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INTRODUCCION OBJETIVO

(1). Laaceptacion del estado VNC como parte integrante de un ciclo de vidarequiere lacomprobacion

Inequivoca de que las células VNC revierten al crecimiento vegetativo. Esta exigencia plantea un )
problema metodol 6gico complg o, dada la heterogeneidad de | as poblaci ones bacterianas compuestas celulares heterogeneas
por mezclas de células cultivablesy no cultivables.

fracciones homogéneas de céulas cultivablesy no cultivables a partir de poblaciones

Siegele et al. (2) han propuesto un método de separacion de células cultivables y no cultivables

por centrifugacion en gradiente de densidad de Renografin-76+ (Radioselectan o Urografin). Se )

asume que la toxicidad de los medios de contraste iodados i6nicos es nulao muy baja (3), si bien RESULTADOSY DISCUSION

Fanning et al. (4) alertan del efecto toxico del Urografin sobre células eucariotas, Recientemente, L a centrifugacion de poblaciones celulares en gradiente de densidad origind la aparicion de diversas
Desnues et al. (5) han utilizado este método de fraccionamiento para obtener poblaciones no bandas (Figura 1y Tabla 3).

cultivables para su posterior caracterizacion.

Figural

Tabla 3

Localizacion de las bandas Concentracion de
(cm desde la parte superior) Urografin (%)

MATERIALESY METODOS ' 1 0-1,10 24,45-34,87
Suspensiones celulares. Suspensiones de Escherichia coli CECT 416: 1) crecidas en M9 + 0,2% de 1;21?2 i:ié
glucosa, TSB 0 LB y recogidas en distintas fases de la curva de crecimiento (8-14 h; 1 d, 8-10 d; | 76220 19.08.413.25
>100 d de incubacion a 37°C), ii) tras exposicion asituaciones de estrés (pH 2,5; ayuno) y iii) mezcla 2.20-3.08 43.29-47.50
(50% fase estacionaria + 50% mantenidas 100 d en TSB). Densidad final de |las suspensiones, . 3,08-3,52 47,50
10° células/ml. 3,52-4,40 60,04
Gradiente discontinuo de Urografin (Urografin 76%, Shering Alman) segun Siegele et al. (2)
con modificaciones (Tabla 1). Centrifugacion a 28.000 r.p.m. (Centrikon T-2190, rotor TFT 28.38, La separacion de las fracciones celulares, en gradiente de Urografin, se atribuye a que en una poblacion
Kontron Inst.), 4°C, 14 h. Tras la centrifugacion, medir la ubicacion de las bandas, recoger las heterogenea, entre otras diferencias, las células presentan distintas densidades (7, 8). Recientemente,
células y resuspender en tampon PBS (4°C) y cuantificar las fracciones celulares en cada banda. Siegeleet al. (2) y Desnues et al. (5) sugieren que las células cultivables son mas ligeras que las células
Toxicidad de las soluciones de Urografin. Peri6dicamente se enumeraron las células de fase | || N0 cultivablesy, por tanto, ambos tipos de celulas se situaran en diferentes niveles en un gradiente de
exponencial mantenidas en PBS estéril 0 en soluciones A 6 F de Urografin (Tabla 1). Incubacion Urografin. En este trabajo, tras la centrifugacion de cultivos de fase estacionaria crecidos en LB,
a4 6 25°C durante 24 horas. obtuvimos 2 bandas (Figura 2). En lazona alta del gradiente se recogieron mayoritariamente las celulas

cultivables mientras que |a banda situada en la zona baja del gradiente estaba fundamentalmente
constituida por células no cultivables.

Cuando se estudiaron otras suspensiones celulares (ver

o _ _ Material y Métodos), €l numeroy localizaciondelas § Figura?2
Cuantificacion de células. Numero total de bacterias, TDC (6); nUmero de bacterias con membrana bandas varié segin el origen de las células (Figura 3).

citoplasmaticaintacta, MEMB+ (Live/Dead BacLight™ kit, Molecular Probes); nUmero de bacterias Si bien, las bandas 5 e inferiores (Tabla 3), cuando
cultivables sobre Agar TSA, UFC; porcentajes de fracciones celulares (Tabla 2). aparecian, estaban mayoritariamente constituidas por

células NC y la mayor parte de las células cultivables <N
Tablal Tabla 2 Se recogieron en labanda 1.

Standard externo de densidad. Density Marker Beads (DM Bs, Amersham Biosciences) en
gradientes de Urografin, sacarosa (60-80%) y gradiente isosmotico preformado de Percoll (Amersham
Biosciences).
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Urografin (%, v/v) (ml)
. . UFC x 100
A 24 45 2.0 Células cultivables (C) T TDe

30,66 2,0 Células no cultivables (TDC —UFC)x 100
34,87 2.0 (NC) TDC

39,08 2,0 Células viables no (MEMB* — UFC) x 100
43,29 2.0 cultivables (VNC) TDC
47,50 2,5 (TDC - MEMB*) x 100

53.20 X Células no viables (NV) DO
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Densidad celular

G > 90%
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cutvo 2 yy| | 50-90%
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RESULTADOSY DISCUSION

A partir de estos resultados se destacan varios hechos:

1. Tanto los resultados presentados por Siegele et al. (2) y Desnuesetal. | Fouras

, . . 0 20 40 60 80 100% 0 20 40 60 80 100% 0 20 40 60 80 100% 0 20 40 60 80 100%
(5) como los nuestros muestran que las bandas no estan constituidas Fase exponencial [ e | P50 oStacionaria [ 20° pH 2,5 20°C 4 d 37°C NaCl 0.9%
exclusivamente por un tipo de células, cultivableso NC, s no que presentan A = [ mm— [ | ——
cierta heterogeneidad con predominanciade uno u otro tipo celular (Figuras — |2 — |, — |2 — |2
2y 3) 3 3 P —— 3 3
3 10 i 4 ; 4
:: 5 ; ] 5 ————— : ] 5 ; ] 5
2. El Urografin gjerce un efecto toxico sobre las células que se reflegja en SN A A Ty | — T | —
- , . . . 7 7 7 7
un aumento del numero total de células NC obtenido a finalizar el proceso
. , . , 0 20 40 60 80 100% % 0 . . %
(sumatorio de células NC de las diferentes bandas) respecto a NUmero de |  Fase exponencial ————————— Fase sstacionaria [————— = 20 50 B 100hce estacionaria | -2 L T
él I NC . al t I d 4 L t . . 7 b (TSB) o (TSB) % 100 dias (TSB) b (TSE) + 100 dias Wm///////////////
células NC previo a protocolo de separacion. La caracterizacion en base ) 1 1 (TsB) )
alaactividad (MEMB) de las células recogidas en | as bandas atas mostro T |, 7 |, 1, T |»
un incremento de las fracciones NV y VNC con respecto ala suspension 3 |- 3 3 3
celular inicial. La permanencia en soluciones de Urografin afectd | |,/ |. .3 . . ! — |
negativamente la cultivabilidad (Figura 4) siendo este efecto directamente 5 > ] 5 S e I . 5=‘
- Y- ' : B 6 ol 6 [———— | 6 ———— | - U 6
I 7 7 7] 1
depend e|_1t_e ,de Ia_concentraa on de Urografin, dd tiempoy de latemperatura U ) U i v i : i
de exposicion (Figuras4y 5).
Figura4
100 100 ., , .
Urografin 26,45% Urografin 47,50% Solucion 3. Aparentemente, la separacion delascélulasen Figura 6
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Urografin no se produce exclusivamente en base
a la densidad, dado que cuando se compara la
ubicacion de las bandas de controles externos de
densidad (DMBs) los resultados presentan
disimilitudes. Tanto en el gradiente de Percoll,
¢ w || como en el de sacarosa, las DMBs se colocaron, [l o, o
— | w alo largo del gradiente, ordenadas de acuerdo con 1,074 gim
¥ vNe £ su densdad (ver Figura6). En € caso de gradientes
de Urogrefin, las DBM's se organizaron de acuerdo 1110 o
con su densidad pero las bandas generadas Bl
siguieron un orden distinto a observado con los
otros gradientes estudiados (ver Figura 6).
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