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RESUMEN. La bacteria Vibrio cholerae es un habitante natural de los ambientes marinos y el agente causal del célera.
En lugares donde la enfermedad es endémica ocurren brotes estacionales que pueden propagarse al resto del mundo. La
capacidad de V. cholerae de causar epidemias esta unida a su habilidad para sobrevivir por largos periodos de tiempo en
los ambientes acuaticos. Se ha propuesto que las biopeliculas (comunidades microbianas unidas a una superficie, embe-
bidas en una matriz exopolimérica) son cruciales para la supervivencia de V. cholerae en los ambientes acuéticos en los
periodos entre las epidemias, asi como que son ventajosas para la transmisién de hospedero a hospedero durante ellas.
La identificacién de las senales ambientales y los factores reguladores que controlan la formacién de las biopeliculas en
V. cholerae permitira definir nuevos blancos terapéuticos para combatir a este patégeno en los ecosistemas acuatico e
intestinal y también ayudaré a desarrollar herramientas para predecir y controlar las epidemias de célera. En este trabajo
se discuten estudios recientes relacionados con las sefiales ambientales y las proteinas reguladoras que intervienen en el
desarrollo de las biopeliculas por V. cholerae, asi como la contribucién de estas a su supervivencia ambiental. Ademas, se
aborda la posible funcién de las biopeliculas de V. cholerae durante la infeccién en humanos. Se han realizado notables
avances en la comprension de los factores que contribuyen a la formacion y regulacion de las biopeliculas por V. cholerae
en el ambiente, no asi in vivo, a donde deben encaminarse los estudios futuros.

ABSTRACT. The bacterium Vibrio cholerae is a natural inhabitant of marine environments and the causative agent of
cholera. Seasonal outbreaks occur in regions where cholera is endemics, which may subsequently propagate worldwide.
The ability of V. cholerae to cause epidemics is related to its ability to survive for long periods of times in aquatic en-
vironments. It has been proposed that biofilms (surface attached microbial communities, enclosed in an exopolimeric
matrix) are crucial for V. cholerae survival in aquatic environments in periods between epidemics and advantageous to
its transmission from host to host during epidemics. Identification of the environmental signals and regulator factors
that control biofilm formation by V. cholerae will allow defining novel drug targets to combat this pathogen at aquatic
and intestinal ecosystems and will help to develop tools to predict and control cholera epidemics. Here, recent findings
related to environmental signals and regulator proteins that are involved in biofilm development by V. cholerae, as well
as, biofilm contribution to V. cholerae environmental survival are reviewed. Besides, the putative function of biofilms
during human infection is also discussed. Significant progresses have been made in the understanding of the factors
that contribute to biofilm formation and regulation by V. cholerae in the environment; however, the studies in vivo have
been more limited, therefore future researches must be focused on this field.

INTRODUCCION adecuada en forma y funcién. De hecho, el proceso de

Las biopeliculas se definen como comunidades de
microorganismos que crecen unidas irreversiblemente
a superficies bidticas o abiéticas, embebidas en una
matriz hidratada de sustancias exopoliméricas, protei-
nas, polisacaridos y acidos nucleicos.'? El desarrollo de
biopeliculas representa probablemente el crecimiento
habitual de las bacterias en la naturaleza, ya que poten-
cia su multiplicacién y supervivencia y les da acceso a
nutrientes y proteccién a predadores y compuestos anti-
microbianos.? De hecho, las biopeliculas causan grandes
problemas a nivel ambiental, industrial y clinico.2412

La formacién de las biopeliculas ha sido descrita
como un programa de desarrollo multicelular,'*'® 1o que
implicaria la existencia de vias genéticas que coordinen
un grupo de actividades esenciales para la transiciéon

formacién de una biopelicula involucra diferentes pasos
que requieren una reprogramaciéon de la expresién gé-
nica en respuesta al ambiente cambiante,'?! en la que
intervienen diversos factores.?>?* Sin embargo, la validez
de considerar la formacién de las biopeliculas como
un programa bacteriano de desarrollo multicelular ha
comenzado a ser cuestionada en anos recientes. Esto se
debe a que no se han identificado genes que se expresen
especificamente en las biopeliculas, que formen parte
de vias ordenadas jerarquicamente, las cuales controlen
la transicién a través de estados especificos durante el
proceso de formacién de la estructura tridimensional.?

La capacidad de formar biopeliculas no parece estar
restringida a ningin grupo especifico de bacterias y
hoy se considera que bajo condiciones ambientales
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adecuadas todos los microorganismos son capaces
de formarlas. Vibrio cholerae es una bacteria Gram-
negativa, miembro de la familia Vibrionacea y agente
causal de la enfermedad diarreica aguda célera.?® Este
microorganismo coloniza la superficie de la mucosa
del intestino delgado humano y secreta la toxina del
céblera, la que provoca una diarrea en forma de agua de
arroz, caracteristica de la enfermedad. A diferencia de
muchos agentes bacterianos que provocan diarreas, V.
cholerae sobrevive en los ambientes acuaticos durante
los periodos entre epidemias.?” De hecho, este microorga-
nismo reside primariamente en los océanos y estuarios,
algunas veces asociado con la superficie externa o los
intestinos de copépodos y crustaceos.?® De esta manera,
V. cholerae alterna entre un rapido crecimiento dentro
de su hospedero y una prolongada supervivencia en los
ambientes acuaticos.?” La adaptacion de V. cholerae a
las condiciones cambiantes del ecosistema acuatico, asi
como a los del hospedero, es crucial para su persistencia
y colonizacién. Un factor clave para la supervivencia
ambiental y transmisién de V. cholerae es su capacidad
para formar biopeliculas.?®? La formacién de estas es-
tructuras por esta bacteria ha sido bien estudiada, tanto
en ambientes naturales como en condiciones de labora-
torio.??%31 Reportes recientes sugieren que el desarrollo
de las biopeliculas por V. cholerae puede ser importante,
ademas, para y durante la infeccién en humanos.?*3* La
elucidacion de las senales ambientales que promueven la
formacion de las biopeliculas por V. cholerae, asi como los
factores reguladores y los mecanismos moleculares que
controlan este proceso sera util para predecir y controlar
las epidemias de célera. Por otra parte, el establecimiento
de la funcién de las biopeliculas en la patogénesis de V.
cholerae facilitara la identificacién de nuevos blancos
terapéuticos para combatir a este patégeno durante su
infeccién en humanos.

El objetivo del presente trabajo fue exponer y analizar
estudios recientes relacionados con las senales ambien-
tales y las proteinas reguladoras que participan en el
desarrollo de las biopeliculas por V. cholerae, asi como
discutir su contribucién a la supervivencia ambiental
de este microorganismo y su posible funcién durante
el crecimiento en el hospedero.

ETAPAS DEL PROCESO DE DESARROLLO DE LA
BIOPELICULA POR V, cholerae Y FACTORES QUE
PARTICIPAN

El anélisis microscépico del desarrollo de las biope-
liculas en diferentes microorganismos ha conducido a
que este evento se describa como un proceso temporal,
que involucra la transicién a través de distintas etapas
de una organizacién multicelular.’® Estas etapas han sido
identificadas como i) células libres aisladas (planténicas),
ii) células aisladas unidas a una superficie, iii) formacién
de microcolonias, iv) formacién de macrocolonias y v)
dispersion. La etapa de unién a una superficie de las
células aisladas ha sido dividida frecuentemente en es-
tados reversibles e irreversibles. Debido a que la unién
inicial a una superficie es generalmente débil, las célu-
las deben utilizar mecanismos activos para formar una
asociacién mas estable con la superficie. La asociacién
irreversible de las células con la superficie también se
ha denominado formacién de una monocapa, en la cual
las células aisladas se encuentran unidas a una super-
ficie.?>3% La formacion de microcolonias, por otro lado,
se refiere a la creacién de agrupamientos diferenciados
de células, de tres a cuatro capas de profundidad, los
que pueden ocurrir tanto por crecimiento clonal de las

células unidas o por un traslado activo de estas a través
de la superficie. Posteriormente, las microcolonias cre-
cen en tamano y se fusionan creando las denominadas
macrocolonias o biocapa confluente, la que subsiguiente-
mente se desarrolla como una biopelicula con estructura
tridimensional, por el movimiento y crecimiento de las
bacterias unidas. La macrocolonia arquetipica consiste
en torres con forma de setas separadas por espacios
llenos de fluido; sin embargo, también son posibles
estructuras alternativas tales como estructuras planas.
Dentro de la macrocolonia, las células son mantenidas
juntas por una matriz de exopolisacaridos que también
consiste de restos de células muertas, proteinas y ADN
extracelular. Finalmente, las macrocolonias pueden
dispersarse, liberando las células de la biopelicula. El
regreso de las células a la fase plancténica completa la
representacion idealista del ciclo de desarrollo de una
biopelicula.?*

La secuencia de eventos que conducen al inicio de la
formacion de las biopeliculas por V. cholerae sobre super-
ficies abidticas en condiciones de laboratorio y los genes
requeridos para estos pasos fueron reportados hace mas
de una década.’” Este estudio en una cepa de V. cholerae
El Tor identificé y caracterizé a mutantes defectivos en
la unién a una superficie abiética, la motilidad en esta
y la formacién de la estructura tridimensional carac-
teristica de la biopelicula.’” Los resultados del estudio
indicaron que el flagelo y el pelo tipo IV que media la
hemoaglutinacién sensible a manosa (MSHA, por sus
siglas en inglés mannose-sensitive haemaglutinin type
IV pili) aceleran, pero no son esenciales, para la unién
ala superficie abiética. Ademas, este estudio indic6 que
el flagelo es requerido para la dispersién a través de la
superficie y que el exopolisacarido VPS (del inglés Vibrio
polysaccharide), componente mayoritario de la matriz,
es necesario para la formacioén de la estructura tridimen-
sional de la biopelicula.’” La importancia del flagelo en
los pasos iniciales de la formacién de la biopelicula por
cepas de V. cholerae 0139 fue también demostrada.?
Un estudio posterior indic6, ademas, la importancia del
MSHA para la formacién de la monocapa por una cepa
de este serogrupo.® El pelo MSHA también es requerido
para la colonizacién eficiente de superficies biéticas,
tales como el exoesqueleto quitinoso del zooplancton,
sustratos quitinosos*! y fibras de celulosa.*

Se ha descrito que el motor del flagelo esta involucra-
do en laregulacion de la expresion del exopolisacaridoy
la formacion de la biopelicula madura,*® de modo que la
motilidad parece influir en el desarrollo de las biopelicu-
las por algunas cepas de V. cholerae O1 y 0139 mas alla
de la unién inicial y el desarrollo de las microcolonias.
Se postulé que el motor actia como un receptor meca-
nico de la rotacién del flagelo para inducir la expresiéon
del exopolisacarido.”® Una disminucién de la rotacién
del flagelo pudiera indicar el comienzo de la sintesis de
grandes cantidades del VPS y la formacion de la biope-
licula.®® En concordancia con esta hipétesis, se reporté
que la progresiéon del estado plancténico al estado de
monocapa ocurre con la aparicién concomitante de una
subpoblacién de células no flageladas (salvajes) o que
carecen de un flagelo activo.? Interesantemente, la qui-
miotaxis también ha sido involucrada especificamente
en la formacién de la monocapa, a través del gen cheY-3
y varias proteinas quimiotéacticas metil-aceptoras.?®

Ademas de MSHA, otros dos pelos contribuyen a la
formacién de la biopelicula por V. cholerae, con la pro-
mocién de las interacciones célula-superficie y célula-
célula: el pelo corregulado con la toxina (TCP, del inglés
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toxin co-regulated pilus)*y el pelo regulado por quitina
(ChiRP, del inglés chitin-regulated pili), denominado
anteriormente PilA.*! La importancia relativa de estos
pelos varia en diferentes condiciones y de cepa a cepa.
El pelo TCP, asociado clasicamente a la virulencia de
V. cholerae y esencial para la colonizacién intestinal,*
esté involucrado en la formacién de microcolonias sobre
la quitina, un sustrato relevante ambientalmente. Un
mutante del pelo TCP de una cepa El Tor es capaz de
formar la monocapa, pero no microcolonias, sobre un
sustrato quitinoso.* Estudios recientes revelaron que
la expresion de los pelos MSHA y TCP es controlada
inversamente en multiples niveles, lo que sugiere la
posibilidad de que los dos pelos promuevan consecuti-
vamente la formacién de la monocapa y la biopelicula
tridimensional.*647

La funciéon de ChiRP est4 menos clara. ChiRP es
requerido para la unién competitiva a una superficie de
quitina (el caparazén de un cangrejo), pero no es nece-
sario para la unién individual a particulas de quitina.*
Se ha postulado que ChiRP pudiera desempenar una
funcién diferente a la adherencia, tal como orientar 6p-
timamente a la célula para la degradacion de la quitina.*!

El componente mayoritario de la matriz de la biope-
licula de V. cholerae es el exopolisacarido VPS y su pro-
duccioén es esencial para el desarrollo de las estructuras
tridimensionales caracteristicas de la biopelicula.?’* En
V. cholerae se ha identificado que la matriz extracelular
de las biopeliculas contiene, ademas del VPS, a las pro-
teinas RomA, RomC y Bapl. Los mutantes que no son ca-
paces de producir estos polipéptidos forman biopeliculas
estructuralmente inestables.?64%%0 Sin embargo, atin no se
ha determinado la funcién especifica de estas proteinas
en la matriz: si median las interacciones célula-célula o
célula-superficie, a través de la unién de carbohidratos
del VPS u otras estructuras celulares.

V. cholerae también puede formar biopeliculas inde-
pendientes del VPS en presencia de calcio®? y en con-
diciones hidrodinamicas,* aunque no se ha identificado
la existencia de otro tipo de exopolisacarido en la matriz
de estas biopeliculas.’! En condiciones hidrodinamicas,
los mutantes en los genes vps forman biopeliculas tri-
dimensionales similares a las desarrolladas por la cepa
salvaje. La formacién de la biopelicula independiente
de los genes vps, en estas condiciones, se debe a la
expresion del gen rpoS, el que regula negativamente la
expresion de vpsA.>

El aspecto menos estudiado en el proceso de forma-
cién de las biopeliculas por V. cholerae es el relacionado
con su dispersién a células individuales. Es aceptado
ampliamente que la formaciéon de las biopeliculas es
ventajoso para los microorganismos en diferentes con-
diciones. Sin embargo, cuando la biopelicula crece en
tamano, las células que residen en las capas mas internas
pudieran no tener acceso a los nutrientes o pudieran
sufrir los efectos de la acumulacién de productos de
desechos téxicos. Por estas razones, la inclusién en la
biopelicula pudiera ser perjudicial, de manera que se
supone que las bacterias deben ser capaces de detectar
y responder a las condiciones ambientales desfavora-
bles y regresar al estado plancténico. Debido a esto, se
considera que la dispersién de la biopelicula debe ser
un proceso altamente regulado que involucre muchos
circuitos receptores. En Escherichia coli se han identi-
ficado varios mecanismos que promueven la dispersién
de las biopeliculas.?® En Pseudomona aeruginosa un
estudio reciente identificé6 una molécula que provoca
la dispersién de las biopeliculas de diferentes especies

bacterianas.’ Un estudio en V. cholerae indic6 que este
proceso es importante para controlar el grosor y la ar-
quitectura de la biopelicula y es mediado a través de la
induccién temporal de los sistemas de quérum sensing
(la capacidad de la célula de percibir una alta densidad
de la poblacién y responder a ella, que se detalla pos-
teriormente), que inhiben la sintesis del VPS, a través
de su regulador terminal HapR.%® Esta proteina no solo
previene la formacién de la biopelicula, sino también
promueve el desprendimiento de las células de estas.®
Un posible mecanismo a través del cual HapR pudiera
ejercer esta funcién es por activacién de la expresion
del gen hapA. Este gen codifica para una hemaglutinina
/proteasa, enzima que promueve el desprendimiento de
V. cholerae de células epiteliales cultivadas.?®% Debido a
que existen varias proteinas que mantienen la integridad
de las biopeliculas dependientes del VPS, HapA pudiera
desempenar una funcién en la dispersion de las biopeliculas
por degradacién de esas proteinas. Por otra parte, sera
interesante determinar la posible contribucién en el
proceso de dispersién de una VPS liasa (cuyo gen codi-
ficador se encuentra adyacente a los otros genes vps),
asi como las senales ambientales y factores reguladores
que controlan su expresion y actividad.

SENALES AMBIENTALES QUE MODULAN EL DE-
SARROLLO DE LA BIOPELICULA POR V. cholerae

En general, la formacién de las biopeliculas es re-
gulada fundamentalmente en los pasos de unién a la
superficie, formacién de la microcolonia, profundidad
y arquitectura de la biopelicula madura.”® Las senales
que regulan los pasos iniciales de la formacién de una
biopelicula difieren entre especies bacterianas y reflejan
el habitat natural de estas. Los ultimos pasos de la ma-
duracién de la biopelicula, que controlan su profundidad
y arquitectura, son regulados por senales conservadas
entre las especies bacterianas y reflejan la fisiologia de
las células en las biopeliculas e incluyen los sistemas
de senales de quérum sensing, represion catabodlica y
ausencia de nutrientes.?® La adhesion a una superficie
y la produccién del exopolisacarido por las bacterias
dependen de la composiciéon organica e inorganica del
medio en el que se desarrollan.?

En V. cholerae se han identificado varios factores am-
bientales que afectan la produccién de las biopeliculas en
diversos pasos, tales como los monosacaridos, el calcio,
hierro, sodio, bilis, glucosa, nucleésidos; asi como tam-
bién, se han descrito numerosas proteinas mediadoras
de esta regulacién.

Senales ambientales presentes en el medio acuatico

Salinidad

V. cholerae puede sobrevivir y reproducirse en algu-
nas fuentes de agua dulce con una muy baja salinidad,
lo que pudiera ser importante en la incidencia de célera
en areas donde la enfermedad es endémica al permitir
la supervivencia del microorganismo en fuentes de agua
potable.®* En un estudio reciente, se determiné que la
salinidad modula la formacién de la biopelicula por V.
cholerae, a través de los reguladores transcripcionales
VpsR y VpsT.f' Se encontré que en un rango intermedio
de salinidad, los genes que codifican para las proteinas
involucradas en la sintesis del exopolisacarido y las pro-
teinas de la matriz estaban sobre-expresados, aunque el
regulador directo de esta respuesta no fue identificado.
Ademas, se encontré que, solo en presencia de una baja
osmolaridad, el regulador transcripcional que controla
la adaptaciéon a los cambios de osmolaridad OscR (del
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inglés osmolarity controlled regulator) reprime la trans-
cripcion de los genes que codifican las proteinas involu-
cradas en la sintesis del exopolisacarido y las proteinas
de la matriz y aumenta la de los genes relacionados
con la motilidad. Solo en condiciones de baja salinidad,
un mutante AoscR fue menos métil y aumenté la for-
macién de la biopelicula.®! Se postul6 que la formacién
de la biopelicula pudiera ser menos beneficiosa para la
bacteria en estas condiciones.

Calcio

Los iones Ca?*, abundantes en los ecosistemas ma-
rinos y de agua salobre, desempenan una importante
funcién en la formacién de las biopeliculas por otros
microorganismos ya que estabilizan directamente las
interacciones inter-celulares.® Se encontré que V. cho-
lerae puede formar una biopelicula independiente de
los genes vps, para lo cual se requieren concentraciones
de calcio en el orden de mmol/L, similares a las que se
encuentran en los ambientes marinos.’! Se piensa que
esta via independiente del VPS sea la preferida en estos
ambientes e involucra interacciones entre el Ca?* y la
cadena O del lipopolisacarido de la membrana externa
(LPS).”? En un trabajo reciente se determiné ademas,
el efecto del calcio sobre la formacién de la biopelicula
dependiente del VPS por V. cholerae.®® En presencia de
calcio, la biopelicula tiene un grosor menor y su super-
ficie es mas irregular. Un andlisis del transcriptoma de
la biopelicula en estas condiciones indicé que el calcio
disminuye la expresién de los genes requeridos para la
producciéon del VPS y las proteinas de la matriz de la
biopelicula y para el sistema regulador de dos compo-
nentes CarSR (del inglés calcium-regulated sensor (CarS)
y regulator (CarR)). Este sistema regula negativamente
la expresién de los genes vps y la formacién de la bio-
pelicula por V. cholerae.®

Quitina

La quitina es el polimero mas abundante en la na-
turaleza después de la celulosa y posiblemente el mas
abundante en el ambiente marino.® Este compuesto
constituye una fuente de carbono, nitrégeno y energia
para los microorganismos marinos, incluido V. chole-
rae.*% La quitina se encuentra en todos los reinos de la
vida y es el componente principal de la pared celular de
los hongos y del exoesqueleto de crustaceos.*! Se demos-
tré que V. cholerae es capaz de formar biopeliculas sobre
superficies quitinosas, dependientes del pelo TCP* La
expresion de un TCP funcional, asociado a la superficie
de la célula, parece ser especifica de la biopelicula, ya
que este solo fue detectado en células crecidas dentro
de esta estructura.** Este resultado coincide con los de
un estudio previo, en el cual no se detectd la induccién
de la expresion de los genes que codifican para el TCP,
asi como tampoco la de los genes vps, durante el creci-
miento en presencia de sustratos conteniendo quitina
0 sus componentes.*!

Norespermidina

Varios reportes sugieren que las poliaminas pueden
funcionar como senales extracelulares o metabdlicas o
ambas que modulan la formacién de la biopelicula. La
norespermidina es una molécula organica que contiene
tres grupos aminos cargados positivamente® a pH 7 y
activa la formacién de la biopelicula por V. cholerae, a
través de las proteinas NspS y MbaA. MbaA es una
proteina integral de membrana que contiene un dominio
periplasmatico y otros citoplasmaticos efectores, la cual
ha sido identificada como un represor de la formacién de
la biopelicula.®® NspS es homologa a una proteina peri-
plasmatica de Escherichia coli que une espermidina.’” La

eliminacién de nspS disminuye la formacién de la biope-
licula y la transcripcion de los genes vps. Se ha propuesto
que lainteraccién del complejo norespermidina-NspS con
la porcién periplasmatica de MbaA disminuye la capaci-
dad de esta para inhibir la formacién de la biopelicula
en V. cholerae.’ Se ha postulado que la norespermidina
sirve de molécula senal extracelular que media la unién
de V. cholerae a las superficies biéticas que poseen este
compuesto, tales como otras bacterias, archaea, plantas
y moluscos.?” Interesantemente, un estudio reciente
identific6 una via alternativa para la sintesis de sym-
norespermidina y espermidina en V. cholerae, la cual es
necesaria para el desarrollo normal de la biopelicula y esta
ampliamente distribuida en las bacterias.®

Monosacaridos

La adicién de manosa a una monocapa de V. cholerae
0139 crecida en un medio minimo con aminodacidos per-
mitié la progresion del estado de monocapa a la formacion
de microcolonias y a una biopelicula tridimensional.*
Aun cuando los monosacaridos no deben encontrarse
en una elevada concentracién en el medio acuatico, se
postulé que la liberaciéon de estos debido a la degradacion
de los polisacaridos existentes en una superficie por las
células presentes en una monocapa pudieran indicar el
progreso al estado de biopelicula tridimensional.® Los
monosacaridos activan la transcripcién de los genes vps
en las células asociadas a las biopeliculas y en menor
proporcién en las células libres. La adicién de manosa,
por otro lado, reprime la transcripcién de flaA (gen que
codifica la subunidad del flagelo) y activa la transcripcién
de los genes vps en células planténicas y asociadas a las
biopeliculas.® Las biopeliculas dependiente de los genes
vps son activadas por monosacaridos, en particular por la
adicién de glucosa y manosa. La galactosa, sin embargo,
no ejerce esta funcién.’® Se ha propuesto que la forma-
cién de la biopelicula dependiente de los genes vps sea
importante en ambientes nutritivos e in vivo.*

Nucleésidos

El regulador CytR, que reprime la adquisicién y ca-
tabolismo de los nucleésidos cuando estos son escasos,
actia como represor de la formacién de la biopelicula en
V. cholerae, a través de la represion de la transcripcion
de los genes vps.™ Se ha propuesto que concentraciones
intracelulares elevadas de nucleésidos, especificamente
de citidina, pudieran promover la formacién de la biope-
licula en V. cholerae.™ Aunque es poco probable que los
nucleésidos sean abundantes en el ambiente acuético, se
ha propuesto que el ADN y sus productos catabdlicos que
pudieran acumularse dentro de la matriz extracelular
de la biopelicula pudieran ser una senal para reclutar
nuevas bacterias hacia esta.™

Indol

El aminoacido triptéfano puede ser hidrolizado por
la enzima triptofanasa para formar indol y piruvato,
los que luego son usados como fuentes de carbono y
nitrégeno en condiciones de escasez de nutrientes. Se
ha propuesto que el indol actie como una senal ex-
tracelular indicadora de la escasez de nutrientes en el
ambiente y se ha descrito que influye en la formacién de
las biopeliculas en varias bacterias.'*?7" En un estudio
con cepas de V. cholerae no-01/0139, se observé que el
indol aumentaba la produccién del VPS en una de estas
cepas.™ Posteriormente, se estudié el efecto del indol
sobre la formacion de la biopelicula por V. cholerae.™ El
indol activé la transcripcién de los genes vps y de los
relacionados con la motilidad, resistencia a protozoos,
utilizacién de hierro y transporte iénico.” Se determiné
la cascada senalizadora del indol, la que incluye la pro-
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teina DksA y los reguladores de la produccién de VPS,
VpsR y CdgA (la funcién de estas proteinas se detalla
mas adelante).” Estos resultados sugieren que V. cholerae
puede responder por igual a la presencia del indol en su
ambiente externo.

Senales del quorum sensing

El quorum sensing (QS), deteccién de quérum o
autoinduccién es un mecanismo que las bacterias usan
para percibir la densidad de la poblacién y sincronizar
la expresiéon génica de la comunidad cuando la den-
sidad celular es elevada.”™™ Este proceso involucra la
produccién, secreciéon y subsiguiente deteccién de molé-
culas difusibles que sirven como senales, denominadas
autoinductores, cuya concentracién aumenta cuando
la densidad celular del organismo que las produce se
incrementa. Una vez que estas moléculas o autoinduc-
tores alcanzan el umbral de la deteccién, son detectadas
por las células e inducen respuestas sincronizadas en la
comunidad, que solo son productivas cuando se llevan
a cabo al unisono por un grupo de células.”™

En V. cholerae funcionan en paralelo multiples circui-
tos de QS que controlan la virulencia y la formacién de la
biopelicula.™® El sistema de QS en V. cholerae usa al me-
nos dos moléculas autoinductoras:*>®* CAI-1 (del inglés,
cholerae autoinducer-1)y AI-2 (del inglés, autoinducer-2).
CAI-1 es producida por la enzima CqsA y desempena una
importante funcién en la regulacién de la biopelicula.
AI-2 es sintetizado por LuxS y a diferencia de CAI-1, no
es necesario para laregulacién de la biopelicula.?® CAl es
producido por varias especies de Vibrio, lo que sugiere
que funciona como una senal intra-género, mientras que
AI-2 es producida y detectada por una amplia variedad
de bacterias y presumiblemente facilita la comunicacién
inter-especies.?% CAI-1 tiene una mayor influencia en
la expresién génica que AI-2 y por lo tanto, se considera
la principal senal de QS en V. cholerae.?

En ellaboratorio, las células cultivadas in vitro alcan-
zan elevadas densidades celulares y los umbrales de de-
teccién de los autoinductores se obtienen facilmente. En
los ambientes naturales o en los hospederos eucariéticos,
donde la abundancia de nutrientes es la excepcién mas
que laregla, probablemente solo se alcancen densidades
celulares lo suficientemente grandes, capaces de activar
los circuitos del QS, en nichos ambientales especificos.
El crecimiento en biopeliculas; sin embargo, debe fa-
vorecer densidades celulares muy elevadas que activen
los circuitos del QS y sus senales deben ser importantes
durante el crecimiento en estas estructuras. De hecho,
se demostré que en células asociadas en biopeliculas
ocurre una induccién del QS mas temprano que en cé-
lulas plancténicas, lo que es importante para el grosor y
dispersion de la biopelicula.’ El mecanismo molecular
que media laregulaciéon de la formacién de la biopelicula
por el QS sera detallado mas adelante.

Senales ambientales presentes en el hospedero

Glucosa

La glucosa es una fuente de energia universal y un
potente inductor de la colonizacién de las superficies
para muchas especies microbianas. Es, ademas, el
principal aztcar producido durante la digestién intra-
luminal de polisacaridos en el intestino delgado.® La
adicién de glucosa a un medio minimo de cultivo de V.
cholerae promueve la formacién de la biopelicula.?"#
El crecimiento en presencia de glucosa da lugar a una
disminucién en las concentraciones celulares del AMP
ciclico. En estas condiciones, se induce la formacién de

la biopelicula, mientras que la adicién de AMP ciclico
conduce a una disminucién en la formacién de la es-
tructura tridimensional. En concordancia, el complejo
regulador global AMP ciclico (cAMP)-proteina receptora
del AMP ciclico (CRP, del inglés cAMP receptor protein),
que media la represion catabdlica,’*? ha sido identifi-
cado como un regulador negativo de la formacién de
la biopelicula por V. cholerae,”* aunque el mecanismo
usado para reprimir la formacién de la biopelicula parece
ser diferente segin la cepa de V. cholerae.”% Ademas,
un estudio reciente mostré que la forma fosforilada del
componente enzimatico I del sistema de transporte de
carbohidratos dependiente del fosfoenolpiruvato (PTS,
del inglés phosphoenolpyruvate transport system)®
reprime especificamente el crecimiento de las células
asociadas en la biopelicula, a través de la represion de
la transcripcién de los genes vps.® La forma fosforilada
del componente enzimético I se acumula debido a la
ausencia de aztcares PTS, tales como la glucosa, manosa
y N-acetil-glucosamina, los que coincidentemente han
demostrado promover el desarrollo de la biopelicula.
Se propuso que esta via reguladora es importante en el
ambiente e intestino humano.

Bilis

La bilis es un importante componente del intestino
humano. En su presencia V. cholerae induce la formacion
de la biopelicula y dentro de ella son més resistentes ala
toxicidad de este compuesto que sus contrapartes planc-
ténicas. La formacién de la biopelicula es dependiente
de los genes vps y de la regulacién post-transcripcional
de su activador transcripcional VpsR.?* Sin embargo, no
se ha identificado al mediador de esta respuesta.

Hierro

El hierro es un nutriente esencial y escaso para las
bacterias. La adicién de agentes quelantes a un medio de
cultivo, a concentraciones que no inhiben el crecimiento
de las células plancténicas, provoca una disminucién de
la produccién de la biopelicula por una cepa de V. chole-
rae El Tor.”” Ademaés, la adicién de agente quelantes de
hierro a un medio de cultivo suprime el cambio a colonias
rugosas en la cepa salvaje. El ARN RyhB, un regulador
post-transcripcional del metabolismo celular del hierro,
es el mediador de este efecto, aunque se desconoce el
mecanismo molecular.®”

Muchas de las senales descritas han sido estudiadas
solo en el laboratorio, de manera que se hace necesario
relacionar las senales identificadas con los ambientes
naturales o del hospedero en los cuales son funcionales.
Igualmente, un estudio de estas senales en el ambiente
natural es critico para entender su funcién en la adap-
tacién de la bacteria a su ambiente.

PRINCIPALES PROTEINAS REGULADORAS INVO-
LUCRADAS EN EL CONTROL DEL DESARROLLO
DE LA BIOPELICULA POR V. cholerae

Diversos andlisis genéticos-moleculares han reve-
lado las proteinas reguladoras y a través de ellas, en
algunos casos, las senales ambientales que afectan la
formacién de la biopelicula en V. cholerae. No obstante,
la mayor parte de los trabajos han centrado su atencién
en la regulacién de la produccién del exopolisacarido.
El proceso de formacién de la biopelicula es complejo
e involucra numerosos reguladores transcripcionales,
particularmente, sistemas de transduccién de senales
de dos componentes y reguladores dependientes de la
densidad celular o QS. El 4cido diaguanilico, un segundo
mensajero intracelular, también ha sido involucrado en
la formacién de las biopeliculas y se ha relacionado con
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el QS y el regulador global CRP** Adicionalmente, los
factores sigma RpoS y RpoN? y la proteina Fis® estan
involucrados en la formacién de la biopelicula, aunque
el mecanismo molecular que utilizan no se describiran
en la presente revision. Un reporte reciente informé que
la formacién de la biopelicula en V. cholerae depende,
ademas, de la presencia del sistema de secrecién TaT?
y del regulador transcripcional LeuO.3

Reguladores de dos componentes

VpsR

El regulador de respuesta VpsR es un regulador clave
en la formacién de la biopelicula por V. cholerae. VpsR
activa la transcripciéon de los genes vps y la formacién
de las estructuras tridimensionales tipicas de la biope-
licula.?®10 Estudios iniciales sugieren que VpsR debe
estar fosforilado para realizar su funcién.** Sin embargo,
la proteina histidina-quinasa receptora que fosforila a
VpsR no ha sido identificada atn, ya que el gen que
codifica para esta no esta unido fisicamente a vpsR. La
caracterizaciéon de la histidina quinasa relacionada ayu-
dara a comprender la cascada reguladora que controla
la expresion de los genes vps y las senales ambientales
que regulan la produccién del VPS.

VpsT

VpsT es un segundo activador de la transcripciéon
de los genes vps, miembro de la familia de reguladores
transcripcionales UhpA (FixJ).1”! Una afectacion de vpsT
conduce a la formacién de colonias lisas y a una disminu-
cién de la expresiéon de los genes vps y la formacion de la
biopelicula.’” Una caracterizacién de los mutantes vpsR
y vpsT revel6 que estos reguladores desempenan dife-
rentes funciones en el establecimiento de la arquitectura
de la biopelicula. El mutante vpsT es capaz de formar
biopeliculas, aunque con una estructura tridimensional
diferente, mientras que los mutantes vpsR y vpsRvpsT
producen solo células aisladas o microcolonias unidas al
sustrato.'® Los regulones VpsR y VpsT son ampliamente
idénticos, aunque VpsR tiene un mayor impacto sobre
la expresion global.'”? De esta manera, VpsR es esencial
para la expresién de los genes vps y la produccién del
VPS y la formacién de la biopelicula, mientras que VpsT
parece tener un papel auxiliar, quizds aumentando la
actividad de VpsR. De hecho, en biopeliculas crecidas
en condiciones hidrodindmicas, en las que se reduce el
efecto de la densidad celular al disminuir la acumulacién
de autoinductores, un mutante vpsT es capaz de formar
una biopelicula bien desarrollada, lo que sugiere que la
regulacién de la formacién de la biopelicula por vpsT
es més sensible a los efectos de la densidad celular.!%?

De hecho, recientemente se demostré que a una
densidad celular elevada se reprime la transcripcién del
gen vpsT, pero no vpsR.1%® Un trabajo reciente vincul6
directamente la expresiéon de los genes de virulencia
y sintesis del VPS, a través del regulador de la viru-
lencia AphA. Este regulador se requiere para activar
la expresién de tepP, cuyo producto génico activa a
su vez todos los genes de la virulencia incluyendo a
los responsables de la sintesis del TCP y la toxina del
cblera y se demostrd que se une a la regién promotora
de vpsT.'" Ademas, un mutante del gen aphA posee
niveles mas bajos de expresién de vpsT, asi como de
formacién de la biopelicula.'® Un reporte reciente indi-
c6 ademas que VpsT regula inversamente la motilidad
y la produccién de la matriz extracelular en respuesta
al segundo mensajero c-di-GMP'%® Sin embargo, no se
ha determinado atun si VpsR y VpsT son reguladores
directos de los genes vps.

VpsS.

La proteina receptora histidina quinasa VpsS contro-
la la formacién de la biopelicula en V. cholerae a través
de la activacién de la expresion de los genes vps.1% VpsS
es una proteina receptora histidina quinasa hibrida que
contiene dominios histidina quinasa y de respuesta,
pero carece del dominio histidina fosfotransferasa. Esta
proteina acttiia a través de la proteina LuxU, que esta
involucrada en la cascada de transduccion de senales del
QS en V. cholerae. VpsS requiere ademas del regulador
de respuesta LuxO para activar la expresion de los genes
vps y regula positivamente la transcripcién de los genes
vpsR y vpsT. La induccién de los genes vps por VpsS
es independiente de HapR.!% Se ha sugerido que VpsR
necesita ser fosforilado para activarse,* por lo cual sera
interesante determinar si VpsS fosforila directamente
a VpsR, asi como identificar las senhales ambientales a
las que responde VpsS.

Reguladores dependientes de la densidad celular o0 QS

Las especies de Vibrio usan el QS para controlar nu-
merosas caracteristicas grupales, incluyendo la luminis-
cencia, la virulencia y la formacion de las biopeliculas.!?
A diferencia de otras especies de patégenos que inducen
la produccién de factores de virulencia o la formacién
de la biopelicula o ambos procesos cuando se alcanza
una densidad celular elevada, en presencia de los auto-
inductores del QS, V. cholerae reprime estos fenotipos.1%

V. cholerae El Tor utiliza tres sistemas de QS para
determinar la densidad de su poblacién. En un sistema
el receptor CqgsS detecta a la molécula CAI-1 y en un
segundo sistema, el complejo receptor LuxPQ responde
ala molécula AI-2.84108 E] tercer sistema esta compuesto
por los reguladores dependiente de la fase de crecimien-
to VarSA-CsrA/BCD,® pero no se ha determinado la senal
a la que responde.

A una densidad celular baja, en ausencia de auto-
inductores, los receptores CqgsS y Lux@ actian como
quinasasy se auto-fosforilan y transfieren el fosfato a la
proteina LuxU que a su vez, lo transfiere al regulador de
respuesta LuxO. Esta proteina fosforilada, junto al factor
sigma 54, activa la transcripcioén de los genes que codi-
fican cuatro ARNs pequenos denominados Qrrl-4 (del
inglés, quorum regulatory RNA). Estos ARNs, junto con
la chaperona Hfq, desestabilizan el ARN mensajero que
codifica para el factor transcripcional HapR.5"# Por otro
lado, a una densidad celular baja, la quinasa receptora
VarS es inactiva y no fosforila al regulador de respuesta
VarA. Cuando VarA esta defosforilado es incapaz de in-
activar la transcripcién de los genes que codifican para
los ARN reguladores CsrBCD, que se unen a CsrA. Como
consecuencia, el regulador post-transcripcional CsrA
estd libre en el citoplasma y activa a LuxO y por lo tanto,
la expresion de los genes grr, ocurriendo la represién de
la expresion de hapR. El mecanismo exacto por el cual
CsrA activa a LuxO no se conoce. De esta manera, a bajas
densidades celulares, la proteina HapR no se produce
y por lo tanto, los genes reprimidos por esta proteina se
expresan y los activados no lo hacen. Ademaés, recien-
temente se demostré que a bajas densidades celulares,
LuxO fosforilado regula positivamente la expresién de
los genes vpsR y vpsT,% a través de un mecanismo que
no ha sido determinado atn.

A densidades celulares elevadas, los receptores CqsS
y LuxPQ unen a sus autoinductores y este evento hace
que estas proteinas cambien sus actividades de quinasas
a fosfatasas. El fosfato es eliminado de LuxO a través
de LuxU. La proteina LuxO defosforilada no activa la
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transcripcién de los genes grr, y en ausencia de los ARNs
Qrr, el ARN mensajero de hapR se traduce a la proteina
HapR. Ademas, bajo esta condicién, VarS se activa y fos-
forila a VarA. Esta proteina fosforilada activa la expresion
de los genes que codifican los ARN reguladores CsrBCD.
Estos ARN se unen a CsrA, evitando que pueda unirse a
sus genes blancos. Esto disminuye la actividad de LuxO
y por lo tanto, disminuye la expresiéon de los genes qrr
y se potencia la expresiéon de hapR. De esta manera, a
elevadas densidades celulares, HapR se produce y se une
al ADN de los promotores de sus genes diana y regula
la expresién génica.?284103,108,109

En células de V. cholerae del biotipo El Tor, a una den-
sidad celular elevada, HapR reprime la expresién del gen
que codifica para el activador VpsT, lo que conduce a una
disminucion de la formacion de la biopelicula.*883100,101,108
HapR también controla la expresiéon de vpsR en algunas
cepas.”® Los mutantes de HapR, de hecho, son mas rugo-
sos y presentan una mayor expresion de los genes vps
que la cepa salvaje y forman biopeliculas méas gruesas
y compactas que la cepa salvaje.?29:108

Mutantes del QS que sobreproducen VPS muestran
una gran disminucioén en la habilidad para escapar de la
biopelicula,®?5510 Jo que indica que el QS es importante
para la dispersiéon. Ademas, los mutantes hapR no colo-
nizan efectivamente el intestino en un modelo de ratén
neonato®>!!! y se ha sugerido que esto se deba a la inca-
pacidad que tienen estos mutantes de reprimir los genes
co-regulados con la biopelicula dentro del hospedero. La
importancia de la regulacién por el QS en la biologia de
V. cholerae, quedé demostrada recientemente, cuando
se descubrié que en las cepas del biotipo clasico, que
presentan una mutacion en hapR,''? existe una respuesta
dependiente del QS (a través de las moléculas CAI-1y
AI-2),independiente de HapR, que reprime la expresion
del VPS en presencia de elevadas densidades celulares.®?

Regulacion de la formacion de la biopelicula a través
del c-di-GMP

El monofosfato ciclico de diguanosina (c-di-GMP, por
sus siglas en inglés cyclic diguanylic acid) es un segundo
mensajero ubicuo, regulador central de la transicién del
estado de vida libre, motil, a la formacién de una biopeli-
cula en muchas bacterias,'® incluyendo a V. cholerae.!'4115
La produccién y degradaciéon del e-di-GMP es controlada
por las enzimas diguanilato ciclasas (DGCsas, por sus
siglas en inglés diguanylate cyclases) y fosfodiesterasas
(PDEsas, por sus siglas en inglés phosphodiesterases),
respectivamente.!’® Los vibrios, en particular, contienen
un nimero mucho mayor de DGCsas y PDEsas que
otras bacterias!® y la abundancia de estas enzimas en V.
cholerae revela que la senalizacién a través del c-diGMP
desempena una importante funcién en la adaptacién de
los vibrios a los diferentes ambientes.!’” Estas protei-
nas generalmente son modulares y ademas de poseer
los dominios con la actividad enzimatica, poseen una
variedad de dominios receptores que probablemente
reciben diversas senales del ambiente. Se piensa que
estas senales sean transducidas como una alteracién de
la actividad enzimatica que a su vez pudieran resultar en
fluctuaciones locales o globales de las concentraciones
del c-di-GMP, que pudieran provocar ajustes del com-
portamiento de la célula.!'3117

En la mayoria de los organismos y de las proteinas
homologas, mutaciones de los genes que codifican las
DGCs disminuyen la formacién de la biopelicula, mien-
tras que mutaciones de los genes que codifican las PDEAs
aumentan la formacion de la biopelicula.!® Asi, las DGCs

generalmente promueven la formacién de la biopelicula
mientras que las PDEAs la inhiben, lo que indica que el
c-di-GMP es un regulador positivo de la formacion de la
biopelicula. En V. cholerae, incrementos de la concentra-
ci6én del e-di-GMP aumenta la formacién de la biopelicula
estimulando la transcripcion de los genes vps y los regula-
dores transcripcionales vpsR y vpsT.''411¥ Mutantes de los
genes que codifican para las PDEsas mbaA, rocS, cdgC,
cdpA y vieA muestran también una mayor formacién de
la biopelicula, debido probablemente a un aumento de la
concentracion de c-diGIVIP%8114.115,120-122

Recientemente, la senalizaciéon a través del c-di-GMP
en V. cholerae se ha relacionado con otras dos vias regu-
ladoras, el QS!%!% y la regulacién catabdlica mediada
por el cAMP-CRP% En particular, el QS y el c-di-GMP
actuian reciprocamente sobre la formacién de la biope-
licula: el QS reprime y el c-di-GMP activa el desarrollo
de esta estructura. Evidencias recientes muestran que
el regulador terminal del QS, HapR, producido en den-
sidades celulares elevadas, reprime la formaciéon de la
biopelicula por dos mecanismos diferentes.!®® Primero,
HapR controla la transcripcién de 14 genes que codifican
para un grupo de proteinas que sintetizan y degradan
el c-di-GMP, lo que resulta en una reduccién neta de
la concentracion celular del c-di-GMP a una densidad
celular elevada y por lo tanto, una disminucién de la
formacién de la biopelicula. Segundo, HapR se une di-
rectamente al gen vpsT y reprime su expresion, lo que
da lugar también a una disminucién en la formacién
de la biopelicula. Ademas, se demostré que las cepas
clasicas y El Tor utilizan mecanismos diferentes para
controlar la concentraciéon del c-di-GMP y la formacién
de la biopelicula.'?

El complejo regulador AMPc-CRP se ha identifica-
do como un regulador negativo de la formacién de la
biopelicula a multiples niveles, aunque el mecanismo
utilizado parece depender de la cepa analizada.?* Pri-
mero, el complejo AMPc-CRP regula negativamente la
formacién de la biopelicula a través de la activacién de
la expresién de hapR, el que a su vez regula negativa-
mente la expresién de los genes biosintéticos del VPS
y la de los genes codificadores de las proteinas de la
matriz de la biopelicula; asi como la de los genes cdgA,
vpsT y dependiendo de la cepa de vpsR. Segundo, el
complejo AMPc-CRP también regula negativamente la
expresion de vpsR, cdgA y rbmC por unién directa a la
regién de sus promotores. Ademas, se determiné que el
complejo AMPc-CRP regula la expresién de 10 genes
codificadores de DGCs y PDEAs y se demostrd, por un
andlisis fenotipico de mutantes, que la DGC CdgA es la
mediadora fundamental de la regulacién negativa de
la formacién de la biopelicula por este complejo. Este
resultado evidenci6 la conexién entre la senalizacién
del AMPc y el c-di-GMP en V. cholerae.!®?

Aunque se han identificado muchas enzimas DGCs
y PDEAs involucradas en la formacién de la biopelicula,
las senales a las cuales estas proteinas responden perma-
necen desconocidas, asi como el mecanismo por el cual
se controla su expresion o actividad. Una de las senales
que ha sido implicada en la regulacién de la formacién
de la biopelicula a través del c-di-GMP es la poliamina
norespermidina, mediante MbaA. La eliminacién del gen
mbaA provoca un aumento en la formacién de la biope-
licula y en la transcripcién de los genes que codifican
para las enzimas involucradas en la sintesis del exopo-
lisacarido.f768114121 Se piensa que MbaA funcione como
una fosfodiesterasa especifica del c-di-GMP, aunque esto
no se ha demostrado experimentalmente.
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El mecanismo usado por el c-di-GMP para regular
la formacién de la biopelicula en V. cholerae es uno de
los mayores enigmas en la actualidad. Uno de los me-
canismos identificados en otros microorganismos es la
modulacién de la actividad enzimatica de la proteina a la
que se unen. En los Gltimos anos, se han reconocido otros
tres tipos de blancos del c-di-GMP: los dominios Pilz,
PelD y los riboswitches.’?* En V. cholerae existen cinco
proteinas que poseen dominios PilZ y dos de ellas, P1zC
y PlzD, se unen al c-di-GMP y regulan la formacién de
la biopelicula, entre otros procesos.!? Asi, las proteinas
con dominios PilZ pueden funcionar como receptores
de c-diGMP y regular los procesos dependientes del
c-diGMP en V. cholerae. Sin embargo, el mecanismo
exacto a través del cual ellas regulan la formacién de la
biopelicula no ha sido dilucidado. Un trabajo reciente
identificé a VpsT como receptora directa del c-di-GMP,
la que cambia su oligomerizacién una vez que se une a
esta molécula.!®®

CONTRIBUCION DE LAS BIOPELICULAS A LA SU-
PERVIVENCIA AMBIENTAL DE V. cholerae

Las bacterias en el ambiente acuatico se hallan rara-
mente en estado libre, mas bien, estdn asociadas con las
superficies, lo que evita que sean arrastradas.®? V. chole-
rae es un habitante natural de diversos ambientes acua-
ticos, incluyendo lagos, rios, estuarios y océanos.? Se ha
encontrado como células individuales en la columna de
agua y como células asociadas en biopeliculas unidas a
superficies del fitoplancton, zooplancton, crustaceos y
plantas acuaticas.!?3 La importancia de la asociacién de
V. cholerae en los ambientes acuaticos estda demostrada
por larelacién directa que existe entre el aumento de las
poblaciones de vibrios y el florecimiento del fitoplanc-
ton y zooplancton,!®*4° asi como con los factores fisicos
que los dirigen.*:%2 Experimentos de microscosmos
en el laboratorio sugieren que las células de V. cholerae
forman biopeliculas en superficies biéticas y abiéticas
y de esta manera, se protegen con la barrera del VPS.3¢
Las biopeliculas de V. cholerae formadas durante estas
asociaciones pueden ayudar en la supervivencia de la
bacteria, ya que estas ofrecen protecciéon a diferentes
factores ambientales adversos tales como la depredacion
por protozoos,*? luz ultravioleta,** agentes oxidantes!#
y metales toxicos.46

Se ha postulado que la capacidad de V. cholerae
de formar biopeliculas contribuye a las epidemias de
célera, al potenciar su persistencia ambiental en los
reservorios acuaticos. Se demostré que cepas de los se-
rogrupos de V. cholerae O1 y O139 sobreviven alrededor
de un ano, mayormente en estado no cultivable, unidas
a biopeliculas, en ecosistemas adyacentes a la costa de
la Bahia de Bengala, lo cual explicaria por qué el célera
es endémico en esa region geografica.?® Un reciente es-
tudio epidemiolégico y ecolégico en las villas costeras
de la Bahia de Bengala, realizado entre las epidemias
que han ocurrido estacionalmente, indicé que la mayor
parte de las aguas que se usan como fuentes de agua po-
table contenian células de V. cholerae O1, no cultivables
y unidas a biopeliculas.!” Estudios posteriores también
mostraron que las células no cultivables de V. cholerae
O1 presentes naturalmente en las biopeliculas estaban
mas adaptadas a los ecosistemas acuaticos comparadas
con las células de V. cholerae secretadas en las heces de
célera expulsadas al ambiente acuatico.? Sin embargo,
aun no se ha dilucidado completamente la retencién
del potencial patogénico de las células presentes en
las biopeliculas.

Se ha postulado que el crecimiento de V. cholerae en
biopeliculas en el ambiente también contribuye a su
transmision, a través de la acumulacién y dispersiéon de
grandes numeros de microorganismos, lo cual facilita
que se alcancen las dosis infectivas adecuadas.'*® Una
evidencia que apoya esta teoria es la disminucién del
numero de casos de célera en una villa de Bangladesh,
luego de la filtracién de agua potable a través de una
tela con un tamano de poro mayor que 20 um, debido
probablemente a la remocién de los ensamblados de V.
cholerae.'?1% ITgualmente se ha observado una estrecha
correlacién entre la altura de la superficie del mar en la
Bahia de Bengala y las epidemias de célera en Bangla-
desh. Esto puede ser explicado porque el agua de mar
al inundar los estuarios adyacentes, lleva particulas y
plancton colonizado con V. cholerae en forma de biopeli-
cula que en Gltima instancia introducen la bacteria a los
ecosistemas de agua salobre.?®? Se ha descrito ademas,
que grupos multicelulares de V. cholerae, parecidos a
biopeliculas, son expulsados en las heces de humanos,?
lo que puede ser una manera eficiente de entregar dosis
infectivas del patégeno. De esta manera, la formacién de
las biopeliculas por V. cholerae es muy importante en su
ecologia y en la epidemiologia del célera; sin embargo,
su funcién durante la infeccién en humanos no se ha
establecido claramente.

POSIBLE FUNCIf)N DE LAS BIOPELICULAS DURAN-
TE LA INFECCION DE V. cholerae

Las biopeliculas bacterianas se encuentran genera-
lizadas en la naturaleza y existen en una variedad de
ambientes incluyendo los suelos y sedimentos, asi como
la piel, boca e intestino humanos. Aun cuando se conoce
mucho sobre la composicién, estructura y metabolismo
de las biopeliculas orales, su estudio ha sido grandemen-
te olvidado en el tracto gastrointestinal.'5%-152

En el caso de V. cholerae no se ha reportado que
forme biopeliculas en el intestino durante su coloni-
zacién, pero se ha informado que forma agregados de
estructura parecida a estas.® Estudios en animales
sugieren que este fenémeno es importante en algunos
modelos de infeccién,'”® mientras que otros apuntan a
que no es esencial para la colonizacién en el modelo de
ratén neonato.?> Sin embargo, una serie de evidencias
indican que la biopelicula si pudiera desempenar un
papel significativo durante el crecimiento de V. cho-
lerae in vivo al cumplir varias funciones. En primera
instancia, durante la infeccién inicial del hospedero,
probablemente las células se encuentren formando
parte de una biopelicula'®® y en esta estructura son mas
resistentes al acido que las células plancténicas.?? Esto
pudiera promover su supervivencia durante el paso
por el estémago. Ademas, se ha demostrado que las
células de V. cholerae forman biopeliculas en presencia
de bilis y dentro de esta estructura son maés resistentes
a la toxicidad de este compuesto que sus contrapartes
plancténicas.?* Sin embargo, al alcanzar el intestino, se
requiere la dispersién de la biopelicula, activada por el
QS, a células individuales para colonizar efectivamente
el epitelio intestinal e iniciar la produccién de los factores
de virulencia.?>» Abandonar la estructura de la biopeli-
cula para poder colonizar la superficie intestinal debe ser
un paso critico para las células de V. cholerae, ya que en
los casos en que este proceso esta afectado, la eficiencia
dela colonizacién intestinal disminuye.??% Este patrén se
repite mas tarde en la infeccién cuando la densidad de la
poblacién ha aumentado en el intestino y las senales del
QS promueven la dispersién a células individuales. Es-
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tas células pueden reiniciar la colonizacién de regiones
adicionales en el intestino.?? De modo interesante, se ha
sugerido que para una eficiente colonizacién intestinal
es necesario una regulaciéon temporal de la produccién
del VPS in vivo.'»® Ademas, en un modelo animal la ex-
presion de los genes que codifican para el VPS se indujo
in vivo.* No obstante, se deben realizar mas estudios
para determinar la funcién de las biopeliculas de V.
cholerae durante la infeccién en los diferentes modelos
animales disponibles y con diferentes cepas.

CONCLUSIONES

En numerosos estudios in vitro se han dilucidado
las senales ambientales, los circuitos de transduccién de
senales y efectores que son requeridos para la formacién
de la biopelicula por V. cholerae. Debido a que se propone
que launién de V. cholerae a las superficies en el ambiente
es un factor crucial en su supervivencia en los sistemas
naturales, se hace necesario realizar estudios que develen
los mecanismos de transduccién de senales que controlan
la formacién de la biopelicula por V. cholerae en los nichos
humanos y marinos. Esto contribuira a entender los me-
canismos subyacentes en la emergencia y re-emergencia
de este patégeno.

Aun cuando se han realizado notables avances en el
conocimiento de las senales ambientales que regulan
la formacién de las biopeliculas por V. cholerae in vitro,
no se han dilucidado todos los mecanismos molecula-
res que median la respuesta a estas senales; asi como
tampoco el efecto de otras senales importantes in vivo
tales como la concentraciéon de oxigeno, acidez y tem-
peratura. Ademas, se hace necesario determinar cémo
interactuan los diversos sistemas reguladores descritos
y la significacién en el ambiente y en el hospedero de
las senales estudiadas in vitro. Ademas, sera importante
determinar los factores que median la dispersién de las
biopeliculas de V. cholerae y su regulacién con la finali-
dad de desarrollar nuevas herramientas para controlar
la enfermedad.
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