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RESUMEN 

 

 

Listeria monocytogenes es una bacteria patógena capaz de formar biopelículas en superficies 

en contacto con los alimentos, representando un riesgo para la inocuidad alimentaria. El desarrollo 

de las biopelículas es un proceso complejo que involucra sistemas de señalización como la proteína 

PrkA, una serina/treonina cinasa que regula la expresión de factores de virulencia que favorecen la 

adhesión célula-célula y célula-superficie. El uso de flavonoides se ha listado dentro de las 

estrategias para el control de la virulencia bacteriana y en particular para la inhibición de cinasas. 

Por lo que el objetivo del presente trabajo fue demostrar que la inhibición de la PrkA mediante el 

flavonoide quercetina puede afectar la virulencia y formación de biopelículas de L. monocytogenes. 

Nuestros resultados muestran que este compuesto fue capaz de inhibir por completo la formación 

de biopelículas en superficies de acero inoxidable a concentraciones de 0.8 mM. Mientras que a 

una concentración sub-inhibitoria (0.2 mM) redujo el contenido de proteínas de la matriz 

extracelular (41% respecto al testigo), afectando la organización espacio-temporal y maduración 

de las biopelículas. Mientras que el análisis de RT-qPCR reveló que el tratamiento con la quercetina 

reprimió la expresión de genes que modulan la respuesta al estrés (sigB) y virulencia (prfA, inlA, 

inlC y actA), los cuales además participan en la formación y resistencia de biopelículas en este 

patógeno. Estos genes se inducen por la señalización de la PrkA, por lo que esta proteína fue sobre 

expresada, purificada y su actividad fue inhibida en presencia de quercetina, mostrando valores de 

IC50 = 76.04 ± 0.39 µM. El análisis de acoplamiento molecular sugirió que este compuesto puede 

interactuar con los residuos de aminoácidos del sitio de unión del ATP (Ala38, His90, Leu141 y 

Gln138) que participan en la transferencia del grupo fosfato, actuando como un posible inhibidor 

competitivo. Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la quercetina inhibe la 

formación de biopelículas de L. monocytogenes en superficies de acero inoxidable y su virulencia; 

efecto que se le atribuye a su capacidad de interferir con el sistema de señalización mediado por la 

serina/treonina cinasa PrkA. 

 

Palabras Clave: Señalización bacteriana, Serina/treonina cinasas, virulencia, compuestos 

naturales.  
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ABSTRACT 

 

 

Listeria monocytogenes is a pathogenic bacterium capable to form biofilms on food contact 

surfaces, representing a risk for food safety. Biofilms development is a complex process that 

involves signaling systems such as the mediated by PrkA protein, a serine/threonine kinase that 

regulates the expression of virulence factors that favor cell-cell and cell-surface adhesion. The use 

of flavonoids has been listed within the strategies for the control of bacterial virulence and in 

particular for the inhibition of kinases. Therefore, the objective of the present work was to 

demonstrate that the inhibition of PrkA by the flavonoid quercetin can affect the virulence and 

biofilm formation of L. monocytogenes. Our results show that this compound was able to 

completely inhibit the formation of biofilms on stainless steel surfaces at concentrations of 0.8 mM. 

While at a sub-inhibitory concentration (0.2 mM) it reduced the protein content of the extracellular 

matrix (41% compared to the control), affecting the spatiotemporal organization and maturation of 

the biofilms. While RT-qPCR analysis revealed that quercetin treatment repressed the expression 

of genes that modulate the stress response (sigB) and virulence (prfA, inlA, inlC and actA), which 

also participate in the formation and resistance of biofilms in this pathogen. These genes are 

induced by PrkA signaling, so this protein was over expressed, purified and its activity was 

inhibited in the presence of quercetin, showing values of IC50 = 76.04 ± 0.39 μM. Molecular 

docking analysis suggested that this compound can interact with the amino acid residues of the 

ATP binding site (Ala38, His90, Leu141 and Gln138) involved in the transfer of the phosphate 

group, acting as a possible competitive inhibitor. These results show that quercetin inhibits the 

formation of biofilms of L. monocytogenes on stainless steel surfaces and their virulence; this effect 

is attributed to its ability to interfere with the signaling system mediated by the serine/threonine 

kinase PrkA. 

 

Keywords: Bacterial signaling, Serine/threonine kinases, virulence, natural compounds. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

 

Listeria monocytogenes es una bacteria patógena en humanos que se transmite a través de 

los alimentos contaminados, cuya contaminación ocurre principalmente durante la producción y/o 

procesamiento de los mismos (Orsi et al., 2011). La infección provocada por esta bacteria se conoce 

como listeriosis y se puede manifestar como una típica infección gastrointestinal o de manera 

invasiva, que es su forma más severa (Vera et al., 2013). El tratamiento de la listeriosis invasiva es 

prolongado y aumenta considerablemente los costos de hospitalización, y además presenta una tasa 

de mortalidad de entre el 20 y 30% (Hoffman et al., 2015). Por lo que el control de este patógeno 

es un reto actual que enfrenta la industria alimentaria y el sector salud.  

En México se ha confirmado la presencia de L. monocytogenes en productos cárnicos, pechugas de 

pollo y productos lácteos (Castañeda-Ruelas et al., 2013; Torres-Vitela et al., 2012) así como en 

superficies en contacto con los alimentos de plantas productoras de queso fresco (Moreno-Enriquez 

et al., 2007). Su prevalencia en áreas de procesamiento de alimentos se relaciona con su 

extraordinaria capacidad de resistencia a condiciones ambientales adversas y de multiplicación a 

pH entre 4.6 – 9.5, baja actividad de agua y temperaturas cercanas a 0 °C (Carpentier y Cerf, 2011). 

Además, su capacidad de adherirse y formar biopelículas en superficies abióticas le ayuda a 

persistir y sobrevivir a los ciclos de limpieza y desinfección en la industria alimentaria (Colagiorgi 

et al., 2016). 

Las biopelículas son comunidades bacterianas asociadas a una superficie, que se caracterizan por 

la producción de sustancias poliméricas extracelulares (SPE), las cuales son usadas para su 

protección de condiciones ambientales adversas (da Silva Meira et al., 2012; Flemming y 

Wingender, 2010). Las SPE presentes en las biopelículas de L. monocytogenes incluyen en mayor 

medida proteínas, y en una menor proporción ADN extracelular y polisacáridos (Colagiorgi et al., 

2016; Combrouse et al., 2013). De las proteínas que se ha identificado en la matriz extracelular de 

biopelículas de L. monocytogenes se encuentran factores de virulencia como la proteína ActA y las 

internalinas (InlA e InlC), las cuales participan en la unión célula-célula y célula superficie, 

respectivamente, dándole estabilidad a las biopelículas (Travier et al., 2013). Cada uno de estos 

componentes cumple una función distinta, pero la interacción entre ellos forma una red compleja 

que le ayuda a retener agua y nutrientes actuando como un hidrogel (Koo y Yamada, 2016). La 
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matriz de SPE también actúa como una barrera protectora contra amenazas a la comunidad, como 

la acción de antimicrobianos, esta matriz inactiva o restringe la llegada de antibióticos a las células 

embebidas.  

Otra característica de las biopelículas es que las bacterias que la conforman presentan un estado 

metabólico diferente al de las bacterias planctónicas o libres, ya que la asociación de las bacterias 

a la superficie induce en ellas cambios en los patrones de expresión genética que le permite 

adaptarse a ese estilo de vida (Toyofuku et al., 2016). Esto también provoca que algunos 

antimicrobianos que son efectivos contra bacterias planctónicas, no lo sean contra bacterias en 

biopelícula. Por lo que, una vez formadas las biopelículas, su erradicación se vuelve más 

complicada y ocasiona incrementos en los gastos de desinfección al tener que aumentar la 

frecuencia de los ciclos de desinfección/limpieza durante el saneamiento de rutina de las 

instalaciones de procesamiento (Borges et al., 2013; Ibusquiza et al., 2011). Por tal motivo, 

actualmente existe la búsqueda constante de estrategias para prevenir la formación de estas 

comunidades en superficies abióticas de interés alimentario. 

Para poder implementar estrategias efectivas para el control de biopelículas es necesario 

comprehender los mecanismos moleculares que regulan su formación. En este contexto, se sabe 

que condiciones de estrés como cambios de pH, osmolaridad, estrés oxidativo y daños a la pared 

celular, desencadenan la formación de biopelículas, lo que hace evidente la participación de 

sistemas específicos de señalización. En L. monocytogenes, la señalización mediante fosforilación 

en residuos de serina y/o treonina mediada por la proteína cinasa PrkA juega un papel importante 

en procesos fisiológicos como su división celular, modificación de la pared, secreción de proteínas, 

respuesta al estrés, virulencia y patogenicidad (Lima et al., 2011; Pensinger et al., 2016). El hecho 

de que la respuesta al estrés desencadene la expresión de factores de virulencia que se involucran 

en la formación de biopelículas, y que la PrkA participe en ambos procesos, nos permite considerar 

a la PrkA como una posible diana para inhibición y por lo tanto en el control de biopelículas y 

virulencia de L. monocytogenes. A este tipo de estrategia se le conoce como “anti-virulencia” ya 

que se busca interferir específicamente en los procesos que regulan la virulencia de los patógenos 

sin generar presión evolutiva que pudiera provocar desarrollo de resistencia, que comúnmente se 

asocia a los compuestos con actividad biocida (Rasko y Sperandio, 2010).  

En otros campos de la ciencia como la medicina, las serina/treonina cinasas de células eucariotas 

son consideradas dianas para el tratamiento de diferentes patologías como el cáncer y algunas 
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enfermedades crónico degenerativas y los estudios en esta área se han enfocado en la búsqueda de 

compuestos inhibidores (Taunton et al., 2014). Los inhibidores de cinasas se clasifican en cuatro 

tipos, de acuerdo a su mecanismo de inhibición (Wu et al., 2015). Los tipo I y II son inhibidores 

que compiten por el sitio de unión del ATP y mientras que los tipo III y IV son inhibidores 

alostéricos no competitivos (Wu et al., 2015). De estos los inhibidores que compiten por el sitio de 

unión del ATP se consideran de amplio espectro, ya que este sitio de unión se encuentra altamente 

conservado entre las serina/treonina cinasas (Endicott et al., 2012). De esta búsqueda, destaca la 

efectividad de compuestos naturales como los flavonoides, que son metabolitos secundarios de 

plantas con propiedades bioactivas como capacidad antioxidante, antimicrobiana y 

antiproliferativa (Wang et al., 2018). De estos compuestos, la quercetina ha sido de los más 

efectivos al presentar valores de IC50 = 2.7 – 27.5 µM contra serina/treonina cinasas eucariotas 

como las caseína cinasas CK1, CK2 y G-CK de humanos (Lolli et al., 2012; Nehmé et al., 2013). 

La estructura de la quercetina está formada por dos anillos bencénicos A y B, y un anillo 

heterocíclico C con sustituciones de grupos hidroxilo en las posiciones 3, 5, 7, 3’y 4’. 

Adicionalmente este flavonoide es reconocido por su capacidad de inhibir diferentes enzimas 

bacterianas que hidrolizan ATP, mediante competencia por el sitio de unión de este sustrato (Plaper 

et al., 2003; Wu et al., 2008; Wu et al., 2013), ya que los anillos A y C de la quercetina mimetizan 

el anillo de adenina del ATP (Plaper et al., 2003). Por lo anterior, en la presente tesis se plantea el 

uso de quercetina como inhibidor de la actividad de la PrkA para atenuar la virulencia y formación 

de biopelículas de L. monocytogenes.  
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2. ANTECEDENTES 

 

 

2.1 Riesgos que Representan las Biopelículas Listeria monocytogenes para la Salud Humana 

 

 

El género Listeria está constituido por 19 especies, siendo L. monocytogenes, L. innocua, 

L. welshimeri, L. seeligeri y L. ivanovii las más representativas (Leclercq et al., 2019). Las especies 

de Listeria son bacilos Gram-positivos, anaerobios y no producen esporas. De estas L. ivanovii y 

L. monocytogenes son patógenas para mamíferos, pero esta última es la especie más comúnmente 

asociada con enfermedades tanto en animales como en humanos (Orsi et al., 2011). En humanos, 

L. monocytogenes es el agente etiológico de la listeriosis, una enfermedad transmitida por 

alimentos con una alta tasa de mortalidad (20-30%) que se puede presentar de forma 

gastrointestinal o invasiva (Vera et al., 2013). La listeriosis grastrointestinal se manifiesta como 

una típica infección febril con cuadros de diarrea y en algunos casos se presenta dolor muscular y 

dolor de cabeza (Sim et al., 2002). Mientras que la listeriosis invasiva se caracteriza por la adhesión 

e invasión de la bacteria a células epiteliales con una subsecuente translocación a distintos órganos, 

teniendo como consecuencia una infección sistémica en el hospedero (Vera et al., 2013). Esta 

última incluye padecimientos severos como la meningitis, septicemias y abortos, afectando 

principalmente a personas inmunodeficientes, o inmunocomprometidas como embarazadas, 

ancianos y niños (Castañeda-Ruelas et al., 2014). 

De acuerdo al Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) el tratamiento de la 

listeriosis representa una carga económica anual de alrededor 2.8 billones de dólares, esto debido 

a que el periodo de hospitalización es de 3 y 7 días, con una recuperación post-hospitalización de 

21 días (Hoffman et al., 2015). En algunos casos, donde se presenta sepsis y/o meningitis 

(principalmente en adultos de la tercera edad) los pacientes requieren cuidados intensivos, 

aumentando el costo de los tratamientos. A su vez, la USDA posiciona a L. monocytogenes en el 

tercer lugar de la lista de patógenos que representan mayor carga económica anual (Hoffman et al., 

2015). Por otra parte, en Canadá se estimó que un brote de listeriosis ocurrido en 2008, asociado a 

productos cárnicos donde se presentaron 57 casos confirmados y 24 muertes; causó un costo 

aproximado de 242 millones de dólares canadienses debido a los gastos médicos, así como los de 
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la planta productora implicada y de las agencias federales que respondieron al brote (Kate et al., 

2015). Mientras que en Sudáfrica, el brote de listeriosis ocurrido entre diciembre de 2017 y marzo 

de 2018 causó un gasto aproximado de 260 millones de dólares debido a las muertes presentadas, 

10.4 millones de dólares debido a hospitalización y de alrededor de 15 millones de dólares por 

disminución de exportaciones (Olanya et al., 2019). Estos datos reflejan la magnitud del problema 

que representa L. monocytogenes para la salud pública y la economía mundial, obligando a las 

agencias de sanidad a promover políticas para disminuir la prevalencia y propagación de esta 

enfermedad. 

La transmisión de este patógeno ocurre a través del consumo de alimentos contaminados. 

Desafortunadamente en México, no se cuenta con un registro adecuado de listeriosis transmitida 

por alimentos contaminados (Castañeda-Ruelas et al., 2018). Sin embargo, esto no significa que 

no represente un riesgo para la salud pública, ya que su presencia en México se ha confirmado en 

alimentos como pechuga de pollo cruda, salchichas de pavo, carne molida y quesos frescos 

(Castañeda-Ruelas et al., 2013; Torres-Vitela et al., 2012), así como en superficies en contacto con 

alimentos en plantas productoras de queso fresco (Moreno-Enriquez et al., 2007). Además, en 

México, Castañeda-Ruelas et al. (2018) encontraron relación genética entre cepas aisladas de casos 

clínicos y las aisladas de alimentos, lo que sugiere la participación de los alimentos contaminados 

en la transmisión de este patógeno. 

Por otra parte, en Estados Unidos de América, el Centro de Control de Enfermedades (CDC, por 

sus siglas en inglés) mantiene activo un programa de vigilancia epidemiológica donde se registran 

los brotes de enfermedades transmitidas por los alimentos, incluyendo la listeriosis. En el Cuadro 

1 se enlistan los brotes de listeriosis reportados del 2011 al 2018; se puede observar el alto número 

de casos que requirieron hospitalización y la alta proporción de decesos (21 %). Sin embargo, 

pueden existir subestimaciones considerando que el diagnóstico de L. monocytogenes es 

complicado debido a su ciclo de vida intracelular y a que sus infecciones no siempre se manifiestan 

clínicamente con una respuesta inmune típica de una infección bacteriana (Blum-Menezes et al., 

2013). Por otra parte, es importante hacer énfasis en la participación en estos brotes a los alimentos 

de origen vegetal y los alimentos listos para su consumo, ya que estos son los que representan 

mayor riesgo para el consumidor al no ser sometidos a algún tratamiento posterior a su compra. 

Además, al tratarse de alimentos industrializados se resalta la problemática del control de L. 

monocytogenes en la industria alimentaria. 
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Cuadro 1. Número de casos, hospitalizaciones y muertes ocasionadas por listeriosis en Estados 
Unidos debido al consumo de alimentos contaminados de 2011 a 2019.  

Año Producto Número de 

casos 

Hospitalizaciones/muertes 

2019 Carnes frías y quesos 

cortados en tiendas o 

secciones deli 

8 8/1 

2018 Jamón ahumado  

Carne de puerco lista para su 

consumo 

4 

4 

4/1 

4/0 

2017 Quesos 8 8/2 

2016 Vegetales congelados 

Leche cruda 

Ensalada lista para su 

consumo 

9 

2 

19 

9/3 

2/1 

19/1 

2015 Productos de heladería 10 10/3 

2014 Manzanas caramelizadas 

Germinados de soya 

Quesos 

Queso fresco 

35 

5 

5 

8 

34/7 

5/2 

4/1 

7/1 

2013 Quesos 6 6/1 

2012 Queso ricota 22 20/4 

2011 Melón 147 142/33 

Fuente: Center of Disease Control. 
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La persistencia de este patógeno en las plantas de procesamiento de alimentos se relaciona en parte 

con su notable capacidad para soportar una amplia gama de condiciones ambientales estresantes, 

ya que puede proliferar a temperaturas cercanas a 0 °C, valores de pH que van de 4.6 a 9.5, así 

como en una actividad de 0.92 (Carpentier y Cerf, 2011). Además, L. monocytogenes tiene la 

capacidad de adherirse a las superficies abióticas dentro de las plantas procesadoras, multiplicarse 

y, posteriormente, formar biopelículas (Colagiorgi et al., 2016). Por definición, las biopelículas son 

comunidades microbianas asociadas a superficies y embebidas en una matriz de sustancias 

poliméricas extracelulares (SPE) de producción propia (da Silva Meira et al., 2012; Flemming y 

Wingender, 2010). Las biopelículas son especialmente problemáticas para los procesadores de 

alimentos, ya que las SPE brindan protección contra los agentes antimicrobianos y a los procesos 

de desinfección/limpieza empleados durante el saneamiento de rutina de las instalaciones de 

procesamiento (Borges et al., 2013; Ibusquiza et al., 2011).  

A pesar del hecho de que las biopelículas son difíciles de eliminar, sus capas externas pueden 

transferirse a otras superficies o alimentos por contacto debido a fuerzas de cizallamiento o 

compresión que provocan el desprendimiento de cúmulos de bacterias (Gusnaniar et al., 2017). 

Este fenómeno se denomina transmisión bacteriana y está considerado como una de las principales 

causas de contaminación cruzada o recontaminación y podría ser el factor principal que contribuye 

a las enfermedades esporádicas y epidémicas transmitidas por los alimentos (Pérez-Rodríguez et 

al., 2008). Por lo tanto, la presencia de biopelículas de L. monocytogenes en superficies en contacto 

con alimentos representa un riesgo de inocuidad debido a la posibilidad de contaminar los 

alimentos durante su procesamiento. En este sentido, comprender el mecanismo específico de la 

adhesión de L. monocytogenes y de la formación de biopelículas es necesario para establecer 

estrategias efectivas para prevenir la contaminación o recontaminación causada por este patógeno 

durante el procesamiento de alimentos y asegurar así su inocuidad. 
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2.2 Formación de Biopelículas de L. monocytogenes y el Papel de las Sustancias Poliméricas 

Extracelulares 

 

 

En general, la formación de biopelículas bacterianas se lleva a cabo en cinco pasos consecutivos 

(Figura 1). El primer contacto entre las bacterias y la superficie se llama unión reversible (i) porque 

está mediada por interacciones fisicoquímicas inespecíficas de baja afinidad (puentes de hidrógeno, 

fuerzas electroestáticas, interacciones ácido-base) entre las macromoléculas de la superficie 

bacteriana y los componentes del sustrato. Una subpoblación de estas bacterias se une 

irreversiblemente (ii) a la superficie como resultado de la secreción de SPE que fortalecen la 

adhesión de la bacteria a la superficie. Las células adheridas comienzan a replicarse y formar 

microcolonias (iii) que tienden a expandirse y de formar una biopelícula madura con una estructura 

tridimensional definida (iv). Por último, estas comunidades pueden dispersarse (v) para colonizar 

nuevos nichos (Srey et al., 2013). La duración de cada etapa depende de múltiples factores como 

las condiciones ambientales, disponibilidad de nutrientes y del tipo de bacteria; sin embargo, la 

formación de microcolonias y su maduración son las etapas relativamente más lentas en 

comparación con las etapas de adhesión que puede ocurrir en cuestión de minutos (Kalmokoff et 

al., 2001).  

Por otra parte, la maduración de las biopelículas se caracteriza por el incremento en la síntesis y 

acumulación de las SPE. El componente mayoritario de la matriz extracelular de L. monocytogenes 

son proteínas, seguido de ADN extracelular y en menor proporción polisacáridos (Colagiorgi et 

al., 2016; Combrouse et al., 2013). Esto difiere de la composición de biopelículas de otras bacterias 

patógenas como Pseudomona aeruginosa, Salmonella spp., Sthapyloccocus aureus y Escherichia 

coli donde los polisacáridos son el componente mayoritario (Foreman et al., 2013; Hung et al., 

2013; Schlisselberg et al., 2015; Yang et al., 2011). Las SPE forman una red compleja que ayuda 

a mantener a las bacterias unidas entre sí y permite el desarrollo de estructuras tridimensionales 

para la retención de agua, acumulación de nutrientes, formación de gradientes de pH, O2, difusión 

de moléculas señal y otros solutos (Koo y Yamada, 2016). Esto permite que las bacterias dentro de 

la biopelícula se diferencien y puedan llevar a cabo funciones distintas (Vlamakis y Kolter, 2015). 

Aunque la arquitectura de las biopelículas de L. monocyto genes se ha estudiado ampliamente 

(Cherifi et al., 2017; Guilbaud et al., 2015; Reis-Teixeira et al., 2017); cuestiones como el tiempo 
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en el que se desarrolla una biopelícula madura, la relación existente entre la composición química 

de la matriz extracelular con las características estructurales de la biopelícula y los factores que 

determinan la resistencia de una biopelícula madura de L. monocytogenes aún continúan sin 

esclarecerse. 

 

 

 
Figura 1. Etapas de la formación de biopelículas de L. monocytogenes en superficies abióticas.  

 

 

Otra de las funciones de la matriz extracelular es actuar como barrera protectora, por lo que las 

bacterias en biopelícula son menos susceptibles a la acción de agentes antimicrobianos. Se han 

propuesto algunos mecanismos de resistencia de las biopelículas en general, los cuales se ilustran 

en la Figura 2 e incluyen: (i) poca difusión de los antimicrobianos, (ii) inactivación de los 

antimicrobianos por los componentes de la matriz extracelular, (iii) un estado metabólico alterado, 
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(iv) adaptaciones genéticas y (v) la resistencia inducida por el propio agente antimicrobiano 

(Borges et al., 2013).  

En L. monocytogenes se repora que la eficacia del cloruro de benzalconio y nisina disminuye 

conforme las biopelículas maduran (Ibusquiza et al., 2011). Además encontraron que cepas que 

desarrollan una estructura tridimensional más compleja en su biopelícula presentan mayor 

tolerancia a estos tratamientos (Ibusquiza et al., 2011). De igual manera, Papaioannou et al. (2018) 

demostraron que las biopelículas de L. monocytogenes formadas durante 7 días son menos 

susceptibles a la acción de desinfectantes a base de cloro y compuestos de amonio cuaternario, en 

comparación a las biopelículas formadas durante 3 días. Mientras que Pan et al. (2006) observaron 

que las biopelículas expuestas repetidamente a peróxido de hidrógeno desarrollaron resistencia a 

este compuesto y a otros desinfectantes como compuestos de amonio cuaternario y cloro. Sin 

embargo, al desprender las células de las biopelículas control y las tratadas con peróxido, estas ya 

no mostraron la resistencia a los desinfectantes. Estos datos llevaron a los autores a concluir que la 

resistencia de las bacterias en biopelícula puede deberse a los atributos de las sustancias poliméricas 

extracelulares (Pan et al., 2006). 

Los mecanismos exactos de tolerancia que adquieren las biopelículas maduras de L. 

monocytogenes y que componentes de la matriz extracelular contribuyen a esta tolerancia aún se 

desconocen. Por lo que, estudios con cepas mutantes deficientes en la producción de uno o más 

componentes de la matriz extracelular de L. monocytogenes ayudarían a elucidar estos mecanismos, 

al igual que se ha hecho en otras bacterias como P. aeruginosa (Xue et al., 2013) o E. coli O157: 

H7 (Ryu y Beuchat, 2005). Por lo que la generación de conocimiento sobre los mecanismos de 

producción de SPE durante la formación de biopelículas de L. monocytogenes y su organización 

estructural podría servir para el diseño de estrategias para el control de este patógeno.  

 

 

 

 

 

2.3 Algunos Factores de Virulencia de L. monocytogenes como las Internalinas y la Proteína 

ActA Participan en la Formación de Biopelículas 
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L. monocytogenes es un patógeno intracelular y su proceso de infección requiere la 

coordinación de la expresión de sus factores de virulencia que permiten a la bacteria invadir, 

replicarse y diseminarse en el hospedero, así como a eludir sus defensas (Cross, 2008). Los factores 

de virulencia son cualquier producto o estrategia de la bacteria que contribuya a su habilidad de 

causar la enfermedad, por ejemplo la motilidad bacteriana, la producción de toxinas, la síntesis de 

proteínas extracelulares que ayudan a la adhesión e invasión de las células del hospedero, los 

carbohidratos asociados a la superficie que protegen a la bacteria, y enzimas hidrolíticas que 

contribuyen a la patogenicidad (Camejo et al., 2011). En L. monocytogenes los genes que codifican 

para sus factores de virulencia se encuentran organizados en la isla de patogenicidad 1 (LIPI-1) 

que está conformada por hly, actA, plcA, plcB, mpL, prfA, el operón inlAB, inlC y hpt (de las Heras 

et al., 2011).  

La mayoría de los genes que codifican a los factores de virulencia son regulados coordinadamente 

por el factor de transcripción PrfA, un miembro de la familia Crp/Fnr de reguladores de la 

transcripción que se unen a sitios específicos del ADN (Artola y Herrejón, 2010; Lobel et al., 2015). 

A su vez, la regulación del gen prfA es muy compleja, y se transcribe desde tres promotores 

distintos; P1 y P2 que se localizan corriente arriba del codón de inicio de la traducción y P3, un 

promotor distal localizado corriente arriba del gen plcA, lo que resulta en la expresión bicistrónica 

del transcrito plcA-prfA (Rauch et al., 2005). A su vez, la transcripción desde los promotores P1 y 

P2 requiere de los factores sigma alternativos SigA y SigA o SigB, respectivamente (Lobel et al., 

2015; Scortti et al., 2007). Además, prfA es negativamente regulado por ARN de interferencia y a 

nivel postraduccional mediante glutatión (Scortti et al., 2007). Después de la ingestión, la bacteria 

es capaz de atravesar el epitelio intestinal y diseminarse a través de la linfa y el torrente sanguíneo 

a los tejidos más profundos (Stavru et al., 2011). 
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Figura 2. Mecanismos de resistencia de las biopelículas bacterianas a antimicrobianos. i) Baja 
difusión de los antimicrobianos dentro de la biopelícula; ii) interacción con los componentes de la 
matriz de SPE; iii) estado metabólico de la bacteria alterado; iv) adquisición de genes de resistencia 
por transferencia horizontal y v) sobreexpresión de bombas de eflujo (Borges et al., 2013). 
 

 

El primer paso en la infección de L. monocytogenes es la adhesión e invasión de bacterias a las 

células epiteliales en el intestino y está mediada por al menos dos proteínas superficiales llamadas 

Internalinas A y B (InlA y InlB) (Chen et al., 2011). La InlA se une a la cadherina de las células 

huésped, mientras que la InlB al receptor tirosina cinasa Met, facilitando su entrada por fagocitosis 

(Chen et al., 2011). Una vez que la bacteria es fagocitada, la toxina formadora de poros 

Listeriolisina (LLO) y dos fosfolipasas (PlcA y PlcB) permiten su escape de la célula, liberándose 

al citosol donde es capaz de crecer y multiplicarse (Hamon et al., 2012; Meyer-Morse et al., 2010). 

Finalmente, la translocación de L. monocytogenes a células vecinas se produce a través de la 

proteína inductora del ensamblaje de actina (ActA) que permite la motilidad intracelular mediante 
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la polimerización de las fibras de actina (Artola y Herrejón, 2010; Travier et al., 2013). Por lo tanto, 

la expresión de los factores de virulencia durante la infección es un proceso cuidadosamente 

regulado.  

PrfA además de regular la virulencia de este patógeno, también promueve la formación de 

biopelículas en hábitats no entéricos, lo que sugiere que este factor de transcripción tiene un rol 

global en la modulación de los estilos de vida de L. monocytogenes (Lemon et al., 2010). Esta idea 

se sustenta con la evidencia de que algunos factores de virulencia están involucrados en la 

formación de biopelículas en hábitats no entéricos. Por ejemplo, algunas cepas de L. 

monocytogenes que producen InlA trunca, es decir que su síntesis se interrumpe prematuramente, 

exhiben una mayor capacidad de formar biopelículas (Franciosa et al., 2009). Por otro lado, Chen 

et al. (2009) encontraron una correlación positiva entre la fuerza de adhesión de L. monocytogenes 

en superficies de vidrio con la expresión relativa de los genes de inlA y inlB. Mientras que Gilmartin 

et al. (2016) observaron que la InlA se expresa en mayor medida en células planctónicas que en 

biopelículas maduras (24 h). Aunque cepas mutantes con deleción en el gen inlA son capaces de 

formar biopelículas maduras (Yang, 2012). Esto podría indicar que la InlA juega un papel 

importante en las etapas iniciales como la adhesión en lugar de etapas posteriores. Otra internalina, 

la InlC se ha cuantificado en mayor abundancia en células de L. monocytogenes que crecen en 

biopelícula en comparación con células en estado planctónico (Lourenço et al., 2013), lo que 

sugiere que las diferentes internalinas tienen distintas funciones durante la formación de 

biopelículas de L. monocytogenes.  

Otro factor de virulencia que se ha cuantificado en mayor proporción en biopelículas que en células 

planctónicas es la proteína ActA (Lourenço et al., 2013). Este factor de virulencia se asocia 

principalmente al estilo de vida intracelular (García-del Portillo et al., 2011). Pero también se ha 

demostrado mediante mutaciones isogénicas (ΔprfA, ΔinlA, ΔinlB, ΔactA y Δhly) que ActA se 

involucra en mayor medida con la formación de biopelículas (Travier et al. 2013). En el mismo 

estudio se comprobó que la proteína ActA promueve la agregación bacteriana mediante 

interacciones directas ActA-ActA, favoreciendo la formación de biopelículas en los hábitos 

extracelulares (Travier et al., 2013). Estas interacciones ocurren en el extremo C-terminal de ActA, 

que no es esencial para la polimerización de la actina, lo que sugiere otras funciones además de la 

motilidad intracelular, por ejemplo, la adhesión intercelular (Travier et al., 2013). Sin embargo, se 
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desconoce el patrón de expresión del gen que codifica este factor de virulencia durante la formación 

de biopelículas de L. monocytogenes.  

La capacidad de L. monocytogenes para utilizar factores de virulencia para invadir las células 

huésped y formar biopelículas, garantiza su supervivencia en los hábitos entéricos (estilo de vida 

intracelular) y en los hábitos no entéricos (estilo de vida sésil). Es posible que la participación de 

PrfA en ambos procesos requiera componentes regulatorios que respondan a diferentes estímulos 

o condiciones ambientales. Sin embargo, las redes de señalización que controlan la formación de 

biopelículas de L. monocytogenes siguen sin entenderse completamente. 

 

 

2.4 La Señalización de la PrkA es Clave en la Regulación de la Formación de las Biopelículas y 

la Virulencia de L. monocytogenes 

 

 

Los desencadenantes de la transición del estado planctónico al modo de vida sésil pueden ser 

múltiples, como la falta de nutrientes (Zhao et al., 2017), un estrés oxidativo (Gambino y Cappitelli, 

2016), el contacto físico con las superficies abióticas (O'Toole y Wong, 2016) o el daño en la pared 

celular (Chen et al., 2014). Las bacterias son capaces de censar estas condiciones mediante sistemas 

de percepción y traducción de señales químicas que desencadenan cambios específicos en la 

expresión genética y traen como consecuencia una serie de cambios metabólicos y fenotípicos 

(Bridier et al., 2017). En principio, la señalización en bacterias ocurre en tres pasos (Figura 3): (i) 

una señal ambiental (O2, fragmentos de peptidoglicano o moléculas señal) es percibida por 

receptores celulares, (ii) La información que es recibida es traducida a una señal química y 

regularmente es amplificada antes de (iii) evocar una respuesta específica (Berg et al., 2002). Estos 

receptores frecuentemente son proteínas transmembranales que tienen tanto dominios 

extracelulares como intracelulares. Un sitio de unión en el dominio extracelular reconoce 

específicamente la molécula señal o ligando y está interacción receptor-ligando altera la estructura 

terciaria o cuaternaria del receptor, incluido el dominio intracelular. Comúnmente, estos cambios 

conformacionales activan el dominio catalítico intracelular y provocan la cascada de señalización 

(Airola et al., 2013). 
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En L. monocytogenes, la transición al estado de vida sésil está relacionada con la respuesta al estrés, 

mediada por el factor de transcripción SigB (van der Veen y Abee, 2010). SigB contribuye a la 

adaptación a bajas temperaturas, pH bajo, alta osmolaridad, estrés oxidativo y al agotamiento de 

nutrientes, factores que influyen en la formación de biopelículas de esta bacteria (Raimann et al., 

2009). Además, la actividad de SigB está estrechamente relacionada con la virulencia de L. 

monocytogenes, ya que es capaz de unirse al promotor PprfA2 que controla la transcripción de 

PrfA, que su vez controla la expresión de genes asociados a factores de virulencia como internalinas 

(inlA, inlB, inlC), listeriolisina O (hly), fosfolipasa C (plcB) y la proteína ActA (actA) los cuales 

están involucrados en la formación de biopelículas en hábitats extracelulares (Kelley et al., 2015).  

El factor de transcripción SigB es controlado al nivel post-traduccional mediante una red de 

señalización que involucra la actividad de cinasas y fosfatasas y un complejo proteico denominado 

estresosoma (Figura 4) (Shin et al., 2010). El estresosoma, que se describió primeramente en 

Bacillus subtilis, está compuesto por las proteínas RsbR, RsbS y RsbT. Presenta una estructura 

supramolecular icosaédrica compuesta de 40 copias de RsbR asociada a 20 copias de RsbS y en 

estado basal, 20 moléculas de RsbT que se asocian con 20 moléculas de RsbS (Marles-Wright et 

al., 2008). Se ha descrito que el mecanismo para censar el estrés del entorno de L. monocytogenes 

es idéntico al de B. subtilis (Shin et al., 2010). Cuando la bacteria entra en estado de estrés, RsbR 

es activado mediante fosforilación en el residuo Thr171 (Kim et al., 2004) lo que provoca la 

disociación de RsbT del estresosoma. RsbT en su forma libre se une y activa a la fosfatasa RsbU 

mediante interacción proteína-proteína directa (Shin et al., 2010). Cuando RsbU se encuentra 

activa, defosforila a la proteína RsbV y de ésta forma RsbV se una a la proteína anti-sigB, RsbW. 

SigB se mantiene inactivo al estar unido a RsbW, por lo que la interacción entre RsbV y RsbW 

provoca la liberación de SigB en su forma activa (Shin et al., 2010). 
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Figura 3. Esquema general de la traducción de señales en bacterias. En este modelo, las señales 
medioambientales son percibidas por receptores específicos que comúnmente sufren cambios 
conformacionales debido a la unión del ligando, lo que provoca la activación del dominio 
intracelular que convierte las señales percibidas en señales químicas mediante fosforilación, 
produciendo cascadas de señalización. Como resultado, se produce la sobreexpresión de genes de 
respuesta específicos para la señal percibida.   
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Figura 4. Diagrama de la activación de la respuesta al estrés en L. monocytogenes mediante el 
complejo proteico estresosoma. Una vez que el estímulo estresor es percibido, la proteína RsbT es 
liberada, lo que desencadena la cascada de señalización que culmina en la liberación de SigB de su 
represor. El factor de transcripción SigB induce la expresión de los genes de respuesta. 
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A pesar de que el mecanismo de liberación y activación de SigB se ha estudiado ampliamente, la 

o las proteínas responsables de la fosforilación y activación del estresosoma aún se desconocen. 

Sin embargo, el hecho de que dicha activación ocurra mediante la fosforilación de un residuo de 

treonina (Thr), sugiere la participación de sistemas que involucran serina/treonina cinasas. Estas 

son enzimas que transfieren el grupo fosfato de ATP a residuos específicos de serina, treonina y/o 

tirosina de diversas proteínas sustrato. Normalmente, la fosforilación activa funcionalmente al 

sustrato para realizar una actividad específica o transferir este grupo fosfato a proteínas efectoras, 

desencadenando así una cascada de señalización (Canova y Molle, 2014). Una característica 

distinguible de esta familia de cinasas, que las hace muy diferente a los sistemas de dos 

componentes, es que una sola cinasa puede fosforilar diferentes sustratos (Derouiche et al., 2013). 

En L. monocytogenes, el análisis de su genoma reveló la presencia de un sistemas de fosforilación 

compuesto por la serina/treonina cinasa PrkA (lmo1820) y una fosfatasa (lmo1821) (Archambaud 

et al., 2005). El gen de la serina/treonina PrkA, se encuentra organizado en un operón (Figura 5) 

que incluye otros genes como lmo1821 y otros genes involucrados en vías de información (ADN, 

ARN y modificación y metabolismo de las proteínas; lmo1819, lmo1822, fmt y priA) y el 

metabolismo intermedio (lmo1818 y lmo1825) (Lima et al., 2011). La PrkA es una proteína 

transmembranal de 655 aminoacidos con un peso molecular teórico de 72 kDa. Consta de un 

domino extracelular PASTA (Penicillin binding protein and Ser/Thr kinase Associate), un dominio 

transmembranal y el dominio catalítico en la región N-terminal (residuos 1-338) orientado al 

citosol. El dominio catalítico pertenece a la superfamilia de cinasas tipo Hanks, y presenta un alto 

porcentaje de identidad con serina/treonina cinasas presentes en otras bacterias como PrkC de 

Bacillus subtilis (68%), StkP de Streptococcus pneumoniae (53%), Stk1 de S. aureus (49%) y PknB 

de M. tuberculosis (46%) (Lima et al., 2011). Sin embargo, no se ha obtenido la estructura cristalina 

de esta proteína.  
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Figura 5. Organización de la región genómica que contiene el gen que codifica para la 
serina/treonina cinasa PrkA. La dirección de las flechas indica la orientación de la transcripción. 
lmo1818: similar a ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa; lmo1819: similar a GTPasa; lmo1820: PrkA; 
lmo1821: similar a fosfatasa; lmo1822: similar a proteína de unión de ARN; fmt: similar a 
formiltransferasa; priA: factor de replicación; lmo1825: similar a flavoproteína (Lima et al., 2011).  

 

En un estudio previo llevado a cabo por Lima et al. (2011), se identificaron mediante 

espectrometría de masas, 62 proteínas distintas que fueron fosforiladas de manera exógena por la 

PrkA, las cuales están involucradas en procesos como el metabolismo de carbohidratos, transporte 

de proteínas y lipoproteínas, secreción de proteínas y otras funciones metabólicas, lo que sugiere 

su participación en estos procesos (Lima et al., 2011). En otras bacterias se ha reportado que las 

serina/treonina cinasas homologas participan en procesos celulares como el metabolismo central, 

la respuesta al estrés, síntesis de peptidoglicano, división celular, síntesis de pared celular y 

virulencia, entre otros (Misra et al., 2011; Pereira et al., 2011). Mientras que PrkC de B. subtilis, 

PknB de S. mutans y Stk de S. epidermis se requieren para la formación de biopelículas de estas 

bacterias, aunque se desconocen los mecanismos exactos de participación (Hussain et al., 2006; 

Liu et al., 2011; Madec et al., 2002).  

Por otra parte, Misra et al. (2011) realizaron un análisis del fosfoproteoma de L. monocytogenes, 

confirmando algunas de las proteínas sustrato propuestas por Lima et al. (2011). En ese mismo 

estudio, se encontró la proteína RsbR (la cual forma parte del estresosoma de L. monocytogenes) 

fosforilada en el residuo Thr175, que corresponde al sitio de activación de RsbR de B. subtilis, lo 

que sugiere su participación en la activación de la respuesta al estrés y por ende, la virulencia en 

este patógeno. Esta idea se sustenta con lo reportado por Pensinger et al. (2016), donde observaron 

que mutantes con deleción en el gen de la PrkA (ΔprkA), no solo fueron incapaces de replicarse 

intracelularmente en macrófagos, sino que perdieron la viabilidad entre las 5 y 8 horas después de 

la infección. Esto mismo se corroboró en un modelo de infección murino donde las cepas mutantes 

fueron incapaces de replicarse en el vaso e hígado, comprobando su participación en la virulencia 

de este L. monocyogenes (Pensinger et al., 2016). Al estar la virulencia y la formación de 
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biopelículas estrechamente relacionadas en L. monocytogenes, estas observaciones permiten 

hipotetizar la participación de la PrkA en el desarrollo de biopelículas. Es por esto que la PrkA 

puede considerarse una diana estratégica para el control de virulencia y biopelículas de L. 

monocytogenes. 

 

 

2.5 Potencial de Quercetina para Inhibir PrkA y la Formación de Biopelículas y Producción de 

Virulencia de L. monocytogenes 

 

 

Dentro de las propuestas para el control de biopelículas de L. monocytogenes se encuentra el uso 

de compuestos naturales derivados de plantas, como aceites esenciales, extractos de subproductos 

ricos en compuestos fenólicos o sus compuestos bioactivos. Por ejemplo, se ha demostrado que 

extractos de raquis de uva ricos en compuestos fenólicos y sus principales compuestos identificados 

(ácido cafeico, ferúlico, gálico, así como catequina y ruitna) inhiben la adhesión de L. 

monocytogenes a superficies de acero inoxidable y polipropileno (Vazquez-Armenta et al., 2018). 

También, el aceite esencial de milenrama (Achillea millefolium) inhibió la adhesión de L. 

monocytogenes en diferentes superficies abióticas (Jadhav et al., 2013). De igual manera los aceites 

esenciales de Mentha spicata y Syzygium aromaticum, así como sus principales constituyentes, los 

terpenos citral y nerol, fueron efectivos para reducir la formación de biopelículas de este patógeno 

(Leonard et al., 2010). Estos compuestos son ampliamente aceptados por los consumidores gracias 

a la percepción de ser seguros debido a su uso histórico en la medicina popular para la prevención 

y tratamiento de enfermedades e infecciones (Sandasi et al., 2010). Debido a esto, se ha propuesto 

su uso para el control de biopelículas en la industria alimentaria.  

Otra estrategia dentro del uso de antimicrobianos naturales es explotar la actividad anti-virulencia 

de estos compuestos. La ventaja de esta estrategia es que se busca interferir específicamente en los 

procesos que regulan la virulencia de los patógenos sin generar presión evolutiva que pudiera 

provocar desarrollo de resistencia, que comúnmente se asocia a los compuestos con actividad 

biocida (Rasko y Sperandio, 2010). En este sentido, debido al papel esencial que juega la PrkA en 

la patogenicidad de L. monocytogenes, se hipotetiza que la inhibición de su actividad podría 

considerarse clave para atenuar su virulencia y prevenir la formación de biopelículas. Para este 
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propósito podemos aprovechar los importantes esfuerzos en la búsqueda de inhibidores de cinasas 

que se han hecho principalmente en serina/treonina cinasas de humanos, debido a su importancia 

en diferentes patologías (Taunton et al., 2014). Los inhibidores de cinasas se clasifican en cuatro 

tipos, de acuerdo a su mecanismo de inhibición. Los tipo I y II son inhibidores que compiten por 

el sitio de unión del ATP y actúan sobre la forma activa e inactiva de las cinasas, respectivamente. 

Los tipo III son inhibidores alostéricos que se unen específicamente en una cavidad adyacente al 

sitio de unión del ATP, mientras que los tipo IV son inhibidores alostéricos que se unen a cavidades 

lejos del sitio de unión del ATP (Wu et al., 2015). Los inhibidores que compiten por el sitio de 

unión de ATP se consideran de amplio espectro, ya que este sitio se encuentra altamente 

conservado en la súper-familia de cinasas, tanto en eucariotas como procariotas (Endicott et al., 

2012). 

Esta búsqueda, ha destacado a los flavonoides que son compuestos fenólicos presentes en plantas 

y alimentos de origen vegetal, como kaempferol, isoramnetina, isoquercetina, rutina y quercetina, 

siendo este último de los más efectivos (IC50 = 2.7 – 27.5 µM) (Lolli et al., 2012; Nehmé et al., 

2013). La quercetina se encuentra presente en mayor abundancia en cebolla, manzana, té, brócoli, 

moras, uvas y vino tinto (Larson et al., 2012). La estructura química de la quercetina consta de dos 

anillos bencénicos A y B, y un anillo heterocíclico C con sustituciones de grupos hidroxilo en las 

posiciones 3, 5, 7, 3’y 4’ (Figura 6). Es un antimicrobiano reconocido con efecto bacteriostático y 

su mecanismo de acción involucra diferentes procesos celulares como la inhibición de la síntesis 

de ácidos nucleicos y el ensamble de la pared celular, ya que actúa como inhibidor competitivo por 

el sitio de unión de ATP de la ADN girasa y la alanina-alanina ligasa, respectivamente (Plaper et 

al., 2003; Wu et al., 2008; Wu et al., 2013). Una característica que le permite actuar en enzimas 

intracelulares es su coeficiente de partición aceite-agua, el cual es un indicador de su lipofilicidad 

y se expresa como LogP, donde valores > 1.0 indican afinidad de los compuestos por sistemas 

lipídicos (Yang et al., 2014). La quercetina tiene un LogP = 2.54 lo que indica que puede interactuar 

con membranas lipídicas y ser transportado a través de estas mediante difusión pasiva (Yang et al., 

2014). Lo que hace a este compuesto un candidato para evaluar su actividad inhibitoria contra la 

PrkA de L. monocytogenes. 

Por otro lado, las serina/treonina cinasas se caracterizan por la presencia de 12 subdominios que se 

pliegan en dos lóbulos característicos (Lóbulo N y C) y en medio de estos dos se encuentra el sitio 

de unión al ATP. El lóbulo N está conformado por seis láminas β antiparalelas y está involucrado 
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en la orientación y unión del ATP, mientras que el lóbulo C está compuesto de seis hélices α y dos 

láminas β y se involucra en la unión de las proteínas sustrato e inicia la transferencia del grupo 

fosfato (Rakette et al., 2012). Los subdominios pueden variar en tamaño; mientras que el sitio de 

unión de ATP, que consta de 12 residuos de aminoácidos, es casi invariable entre las diferentes 

serina/treonina cinasas (Pereira et al., 2011). En la PknB de S. aureus (que presenta un 49% de 

identidad con la PrkA), el análisis estructural de la proteína cristalizada con un análogo del ATP el 

AMP-PNP, mostró que el grupo amida y el oxígeno de los residuos Ile90 y Glu88, respectivamente, 

forman puentes de hidrógeno con el anillo de la adenina, estabilizando al análogo dentro del sitio 

de unión. La presencia de grupos –OH en los anillos A y C de la quercetina, permite hipotetizar la 

formación de puentes de hidrógeno entre estos grupos y los residuos del sitio de unión del ATP de 

la PrkA. Estas interacciones de quercetina se han reportado en el sitio de unión de ATP de la ADN 

girasa, donde además se observó que los anillos A y C mimetizan el anillo de adenina del ATP 

(Plaper et al., 2003). Por lo que la quercetina se puede considerar un inhibidor potencial de la PrkA 

de L. monocytogenes y modular su virulencia y formación de biopelículas.  

 

 

Figura 6. Estructura química de la quercetina.  



37 
 

3. HIPÓTESIS 

 

 

La quercetina reduce la formación de biopelículas y expresión de los factores de virulencia 

inlA, inlC y actA de L. monocytogenes mediante la inhibición de la actividad de la enzima PrkA. 
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4. OBJETIVOS 

 

 

4.1 Objetivo General 

 

 

Evaluar el efecto inhibitorio de quercetina sobre la PrkA y la reducción de la formación de 

biopelículas y los factores de virulencia inlA, inlC y actA de L. monocytogenes. 

 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

 

• Determinar la actividad antibacteriana y anti-biopelícula de quercetina contra L. 

monocytogenes. 

• Analizar el efecto de la quercetina sobre la densidad celular, morfología y producción de 

sustancias poliméricas extracelulares durante la formación de biopelículas de L. 

monocytogenes.  

• Determinar el nivel de expresión de genes modulados por la actividad de la PrkA 

relacionados con la formación de biopelículas y factores de virulencia (sigB, prfA, inlA, 

inlC y actA) de L. monocytogenes expuesta a quercetina. 

• Evaluar el efecto inhibitorio de quercetina sobre la enzima PrkA. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

5.1 Etapa 1: Caracterización de la Actividad Antibacteriana y Anti-biopelícula de Quercetina 

contra L. monocytogenes 

 

 

5.1.1 Cepas Bacterianas y Condiciones de Cultivo 

 

 

En este estudio se utilizó la cepa de L. monocytogenes ATCC 7644. La cepa se almacenó a -70 °C 

en solución salina (NaCl 0.9%) con glicerol al 20% como crioprotectante hasta el momento de su 

uso. Mientras que el cultivo de trabajo se preparó a partir de una colonia crecida en agar Oxford 

(Difco) que se inoculó en 10 mL de caldo Mueller-Hinton a 37 °C durante 18 h.  

 

 

5.1.2 Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y Bactericida (CMB) 

de la Quercetina contra L. monocytogenes  

 

 

La actividad antibacteriana de la quercetina contra L. monocytogenes se evaluó mediante el método 

de microdilución en caldo. A partir de un cultivo en fase exponencial (18 h) se preparó una 

suspensión bacteriana de 1x106 UFC/mL. Por otra parte, se prepararon diferentes concentraciones 

de quercetina en caldo Mueller-Hinton (0, 0.8, 1.6, 2.5, 3.3, 4.9, 6.6, 8.3, 9.9, 11.6 y 13.2 mM) 

diluyendo previamente el compuesto en dimetilsulfóxido (DMSO), sin exceder el 5% v/v de 

DMSO en el caldo de cultivo. El ensayo consistió en colocar 1 µL de la suspensión bacteriana (para 

obtener un inóculo inicial de ~3.3x103 UFC/mL) y 299 μL de cada concentración de quercetina en 

un pozo estéril de una microplaca (96-well microplate, Costar) e incubar a 37 °C durante 24 h. La 

concentración más baja de quercetina en la cual no se observó visualmente el crecimiento de L. 

monocytogenes se consideró como la CMI (Alvarez et al., 2013). Mientras que la CMB se 

determinó sembrando alícuotas de al menos tres concentraciones más altas que la CMI en agar para 
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cuenta estándar (Plate Count Agar) e incubándolas 37 °C durante 24 h. La concentración más baja 

de quercetina en la cual la bacteria no fue capaz de crecer en el agar se consideró como la CMB. 

Este experimento consistió en tres replicas biológicas con tres repeticiones técnicas y ambos 

valores se expresaron en mM.  

 

 

5.1.3 Efecto de la Quercetina sobre Biopelículas Maduras de L. monocytogenes 

 

 

Con la finalidad de evaluar la susceptibilidad a la quercetina de L. monocytogenes en su estado 

sésil, se formaron biopelículas en acero inoxidable durante 24 h a 37 °C (BioSurface Technologies) 

utilizando un biorreactor (CDC biofilm reactor modelo CBR 90-1; BioSurface Technologies Corp., 

Bozeman, Montana, E.U.A). Los discos de acero inoxidable (diámetro: 1.27 cm) se montaron en 

varillas de polietileno (tres discos por varilla) y se colocaron dentro del biorreactor con 350 mL de 

caldo Mueller-Hinton. Una vez montado el biorreactor se esterilizó mediante autoclave. Para iniciar 

la formación de biopelículas se agregó 1 mL de suspensión bacteriana (1x105 UFC/mL) a los 350 

mL de caldo Mueller-Hinton para obtener un inóculo inicial de ~ 3.3 × 103 UFC/mL. Por último el 

biorreactor se operó en modo discontinuo a 37 ± 1 °C y 150 rpm durante 24 h (Ponnusamy et al., 

2013). Una vez formadas las biopelículas, los discos de acero inoxidable con las biopelículas se 

lavaron con agua destilada estéril y se trataron con diferentes concentraciones de quercetina (0, 3.3, 

6.6, 13.2, 19.8 y 26.5 mM) durante 1 h a temperatura ambiente. Después de los tratamientos, se 

determinó el número de células sobrevivientes mediante conteo en placa. Los resultados se 

expresaron como el número de bacterias adheridas por unidad de área (Log UFC/cm2). El 

experimento consistió en tres replicas biológicas con tres repeticiones técnicas. 

 

 

 

 

5.1.4 Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria de Biopelículas de Quercetina 

contra L. monocytogenes  
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El efecto inhibitorio de la quercetina sobre la formación de biopelículas de L. monocytogenes se 

estudió en superficies de acero inoxidable 304. La formación de biopelículas se realizó como se 

describió anteriormente en la sección 5.1.3; sin embargo, al biorreactor estéril a 25 °C se le agregó 

quercetina previamente disuelta en DMSO para obtener concentraciones finales de 0, 0.2, 0.4 y 0.8 

mM en experimentos independientes. Posteriormente se operó en modo discontinuo a 37 ± 1 °C y 

150 rpm durante 24 h. Para determinar el efecto de la quercetina sobre la adhesión inicial y la 

formación de biopelículas, se retiraron del biorreactor tres discos de acero inoxidable a las 2 y 24 

h de incubación, respectivamente. Inmediatamente, los discos fueron lavados con agua destilada 

estéril para remover las células débilmente adheridas y enseguida se colocaron en 3 mL de solución 

salina y se sometieron a un baño de ultrasonido (Branson 2510, Branson Ultrasonics, Danburry, 

CT, E.U.A) a 40 kHz durante 5 min con la finalidad de desprender las células adheridas. Enseguida 

se realizaron diluciones seriadas y se sembraron en agar Mueller-Hinton para determinar el número 

de células adheridas por área de los discos (Log UFC/cm2). La concentración más baja de 

quercetina en la que no se observó formación de biopelícula (número de células debajo del límite 

de detección de 1.24 Log UFC/cm2) a las 24 h se consideró como la CMIB (Gupta, 2015). El 

experimento consistió en tres replicas biológicas con tres repeticiones técnicas. 

 

 

5.1.5 Efecto de la Quercetina Sobre la Permeabilidad de la Membrana y las Propiedades 

Físico-químicas de Células Planctónicas de L. monocytogenes. 

 

 

5.1.5.1 Integridad de la membrana de L. monocytogenes expuesta a quercetina. La alteración en la 

permeabilidad de la membrana ocasionada por la quercetina se evaluó mediante el método de 

absorción del cristal violeta (Halder et al., 2015). Para esto, la bacteria se cultivó en caldo BHI 

durante 18 h a 37 °C y las células se colectaron mediante centrifugación a 4500 x g durante 5 min, 

se lavaron dos veces y se suspendieron en solución salina (NaCl 0.9%) a una densidad óptica (D.O.) 

de 0.4 a λ = 600 nm. La quercetina se disolvió previamente en DMSO y se agregó a la suspensión 

bacteriana para alcanzar concentraciones de 0, 0.1, 0.2, 0.4 y 0.8 mM, y se incubó durante 0, 30, 

60 y 120 min a 37 °C. Enseguida, las células se colectaron nuevamente (9300 x g durante 5 min), 
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se lavaron para remover la quercetina, se suspendieron en una solución de cristal violeta (0.2 

µg/mL) y se incubaron nuevamente a 37 °C durante 30 min con la finalidad de permitir la absorción 

del cristal violeta por las células. Por último, la suspensión se centrifugó a 9300 x g durante 15 min 

y se leyó la D.O. de los sobrenadantes a λ = 590 nm. Para calcular el porcentaje de absorción del 

cristal violeta, la D.O. de la solución de trabajo se consideró como el 100% y se utilizó la siguiente 

formula: % de absorción = (D.O. del sobrenadante/D.O de la solución de cristal violeta) x 100. El 

experimento consistió en tres replicas biológicas con tres repeticiones técnicas. 

 

 

5.1.5.2 Medición del potencial zeta. La carga superficial de L. monocytogenes expuesta a 

quercetina se determinó mediante la medición del potencial zeta (Nano-ZS 90, Malvern instrument, 

Malvern, R.U.). En este experimento, se cultivó L. monocytogenes en caldo de infusión cerebro-

corazón (BHI, por sus siglas en inglés) suplementado con quercetina (0.2 y 0.8 mM) durante 18 h 

a 37 °C. Las células cultivadas en caldo BHI sin la adición de quercetina fueron el control. Después 

de la incubación, las células se colectaron mediante centrifugación a 4500 x g durante 5 min y se 

lavaron dos veces con solución salina estéril (NaCl al 0.9 %) antes de suspenderlas en agua 

destilada, ajustar su D.O. a 0.4 y llevar a cabo la medición del potencial zeta (λ = 600 nm) 

(Hernandez-Leon et al., 2017). El experimento consistió en tres replicas biológicas con tres 

repeticiones técnicas. 

 

 

5.1.5.3 Determinación de la energía libre superficial. El efecto de la quercetina sobre la energía 

libre superficial de L. monocytogenes se determinó de acuerdo a lo descrito por Zhang et al. (2015). 

Para esto, se prepararon suspensiones bacterianas como se describió previamente a partir de 

cultivos de L. monocytogenes que crecieron en presencia de quercetina (0.2 y 0.8 mM) o en 

ausencia (control) y se ajustaron a una densidad celular de aproximadamente 1x1010 UFC/mL. 

Adicionalmente, se prepararon mezclas binarias de etanol:agua con diferentes proporciones (100:0 

a 0:100, v:v) para obtener valores de tensión superficial de 23 a 76 mJ/m2, los cuales se 

determinaron con un tensiómetro (CSC - Du Nouy, No. 70535) (Vazquez-Armenta et al., 2018). 

Posteriormente, se tomaron 100 µL de la suspensión bacteriana y se agregaron a los 500 µL de 

cada solución etanol:agua y se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 20 min. Luego, las 
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muestras se centrifugaron a 200 x g durante 6 min y se leyó la D.O. del sobrenadante a λ = 600 nm 

en un lector de microplacas (Omega Fluostar, BMG Labtech). La D.O. de los sobrenadantes se 

graficó contra sus respectivos valores de tensión superficial y los datos de la curva se sometieron 

a un ajuste polinomial de tercer orden con la finalidad de determinar el valor máximo de dispersión. 

El experimento consistió en tres replicas biológicas con tres repeticiones técnicas y los resultados 

se expresaron como mJ/m2. 

 

 

5.1.5.4 Efecto de la quercetina sobre el potencial de adhesión (ΔGadh) de L. monocytogenes en 

superficies de acero inoxidable. Los valores de energía superficial se utilizaron para calcular el 

potencial (ΔGadh) de L. monocytogenes a superficies de acero inoxidable. Este es un parámetro que 

indica si el proceso de adhesión entre las bacterias tratadas y la superficie abiótica es 

energéticamente favorable o no, desde el punto de vista termodinámico (Absolom et al., 1983). El 

potencial de adhesión se puede calcular a partir de la ecuación de estado de Neumann:  

 

 

∆𝐺𝐺𝑎𝑎𝑎𝑎ℎ = 2�𝛾𝛾𝑏𝑏𝑏𝑏𝛾𝛾𝑙𝑙𝑏𝑏 е−𝛽𝛽 �𝛾𝛾𝑏𝑏𝑏𝑏− 𝛾𝛾𝑙𝑙𝑏𝑏�
2

  +  2�𝛾𝛾𝑠𝑠𝑏𝑏𝛾𝛾𝑙𝑙𝑏𝑏 е−𝛽𝛽 �𝛾𝛾𝑠𝑠𝑏𝑏− 𝛾𝛾𝑙𝑙𝑏𝑏�
2

   

 

 

− 2�𝛾𝛾𝑏𝑏𝑏𝑏𝛾𝛾𝑠𝑠𝑏𝑏 е−𝛽𝛽 �𝛾𝛾𝑏𝑏𝑏𝑏− 𝛾𝛾𝑠𝑠𝑏𝑏�
2

  − 2𝛾𝛾𝑙𝑙𝑏𝑏     

 

 

Donde 𝛾𝛾𝑏𝑏𝑏𝑏, 𝛾𝛾𝑠𝑠𝑏𝑏 and 𝛾𝛾𝑙𝑙𝑏𝑏son la energía superficial de la bacteria, del acero inoxidable y del medio 

líquido donde se lleva a cabo el proceso (NaCl 0.9%), respectivamente (el superíndice v representa 

la fase vapor en la cual se determinó la energía superficial), y β es una constante empírica con valor 

de 0.0001247 (mJ/m2)-2 (Kwok y Neumann, 1999). La energía superficial de la solución salina 

(𝛾𝛾𝑙𝑙𝑏𝑏) se determinó mediante un tensiómetro (CSC - Du Nouy, No. 70535) y fue de 65.3 mJ/m2. 

Mientras que la energía superficial del acero inoxidable utilizado fue de 58.71 mJ/m2 y se determinó 

mediante el método de la gota sésil utilizando un goniómetro CAM-Plus Micro, Tantec 

(Schaumburg, IL, E.U.A) en conjunto con la ecuación de estado de Neumann (Kwok y Neumann, 
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2000). El ∆𝐺𝐺𝑎𝑎𝑎𝑎ℎ se calculó tanto para las bacterias control (sin quercetina) como las células 

crecidas en presencia de quercetina a 0.2 y 0.8 mM. El experimento se realizó por triplicado.  

 

 

5.1.5 Diseño Experimental y Análisis Estadístico  

 

 

Se realizó un diseño completo al azar para todos los experimentos. Para los ensayos de inhibición 

de la formación de biopelículas los factores fueron la concentración de quercetina y el tiempo de 

incubación (2 y 24 h). Mientras que para el ensayo de erradicación el factor fue la concentración 

de quercetina evaluada. En ambos ensayos la variable de respuesta fue el número de células viables 

por unidad de área (Log UFC/cm2). En cuanto a los ensayos de las propiedades fisicoquímicas de 

la bacteria expuesta a quercetina el factor fue la concentración del compuesto y las variables de 

respuesta fueron el potencial zeta (mV), la energía superficial (mJ/m2) y el potencial de adhesión 

(mJ/m2). Mientras que en el ensayo de permeabilidad, los factores fueron la concentración de 

quercetina y el tiempo de exposición, siendo la variable de respuesta el porcentaje de absorción de 

cristal violeta (%). Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) y en donde se encontraron 

diferencias se llevó a cabo una comparación múltiple de medias por el método de Tukey-Kramer a 

un 95% de confianza en el paquete estadístico NCCS 2007. 

 

 

 

 

 

5.2 Etapa 2: Efecto de la Quercetina Sobre la Organización Espacio-temporal de Biopelículas de 

L. monocytogenes y la Producción de Sustancias Poliméricas Extracelulares. 

 

 

5.2.1 Cinética de Formación de biopelículas de L. monocytogenes en Presencia de Quercetina 
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En esta etapa se siguió la formación de biopelículas en presencia de quercetina. Se seleccionó la 

concentración de 0.2 mM por que fue una dosis menor a las requeridas para causar pérdida de 

viabilidad bacteriana, esto fue de utilidad para observar los cambios en las variables de respuesta 

que se pueden ver comprometidas por la pérdida de viabilidad. La formación de biopelículas se 

realizó de acuerdo a lo descrito en la sección 5.1.3, pero los muestreos se realizaron a las 2, 4, 6, 8, 

12, 16, 20 y 24 h. Como control, se corrió otro experimento bajo las mismas condiciones pero sin 

adicionar quercetina en el medio de cultivo. La cuantificación de las células adheridas al acero 

inoxidable se llevó a cabo como se describió previamente en la sección 5.1.3. En cada intervalo de 

muestreo se retiraron tres discos de acero inoxidable y los resultados se expresaron como Log 

UFC/cm2. 

 

 

5.2.2 Extracción y Cuantificación de las Sustancias Poliméricas Extracelulares 

 

 

Para la extracción de las SPE, se tomaron tres discos de acero inoxidable en cada intervalo de 

muestreo. Los discos se lavaron con agua destilada estéril y se colocaron en 5 mL de solución 

salina adicionando 30 μL de formaldehído (37 %) para prevenir la lisis celular. Después de 1 h a 4 

°C, se agregó a la solución 2 mL de NaOH (1 M) y se sometió a un baño de ultrasonido a 40 kHz 

durante 10 min y se dejó en reposo durante 3 h a 4 °C. Enseguida, la muestra se sometió 

sucesivamente a dos separaciones por membrana. La primera consistió en una filtración a través 

de una membrana de 0.2 µm para retener las células intactas. Luego, el filtrado que contenía las 

SPE se sometió a diálisis (membrana de 3500 Da) contra agua Milli-Q durante 24 h a 4 °C y 

haciendo tres recambios, con la finalidad de separar los metabolitos de bajo peso molecular de la 

muestra a analizarse. Finalmente, la muestra dializada se liofilizó a – 50 °C durante 48 h (Liu y 

Fang, 2002). 

Para la cuantificación de los principales componentes de la matriz extracelular, las muestras 

liofilizadas se solubilizaron en 0.5 mL de agua Milli-Q. El contenido de polisacáridos se determinó 

por el método colorimétrico del fenol – ácido sulfúrico y los resultados se expresaron como µg 

equivalentes de glucosa a partir de una curva estándar (Masuko et al., 2005). Las proteínas totales 

se cuantificaron por medio de la reacción con ácido bicinconínico (BCA; Thermo Scientific™) 
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utilizando una curva estándar de albumina. Mientras que la concentración de ADN extracelular 

(ADNe) se determinó mediante espectrofotometría leyendo la D.O. a λ = 260 nm (Thermo 

Scientific™, Nanodrop 2000). La interferencia en la D.O. que causa la presencia de proteínas en 

la muestra se sustrajo de acuerdo a las ecuaciones de Porterfield y Zlotnick (2010). El experimento 

consistió en tres replicas biológicas y la extracción y cuantificación se realizó por triplicado. Los 

resultados se expresaron como μg de cada componente por unidad de área (μg/cm2). 

 

 

5.2.4 Microscopía Láser Confocal de Barrido  

 

 

Con la finalidad de inspeccionar las características estructurales de las biopelículas de L. 

monocytogenes formadas en presencia de quercetina (0 y 0.2 mM), se realizó un análisis mediante 

microscopía láser confocal de barrido. Para este análisis, las biopelículas se formaron en porta 

objetos de vidrio bajo las mismas condiciones de temperatura, inóculo y agitación que se describió 

en la sección 5.1.3. En cada intervalo de muestreo (2, 6, 12 y 24 h) los porta objetos con las 

biopelículas se retiraron asépticamente y se lavaron con agua destilada estéril previo a su tinción. 

La tinción se realizó con el colorante fluorescente Syto 9 (Invitrogen) a temperatura ambiente 

durante 30 min en la oscuridad de acuerdo a las especificaciones del fabricante. La adquisición de 

las imágenes se llevó a cabo en el microscopio confocal Zeiss LSM 800 equipado con un láser de 

argón de 488 nm y un objetivo de 40X (área escaneada = 319 x 319 µm). La fluorescencia emitida 

se capturó en el rango de 500 – 600 nm y se tomaron dos pilas de imágenes en el plano horizontal 

(eje Z) en puntos aleatorios de la biopelícula con un espaciado de 0.45 µm entre cada imagen. La 

reconstrucción 3D de las imágenes obtenidas se realizó utilizando el software Zen (Zeiss), mientras 

que los parámetros estructurales como el biovolúmen (µm3/µm2), el área cubierta (%) y el grosor 

promedio (µm) de las biopelículas en los diferentes tratamientos se determinaron con el software 

de procesamiento de imágenes Fiji (https://fiji.sc/). El experimento completo se realizó por 

triplicado.  

 

 

https://fiji.sc/
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5.2.5 Cinética de Crecimiento de L. monocytogenes en Estado Planctónico Presencia de 

Quercetina 

 

 

Con la finalidad de asegurar que el efecto de la quercetina sobre la adhesión y producción de SPE 

durante la formación de biopelículas no se deba a una pérdida en la viabilidad celular, se realizó 

una cinética de crecimiento en estado planctónico en presencia de quercetina a 0.2 mM. Las 

condiciones de cultivo fueron las mismas que se describieron en la sección 5.1.2. El control 

negativo consistió en 300 μL de caldo Mueller-Hinton suplementado con quercetina (0.2 mM 

concentración final) sin la adición de inóculo. Mientras que caldo Mueller-Hinton con inóculo 

bacteriano pero sin quercetina se utilizó como control positivo. La microplaca se incubó a 37 °C 

durante 24 con agitación intermitente (previo a cada lectura) y se tomaron lecturas de D.O. a 600 

nm cada 30 min. Los datos obtenidos se ajustaron a la función de Baranyi con ayuda de un 

complemento para Microsoft Excel (D-model, J. Baranyi, Institute of Food Research, Norwich, 

UK) con la finalidad de calcular los parámetros cinéticos del crecimiento bacteriano como la fase 

lag (h), taza de crecimiento (DO/h) y crecimiento máximo (OD) de cada curva obtenida. El 

experimento completo se realizó por triplicado.  

 

 

 

 

 

5.2.6 Diseño Experimental y Análisis Estadístico 
 

 

Se realizó un diseño completo al azar para todos los experimentos. En esta etapa los factores fueron 

la concentración de quercetina (0 y 0.2 mM) y el tiempo de incubación (2, 4, 6, 8, 12, 16, 20 y 24 

h). Las variables de respuesta fueron la densidad celular (Log UFC/cm2), el contenido de proteínas, 

polisacáridos y ADN extracelular (µg/cm2), el biovolumen (µm3/µm2), el área cubierta (%) y el 

grosor promedio (µm) de las biopelículas. Para las cinéticas de crecimiento en estado planctónico 

el factor fue la concentración de quercetina (0 y 0.2 mM) y las variables de respuesta fueron los 
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parámetros de crecimiento bacteriano. Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) y en donde se 

encontraron diferencias se realizó una comparación múltiple de medias por el método de Tukey-

Kramer a un 95% de confianza en el paquete estadístico NCSS 2007. 

 

 

5.3 Etapa 3: Expresión de prkA, sigB, prfA, inlA, inlC y actA en L. monocytogenes Expuesta a la 

Presencia de Quercetina 

 

 

En esta etapa, la obtención de ARN para los ensayos de RT-PCR en tiempo real, se realizó a partir 

de cultivos de L. monocytogenes crecidos en caldo BHI suplementado con quercetina (0, 0.2 y 0.8 

mM) a 37 °C durante 18 h. La extracción del ARN total de los cultivos crecidos en presencia de 

quercetina se realizó a partir del pellet bacteriano mediante cartuchos de extracción el kit comercial 

RNeasy RNA isolation kit (Qiagen, Valencia, CA, E.U.A.) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. El posible ADN contaminante se degradó utilizando la enzima DNaseI (Ambion, 

California, E.U.A.). La concentración de ARN se cuantificó utilizando el Nano-Drop 2000 

(Thermo-Scientific, Massachusetts, E.U.A.) a longitudes de onda de 260-280 nm para descartar 

contaminación por proteínas. Por otra parte, se realizó una electroforesis de agarosa (0.1%) para 

comprobar la integridad del ARN extraído. A partir del ARN obtenido, se llevó a cabo la síntesis 

del cDNA complementario utilizando la transcriptasa inversa SuperScript™ III RT siguiendo las 

instrucciones del fabricante (Thermo Scientific™, Massachusetts, E.U.A.) y las muestras obtenidas 

se conservaron a -80 °C hasta el momento de su análisis.  

Los cebadores utilizados se listan en el Cuadro 2. La especificidad de ellos se confirmó mediante 

una curva de “melting” posterior a su amplificación. El cDNA sintetizado se utilizó como templado 

para el análisis cuantitativo de PCR utilizando siguiendo la reacción de amplificación mediante el 

reactivo SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, California, E.U.A). Cada reacción incluyó 5 µL de 

cDNA (10 ng concentración final), 10 µL de Master Mix, 1 μL de cada primer (5 µM) y 3 μL de 

H2O para obtener un volumen total de 20 μL por cada reacción. Los productos se amplificaron en 

un termociclador Step-One ™ (Applied Biosystems, California, E.U.A). Las condiciones de 

amplificación fueron de 40 ciclos que incluyeron secuencialmente 95 °C durante 5 min, 95 °C 

durante 15 s, 60 °C durante 1 min y 72 °C durante 5 min. Controles sin templado (NTC) se 
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incluyeron para cada gen de interés. El ratio (R) de la expresión relativa de los genes de interés en 

los cultivos crecidos en presencia de quercetina y en el control (sin quercetina) se calculó utilizando 

una modificación de la fórmula del ΔΔCt (1) de Pfaffl (2001) y utilizando como referencia la 

expresión del gen constitutivo 16S. 

 

 

Cuadro 2. Lista de cebadores utilizados en este estudio. 

Gen Secuencia 5´ - 3´ Referencia 

16S F: CACTGGGACTGAGACACGG 

R: GGACAACGCTTGCCACCTA 

(Suo et al., 2014) 

sigB F: TCATCGGTGTCACGGAAGAA 

R: TGACGTTGGATTCTAGACAC 

(Mataragas et al., 2015) 

prfA F: CAATGGGATCCACAAGAATATTGTAT 

R: AATAAAGCCAGACATTATAACGAAAGC 

(Mataragas et al., 2015) 

actA F: AAGAAATTGATCGCCTAGCTGATT 

R: GTAAAAAACCCGCATTTCTTGAGT 

(Deshayes et al., 2012) 

inlA F: GGTCTCACAAACAGATCTAGACCAAGT 

R: TCAAGTATTCCACTCCATCGATAGATT 

(Knudsen et al., 2012) 

inlC F: ACTGGTCAGAAATGTGTGAATGA 

R: CCATCTGGGTCTTTGACAGT 

(Hadjilouka et al., 2016) 

(1)            R = (Egen de interés)ΔCt
gen de interés

(células no tratadas- células tratadas)/(Ereferencia)ΔCt
referencia

(células no tratadas-

células tratadas) 

 

 

Donde el Egen de interés y Ereferencia son las eficiencias de amplificación de cada par de cebadores de el 

gen de interés y el gen de referencia, respectivamente. Estos valores se calcularon a partir de una 

curva estándar de 5 puntos utilizando el valor Ct de cada concentración de cDNa evaluada. A partir 

de la pendiente de esta curva se calculó el valor E de acuerdo a formula E = 2-1/pendiente. Los ratios 

de expresión relativa se representaron en logaritmo base 2 (Log2). Este experimento consistió en 

dos replicas biológicas con tres repeticiones técnicas.  
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5.3.1 Diseño Experimental y Análisis Estadístico 

 

 

Se realizó un diseño completo al azar para este experimento. El factor que se analizó fue la 

concentración de quercetina y la variable de respuesta fue el ratio de expresión relativa expresado 

como Log2. Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) y en donde se encontraron diferencias se 

realizó una comparación múltiple de medias por el método de Tukey-Kramer a un 95% de 

confianza en el paquete estadístico NCSS 2007. 

 

 

5.4 Etapa 4: Efecto Inhibitorio de la Quercetina contra la PrkA 

 

 

5.4.1 Construcción del Modelo de la Estructura de la PrkA 

 

 

La estructura cristalina de la serina treonina cinasa PrkA de L. monocytogenes aún no se ha 

reportado, por lo que se construyó un modelo por homología del dominio catalítico (residuos 1 – 

338) utilizando como templado la estructura de PknB (PDB: 4EQM), a partir de la secuencia de 

aminoácidos del dominio catalítico de la PrkA (clave NCBI: NP_465345.1). Para seleccionar el 

templado se realizó una búsqueda de secuencias homólogas mediante el algoritmo BLAST (Basic 

Local Alignment Search Tool) en la base de datos PDB (Protein Data Bank). A partir de estos 

resultados, se seleccionó la serina/treonina cinasa PknB de S. aureus (PDB: 4EQM) la cual es la 

que presenta el mayor porcentaje de identidad con PrkA (47%). El modelo se construyó utilizando 

el servidor Phyre2 en modo intensivo con la función de modelado uno-a-uno (Kelley et al., 2015). 

El modelo obtenido se analizó con el software de visualización UCSF Chimera (Pettersen et al., 

2004), y se utilizó para estudiar las características estructurales de PrkA. 
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5.4.2 Sobreexpresión y Purificación del Dominio Cinasa de PrkA 

 

 

A partir de la secuencia de nucleótidos que codifica para el dominio catalítico de la PrkA (clave 

NCBI: NP_465345.1) se construyó un gen sintético con una etiqueta de polihistidina (6-His) en 

cual se insertó en el vector de sobreexpresión pD444-NH. Tanto la síntesis del gen y la ligación 

con el vector la realizó la compañía ATUM™. Con este vector, se transformaron cepas de E. coli 

Rosetta 2 químicamente competentes mediante choque térmico. Las cepas transformadas se 

cultivaron en caldo LB suplementado con ampicilina (50 µg/mL) a 37 °C con agitación constante 

a 220 rpm en un agitador orbital MaxQ 4000 (Thermo-Scientific, Massachusetts, E.U.A.), hasta 

alcanzar una D.O. de 0.6 (λ = 600 nm). La sobreexpresión de la PrkA se indujo con la adición de 

IPTG 1 mM (isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido). A partir de ahí, se tomaron alícuotas a las 0, 

6, 8 y 16 h posteriores a la inducción para determinar el tiempo óptimo de sobreexpresión, para 

esto, las células en las alícuotas se colectaron mediante centrifugación (5000 x g, 15 min, 4 °C) y 

el pellet bacteriano se resuspendió en buffer de lisis (Na2HPO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 

10 mM, pH = 7.4) y se lisó mediante sonicación en hielo (6 ciclos de 10 s a 10% de potencia). El 

lisado se centrifugó (2,5000 x g, 15 min, 4 °C) y se recuperó el sobrenadante y el pellet para analizar 

la presencia de la PrkA en la fracción soluble e insoluble respectivamente mediante SDS-PAGE. 

Una vez corroborada la presencia de la PrkA en la fracción soluble, se procedió a sobreexpresarla 

para su purificación considerando el tiempo de 6 h como el óptimo. A este tiempo, las células (1 g 

de pellet) se colectaron y lisaron como se describió anteriormente. El lisado se centrifugó (2,5000 

x g, 15 min, 4 °C) y se recuperó el sobrenadante el cual se cargó a una columna HisTrap HP de 1 

mL cargada con Ni2+ para su purificación mediante cromatografía de afinidad (IMAC) en un 

cromatógrafo ÄKTA prime Plus. La elución de la PrkA se realizó mediante un gradiente lineal de 

imidazol de 10 – 500 mM a un flujo constante de 1 mL/min (Buffer A: 50 mM Na2HPO4, 300 mM 

NaCl, 10 mM imidazol, pH = 7.4; Buffer B: 50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 500 mM imidazol, 

pH = 7.4. El proceso de elución se monitoreo midiendo la absorbancia a λ = 280 nm y se colectaron 

fracciones de 3 mL. La purificación de la proteína se siguió mediante SDS-PAGE (Laemimli 1970) 

y su concentración se determinó por el método de Bradford después de dializar las fracciones contra 

Tris-HCl 50 mM y NaCl 300 mM (pH = 7.4) (Lima et al., 2011). 
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5.4.3 Ensayo de Actividad Enzimática 

 

 

Para corroborar que la proteína purificada se encontrará activa, se llevó a cabo un ensayo de 

actividad enzimática utilizando el kit comercial Kinase-Glo® de Promega. Las reacciones se 

llevaron a cabo en volúmenes de 50 μL. El buffer de reacción estuvo compuesto de Tris-HCl 10 

mM pH 7.4, NaCl 150 mM, DTT 1 mM, MgCl2 1 mM y MnCl2 1 mM. La PrkA se agregó a la 

reacción a una concentración final de 5 μM junto con la proteína susceptible a fosforilación MPB 

(Myelin Basic Protein) a 40 μM. La reacción se inició con la adición de ATP 100 μM y se dejó 

incubar en reposo durante 2 h a 37 °C. Por último la reacción se detuvo con la adición de 50 μL 

del reactivo Kinase-Glo el cual contiene la enzima luciferasa que consume el ATP remanente de la 

reacción de la PrkA produciendo luminiscencia. La lectura de la luminiscencia se realizó 

transcurridos 10 min para permitir la estabilización de la señal y se llevó a cabo en el lector de 

microplacas Fluostar Omega en el modo de detección. Como controles se incluyeron reacciones 

sin la PrkA y reacciones sin ATP. Los resultados se expresaron como Unidades Relativas de 

Luminiscencia (URL). El experimento se realizó por triplicado. 

Una vez confirmada la actividad de la proteína sobreexpresada se prosiguió a evaluar el efecto 

inhibitorio de la quercetina sobre ésta. La reacción se llevó a cabo de acuerdo a lo descrito en el 

párrafo anterior. Posterior a la adición de la PrkA, se agregó quercetina (5 µL) previamente disuelta 

en DMSO a concentraciones finales de 0, 40, 80 y 160 µM y se dejó incubar durante 10 min a 37 

°C. Enseguida se agregó MBP (40 µM) y se inició la reacción con la adición del ATP (100 µM). 

De igual manera se incluyeron los controles sin la PrkA y sin ATP. Los resultados se expresaron 

como porcentaje de actividad residual tomando como el 100% de actividad la reacción sin adición 

de quercetina.  

Por otra parte, para calcular la concentración de quercetina que inhibe el 50% de la actividad 

enzimática (IC50) se realizó un análisis de dosis-respuesta. Se evaluaron concentraciones de 

quercetina de 0, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160 y 180 µM y los datos obtenidos se 

transformaron a escala logarítmica y se ajustaron a un modelo de regresión no lineal en el software 

GraphPad Prism 5.01 (Schaenzer et al., 2017). El experimento completo se repitió dos veces y cada 

concentración de quercetina se evaluó por triplicado.  
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5.4.4 Análisis de Acoplamiento Molecular 

 

 

El modelo de la PrkA, obtenido según lo descrito en la sección 5.4.1, se utilizó para realizar un 

análisis de acoplamiento molecular (docking) entre la quercetina y el sitio de unión del ATP de la 

PrkA con el complemento AutoDock Vina del programa Chimera (Trott y Olson, 2010). 

Adicionalmente, se hizo el análisis de acoplamiento molecular entre el ATP y su sitio de  unión en 

la PrkA. La estructura tridimensional de la quercetina y ATP se importaron desde la base de datos 

PubChem (ID: 5280343 y 5957, respectivamente). La energía de las estructuras (PrkA y ligandos) 

se minimizó y se agregaron átomos de hidrogeno y cargas parciales utilizando la función Dock 

Prep. El área para el análisis de acoplamiento molecular fue de 66 x 66 x 66 Å que contenía el sitio 

de unión del ATP. Para cada ligando se generaron 8 poses de las cuales se seleccionaron aquellas 

con la menor energía de unión. Por último, con la ayuda del software Discovery studio (BIOVIA, 

2017), se calcularon las interacciones tanto hidrofóbicas como puentes de hidrógeno entre la PrkA 

y cada ligando. 

 

 

5.4.5 Diseño Experimental y Análisis Estadístico 

 

 

Se realizó un diseño completo al azar en los experimentos de actividad enzimática e inhibición. El 

factor que se analizó fue la concentración de quercetina y la variable de respuesta fue las URL y la 

actividad residual (%). Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) y en donde se encontraron 

diferencias se realizó una comparación múltiple de medias por el método de Tukey-Kramer a un 

95% de confianza en el paquete estadístico NCSS 2007. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES 

 

 

6.1 Etapa 1: Caracterización de la Actividad Antibacteriana y Anti-biopelícula de Quercetina 

contra L. monocytogenes 

 

 

6.1.1 Efecto de la quercetina sobre L. monocytogenes en estado planctónico y biopelícula 

 

 

La actividad antibacteriana de la quercetina se evaluó contra L. monocytogenes y se determinó que 

la concentración mínima inhibitoria del crecimiento (MIC) en estado planctónico fue de 4.9 mM, 

mientras que la concentración mínima bactericida (MBC) fue  > 26.5 mM. Esto indica que la 

quercetina ejerce un efecto bacterioestático en las concentraciones evaluadas; sin embargo, es 

importante mencionar que no fue posible disolver el compuesto a concentraciones más elevadas. 

Por otra parte, la habilidad de este compuesto para erradicar biopelículas maduras (24 h de 

formación) de L. monocytogenes (densidad celular de 6.05 Log UFC/cm2) también fue investigada 

(Figura 7). La exposición de las biopelículas maduras a diferentes concentraciones de quercetina 

durante 1 h redujo el número de células viables, en comparación con el control (p ≤ 0.05); sin 

embargo, no se observaron diferencias significativas (p > 0.05) entre las concentraciones aplicadas. 

La reducción en los tratamientos fue de 0.56–0.94 Log UFC/cm2.  

En este contexto, se evaluó el efecto de la quercetina en la adhesión inicial (2 h) y subsecuente 

formación de biopelículas (24 h) (Figura 8) Se pudo observar un efecto dosis-dependiente en donde 

en las primeras 2 h, el número de células adheridas en ausencia de quercetina fue de 2.93 Log 

UFC/cm2. Por otro lado, en presencia de este compuesto a 0.2 mM se observó una reducción 

significativa (p ≤ 0.05) de 1.48 Log UFC/cm2 en relación al control. Al incrementar la 

concentración a 0.4 y 0.8 mM no se detectaron células viables en las superficies de acero 

inoxidable. A las 24 h de formación, las biopelículas de L. monocytogenes mostraron una densidad 

celular de 6.09 Log UFC/cm2. Sin embargo, el desarrollo de estas biopelículas se vio afectado por 

la presencia de quercetina, ya que a 0.2 y 0.4 mM provocó una reducción (p ≤ 0.05) en las bacterias 

asociadas a la superficie en alrededor de 1.96 y 3.21 Log UFC/cm2, respectiva-      
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Figura 7. Número de células viables en las biopelículas de L. monocytogenes (24 h de formación a 
37 °C) expuestas a diferentes concentraciones de quercetina durante 1 h. Los valores son medias 
de tres experimentos independientes ± el error estándar. Literales diferentes representan diferencias 
significativas entre las concentraciones (p ≤ 0.05). 
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Figura 8. Efecto de la quercetina sobre la prevención de la adhesión (2 h) y formación de 
biopelículas (24 h) de L. monocytogenes sobre acero inoxidable a 37 °C. * valores debajo del límite 
de detección (1.28 Log UFC/cm2). Los valores son medias de tres experimentos independientes 
± el error estándar. 
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mente. Mientras que a la concentración más alta evaluada (0.8 mM) no se recuperaron células 

viables de los cupones de acero inoxidable, por tal motivo esta concentración se consideró como 

la concentración mínima de inhibición de biopelículas (CMIB). Estos resultados confirman el papel 

de la quercetina como un agente que previene la formación de biopelículas de L. monocytogenes, 

más allá de afectar la viabilidad celular a nivel planctónico o de biopelículas pre-establecidas. 

El mecanismo bacterio-estático de la quercetina sobre L. monocytogenes ha sido relacionado con 

la interferencia en procesos celulares como la síntesis de ácidos nucleicos (Wu et al., 2013) y de 

constituyentes de la pared celular (Wu et al., 2008). Sin embargo, esta interferencia no parece ser 

suficiente para causar un efecto bactericida. Adicionalmente, existe evidencia del papel protector 

de las biopelículas maduras sobre el efecto antibacteriano de diversos compuestos (Pan et al., 2006) 

sin embargo, en el presente estudio no fue posible observar esto debido a la baja solubilidad de la 

quercetina a > 26.4 mM en el medio de cultivo.  

Similar a lo que observamos, Sivaranjani et al. (2016) reportaron que el flavonoide morina, a 

concentraciones de 0.08 y 0.33 mM, fue incapaz de erradicar biopelículas de L. monocytogenes 

después de 1 h de tratamiento, de acuerdo a la cuantificación de la biomasa total, actividad 

metabólica y análisis por microscopia confocal. Mientras que los ácidos gálico y ferúlico a 5.87 y 

5.15 mM, respectivamente, fueron inefectivos para remover biopelículas de E. coli, P. aeruginosa, 

S. aureus y L. monocytogenes en 1 h de tratamiento. Aunque estos compuestos redujeron la 

actividad metabólica más de un 70% de todas las biopelículas (Borges et al., 2012). Igualmente, el 

estilbeno resveratrol a su CMI (0.8 mM) redujo entre un 70 y 80% la actividad metabólica de 

biopelículas de L. monocytogenes, pero fue incapaz de erradicarlas. Por otra parte, es importante 

resaltar que los tratamientos que están dirigidos a la inactivación de biopelículas con base en un 

efecto biocida son inefectivos para remover o desprender las células muertas y las SPE, lo que 

podría facilitar la recolonización de la superficie con otras bacterias patógenas (Shen et al., 2012). 

Para la remoción de las SPE se han propuesto tratamientos enzimáticos (Meireles et al., 2016), 

aunque esta opción pudiera incrementar considerablemente los costos de sanitización. Es por esto 

que prevenir la formación de estas comunidades podría considerase una mejor alternativa que su 

erradicación, lo cual fue el resultado más positivo de la quercetina.  

Al comparar las concentraciones de inhibición de la formación de biopelícula con las de 

erradicación observamos que la CMIB (0.8 mM) es hasta 33 veces menor que la concentración más 

alta evaluada en los ensayos de erradicación (26.5 mM). Esto nos indica que este compuesto actúa 
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con mayor efectividad en las primeras etapas de formación, que corresponde a la adhesión inicial. 

De igual manera, la CMIB es 6 veces menor a la concentración requerida para inhibir el crecimiento 

planctónico (CMI = 4.9 mM), indicando que este compuesto provoca cambios en las células 

planctónicas que repercuten en su capacidad de adhesión, más allá de afectar su capacidad de 

replicarse. Con estos resultados se prosiguió a explorar el mecanismo que ejerce la quercetina para 

inhibir la formación de las biopelículas de acuerdo a la hipótesis establecida. 

 

 

6.1.2 Efecto de la Quercetina en la Permeabilidad de la Membrana de L. monocytogenes y 

en las Propiedades Fisicoquímicas.  

 

 

En la Figura 9 se observa el efecto de la concentración de quercetina y el tiempo de exposición 

sobre la absorción del cristal violeta, siendo este efecto dosis dependiente (p ≤ 0.05). El cristal 

violeta es un colorante catiónico que es impermeable a las membranas celulares intactas, por lo que 

su absorción es un indicador de la disrupción de la permeabilidad de este organelo. La 

concentración de 0.1 mM causó un 30% de absorción en los 30 min de contacto con la bacteria, 

mientras que a los 120 min el valor incrementó al 71%. Las concentraciones de 0.2 a 0.8 mM 

provocaron entre el 71 y 79% de absorción en los primeros 30 min. Estos resultados muestran que 

la quercetina fue capaz de disminuir la permeabilidad de la membrana de L. monocytogenes.  

Trabajos previos utilizando liposomas como modelo de estudio, han demostrado que la quercetina 

se puede internalizar en las membranas lipídicas e intercalarse a las regiones intermedias, lo que 

provoca rigidez y un aumento en la permeabilidad (Tsuchiya, 2010; Wu et al., 2013). Mientras que 

el presente estudio observó el efecto opuesto en la permeabilidad, estas diferencias podrían deberse 

a la composición de los liposomas utilizados y la composición lipídica de la membrana de L. 

monocytogenes. A su vez, los resultados obtenidos nos sugieren que la quercetina podría 

acumularse en regiones exteriores de la membrana, causando un aumento en su fluidez y 

provocando la pérdida de la permeabilidad, lo que también podría permitir la internalización del 

compuesto y actuar en otras dianas celulares. 
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Figura 9. Porcentaje de absorción de cristal violeta por L. monocytogenes expuesta a diferentes 
concentraciones de quercetina como indicador de la permeabilidad de su membrana. Mayor 
porcentaje de absorción del colorante indica una mayor permeabilidad. Los valores son el promedio 
de tres determinaciones ± el error estándar. 
 

 

 

Por otra parte, ya que la adhesión de L. monocytogenes está influenciada principalmente por 

interacciones fisicoquímicas entre la bacteria y la superficie abiótica (Zhang et al., 2015), se evaluó 

el efecto de la quercetina sobre la carga superficial (potencial zeta), el potencial de adhesión y la 

energía libre superficial. El potencia zeta de las bacterias no tratadas fue de -38.07 ± 0.72 mV, y 

no se observaron cambios en este parámetro en las células cultivadas en presencia de quercetina a 

0.2 mM; sin embargo, al aumentar la concentración a 0.8 este valor disminuyó a -36.53 ± 0.32 mV 

(p ≤ 0.05). Por otra parte, la quercetina provocó una disminución en la energía libre superficial de 

L. monocytogenes mostrando valores de 35.14 ± 0.31 y 30.82 ± 0.2 mJ/m2 a 0.2 and 0.8 mM, 
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respectivamente, siendo menores (p ≤ 0.05) al de las células no tratadas (42.47 ± 0.95 mJ/m2). La 

energía libre superficial refleja el carácter hidrofóbico/hidrofílico de la bacteria (Shen et al., 2017), 

por lo que los datos obtenidos indican que la presencia de quercetina aumenta la hidrofobicidad de 

L. monocytogenes. A su vez, esto provocó una alteración en el potencial de adhesión (ΔGadh) entre 

las bacterias de cada tratamiento y el acero inoxidable. De acuerdo a los resultados, el proceso de 

adhesión entre L. monocytogenes y el acero inoxidable es energéticamente favorable (-5.37 ± 0.19 

mJ/m2), aunque en presencia de quercetina se vuelve aún más (-6.66 a -7.28 mJ/m2). Estos 

resultados demuestran que la quercetina perturba las propiedades fisicoquímicas de L. 

monocytogenes de manera dosis dependiente, aun cuando no se relaciona positivamente con el 

efecto anti-adherente observado. 

El valor negativo del potencial zeta refleja la carga neta negativa de la superficie bacteriana, que 

se le atribuye a los grupos fosfato de los ácido teicoicos de la pared celular y los fosfolípidos de la 

membrana (Bisbiroulas et al., 2011). La disminución en la carga negativa podría deberse a un 

incremento en la síntesis de fosfolípidos neutros como fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, la 

cual se ha observado en células de L. monocytogenes adaptadas a condiciones ácidas (Bisbiroulas 

et al., 2011; Mastronicolis et al., 2010). Por otro lado, se sabe que el acero inoxidable presenta una 

carga negativa a valores de pH ácidos y cercanos al neutro (Hedberg et al., 2014; Hedberg et al., 

2013), por lo que en teoría, la fuerzas de repulsión entre este material y las bacterias tratadas con 

quercetina debería disminuir (al disminuir la carga negativa) y el número de células adheridas 

aumentar. Este comportamiento se ha observado en P. aeruginosa y S. aureus cultivadas en 

presencia de concentraciones sub-inhibitorias del antibiótico norfloxacin, que provocó una 

disminución en el potencial zeta e incrementó la capacidad de formar biopelículas de ambas 

bacterias en superficies de poliestireno (Kumar y Ting, 2013).  

Sin embargo, en nuestro estudio también observamos que la quercetina provocó un aumento en la 

hidrofobicidad de L. monocytogenes. Las bacterias más hidrofóbicas tienden a colonizar con mayor 

facilidad superficies hidrofóbicas y viceversa, es decir, superficies con energía libre superficial 

cercana a la suya (Tuson y Weibel, 2013). Por lo que en las bacterias tratadas con quercetina la 

barrera energética se vuelve aún más grande al ser el acero inoxidable un material hidrofílico (𝛾𝛾𝑠𝑠𝑏𝑏= 

58.71 mJ/m2). Esto nos indica que en L. monocytogenes las interacciones hidrofóbicas contribuyen 

en mayor medida al proceso de adhesión que las fuerzas electroestáticas de atracción y repulsión. 

La hidrofobicidad está relacionada con la presencia de apéndices extracelulares (Dorobantu et al., 
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2008), por lo que el aumento provocado por la quercetina podría deberse a una menor presencia de 

proteínas extracelulares que son de carácter hidrofílico debido a los grupos amino (-NH2) y 

carboxilo (-COOH).  

Por otra parte, el potencial de adhesión es un parámetro termodinámico que nos indica la 

factibilidad de que ocurra el proceso de adhesión. El valor negativo de ΔGadh que se observó entre 

las bacterias tratadas con quercetina y el acero inoxidable, discrepa de la inhibición de la adhesión 

observada experimentalmente. Sin embargo, el proceso de adhesión es complejo e involucra un 

balance entre fuerzas de repulsión - atracción de las cargas superficiales y las interacciones 

hidrofóbicas (Li et al., 2012). Por lo que un desequilibro en uno o más de estos parámetros pudiera 

afectar este proceso. Además, es importante recordar que la adhesión ocurre en dos etapas, la 

reversible y la irreversible, y para que esta última ocurra es necesario que la bacteria produzca 

adhesinas extracelulares para reforzar la unión inicial. Se ha reportado que en P. aeruginosa la 

síntesis de adhesinas se desencadena minutos después del contacto físico con la superficie, aunque 

el mecanismo exacto aún es desconocido (Li et al., 2012). Por lo que es posible que la quercetina 

pudiera afectar los mecanismos específicos de adhesión como la síntesis de adhesinas que ayudan 

a reforzar la unión bacteria-superficie volviéndola irreversible. Esta idea se sustenta con la posible 

internalización de la quercetina, los cambios en la hidrofobicidad que están relacionados con la 

presencia de apéndices extracelulares y la inhibición de la adhesión a acero inoxidable, aunque es 

necesario profundizar en este posible mecanismo de acción.  

 

 

6.1.3 Conclusiones 

 

 

Los resultados obtenidos en esta etapa demuestran que la quercetina actúa en las primeras etapas 

de formación de biopelículas de L. monocytogenes inhibiendo la adhesión inicial (2h) debido a la 

reducción en la carga superficial, la energía libre superficial y la alteración del potencial de 

adhesión. Esto podría deberse a la posible internalización de la quercetina donde podría actuar en 

otros sitios diana e inhibir la producción de adhesinas que refuerzan la unión a la superficie. Por lo 

que es necesario profundizar en este posible mecanismo, evaluando el efecto de la quercetina en la 

producción de sustancias poliméricas extracelulares de L. monocytogenes.  
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6.2 Etapa 2: Efecto de la Quercetina Sobre la Densidad Celular, Morfología y Producción de 

Sustancias Poliméricas Extracelulares de Biopelículas de L. monocytogenes Durante su 

Formación. 

 

 

6.2.1 Cinéticas de Formación de Biopelículas de L. monocytogenes en Presencia de 

Concentraciones No Letales de Quercetina. 

 

 

Con la finalidad de profundizar en el estudio del mecanismo de acción, se realizaron cinéticas de 

formación de biopelículas de L. monocytogenes en presencia de una concentración no letal de 

quercetina, esto para evitar la influencia de los cambios en la carga celular sobre la adhesión 

bacteriana. Se seleccionó la concentración de 0.2 mM ya que de acuerdo a los resultados previos  

permite el establecimiento y desarrollo de las biopelículas, el cual es necesario para visualizar el 

efecto que provoca este compuesto en las células adheridas en cuanto a la producción de SPE y su 

organización espacio-temporal. El efecto de la quercetina a 0.2 mM sobre el crecimiento 

planctónico de L. monocytogenes se evaluó mediante una cinética de crecimiento. Las células 

planctónicas en el medio de cultivo contribuyen a la formación de biopelículas durante el desarrollo 

normal de las mismas, debido la continua deposición sobre las capas de células adherentes (Nguyen 

et al., 2014), por lo que su participación en la formación de biopelículas debe considerarse. Como 

se puede observar en el Cuadro 3., la quercetina a 0.2 mM no afectó las parámetros cinéticos del 

crecimiento como la fase lag (p = 0.64), la tasa de crecimiento (p = 0.39) y el crecimiento máximo 

(p = 0.073), lo que indica que el crecimiento planctónico no fue afectado a esta concentración.  

Por otra parte, la Figura 10 se muestra el efecto de la quercetina sobre la densidad celular de 

biopelículas de L. monocytogenes durante su formación sobre acero inoxidable a 37 °C. Esta 

concentración del compuesto interfirió en la adhesión inicial, observándose una reducción de 1.32 

Log UFC/cm2 en las primeras 2 h, en comparación con el control. Mientras que la densidad celular 

en presencia de quercetina incrementó exponencialmente después de 4 h, alcanzando la densidad 
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máxima a las 12 h y permaneció sin diferencias (p > 0.05) hasta las 16 y 20 h (promedio 4.71 Log 

UFC/cm2). Este valor fue menor (p ≤ 0.05) que el número de células adherentes 

 

 

Cuadro 3. Efecto de la quercetina sobre los parámetros de crecimiento de L. monocytogenes en 
estado planctónico. Los valores son el promedio de tres determinaciones ± el error estándar.  
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Tratamiento Fase Lag (h) 
Tasa de crecimiento 

(O.D./h) 
Y max (O.D.) 

Control 2.77±0.52 0.099±0.013 0.74±0.01 

Quercetina 2.47±0.04 0.079±0.006 0.83±0.03 

 p = 0.64 p = 0.39 p = 0.073 
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Figura 10. Cinética de formación de biopelículas de L. monocytogenes sobre acero inoxidable a 37 
°C en presencia de quercetina (0.2 mM). Los valores son el promedio de tres determinaciones ± el 
error estándar. 
 
 

en el tratamiento control en el mismo tiempo (promedio 5.87 Log UFC/cm2). Finalmente, a las 24 

h las biopelículas formadas en presencia de quercetina presentaron una densidad celular menor al 

tratamiento control de 1.94 Log UFC/cm2. Estos resultados nos indican que la quercetina interfiere 

en la formación de biopelículas de L: monocytogenes probablemente debido a la inhibición de la 

síntesis de las SPE que ayudan a la retención de las células hijas una vez completada la división 

celular.  

Se encontró que la matriz extracelular de L. monocytogenes está compuesta principalmente por 

proteínas (̴ 66–97% del total de las SPE), y su contenido incrementa durante el proceso de 

formación (Figura 11). Como se muestra en la Figura 11 en las biopelículas control (sin quercetina) 

el contenido de proteínas extracelulares aumenta (p ≤ 0.05) drásticamente de 63.3 μg/cm2 a las 12 

h a 189.42 μg/cm2 a las 16 h; estos valores permanecieron constantes hasta las 24 h (190.8 μg/cm2). 

En cuanto al contenido de exopolisacáridos y ADN extracelular estos variaron de 3.69 a 8.56 

μg/cm2 y de 0.08 a 0.38 μg/cm2, durante el desarrollo de las biopelículas, respectivamente, pero no 

fueron diferentes estadísticamente (p > 0.05). Por otro lado, las biopelículas formadas en presencia 

de quercetina presentaron un 41 % menos (p > 0.05) de contenido de proteínas extracelulares a las 

24 h de formación, en relación al control. La producción de exopolisacáridos y el ADN extracelular 

no se vio afectada (p > 0.05) por este compuesto variando su contenido de 3.93 a 6.94 μg/cm2 y de 

0.05 a 0.38 μg/cm2, respectivamente. Estos resultados demuestran que la quercetina interfiere en la 

producción de proteínas extracelulares de las bacterias adherentes lo que podría repercutir en su 

capacidad de mantenerse unidas y/o adheridas a la superficie.  
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Figura 11. Contenido de sustancias poliméricas extracelulares durante la formación de biopelículas 
de L. monocytogenes sobre acero inoxidable en presencia de quercetina (0.2 mM) a 37 °C. ● 
Proteínas totales, ▲ ADN y ♦ exopolisacáridos totales en el control; ○ proteínas totales, Δ ADN y 
◊ exopolisacáridos totales en el tratamiento con quercetina. Los valores son el promedio de tres 
determinaciones ± el error estándar. 
 

Otro aspecto importante de la formación de biopelículas es la colonización de la superficie durante 

su desarrollo. En este sentido, en la Figura 12 se muestran las imágenes obtenidas mediante 

microscopía de epifluorescencia. Se puede observar que la formación de biopelículas de L. 

monocytogenes comienza con la adhesión de células planctónicas individuales sobre el sustrato (2 

h), seguido de su replicación para formar microcolonias (6 h). En las muestras control (Figura 12), 

las microcolonas se observaron como agregados bacterianos con diversas formas y tamaños, 

algunos de ellos interconectados. De acuerdo a la reconstrucción 3D y de la vista ortogonal en el 

plano XZ, estas estructuras son planas y forman una mono capa. Las biopelículas de 12 h se 

caracterizaron por la presencia de un patrón más definido de distribución sobre la superficie; 

mientras que a las 24 h se observó el desarrollo de una arquitectura más compleja. 
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Además, las imágenes evidencian que en presencia de quercetina (0.2 mM), L. monocytogenes es 

incapaz de desarrollar biopelículas maduras con estructuras complejas como pasó en las muestras 

control. Este efecto es evidente desde la formación de microcolonias, donde se observó un menor 

número de estos agregados. En la Figura 13 se presenta un acercamiento de estos agregados donde 

las microcolonias formadas en presencia de quercetina fueron menos densas que el tratamiento 

control. En ambos casos se observó la formación de septos (flechas rojas) que indican que la 

replicación celular no fue afectada a esta concentración. De igual manera, el efecto de la quercetina 

se observó en la distribución de las biopelículas a las 12 y 24 h. El análisis cuantitativo de las 

imágenes (Figura 14) nos muestra que este compuesto afectó la dinámica de formación de las 

biopelículas de L. monocytogenes, ya que en presencia de quercetina redujo la colonización de la 

superficie (menor área cubierta) en las etapas evaluadas. A las 24 h, esta reducción significó un 

12% menos que las muestras control. Otro parámetro que se modificó fue el biovolumen, que indica 

el volumen de la biomasa por unidad de área del sustrato (µm3/µm2) el cual se redujo (p ≤ 0.05) un 

57% respecto al control por efecto de la quercetina. Aunque el grosor promedio (µm) de las 

biopelículas no se vio afectado (p ≤ 0.05) por el tratamiento. Los resultados confirman que este 

flavonoide actúa en las primeras etapas de formación de las biopelículas y altera su organización 

espacio-temporal.  
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Figura 12. Formación de biopelículas de L. monocytogenes en presencia de quercetina a 0.2 mM a 
37 °C durante 24 h. Las imágenes son la representación en 3D de los cortes sobre el eje Z obtenidos 
mediante microscopía láser confocal.  
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Figura 13. Microcolonias representativas de L. monocytogenes en el tratamiento control (A y B) y 
con quercetina 0.2 mM (C y D). Las flechas rojas señalan la presencia de septos de división. La 
flecha blanca señala la interacción célula-célula que favorece la formación de agregados. 
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Figura 14. A) Área cubierta y B) biovolumen de las biopelículas de L. monocytogenes formadas 
sobre acero inoxidable en presencia de quercetina. Los valores son el promedio de tres 
determinaciones ± el error estándar. 
 

 

Trabajos previos han caracterizado la organización espacio-temporal de las biopelículas de L. 

monocytogenes (Mosquera-Fernández et al., 2014; Mosquera-Fernández et al., 2016; Vikram et al., 

2010), pero este enfoque no se ha aplicado para estudiar en efecto de compuestos antibiopelícula 

como la quercetina. En este estudio, se encontró una correlación fuerte y positiva entre el contenido 

total de las SPE y densidad celular de las biopelículas (r = 0.7989; p = 0.0174), así como entre el 
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área cubierta (r = 0.9670; p = 0.033). Esto nos indica que la producción de SPE es muy importante 

para la colonización de las superficies abióticas. En este sentido, los resultados evidencian que la 

quercetina tiene un impacto negativo en la producción de proteínas extracelulares y como 

consecuencia afecta la organización espacio-temporal y la retención de las células en la biopelícula. 

Estudios previos han abordado el estudio de flavonoides como inhibidores de biopelículas de 

bacterias patógenas. Vikram et al. (2010) evaluaron el efecto de diversos flavonoides sobre la 

formación de biopelículas de E. coli O157: H7, donde la quercetina, naringenina y la sinensteina 

fueron los compuestos más efectivos al disminuir la biomasa total en un 50, 42 y 35% 

respectivamente, a una concentración de 6.25 µg/mL. Al profundizar en el posible mecanismo de 

acción se observó que la naringenina reprimió la expresión de los genes del sistema de secreción 

tipo III en V. harveyi. En otro estudio, la quercetina y el ácido tánico fueron los compuestos 

responsables de la actividad antibiopelícula de extractos de la planta A. japonica contra S. aureus 

(Lee et al., 2013). Mientras que los flavonoides como la miricetina, hesperetina y la chalcona 

floretina inhibieron la formación de biopelículas de S. aureus RN4220 en más de un 70% a 

concentraciones de 16 a 256 µg/mL. Esta cepa portaba el plásmido pUL5054 que contiene el gen 

msrA que codifica para la bomba de eflujo MsrA. Aunque la cepa S. aureus SA1199B, que 

sobreexpresaba el gen norA que codifica para la bomba de eflujo responsable de excretar 

fluoroquinolonas y otras sustancias nocivas, fue menos susceptible a la acción de los flavonoides 

(Lopes et al., 2017).  

En los trabajos antes mencionados la actividad antibiopelícula se evaluó después de 24 h de 

formación de la biopelícula en presencia de los compuestos, utilizando el colorante cristal violeta 

para cuantificar la biomasa total. Es importante mencionar que este método no permite visualizar 

el efecto de los compuestos en las diferentes etapas de formación como la adhesión y formación de 

microcolonias, como se observó en el presente trabajo. Además, que la tinción con cristal violeta 

no distingue entre células viables y no viables o los componentes de la matriz extracelular, por lo 

que solo se hacen especulaciones sobre el posible mecanismo de acción. El proceso de formación 

de biopelículas es complejo y requiere la coordinación de la replicación sobre la superficie y la 

producción de SPE para colonizar la superficie y establecer biopelículas maduras. Se sabe que en 

L. monocytogenes las etapas tempranas de formación como la adhesión y el establecimiento de 

microcolonias influye en la dinámica de colonización de las superficies abióticas (Mosquera-

Fernández et al., 2016). Esto concuerda con lo observado en el presente estudio ya que de acuerdo 
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a los resultados, la quercetina afecta la producción de proteínas extracelulares, reduce la adhesión 

y la formación de microcolonias, lo que repercute en la capacidad de colonizar las superficies 

abióticas y formar biopelículas maduras. 

Las biopelículas maduras se caracterizan por el incremento en el contenido de las SPE que a su vez 

definen su estructura tridimensional y la composición y función de sus componentes depende de 

cada especie bacteriana. En L. monocytogenes el ADN extracelular participa en la adhesión inicial; 

aunque se sabe que es de origen cromosómico, el mecanismo de liberación se desconoce y se 

especula que puede ser resultado la lisis celular (Harmsen et al., 2010). En cuanto a los 

polisacáridos, los ácidos teicoicos de la pared celular son los principales componentes (Brauge et 

al., 2016). También se ha reportado la presencia de un polisacárido insoluble unido a la pared 

celular compuesto de poli β-(1,4)-N-acetilmanosamina decorado residuos de α-1,6- galactosa, el 

cual se induce cuando los niveles del segundo mensajero c-di-GMP aumentan (Köseoğlu et al., 

2015). A ambos polisacáridos se les atribuye un papel protector más que un papel estructural en la 

formación de biopelículas (Brauge et al., 2016; Köseoğlu et al., 2015). En el presente estudio, no 

se observó efecto de la quercetina sobre el contenido de estos componentes extracelulares, por lo 

que en nuestras condiciones experimentales su participación no fue significativa para el desarrollo 

de biopelículas maduras.  

Estudios de proteómica han reportado que numerosas proteínas se expresan diferencialmente 

cuando L. monocytogenes forma biopelículas en comparación con el estado planctónico (Lourenço 

et al., 2013; Mata et al., 2015; Misra et al., 2014). Se han identificado proteínas relacionadas en el 

metabolismo central (piruvato deshidrogenasa y 6-fosfofructocinasa), proteínas ribosomales (30S), 

y chaperonas involucradas en la protección al estrés (DnaK, GroeL), y su función se ha relacionado 

con el estado metabólico de las bacterias en biopelícula (Lourenço et al., 2013; Tremoulet et al., 

2002).  

Otro grupo de proteínas que se encuentran presentes en la matriz extracelular de L. monocytogenes 

son algunos factores de virulencia como la proteína ActA y la InlC (Lourenço et al., 2013). La 

evidencia sugiere que estos factores de virulencia además de coordinar el ciclo de infección de este 

patógeno, también participan en la formación de biopelículas manteniendo las uniones célula-

célula y célula superficie. Por ejemplo, la proteína ActA que media la motilidad intracelular y la 

translocación de célula a célula dentro del hospedero (Travier y Lecuit, 2014; Vera et al., 2013), 

promueve la agregación bacteriana mediante interacciones directas ActA-ActA con células 
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vecinas, favoreciendo la formación de biopelículas (Travier et al., 2013). De igual manera, la 

expresión de los genes inlA y inlB, que codifican a las internalinas unidas a la pared celular (InlA 

y InlB, respectivamente), se correlacionó positivamente con la fuerza de adhesión de L. 

monocytogenes en superficies de vidrio (Chen et al., 2009). En nuestro estudio se observó que la 

quercetina inhibió la producción de proteínas extracelulares y se afectó la adhesión inicial y 

formación de biopelículas de L. monocytogenes, lo que refuerza nuestra hipótesis de que el 

mecanismo de acción antibiopelícula de este flavonoide es a través de la inhibición de la síntesis 

de factores de virulencia que actúan como adhesinas. Sin embargo, es necesario contemplar el 

efecto de este compuesto sobre la expresión de los genes de virulencia y sus componentes 

regulatorios.  

 

6.2.2 Conclusiones 

 

 

La quercetina a una concentración no letal afecta la producción de proteínas extracelulares, 

mientras que el contenido de polisacáridos y ADN extracelular no se ve modificado. Por lo que el 

efecto inhibitorio sobre la formación de biopelículas se debe a la inhibición de la acumulación de 

proteínas en la matriz extracelular, lo que perjudica la adhesión, la formación de microcolonias y 

por ende el establecimiento de biopelículas maduras.  

 

 

6.3 Etapa 3: Expresión de Genes inducidos por la Actividad de PrkA Relacionados con la 

Formación de Biopelículas y Factores de Virulencia (sigB, prfA, inlA, inlC y actA) de L. 

monocytogenes Expuesta a Quercetina 

 

 

En la Figura 15 se muestra el efecto de la quercetina sobre la expresión relativa de los genes de 

virulencia relacionados con la formación de biopelícula (acta, inlA y inlC) y sus componentes 

regulatorios (sigB y prfA). Los valores de expresión fueron normalizados con la expresión del gen 

constitutivo que codifica para la región 16S de la subunidad menor del ribosoma. El análisis de 

RT-PCR en tiempo real indicó que la quercetina reprimió la expresión de los genes evaluados, 
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siendo este efecto dosis dependiente (p ≤ 0.05). En las células expuestas a 0.2 mM de quercetina 

se observaron ratios de expresión relativa (Log2; control vs. células taradas) para sigB, prfA, actA, 

inlA y inlC de -2.26, -2.86, -4.26, -2.75 y -3.67, respectivamente. Mientras que a 0.8 mM los ratios 

fueron de -3.25, -3.58, -4.83, -3.87 y -4.53, respectivamente. Adicionalmente, se evaluó al actividad 

hemolítica de los sobrenadantes de L. monocytogenes cultivadas en presencia de diferentes 

concentraciones de quercetina (Figura 16). La lisis de eritrocitos es mediada por la listeriolisina 

(LLO) que es codificada por el gen hly que se encuentra bajo el control de PrfA (Lobel et al., 2015). 

Las concentraciones evaluadas (0.2 – 1.6 mM) inhibieron por completo la lisis de los eritrocitos, 

indicando que LLO no se produjo cuando la bacteria fue cultivada en presencia de quercetina. Esto 

indica que la quercetina es capaz de modular la expresión de factores de virulencia de L. 

monocytogenes. 

Estos resultados podrían estar relacionados con la reducción en la producción de proteínas 

extracelulares en las biopelículas de L. monocytogenes. En el presente trabajo se observó que la 

concentración de 0.8 mM la expresión de las internalinas inlA y inlC fue 14 y 23 veces menor en 

comparación con las células no tratadas. Gilmartin et al. (2016) reportaron que InlA se expresó en 

mayor medida en células planctónicas que en biopelículas maduras, lo que indicó que esta proteína 

extracelular podría participar en la adhesión inicial en lugar de las etapas de maduración. Por otra 

parte, InlC se cuantificó en mayor abundancia en biopelículas en comparación con células 

planctónicas (Lourenço et al., 2013), lo que sugiere que las diferentes internalinas tienen distintas 

funciones durante el desarrollo de biopelículas de L. monocytogenes. Por lo que la represión 

observada en los tratamientos con quercetina podría estar relacionada con la inhibición de L. 

monocytogenes en acero inoxidable.  
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Figura 15. Cambios en los ratios de expresión relativa de los genes de virulencia de L. 
monocytogenes en respuesta al tratamiento con quercetina (0.2 y 0.8 mM). Los ratios se 
transformaron a logaritmo base 2 (Log2). * diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre las 
concentraciones de quercetina. Los resultados son el promedio de dos replicas biológicas con tres 
repeticiones técnicas ± el error estándar. 
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Figura 16. Actividad hemolítica de los sobrenadantes de L. monocytogenes cultivada en presencia 
de quercetina. Los valores son el promedio de tres experimentos independientes. Control (-): 
eritrocitos expuestos a solución salina (0 % hemólisis). Control (+): eritrocitos expuestos a agua 
destilada (100 % hemólisis). 
 

 

De igual manera, a las concentraciones de 0.2 y 0.8 mM la expresión del gen actA fue de 20 y 29 

veces menor en comparación con las células no tratadas, respectivamente. La proteína ActA se 

encontró en mayor abundancia en biopelículas que en células planctónicas (Lourenço et al., 2013) 

donde promueve la agregación bacteriana mediante interacciones ActA-ActA (Travier et al., 2013). 

Se ha reportado que las fuerzas de adhesión célula-célula influencian la forma, el tamaño y la 

organización de micorcolonias en E. coli y P. aeruginosa y contribuye al desarrollo normal de las 

biopelículas (Marie-Cécilia et al., 2017). Estas fuerzas de adhesión están mediadas por las 

adhesinas extracelulares, como la proteína ActA en el caso específico de L. monocytogenes. Por lo 

que es probable que el efecto en el establecimiento de microcolonias y maduración de las 

biopelículas formadas en presencia de quercetina esté relacionado con la represión del gen actA.  
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Otros autores han abordado el estudio de los flavonoides sobre la virulencia de L. monocytogenes, 

pero se ven limitados al no profundizar en el posible modo de acción. Sivaranjani et al. (2016) 

reportaron que la morina inhibió la actividad hemolítica de este patógeno entre un 54 – 70%; sin 

embargo, no se evaluó su efecto sobre la expresión génica. Es importante resaltar que en el estudio 

en mención la morina inhibió la formación de biopelículas actuando en las primeras etapas de 

formación, al igual que lo que observamos con la quercetina, aunque los autores no relacionaron la 

participación de los factores de virulencia en la formación de las biopelículas. De igual manera, la 

chalcona floretina inhibió la actividad hemolítica de L. monocytogenes, a pesar de que este 

compuesto no afectó la transcripción del gen hly. Esto podría indicar, que para el caso específico 

de la actividad hemolítica la floretina pudiera estar actuando a nivel postraduccional contra la LLO 

(Wang et al., 2017). Este efecto se ha reportado para el flavonoide fisteina el cuál inhibió la 

oligomerización de la LLO mediante la competencia del sitio de unión al colesterol, que se requiere 

para el anclaje de la LLO a las membranas de los eritrocitos (Wang et al., 2015).  

En el presente trabajo, observamos que la quercetina reprimió la expresión de los genes inlA, inlC 

y actA, por lo que es probable que la inhibición la actividad hemolítica se debió también a la 

represión del gen hyl ya que todo ellos se encuentran en la misma isla de patogenicidad (LPI1) bajo 

el control de prfA, también reprimido por efecto de la quercetina. En este sentido, nuestros 

resultados contribuyen a esclarecer el mecanismo de acción de los flavonoides sobre la virulencia 

de L. monocytogenes, al demostrar que afectan la expresión génica de los factores de virulencia y 

sus componentes regulatorios. Además, este efecto hace que la quercetina y flavonoides con 

estructura similar sean considerados candidatos para su uso en terapias anti-virulencia las cuales 

buscan atenuar la patogenicidad bacteriana sin afectar la viabilidad y así prevenir la generación de 

resistencia a otros antibióticos causada por la presión selectiva (Maura et al., 2016). 

Por último, el efecto de la quercetina sobre sigB y prfA refuerza la hipótesis planteada en esta tesis 

de que la quercetina interfiere con el sistema de traducción de señales mediado por la serina 

treonina cinasa PrkA. Se sabe que el contacto de las bacterias con las superficies abióticas genera 

un estrés en la pared celular el cuál desencadena la transición del estado planctónico al estilo de 

vida sésil al inducir la síntesis de adhesinas para consolidar su unión a la superficie (O’Toole y 

Wong, 2016). En L. monocytogenes SigB es el regulador global de la respuesta al estrés e induce 

la transcripción del gen prfA mediante la unión directa con su región promotora (Rauch et al., 2005; 

Scortti et al., 2007), por lo que es factible suponer que la represión de sigB causada por la 
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quercetina, evitó la sobreexpresión de prfA y a su vez, de al menos inlA, inlC y actA. Afectando 

como consecuencia la capacidad de adherirse irreversiblemente al acero inoxidable y formar 

biopelículas. La evidencia reportada en la literatura sugiere que la PrkA participa en este proceso 

en L. monocytogenes, ya que en estudios de fosfoprotéomica se ha encontrado que la proteína 

RsbR, que forma parte del complejo proteico llamado estresosoma, se encuentra fosforilada en el 

residuo Thr175 (Misra et al., 2011). Este residuo es clave para la activación de esta proteína y la 

subsecuente cascada de señalización que culmina en la activación y sobreexpresión de SigB (Misra 

et al., 2011).  

 

 

6.3.1 Conclusiones 

 

 

Los resultados demuestran que la quercetina reprime la expresión de genes de estrés (sigB) y 

virulencia (prfA, actA, inlA, and inlC) relacionados con la formación de biopelículas de L. 

monocytogenes. Estos resultados además, reflejan las ventajas potenciales de la quercetina para 

atenuar la virulencia de esta bacteria tanto en la industria alimentaria como en el área clínica. 

 

 

6.4 Etapa 4: Efecto Inhibitorio de la Quercetina Sobre PrkA de L. monocytogenes 

 

 

6.4.1 Modelo Tridimensional del Dominio Catalítico de la PrkA de L. monocytogenes 

 

 

En la Figura 17 se presenta la gráfica de Ramachandran donde se muestran los ángulos de torsión 

diédricos Ψ (psi) y Φ (phi) de los residuos de aminoácidos de nuestro modelo, que contribuyen a 

la conformación de la estructura terciaria. La región delimitada con la línea verde corresponde a la 

región con el plegamiento más favorable, mientras que los puntos azules representan cada residuo 

de aminoácido en nuestro modelo. Ya que la mayoría de estos residuos cayeron dentro de los límites 
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de las regiones antes mencionadas, se puede asumir que el plegamiento del modelo construido de 

la PrkA es estable.  

Como era de esperarse, la PrkA presentó un plegamiento similar a la estructura cristalina de PknB 

de S: aureus (Figura 18). En el modelo obtenido, la PrkA se encontró en la conformación abierta 

o inactiva, que es la conformación que comúnmente se obtiene al cristalizar estas cinasas con 

análogos del ATP (Rakette et al., 2012). El plegamiento de la PrkA es característico al de las 

cinasas tipo Hanks que se distinguen por la presencia de dos lóbulos, el N y C terminal. De acuerdo 

al modelo obtenido, en la PrkA el lóbulo N está conformado por seis láminas β antiparalelas y un 

hélice α. Mientras que el lóbulo C está compuesto por seis hélices α y dos láminas β paralelas. Una 

región muy importante para las cinasas en general es el sitio de unión del ATP que se encuentra en 

medio de los dos lóbulos. En la Figura 19 se muestra la superposición del modelo de la PrkA con 

la estructura de PknB de S. aureus en presencia de un análogo del ATP (Rakette et al., 2012), el 

AMP-PNP, el cual se muestra ocupando el sitio de unión del ATP. Se observó que la PrkA conserva 

los dominios y residuos de aminoácidos que participan en la orientación de la molécula del ATP y 

en la transferencia del grupo γ-fosfato. Por ejemplo, el lazo rico en glicina que interconecta dos 

láminas β que ayudan a mantener el anillo de adenina dentro de la cavidad en la que se une. Este 

lazo tiende a aproximarse a la molécula de ATP cuando la cinasa adopta su conformación cerrada 

o activa (Cox et al., 1994). Seguido de este lazo, se encuentra un residuo de lisina (Lys39), 

invariable en las serina treonina cinasas, el cual forma un puente salino con el ácido glutámico 

(Glu89) en la conformación cerrada y ayuda a estabilizar al α- y β-fosfato del ATP (Rakette et al., 

2012). Otro dominio muy importante en esta superfamilia de cinasas es el DFG, compuesto por 

Asp151, Phe152 y Gly153 en PknB, que es crítico para estabilizar los grupos fosfato del ATP 

mediante el ion Mg++ que se encuentra ligado al Asp151 (Rakette et al., 2012). Mientras que el 

dominio HRD también se encuentra presente en la PrkA y está compuesto por His131, Arg132 y 

Asp133. Este último es el residuo catalítico que actúa como una base débil que atrae el protón del 

residuo de serina o treonina en las proteínas sustrato, favoreciendo la transferencia del γ-fosfato 

hacia la proteína diana (Endicott et al., 2012). Por lo anterior se puede decir que el modelo obtenido 

de la PrkA de L. monocytogenes tiene un plegamiento típico de la superfamilia de cinasas tipo 

Hanks.  
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Figura 17. Gráfica de Ramanchandran del modelo de la PrkA de L. monocytogenes. Los puntos 
azules representan cada residuo de aminoácido del modelo. Las líneas verdes delimitan las regiones 
con plegamientos favorables. 
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Figura 18. Modelo teórico de la PrkA de L. monocytogenes que muestra el plegamiento 
característico de las serina treonina cinasas con la presencia de dos lóbulos (N y C terminal) con el 
sitio de unión del ATP entre ambos (círculo rojo). Las láminas β se representan en color morado 
mientras que las hélices α en naranja. 
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Figura 19. Superposición del modelo de la PrkA de L.monocytogenes (azul) y la estructura de PknB 
(PDB: 4EQM) de S. aureus (dorado) con el análogo del ATP. Los residuos que participan en la 
estabilización de los grupos fosfato y en la catálisis se encontraron presentes en el modelo 
proyectado de la PrkA. Además, se muestra el dominio DFG compuesto por Asp151, Phe152 y 
Gly153, que es crítico para estabilizar los grupos fosfato del ATP mediante un ion Mg++ así como 
el dominio HRD compuesto por His131, Arg132 y Asp133. Este último es el residuo catalítico que 
actúa como una base débil que atrae el protón del residuo de serina o treonina en las proteínas 
sustrato. 
 

 

 

6.4.2 Sobreexpresión y Purificación de la PrkA Mediante Cromatografía de Afinidad  

 

 

En la Figura 20 se muestra el gel SDS-PAGE al 12% donde se observó la aparición de una banda 

con el tamaño esperado de la PrkA (39 kDa) a partir de las 4 h de inducción, tanto en la fracción 

soluble como un remanente en la fracción insoluble. Dado que este sistema de expresión dio buenos 

resultados, estas condiciones se siguieron utilizando para la purificación de la proteína. La PrkA 

fue purificada mediante cromatografía por afinidad a metales (IMAC) aplicando un gradiente de 

imidazol para su elución. En la Figura 21 se muestra el cromatograma característico del proceso de 

Lys39 

Glu89 

DFG 

HRD 
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purificación. El primer pico de elución corresponde a las proteínas que no mostraron afinidad a la 

columna, mientras que aproximadamente a 100 mM de imidazol se presentó otro pico; sin embargo, 

de acuerdo al análisis de SDS-PAGE fueron uniones inespecíficas. A partir de 200 mM de 

imidazol, se observó otro pico de elución el cuál se colectó en tres fracciones que presentaron una 

sola banda con un patrón de migración en geles de acrilamida correspondiente al peso molecular 

esperado para la PrkA (39 kDa). Estas fracciones se mezclaron y se dializaron contra buffer Tris-

HCl 50 mM, NaCl 100 mM, pH = 7.4 con la finalidad de remover el imidazol. La concentración 

de proteína total se cuantificó posterior a la diálisis y se calculó el rendimiento de la purificación 

el cual fue de 0.39 mg de proteína pura/g de pellet bacteriano.  

 

 

 

Figura 20. Cinética de sobreexpresión de la PrkA recombinante. MPM = Marcador de peso 
molecular. Inducción con 1 mM de IPTG a 37 °C. La PrkA se presentó en la fracción soluble a 
partir de 4 h de inducción.  
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Figura 21. Purificación de la PrkA por cromatografía de afinidad a metales (IMAC). Se muestra el 
cromatograma de la purificación en donde la línea azul representa la absorbancia y la verde el 
gradiente de imidazol. En la figura interna se muestra el gel de electroforesis al 12%: M=Marcador 
de peso molecular; C=clarificado; PN=Proteína no unida; UI=Uniones inespecíficas. 
 

 

Para corroborar que la enzima estaba activa, se llevó a cabo un ensayo de actividad enzimática en 

buffer Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM, MgCl2 1 mM, MnCl2 1 mM, DTT 1mM con la PrkA 10 

µM y MBP 40 µM y ATP 100 µM como sustratos (Figura 22). El análisis mostró que en presencia 

de la PrkA las Unidades Relativas de Luminiscencia (RLU) disminuyeron, lo que indica el 

consumo de ATP por parte de la PrkA, por lo que se comprobó que la enzima se purificó en su 

forma activa y es estable bajo las condiciones de manejo de los experimentos.  

La sobreexpresión y purificación del dominio catalítico de la PrkA se reportó primeramente por 

Lima et al. 2011. En ese estudio se utilizó la cepa de E. coli M15 [pREP4] como sistema de 

expresión y la proteína recombinante se purificó mediante IMAC. Pensinger et al. 2014 reportan 

su sobreexpresión fusionada con la glutatión S-transferasa y su purificación mediante perlas de 
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sefarosa. Mientras que Schaenzer et al. 2017 obtuvieron la PrkA recombinante pura mediante 

cromatografía de intercambio iónico. En los estudios antes mencionados la PrkA recombinante se 

obtuvo, al igual que en el presente trabajo, en la fracción soluble y en su forma activa, sin embargo 

los autores no reportan el rendimiento de la purificación. A pesar de que esta proteína se ha sido 

estudiada previamente por algunos grupos de investigación, su caracterización bioquímica y 

estructural aún no se ha llevado a cabo.  

 

 

6.4.3 Efecto Inhibitorio de la Quercetina Sobre la Actividad Cinasa de la PrkA y Análisis de 

Acoplamiento Molecular  

 

 

Una vez obtenida la proteína pura y activa, se procedió a evaluar el efecto inhibitorio de la 

quercetina sobre la actividad serina/treonina cinasa de PrkA. Como primer escrutinio, se evaluaron 

concentraciones de quercetina a 0, 20, 40 y 80 µM. Como se muestra en la figura 23, se encontraron 

diferencias (p ≤ 0.05) en la actividad enzimática con 40 y 80 µM de quercetina. Estas 

concentraciones disminuyeron la actividad residual de la proteína entre un 18 y 64%, 

respectivamente. Mientras que a 20 µM no se observó diferencias respecto al control sin quercetina. 

Al demostrarse el efecto inhibitorio de la quercetina, se procedió a realizar un análisis dosis-

respuesta aumentando el rango de concentraciones evaluadas (10 – 180 µM). En la Figura 24 se 

muestra que al aumentar la concentración de quercetina las URL aumentan también, lo que indica 

que el ATP en la reacción no se consume debido al efecto inhibitorio de este compuesto sobre la 

PrkA. Estos datos se ajustaron a un modelo de regresión no lineal y se obtuvo un valor IC50 = 76.04 

± 0.39 µM. Estos resultados demuestran que la quercetina inhibe la actividad enzimática de la 

PrkA. 
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Figura 22. Ensayo de actividad enzimática de PrkA. Los valores son el promedio de tres 
repeticiones ± error estándar. * Representa diferencias significativas (p ≤ 0.05) con el control sin 
la PrkA.  
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Figura 23. Efecto de la quercetina sobre la actividad residual de la PrkA. Los valores son el 
promedio de tres repeticiones ± error estándar. Literales diferentes representan diferencias 
significativas (p ≤ 0.05) entre las diferentes concentraciones de quercetina evaluadas. 
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Figura 24. Curva dosis-respuesta de quercetina y la actividad serina/treonina cinasa de PrkA. La 
quercetina fue incubada con la PrkA 10 min a 37 °C previo a la adición de ATP a la reacción. El 
ensayo completo se realizó por duplicado evaluando cada concentración por triplicado. 
 

 

Debido a que los estudios que han determinado el mecanismo de inhibición enzimática de 

flavonoides sobre serina/treonina cinasa reportan que es mediante competencia por el sitio de unión 

al ATP (Lolli et al., 2012), se llevó a cabo un análisis de acoplamiento molecular entre la PrkA y 

quercetina. Además se incluyó la molécula de ATP en el análisis para identificar los posibles 

residuos que participan en interacción proteína-sustrato. Se obtuvieron ocho poses para cada 

ligando evaluado y se consideró como la mejor pose aquella con la menor energía de interacción 

(Trott y Olson, 2010) para el caso de la quercetina. Mientras que para la molécula de ATP la pose 

que se asemeja a la de su análogo en la estructura de PknB ya que esta se determinó 

experimentalmente mediante cristalografía (PDB: 4EQM). 

En la Figura 25 se muestra la superposición de las poses obtenidas del análisis de acoplamiento 

molecular para la quercetina y ATP, las cuales presentaron una energía de interacción de -7.3 y -

7.1 kcal/mol, respectivamente. En la Figura 25.A podemos observar que ambos ligandos se 

encuentran dentro de la cavidad formada entre los lóbulos N y C de la PrkA. De acuerdo a la 

representación de cargas electroestáticas, los residuos alrededor de esta cavidad forman un 

ambiente polar con cargas negativas (rojo), mientras que al interior de la cavidad se observa un 
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ambiente parcialmente hidrofóbico al tener en mayor abundancia regiones no polares (blanco) 

debido a los residuos Ala38 y Val25. En la Figura 25.B se muestra el acomodo de los ligandos al 

interior de la cavidad y se observó que los anillos A y C de la quercetina se sobrepusieron con el 

heterociclo de la adenina de la molécula de ATP.  

Por otro lado, en la Figura 26 se muestran las interacciones entre los residuos de aminoácidos 

presentes en el sitio de unión del ATP y los grupos funcionales del ATP y la quercetina. Se puede 

observar que la molécula de ATP es estabilizada principalmente mediante interacciones 

hidrofóbicas que se forman entre la cadena lateral de los residuos Ala38, Val91 y Leu141 con los 

anillos presentes en la adenina que son considerados aromáticos. Este tipo de interacciones se 

conocen como CH/π y se encuentran con frecuencia en proteínas que presentan sitios de 

reconocimiento de sustrato que contienen nucleótidos en su estructura como adenilato cinasa y 

alcohol deshidrogenasa, entre otras (Boehr et al., 2002). Además, entre el heterociclo de la adenina 

y el grupo imidazol de la His90 se forma una interacción π/π que es de las más conocidas entre los 

sistemas de anillos aromáticos (Boehr et al., 2002). Estas interacciones se consideran más débiles 

en comparación con los puentes de hidrógeno convencionales; sin embargo, su formación es 

relativamente más fácil ya que al ser interacciones hidrofóbicas, se facilita la remoción de las 

moléculas de agua (Sarno et al., 2003). La unión de los anillos de la adenina se refuerza entonces 

con puentes de hidrógeno entre los residuos Glu89, His90 y Gln138 que interactúa con la 

desoxirribosa. Mientras que, los anillos A y C de la quercetina se orientan de la misma manera que 

el heterociclo de la adenina, formando igualmente interacciones CH/π entre las cadenas laterales 

de Ala38 y Leu141 y el anillo A, además se formarse un puente de hidrógeno entre el grupo NH2 

de la cadena principal de Glu90 y el OH en la posición C7 del anillo A de la quercetina. Además, 

se observa en el anillo B una interacción CH/π con la cadena lateral de Val25 y un puente de 

hidrógeno entre el grupo -COO- y el -OH en la posición C3´del flavonoide. Estos resultados nos 

sugieren que la quercetina pudiera actuar como un inhibidor competitivo por el sitio de unión del 

ATP en la PrkA.  
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Figura 25. Superposición de las poses de ambos ligandos determinadas por el análisis de 
acoplamiento molecular en el sitio de unión del ATP de la PrkA. A) Vista frontal de la cavidad 
formada entre los lóbulos N y C. B) Vista superior donde se observan ambos ligandos dentro de la 
cavidad. La superficie de la PrkA está coloreada de acuerdo a la distribución de cargas 
electroestáticas donde los colores rojo y azul representan cargas polares negativas y positivas, 
respectivamente, mientras que en color blanco se representan las zonas no polares (hidrofóbicas).  
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Figura 26. Interacciones del ATP (A) y la quercetina (B) con los residuos de aminoácidos presentes 
en el sitio de unión del ATP de la PrkA. En verde se señalan los residuos que interactúan tanto 
como con el ATP como con la quercetina. 
 

 

A la fecha no hay estudios que evalúen el efecto inhibitorio de los flavonoides sobre serina/treonina 

cinasas bacterianas. Este tipo de estudios se han enfocado a evaluar esta actividad de estos 

compuestos contra serina/treonina cinasas de células eucariotas, principalmente la caseína cinasa 

CK2, debido a su importancia en la regulación de procesos celulares como la diferenciación y su 

implicación en diversas patologías incluyendo el cáncer (Baier et al., 2018). Se observó en estos 

estudios que compuestos como la quercetina y la apigenina presentaron valores de IC50 de 0.85 y 

1.2 µM, respectivamente sobre CK2α (Baier et al., 2018). De igual manera la actividad inhibitoria 

(IC50) de kaempferol, luteolina, quercetina y apigenina sobre CK2 fue de 0.4, 0.5, 0.55 y 0.8 µM, 

respectivamente (Lolli et al., 2012). Adicionalmente, se determinó que la inhibición ocurre 

mediante la competencia por el sitio de unión del ATP en esta cinasa (Lolli et al., 2012), esto 

concuerda con lo observado en el análisis de acoplamiento molecular en nuestro trabajo. De aquí 

que los flavonoides sean reconocidos como compuestos anticancerígenos, siendo la quercetina uno 

de los más estudiados (Raffa et al., 2017; Rauf et al., 2018). Al comparar los valores de IC50 

reportados con el que obtuvimos en la presente tesis se observa que estos son menores hasta en dos 

órdenes de magnitud; sin embargo, se sabe que para inhibidores competitivos este valor depende 

de la concentración de sustrato utilizada en los ensayos (Chen, Kablaoui, et al., 2009; Wu et al., 
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2003). Por lo que los resultados obtenidos indican que la quercetina y probablemente otros 

flavonoides inhiben las serina/treonina cinasas bacterianas.  

En bacterias, las serina/treonina cinasas participan en diversos procesos fisiológicos como la 

síntesis de proteína, el metabolismo central, la división celular, el mantenimiento de la pared celular 

y la regulación de la virulencia entre otros (Dworkin, 2015). En L. monocytogenes se observó que 

mutantes deficientes en el gen que codifica para la PrkA (ΔprkA) fueron incapaces de replicarse y 

sobrevivir en macrófagos y en el vaso e hígado de ratones infectados. Los autores atribuyeron este 

efecto a posibles defectos en la pared celular, al observar que las cepas mutantes fueron más 

susceptibles a antibióticos que actúan en la pared celular, en comparación con las cepas silvestres 

(Pensinger et al., 2016). Sin embargo, la evidencia sugiere que la PrkA pudiera regular la virulencia 

de esta bacteria mediante la modulación de prfA, ya que en mutantes de que expresan 

constitutivamente este factor de transcripción (prfA*) se observó que, como era de esperarse, los 

factores de virulencia regulados por PrfA (PlcA, Hly, ActA, InlA y InlB) se sobreexpresaron en 

estas cepas. Mientras que, también se observó en las cepas mutantes mayor cantidad de la PrkA 

fosforilada en comparación con las cepas silvestres, lo que indica un aumento en su actividad 

(Misra et al., 2014).  

Por otra parte, en nuestro estudio observamos que la quercetina inhibió la actividad enzimática de 

la PrkA de L. monocytogenes in vitro, lo que podría estar relacionado con la represión de los genes 

de estrés (sigB) y virulencia (prfA, actA, inlA y inlC) y por consecuencia, la inhibición de la 

formación de biopelículas sobre acero inoxidable. En otras bacterias patógenas como B. subtillis, 

se observó que la eliminación del gen que codifica para la serina/treonina cinasa PrkC redujo la 

formación de biopelículas (Madec et al., 2002). Un efecto similar se observó al sustituir el residuo 

Lys40 por Arg, mutación que provocó la pérdida de la actividad enzimática (Madec et al., 2002). 

En Streptococcus mutans, la eliminación del gen pknB provocó defectos en la formación de 

biopelículas afectando el grosor de estos agregados (28 μm; cepa silvestre vs. 13 μm cepa mutante) 

y la colonización de la superficie, asemejándose a biopelículas en etapas tempranas de formación 

(Hussain et al., 2006). Cabe mencionar que este efecto también se observó en nuestro estudio en 

las biopelículas de L. monocytogenes formadas en presencia de quercetina. Mientras que cepas 

mutantes de Staphylococcus epidermidis deficientes en el gen stk que codifica para una 

serina/treonina cinasa, mostraron una menor adhesión inicial y una menor producción del 
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polisacárido PIA que actúa como adhesina lo que se reflejó en una menor formación de biopelículas 

(Liu et al., 2011).  

Aunque el proceso de formación de estas bacterias se regula mediante diversos mecanismos, la 

participación de las serina/treonina cinasas parece desempeñar un papel fundamental en su 

desarrollo. Asimismo, ya que los fenotipos de formación de biopelícula observado en los estudios 

antes mencionados se asemeja al mostrado por L. monocytogenes provocado por la acción de la 

quercetina, podemos inferir que la inhibición de la actividad enzimática de la PrkA se relaciona 

con los defectos en la formación de biopelículas. Esto plantea nuevas preguntas de investigación 

por ejemplo, ¿Cómo integra la PrkA los estímulos extracelulares para modular la formación de 

biopelículas de L. monocytogenes?, ¿Cómo se involucra la PrkA en la percepción del contacto 

inicial entre L. monocytogenes y las superficies abióticas?, ¿Qué otras rutas metabólicas y/o 

procesos biológicos podría estar afectando la inhibición de la PrkA mediante quercetina? Por lo 

que se necesitan futuros estudios para profundizar en estas cuestiones.  

 

 

6.4.4 Conclusiones  

 

 

Se demostró que la quercetina inhibe la actividad enzimátca de PrkA de L. monocytogenes in vitro. 

El análisis del acoplamiento molecular sugiere que el flavonoide interactúa con los residuos de 

aminoácidos del sitio de unión del ATP de PrkA. Por lo que la actividad anti-biopelícula de 

quercetina podría deberse a la inhibición de la señalización mediada por PrkA. 
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7. CONCLUSIONES GENERALES 

 

 

La quercetina previene la adhesión y formación de biopelículas de L. monocytogenes en 

superficies de acero inoxidable. Este efecto se le atribuye a su capacidad de interferir con el sistema 

de señalización mediado por la serina/treonina cinasa PrkA. La quercetina actúa como inhibidor de 

la actividad enzimática de PrkA, probablemente por competencia por el sitio de unión del ATP, lo 

que provoca la inhibición de los eventos de señalización inducidos por esta enzima. Dentro de ellos 

se encuentra la respuesta al estrés mediada por SigB y la inducción de la expresión de los factores 

de virulencia mediados por PrfA, los cuales se reprimen por efecto de la quercetina. Como 

consecuencia, se reduce la producción de proteínas extracelulares lo que afecta la organización 

espacio-temporal y maduración de las biopelículas de L. monocytogenes.  
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8. RECOMENDACIONES 
 

 

Para profundizar en el conocimiento generado en la presente tesis se recomienda:  

 

• Realizar estudios de proteomica que permitan identificar cuales proteínas de la matriz 

extracelular de las biopelículas de L. monocytogenes se están inhibiendo por la acción de la 

quercetina. 

• Evaluar la expresión de los genes de virulencia y respuesta al estrés durante la formación 

de biopelículas. 

• Caracterizar bioquímica y estructuralmente a la PrkA. 

• Realizar cinéticas de inhibición enzimática de la PrkA con quercetina y otros flavonoides 

para determinar su mecanismo inhibitorio.  

• Llevar a cabo análisis de calorimetría de titulación isotérmica para determinar las constantes 

termodinámicas de la interacción PrkA-quercetina.  
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