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Introduccién. Las vesiculas extracelulares (VE’s) son un
conjunto heterogéneo de estructuras membranosas secretadas
por bacterias tanto Gram (+) como Gram (-); y aunque Ssu
biogénesis hasta el momento es una interrogante, se sabe que
su liberacion puede ser constitutiva o consecuente a la
estimulacion celular por estrés fisico o quimico (1,2). Una gran
variedad de VE’s son producidas por bacterias patdégenas y no
patégenas (3); en estas Ultimas, su composicion, funcion y
especificidad han sido pobremente caracterizadas (2,4). Sin
embargo, su estudio ha llamado la atencién ya que pueden ser
utilizadas como sistemas de entrega de moléculas a células
blanco. En nuestro grupo de trabajo, mediante microscopia de
transmision electronica (TEM), se observo que la agitacion de
resonancia acustica (RAM) promueve la liberacion de VE’s en
Escherichia coli (Origami) productora de una fosfolipasa A2. Sin
embargo, su produccion no habia sido caracterizada (4). Por lo
anterior, el objetivo de nuestro proyecto es obtener, cuantificar y
caracterizar a las VE’s de E. coli (Origami) en condiciones de
agitacion por resonancia acustica, para proponer sus futuras
aplicaciones en el area de los biomateriales.

Metodologia. Se realizaron cinéticas de crecimiento de E.coli
(Origami) rPLA2 en matraces de 250 mL con medio mineral
modificado del reportado (5). Los matraces se incubaron a 37
°C bajo dos condiciones de agitaciéon orbital (AO) 200 rpm y
RAM 18 g, tomando muestras de 10 mL de medio durante los
tiempos 5, 10 y 15 para monitorear la obtencién de VE'’s. Las
muestras recolectadas fueron centrifugadas para separar la
mayor parte del contenido celular y recuperar el sobrenadante
del cultivo, al cual se afadié 1 yL de PMSF 0.1 mM. Por ultimo,
se procedié a concentrar las VE’s mediante ultracentrifugacion
a 35,000 g en gradientes de sacarosa. El pellet obtenido se
resuspendi6 en PBS 1X. De la suspension de VE’s, se
colocaron 200 pL en una celda de cuarzo para analizar el
tamafio de particula por Dispersion Dinamica de Luz (DLS).
Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Resultados.
A) El cultivo de E. coli (Origami) rPLA2 en medio mineral,
bajo RAM alcanza 6.34 g/L de biomasa.

Tabla 1. Comparacién de parametros cinéticos del crecimiento de E.coli
(Origami) rPLA2 en medio mineral en OM 200 rpm y RAM18 g.

Agitacion Orbital (200 rpm)  RAM (18 g)
KL ainicial 80 ht 295 ht
D.O max (U.A) 4.94 £ 0.02 13.31+0.58
X méax (g/L) 2.35+0.01 6.34 +0.28

p(ht) 0.442 + 0.006 0.274 £ 0.002
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Fig. 1. Cinética de crecimiento de E.coli (Origami) rPLA2 en medio
mineral bajo RAM 18 g (circulos vacios). Los circulos llenos muestran
cultivos bajo AO a 200 rpm.

B) Se observaron VE’S producidas en E. coli (Origami)
rPLA2 bajo AO y RAM, después de 10 h de cultivo,
obteniéndose estructuras de entre 105 hasta 147 nm.

Tabla 2. Diametro promedio (nm) de las VE'S obtenidas en AO (200
rpm) y RAM (18 g), determinado por DLS.

Agitacion Orbital 200 rpm RAMbio 18 g
Tiempo (h) Diametro + DS (nm) Diametro + DS (nm)
5* no detectadas no detectadas
10 113.00 + 8.14 128.5+9.94
15 117.3+2.54 131.8 + 16.59

Conclusiones. La agitacion por resonancia acustica tiene un
efecto favorable sobre el crecimiento de E. coli (Origami)
rPLA2, obteniéndose 2.7 veces mas biomasa que en un
sistema de agitacion orbital. Aunque, la velocidad de
crecimiento es menor (40%). Es importante notar que los KLa
iniciales son distintos de ahi la mejora en la acumulacion de
biomasa. En ambas condiciones de agitacion se obtuvieron
VE’'s, las cuales presentaron una densidad aproximada de 1.12
g/mL obtenido del gradiente de sacarosa. Observandose que la
acumulacion de VE's ocurre en ambos sistemas de agitacion
después de 5 h de cultivo, y cuyas estructuras presentaron,
entre 105 hasta 147 nm.
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