clinicas. Se caracterizaron 6 aislados como A. baumannii, 2 como

Acinetobacter spp y 8 aislados como S. marcescens.

Se construyd una cepa mutante isogénica de E. coli MG1655, con
delecién del gen dam. Con la metodologia empleada no se lograron construir

mutantes Adam con cepas clinicas de S. marcescens.

Las cepas clinicas de A. baumannii, Acinetobacter spp y S. marcescens
manifestaron respuestas diversas en el desarrollo de biopeliculas, en funcién
de las condiciones del entorno evaluadas. Se determiné la capacidad de las
cepas clinicas de secretar sustancias poliméricas extracelulares. Se determiné
una mayor capacidad de produccion de biopeliculas en medio minimo mineral

M9 a temperatura ambiente.

Las condiciones nutritivas tienen efectos especie-especificos sobre el
desarrollo de biopeliculas bacterianas. El exceso de glucosa (500 mM) en caldo
nutritivo, promueve la sintesis de biomasa y la produccion de biopeliculas de A.
baumannii. En cambio, la diluciébn de nutrientes presentes en caldo nutritivo
(1/10 CN), promueven la sintesis de biomasa y la produccion de biopeliculas de
S. marcescens. La presencia de glucosa excedente inhibe la produccién de
biopeliculas de E coli MG1655 Adam.

El suplemento del medio minimo mineral con metionina, afecta el
desarrollo de biopeliculas bacterianas. En las cepas clinicas de A. baumannii,
Acinetobacter spp y en E. coli MG1655 Adam, la presencia de metionina
disminuyo6 la capacidad de formacion de biopeliculas. En cambio, para las
cepas clinicas de S. marcescens estimulé la acumulacién de biomasa de

biopeliculas.

Los agentes quimicos EDTA, CTAB y SDS, disminuyeron la capacidad
de formacién de biopeliculas de cepas clinicas de A. baumannii, Acinetobacter
spp. Yy S. marcescens. Estos agentes no influyeron sobre el desarrollo de

biopeliculas de E. coli MG1655, ni en su cepa mutante isogénica. En cambio,
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una dosis sub-inhibitoria de etanol (1 %) estimul6 el desarrollo de biopeliculas

A. baumannii, Acinetobacter spp., S. marcescens y E. coli MG1655 Adam.

En el genoma de las biopeliculas de A. baumannii 3910, las secuencias
GATC no se encuentran metiladas. Las variaciones detectadas en los perfiles
de bandas de la digestion en presencia de exceso de glucosa, pueden estar
vinculadas con Dnmts distintas a Dam. Deben existir otras Dnmts solitarias con
funciones epigenéticas que modulen la expresion de genes especificos al

desarrollo de biopeliculas de A. baumannii.

En el genoma de S. marcescens 4474, los motivos GATC se encuentran
metilados. Las variaciones detectadas entre los patrones de metilacién del ADN
de biopeliculas de S. marcescens 4474 formadas con diferentes tratamientos,
sugieren que el etanol 1% causa cambios sobre la metilacion del ADN que, a

su vez, influye sobre la formacion de biopeliculas.

La ausencia de metilacién de los motivos GATC en el genoma de E. coli
MG1655 Adam, promovié la secrecion de fibras de tipo curli y el desarrollo de
biopeliculas. Las biopeliculas formadas en presencia de metionina, presentaron
una disminucién en su produccion y la biomasa. Se sugiere que la falta de
metilacién de los motivos GATC por la enzima Dam, pueden influir sobre la
expresion génica, tal que la presencia de metionina sea percibida como una

sefial del entorno que limita el desarrollo de biopeliculas.

Se propone un modelo que explica el efecto de la metilacion del ADN y
de diferentes estimulos del entorno sobre la formacion de biopeliculas
bacterianas. Los patrones de metilacion del ADN median la heterogeneidad
fenotipica en una poblacion bacteriana, siendo esta Ultima una propiedad

caracteristica de las biopeliculas.
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