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Resumen

La bioluminiscencia se refiere a la luz producida por organismos vivos, entre los que se
encuentran algunas especies de bacterias de origen marino. El mecanismo de luminiscen-
cia bacteriano estd dado por una reaccién bioquimica en la que participan la luciferina,
el oxigeno, la enzima luciferasa y el ATP, para dar como resultado la emisién de luz y la
formacién de agua. La expresion de los genes Lux que codifican la maquinaria enzimética
estd regulada para algunas especies por el guorum sensing, fenémeno que posibilita que
la emisién de luz solo ocurra cuando existe una alta densidad celular. Los contaminantes
quimicos y bioldgicos, asi como algunos factores fisicos del ambiente, pueden afectar la
emision de luminiscencia. Dada su sensibilidad a las condiciones ambientales y baja toxi-
cidad, las bacterias luminiscentes han sido empleadas en una amplia variedad de campos,
incluyendo los analisis de expresién de genes, descubrimiento de medicamentos, estudios
de la dindmica de las proteinas, mapeo de las vias de transduccién de sefiales y monitoreo
ambiental. El objetivo de esta revisién es presentar el estado de las investigaciones sobre
el fenémeno de la bioluminiscencia, con especial atencidn en las bacterias marinas lumi-
niscentes y su posible aplicacién en el campo de la biotecnologia y el monitoreo ambiental.

Palabras clave: bioluminiscencia, luciferasa, bioensayos, aplicaciones, bacterias luminis-
centes.

Abstract

Bioluminescence refers to light produced by living organisms, including some species of
bacteria of marine origin. The mechanism of bacterial luminescence is given by a bio-
chemical reaction in which luciferin, oxygen, the enzyme luciferase and ATP participate,
to result in the emission of light and the formation of water. The expression of the Lux
genes that encode the enzymatic machinery is regulated for some species by guorum
sensing, a phenomenon that allows light emission to only occur when there is a high cell
density. Chemical and biological contaminants, as well as some physical factors in the
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BACTERIAS LUMINISCENTES Y SUS APLICACIONES

environment can affect the luminescence emission. Given
their sensitivity to environmental conditions and low tox-
icity, luminescent bacteria have been employed in a wide
variety of fields, including gene expression analyses, drug
discovery, studies of protein dynamics, mapping of signal
transduction pathways and environmental monitoring. The
objective of this review is to present the state of research on
the phenomenon of bioluminescence, with a special focus
on luminescent marine bacteria and their potential applica-
tion in the field of biotechnology and environmental moni-
toring.

Keywords: bioluminescence, luciferase, bioassays, applica-
tions, luminescent bacteria.

Introduccion

La bioluminiscencia se define como la emisién de luz
a partir de un proceso quimico natural en diversos or-
ganismos vivos terrestres y marinos, como bacterias,
peces, insectos, moluscos y hongos (Haddock ez 4l
2010; Oba ez al., 2017). No obstante, la gran mayorfa
de organismos luminiscentes se encuentran en el océa-
no profundo, donde las bacterias marinas luminiscen-
tes son los organismos luminiscentes mas abundantes
(Medvedeva et al., 2009).

La reaccién de luminiscencia bacteriana estd co-
nectada con el sistema de transporte electrénico en la
respiracién celular (Syed & Anderson, 2021). Varios
autores han probado la disminucién de la emisién de
luz por la accién de diferentes contaminantes, asi como
por la variacién de factores fisicos del ambiente (Beh
et al., 2010, Abbas ez /., 2018). Dada su sensibilidad a
las condiciones ambientales, las bacterias luminiscentes
(BL) han sido empleadas en varias aplicaciones, como
en el monitoreo de la calidad ambiental, en el campo de
la biologia molecular, la ingenieria genética, en ensayos
para la producciéon de medicamentos y en el analisis de
expresion de genes (Michelini ez 4/., 2009).

Los ensayos basados en el empleo de BL, con el
fin de evaluar la toxicidad potencial de muestras
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medioambientales, tanto de agua como sedimentos,
han adquirido relevancia, puesto que son de fécil cul-
tivo, reproducibles, ripidos y econdmicamente factibles
(Sdenz & Nevirez, 2010; Chen ez 4l., 2017). Los bio-
sensores superan las limitaciones asociadas a los méto-
dos analiticos que se han empleado para el seguimiento
de la contaminacién ambiental, en cuanto a alto cos-
to del equipamiento y reactivos, tiempo de andlisis y la
necesidad de personal altamente calificado (Gregucci ez
al., 2023).

En Cuba, las principales investigaciones sobre BL
datan de 1994y se han centrado en el aislamiento, iden-
tificacién y algunos aspectos sobre la fisiologia de estos
microorganismos. Lugioyo ez /. (1994) aislaron e iden-
tificaron diferentes especies de BL de las aguas de la pla-
taforma noroccidental y las ocednicas al sur de la Isla.
Recientemente, en otras investigaciones desarrolladas
durante el periodo 2015-2019 se obtuvieron evidencias
de la utilidad de estas bacterias como bioindicadores
de calidad ambiental en ecosistemas marinos de Cuba
(Lugioyo ez al., 2019). En particular, se logré la carac-
terizacion fenotipica e identificacién molecular de BL
aisladas de la plataforma N'W de Cuba, estudios nutri-
cionales y fisioldgicos de los aislados, asi como el efecto
de diferentes metales y plaguicidas sobre la emisién de
luminiscencia (Delgado ez al., 2017; Iglesias-Rodriguez
et al., 2020).

Esta revision proporciona una descripcién general
del fenémeno de la bioluminiscencia, con especial aten-
cién en los mecanismos y fundamentos de la emisiéon
de luz de las bacterias marinas luminiscentes. Ademis,
aborda los avances recientes de su aplicacién en el sector
biotecnoldgico, principalmente el uso de las BL para el
monitoreo de la calidad ambiental.

El fenémeno de emision de luz

Mecanismo molecular de la luminiscencia bacteriana

La bioluminiscencia se produce debido a la pre-
sencia de una enzima especifica llamada luciferasa.
Bioquimicamente, todas las luciferasas conocidas son
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Luciferasa

FMNH:2 + O2 + RCHO >

FMN + H>0 + RCOOH + Luz (490nm)

Fig. 1. Reaccion de luminiscencia bacteriana.
Fig. 1 Reaction of bacterial luminescence.

oxigenasas que oxidan sus correspondicntes sustratos,
los cuales pueden variar entre diferentes especies, pero
de forma general se les llama luciferinas (Cevenini ez
al, 2016).

En el caso de las BL, la enzima luciferasa es un he-
terodimero que posee una masa molar de aproxima-
damente 80 kDa, formada por dos subunidades, « y
B, de aproximadamente 40 y 35 kDa, respectivamen-
te. Esta enzima cataliza la oxidacién de aldehidos de
cadena larga (RCHO) y del flavin mononucledtido
(FMNH,) por el oxigeno molecular, dando como re-
sultado los correspondientes 4cidos grasos de cade-
na larga (RCOOH), flavin mononucledtido oxidado
(FMN), agua, y luz (Fig. 1) (Dunlap, 2014).

Operon Lux bacteriano
La regulacion genética del proceso de bioluminiscen-
cia en bacterias estd controlada por el operén luxC-
DABEG. El mismo contiene seis genes estructurales
requeridos para la emisién de luz: los genes luxC, luxD
y luxE codifican para el complejo reductasa de los 4ci-
dos grasos necesarios para reciclar el sustrato aldehido;
el gen lux G codifica para la enzima flavin reductasa; y
los genes luxA y luxB codifican para las subunidades o
y B de la luciferasa (Gregucci ez al., 2023).

Aungque el operén central luxCDABEG se mantiene
constante en la mayorfa de las especies de BL descritas,

V. harveyi
P. phosphoreum

P leiognathi

pueden existir variaciones en cuanto a la adicion de otros
genes (Fig. 2). Por ¢jemplo, en la mayorfa de las especies
de Photobacterium, entre los genes luxB y luxE existe el
gen luxF, que codifica para una flavoproteina no fluores-
cente. La misma podria funcionar en el sistema de lumi-
niscencia y eliminar un producto secundario inhibidor
de la reaccién de la luciferasa (myrFMN), lo cual po-
drfa aumentar la luminiscencia emitida (Bergner ez al,
2015). Algunas especies de Photobacterium (P. phospho-
reum, P. leiognathi) también pueden presentar los genes
ribEBHA, los cuales se encuentran implicados en la sin-
tesis de riboflavina (Sung & Lee, 2004; Ast ez al., 2007).
La presencia de genes para la sintesis de riboflavina co-
mo parte del operén lux podria mejorar la produccion
de luz, al garantizar la sintesis coordinada de luciferasa y
sustratos de la enzima (Dunlap, 2014).

Regulacio’n gmétim de la luminiscencia bacteriana

La produccion de luz consume una cantidad sustancial
de energfa, a través de la sintesis y actividad de las pro-
teinas Lux (Dunlap & Greenberg, 1991). Segin Czyz
et al. (2002), estas bacterias podrfan utilizar hasta un
20 % de la energfa total de la célula para llevar a cabo
el proceso de emision de luz, por lo que, como en todos
los procesos microbianos que suponen un gasto energé-
tico celular notable, la bioluminiscencia presentard una
compleja regulacion.

finc I .0 MO s Wine Mine M
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Fig. 2. Genes Lux de especies de bacterias luminiscentes aisladas de ecosistemas marinos cubanos.
Fig. 2 Lux genes of luminescent bacterial species isolated from Cuban marine ecosystems.
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Fig. 3. Fendmeno de quorum sensing en V. harveyi (Torres-Cerna et al., 2019).
Fig. 3. Quorum sensing phenomenon in V. harveyi (Torres-Cerna et al., 2019).

El mecanismo de regulacién de la luminiscencia
bacteriana mds conocido es el fenémeno de guorum
sensing (QS). Miller & Bassler (2001) definen el QS co-
mo la regulacién de la expresion genética en respues-
ta a fluctuaciones en la densidad de poblacién celular.
Esta mediado por moléculas de sefializaciéon llama-
das autoinductores, que son secretadas por cada célula

https://rcvistas.uh.cu/rim/articlC/Vicw/8737
https://doi.org/10528l/zenodo.l 1627136

bacterianay se vuelven efectivas en la comunicacion co-
lectiva, solo cuando se alcanza una concentracion criti-
ca de bacterias (Alfinito ez al., 2023).

Existen diferencias entre las bacterias que utilizan el
QS en cuanto a los tipos y cantidad de autoinductores
secretados al medio extracelular. Por ejemplo, V. harve-
yi implementa el QS por medio de tres autoinductores
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CAI-l, HAI-1 y AI2, producidas por las proteinas
CgsA, LuxM y LuxS, respectivamente (Fig. 3) (Torres-
Cernaet al., 2019). Estas moléculas de sefializacién cru-
zan libremente la membrana celular y se acumulan en
el espacio extracelular hasta alcanzar un umbral. Cada
autoinductor tiene una proteina de membrana similar:
CqgsS para CAI-1, LuxN para HAI-1 y LuxP-LuxQ pa-
ra AI-2. Unavez detectadas, las proteinas de membrana
reducen la actividad de fosforilacion sobre el LuxU' y, a
su vez, reduce la fosforilaciéon de LuxO. Esta reduccién
activa la expresion de la proteina LuxR que reprime y
activa los genes relacionados con la bioluminiscencia
(Torres-Cerna & Herndndez-Vargas, 2019).

Cabe destacar que no todas las BL utilizan el QS co-
mo mecanismo de regulacién de la expresion genética.
Tanet ¢t al. (2019) demostraron que la emision de luz
de P. phosphoreum (bacteria piezéfila aislada del Mar
Mediterraneo a 2200 m de profundidad) aumenta ré-
pidamente desde el comienzo del crecimiento, a un rit-
mo mucho mayor con una densidad celular baja que con
valores de densidad celular superiores. Ademds, cuanti-
ficaron la expresion de los genes LuxC, LuxA, LuxF y
ribE en diferentes momentos de la fase exponencial del
crecimiento y pudieron observar que se mantuvieron
sin variaciones significativas. Lo anterior indica que los
genes directamente implicados en la bioluminiscencia
no estan controlados a nivel de transcripcion, por tanto
no dependen de la densidad celular.

Funcion ecoldgica de la luminiscencia bacteriana

Basado en el gasto energético que implica activar el
sistema de luminiscencia, se infiere que, con la ex-
presion de los genes lux, las BL deberian tener algtin
tipo de beneficio desde el punto de vista fisioldgico
y/o ecoldgico. Son ampliamente conocidas las venta-
jas que proporcionan las BL a los organismos hospe-
deros, ya sea porque utilicen la luz como un sistema
de comunicacién entre especies, como mecanismo
de defensa o para la atraccién de presas (Meighen,
1991). Sin embargo, no estd totalmente esclarecido
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el beneficio que obtienen las bacterias simbiontes al
producir luz.

Algunos autores han inferido que la luciferasa, co-
mo oxidasa, podria funcionar como una cadena respi-
ratoria secundaria, que se activa cuando los niveles de
oxigeno o hierro son demasiado bajos, para que funcio-
ne el sistema de transporte de electrones generador de
ATP asociado ala membrana citoplasmdtica (Hastings,
2012; Dunlap, 2014). Esta actividad permitirfa que, en
hébitats con poco oxigeno (por ¢jemplo en el tracto in-
testinal de los animales), las células bacterianas lumi-
niscentes continten el transporte y metabolismo de
sustratos de crecimiento, de manera que ganen energia
a través de la fosforilacion a nivel de sustrato (Dunlap,
2014).

Otros autores suponen que en bacterias de vida libre
y/o asociadas a particulas, como P. phosphoreum, la re-
gulacién genética no depende de la densidad celular pa-
ra promover su propagacion y dispersion (Tanet ez al.,
2019). Segun esta hipétesis, las BL que crecen en las par-
ticulas de alimentos “marcan” visualmente su presencia
para organismos tréficos superiores, para ser ingeridas
preferencialmente (Zarubin ez 4/., 2012). El consumo
de las particulas por parte del depredador proporciona-
ria a las bacterias un ambiente mds adecuado en cuan-
to a las condiciones de crecimiento y accesibilidad a los
nutrientes (Nealson & Hastings, 1979).

Bacterias luminiscentes marinas

Morfologiay taxonomia

Las BL marinas son bacilos Gram negativos, qui-
mioorgandétrofos y acrobios facultativos (Sdenz &
Nevirez, 2010). Segun Dunlap (2014), se han des-
crito aproximadamente 30 especies, agrupadas filo-
genéticamente como miembros de tres familias de
Gammaproteobacteria: Vibrionaceae (Aliivibrio,
Photobacterium, Vibrio),  Enterobacteriaceae
(Photorhabdus) y Shewanellaceae (Shewanella). No
obstante, los géneros mds representativos y mejores

estudiados son Aliivibrio (A. fischeri), Vibrio (V.
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harveyi) y Photobacterium (P. leiognathi y P. phos-
phoreum) (Chiu ez al., 2007).

En Cuba, se informé por primera vez la presencia de
BL en las aguas ocednicas del sur de la Isla, donde se ais-
laron las especies P. phosphoreum, V. harveyiy V. splen-
didus (Lugioyo et al., 1994, Lugioyo, 2003). Por otra
parte, en las aguas de la plataforma noroccidental, to-
dos los aislamientos fueron identificados como P. leiog-
nathi (Lugioyo, 2003; Pérez, 2013). Posteriormente, se
caracterizaron fenotipica y genéticamente, tres cepas de
V. harveyi aisladas de aguas costeras noroccidentales:
CBM-784 (Delgado ez al., 2017), CBM-976 y CBM-
992 (Iglesias ez al., 2020).

]nﬂuencia de _ﬁzctores ambientales en la distribucion,
abundancia, crecimiento y luminiscencia

La mayoria de las especies pertenecientes a los géneros
Aliivibrio, Vibrio, Photobacterium y Shewanella han
sido aisladas de ecosistemas marinos (Dunlap, 2014).
Segun la especie en cuestién, pueden encontrarse en
diferentes nichos ecolégicos: en simbiosis con organis-
mos, de forma libre en la columna de agua, adheridas
a particulas y en los sedimentos (Kola & Masilamani,
2017). La distribucién incluye ambientes tropicales,
templados ¢ incluso regiones polares (Martin e# al,
2010).

En cuanto a su abundancia, dependera del nicho
ecoldgico, ya que si se encuentran de forma simbidtica,
la concentracién sera generalmente mayor que las de vi-
da libre. Martin ez a/. (2010) explican que las especies
que establecen relaciones simbidticas pueden alcanzar
concentraciones de hasta 1010 células/ml. Sin embar-
go, cuando se encuentran de forma libre en el ambiente
marino solo alcanzan concentraciones de hasta 103 cé-
lulas/ml, relacionado con una menor disponibilidad de
nutrientes para la multiplicacién celular.

La distribucién espacio-temporal de las BL estd vin-
culada, generalmente, con algunos factores abidticos
como: temperatura, presion, salinidad y concentracion
de nutrientes (Sdenz & Nevérez, 2010). En particular,
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la composicién de cationes y aniones presentes en el
agua de mar inciden en el metabolismo celular y regu-
lacién del proceso de emisién de luz en BL (Tabei ez 4L,
2011). Se ha comprobado que las BL no suelen crecer
a concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) menores
del 1 % o mayores del 7 %, con una concentracién ép-
tima entre 2 % y 4 % (Srivastava & MacLeod, 1971).
Ramahian y Chandramohan (1994) proponen el 3 %
de NaCl como valor de concentracién para alcanzar el
crecimiento ptimo en cepas de las especies 4. ﬁscberi,
V. harveyi, P. phosphoreum y P. leiognathi, aisladas del
Mar Arabico.

En cuanto a la temperatura, se ha comprobado que
las BL pueden crecer en un rango desde 12 hasta 30 °C
(Wang et al., 2013). Estudios realizados por Bagordo ez
al. (2012), en tres sitios de la zona costera sur del mar
Adridtico en Otranto, Italia, demostraron que duran-
te la temporada célida las especies de BL predominan-
tes fueron V. harveyi, y en menor medida A. fischeri y
P. leiognathi. La baja abundancia de S. hanedai y V.
splendidus, asi como la ausencia de V. logei, P. phospho-
reum, V. orientalis y S. woodyi en ese estudio, podrian
explicarse por la naturaleza psicrofilica de estas especies
(Krieg & Holt, 1984), las cuales tienen un crecimiento
optimo a temperaturas inferiores a 18 °C y, consecuen-
temente, se desarrollan mejor en aguas frias.

El pH es otro de los factores que desempena un pa-
pel importante durante el proceso de emisién de luz de
estas bacterias. Se ha comprobado que a valores meno-
res de 4 y mayores de 10 se inactiva la enzima lucife-
rasa y, por tanto, la luminiscencia cesa (Scheerer ez 4/.,
2006). Estudios realizados por Iglesias ez al. (2020),
encuentran que para V. harveyi los valores de pH para
alcanzar los valores dptimos de crecimiento y luminis-
cencia estdn en el rango de 7 a 8.

Inﬂuencia dela composicio’n del medio de cultivo

Como parte de la caracterizacién fisioldgica de las BL es
imprescindible analizar la composicion de los diferentes
medios de cultivo, por su influencia en el crecimiento
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y particularmente en la emision de luz. En el caso del
medio LM recomendado por Baumann y Baumann
(1981), se refiere que determinados componentes co-
mo el carbonato de calcio, el glicerol, los compuestos
del nitrégeno y las sales de magnesio influyen en la emi-
sién de la luminiscencia (Baumann & Baumann, 1981;
Tabei et al., 2011). Otros elementos que se incluyen en
la composicién del agua de mar, como Na', K, Ca*,
Mgty Na,SO,, también son necesarios para la induc-
cién de la luminiscencia (Tabei ez 4/., 2011; 2012).

La presencia de carbonato de calcio en el medio de
cultivo para BL estimula la luminiscencia. En particu-
lar, se hadescrito que el ion Ca** constituye un inductor
de la luminiscencia y activa la respiracion dependien-
te de sodio (Baumann & Baumann, 1981; Tabei ez /.,
2012).

El glicerol ha sido una de las fuentes de carbono
que se ha empleado en los medios de cultivo para BL,
aunque su inclusién no siempre ha ido acompanada de
una mejoria del crecimiento o la emisién luminiscen-
te (Ramesh ez al., 2014; Parmar ez 4l., 2020). Segin
Ramesh ez al. (2014), para la cepa V. campbellii STFI,
en el intervalo de concentracién entre 3y 6 % de gli-
cerol, se aprecia una mayor luminiscencia, mientras
para concentraciones superiores se produce la inhibi-
cién del crecimiento y la luminiscencia, determinado
probablemente por la formacion de 4cido del metabo-
lismo microbiano. Parmar ez /. (2020) evidenciaron
para V. alginolyticus PBR1, que no existian diferencias
significativas en su crecimiento y luminiscencia para
concentraciones de glicerol de 6.0 a 10.0 ml/l, sin em-
bargo, para concentraciones mayores, la luminiscencia
disminufa mientras el crecimiento se mantenia inva-
riable. Estos autores sugieren que el efecto positivo del
glicerol en la luminiscencia pudiera atribuirse a la in-
duccién de la produccién de luciferasa a determinadas
concentraciones.

Los estudios realizados por Halmi ez a/. (2014) so-
bre el efecto de fuentes de nitrégeno en la luminiscencia
demostraron que la triptona y la peptona constituyen
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compuestos que favorecen la emisién de luz en bacte-
rias del género Photobacterium. El extracto de levadura
es otra fuente de nitrégeno del medio LM que pro-
porciona vitaminas, aminodcidos y otros factores de
crecimiento (Condalab, 2022). Parmar ez /. (2020)
demostraron un incremento del crecimiento bacteria-
no con el aumento de la concentracién de extracto de
levadura; sin embargo, en el caso de la luminiscencia re-
sultd ser inversamente proporcional, con maximo de lu-
miniscencia en la minima concentracién evaluada (1.0
g/l). Estos resultados indican que no necesariamente
debe existir una correlacién positiva entre el crecimien-
to celular y la luminiscencia, de modo que ambos pro-
cesos no siempre estan asociados.

El azufre es un elemento esencial en la biosintesis
de proteinas, enzimas y cofactores. La adicién de este
compuesto en los medios de cultivo como Na,SO, y
MgSO,, inducen la luminiscencia, para algunas cepas
de A. fisheri (Tabei ez al., 2011). Otro de los elementos
indispensables en los cultivos de BL es el sodio. Los io-
nes Na* en cultivos de A. fisheri desempenan impor-
tantes funciones, ya que permiten el movimiento de los
flagelos, estabilizan la membrana celular e intervienen
en la cadena respiratoria, la cual se encuentra estrecha-
mente relacionada con el fendmeno de emisidn de luz
(Tabei ez al., 2011, 2012). Por otra parte, el ion K con-
tribuye a la transcripcién del operén lux e incrementa el
contenido de aldehidos de cadena larga, como ha sido
demostrado para la especie P. phosphoreum (Watanabe
etal., 1991).

Diversos autores plantean que, aunque el oxigeno es
un sustrato de la enzima luciferasa, su exceso no siem-
pre es beneficioso para el desarrollo del sistema. Por
ejemplo, Nealson & Hastings (1979) demostraron que
cepas de P. phosphoreum incrementaron la sintesis de
luciferasa a bajas presiones de oxigeno. Sin embargo, pa-
ra P. leiognathi y V. harveyi, tensiones de oxigeno muy
bajas traen como resultado una menor sintesis y activi-
dad de la enzima (Krieg & Holt, 1984). Parmar ez al.
(2020) afirman que el oxigeno es uno de los elementos
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necesarios para la bioluminiscencia, y por lo tanto su-
gieren que estas bacterias deberfan crecer siempre bajo
aireacion vigorosa y agitacion.

Aplicaciones de las bacterias luminiscentes

El complejo enzimdtico de emisién de luz de las BL es
una herramienta bioquimica invaluable, con aplicacio-
nes en una amplia variedad de campos (Arulmoorthy
et al., 2014). En el campo de las investigaciones biomé-
dicas, el uso de las BL se centra principalmente en la
obtencién de imdgenes 77 vivo (Dagli Gul & Arihan,
2023). Las técnicas de ADN recombinante han hecho
posible introducir el sistema de la luciferasa o genes es-
pecificos del operén lux en microorganismos patdge-
nos. Estas técnicas permiten evaluar el efecto de los
diferentes tratamientos contra la infeccidn, ya que al
producirse la muerte celular de los patégenos recombi-
nantes también se detiene la expresion de los genes in-
volucrados en la luminiscencia. Asimismo, facilitan la
evaluacién de la eficiencia de los antibi6ticos en tiempo
real, al observar el cese de la emisién de luz en el animal

infectado (Berger ez al., 2017; Wong et al., 2019).

q)

(

Luciferina
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Diferentes autores han aprovechado la tecnologia
de imdgenes in vivo por bioluminiscencia para ana-
lizar el desarrollo de enfermedades infecciosas en
tiempo real. Stuff ez a/. (2018) utilizaron dos cepas lu-
miniscentes: E. coli K12 MG1655-lux, una cepa no pa-
togena de laboratorio, y E. coli K1 A192PP-lux2, una
cepa patdgena capaz de causar meningitis neonatal y
sepsis en ratas neonatas, ¢ informan que estas bacte-
rias sirven para rastrear y monitorear infecciones va-
ginales ascendentes. El estudio contribuyé a entender
cdmo estas bacterias colonizan la cavidad intrauteri-
nay provocan inflamacién, partos prematuros y pro-
blemas en el desarrollo neonatal. Reyes ez /. (2020)
desarrollaron y evaluaron ensayos répidos basados en
la luminiscencia bacteriana para la deteccion y cuan-
tificacién de patdgenos en el trato urinario (E. coli,
Candida albicans, Proteus mirabilis y Staphylococcus
aureus). Las dos tecnologfas estandarizadas fueron:
la Tecnologia de extincién por bioluminiscencia en
tubos de orina (TuBET Ur), con el empleo de células
completas y viables de Photobacterium mandapamen-
sis, y la Tecnologia de extincién por bioluminiscencia

Luminiscencia

Céamara
de DCA

p/s/icm2/sr

Fig. 4. Proceso de obtencion de imagenes in vivo. a) Células de interés se modifican genéticamente para incluir el gen para la produc-
cion de luciferasa. b) Células modificadas con gen Lux se administran al raton y se incuban durante un periodo de tiempo determinado.
c) Se agrega la luciferina respectiva y se coloca al raton en una camara de dispositivo de carga acoplada (DCA). d) Se registra la
emision de luz en tiempo real in vivo de las células recombinantes. b) c¢) The respective luciferin is added and the mouse is placed in a
charge-coupled device (CCD) chamber.

Fig. 4 In vivo imaging process. a) Cells of interest are genetically modified to include the gene for luciferase production. b) Cells modi-
fied with Lux gene are administered to the mouse and incubated for a given period of time. ¢) The respective luciferin is added and the
mouse is placed in a charge-coupled device (CCD) chamber. d) Real-time in vivo light emission from the recombinant cells is recorded.

REVISTA INVESTIGACIONES MARINAS
RNPS: 2096 « ISSN: 1991-6086 « VOL. 44 « No. I « ENERO-JUNIO « 2024 « pp. 166-179

https://rcvistas.uh.cu/rim/articlc/vicw/8737
heeps://doiorg/10.5281/zenodo.11627136

173



BACTERIAS LUMINISCENTES Y SUS APLICACIONES

basada en teléfonos méviles (CUBET), a partir de cé-
lulas previamente liofilizadas de P. leiognathi.

La obtencién de imégenes 77 vivo se ha usado para
analizar de forma no invasiva la proliferacion de células
cancerosas en animales. El procedimiento consiste en
inyectar células tumorales que expresan el gen Lux en
animales de experimentacion, y luego analizar el desa-
rrollo y la metdstasis de estas células durante un perio-
do prolongado (Ghabru ez 4/.,2023). Estas técnicas han
permitido comprender los cambios celulares y molecu-
lares que se producen como resultado del cancer y el de-
sarrollo de futuras terapias contra esta enfermedad.

También en la industria alimentaria se han desa-
rrollado investigaciones que involucran el operén lux.
Ramsaran ez al. (1998) analizaron la supervivencia de
las cepas bioluminiscentes E. coli O157:H7 y Listeria
monocytogenes en los quesos Feta y Camembert. El es-
tudio demostré que ambas cepas sobrevivian al proce-
so de fabricacién y almacenamiento, al menos 60 dias
a2 + 1°C, incluso con el empleo de leche pasteuriza-
day la administracién de nisina como sustancia bacte-
ricida y conservante. Por otro lado, Karsi ez a/. (2008)
desarrollaron 12 cepas de Salmonella enterica biolu-
miniscentes, a partir del pldsmido pAK/uxI que ex-
presaba constitutivamente el operén luxCDABE de
Photorbabdus luminiscens. Los autores analizaron la es-
tabilidad del pldsmido, asi como la adherencia y patoge-
nicidad de las cepas, lo cual permiti6 establecer nuevas
estrategias de descontaminacion y evitar nuevos brotes
infecciosos en la industria alimentaria.

En la actualidad, las aplicaciones de la bioluminis-
cencia se amplian para diferentes sectores de la indus-
tria biotecnolégica, con especial interés en el sector de la
biomedicinay laindustria farmacolégica. En particular,
se ha demostrado su potencial como fuente de produc-
cién de sustancias antibacterianas (Arulmoorthy ez 4/.,
2014), en el descubrimiento de firmacos (Calabretta e#
al., 2021), en el campo de la optogenética como terapia
fotodindmica (Zenchak ez 4l., 2020), entre otras mu-
chas aplicaciones.
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Monitoreo ambiental

Los ensayos para la determinacion de toxicidad que em-
plean bacterias luminiscentes se basan en la atenuacion
de la intensidad de la luminiscencia en respuesta a dife-
rentes xenobiéticos (Medvedeva ez a/., 2009). Parmar ez
al. (2020) evaluaron la toxicidad por metales (As, Cd,
Cr, Cu, Hgy Pb) para V. alginolyticus PBR1 y observa-
ron una disminucion significativa de la luminiscencia,
incluso a bajas concentraciones de los téxicos. Ademds,
encontraron una alta sensibilidad de la cepa para As
(V), Cd (IT), Cr (VI) y Pb (IT), superior a otros sistemas
comerciales como Microtox y ToxControl, que eviden-
cia el potencial de la cepa PBR1 como microorganismo
alternativo en ensayos de inhibicién de la luminiscencia
para la deteccién de dichos metales.

Vega-Corrales & Marin-Vindas (2020) evaluaron el
efecto de diferentes metales en el crecimiento y la lumi-
niscencia de cepas de BL aisladas del golfo de Nicoya,
Costa Rica, a partir del método de difusion en disco.
La secuencia de toxicidad en este estudio fue Cd > Zn
> Cu para algunas cepas del género Photobacterium.
Los autores consideraron que las cepas con luminiscen-
cia intensa y mayores zonas de inhibicién de la luminis-
cencia tienen un mayor potencial como bioindicadores
nativos para la vigilancia de la toxicidad ambiental.

La aplicacién mds extendida de las BL es el uso de
reacciones luciferasa-luciferina para monitorear la con-
taminaciéon microbiana mediante la deteccién de ATP.
Se han desarrollado biosensores de papel para el moni-
toreo de ATP con fines de control higiénico en dife-
rentes lugares de trabajo. Estos biosensores son estables,
econdmicos y faciles de usar, que se pueden conectar
con diferentes detectores de luz portatiles, como un fo-
tomultiplicador de silicio (SiPM) y teléfonos inteligen-
tes (Martinez-Perez-Cejuela ez al., 2023). No obstante,
las muestras naturales generalmente presentan mez-
clas complejas de contaminantes, incluidas sustancias
quimicas y/o microbianas; por lo tanto, se requieren
enfoques mds especializados para detectar tantas ame-
nazas como sea posible (Gregucci ez al., 2023). En este
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contexto, el uso de microorganismos modificados ge-
néticamente es muy valioso, ya que pueden responder a
diferentes clases de contaminantes y producir una senal
luminiscente proporcional.

Denisov ez al. (2018) desarrollaron un chip de mi-
crofluidos desechable para pruebas de contaminacién
del agua, a partir de la inmovilizacién de la enzima
luciferasa de Photobacterium leiognathi y NAD(P)
H:FMN-oxidorreductasa de Alzivibrio fischeri. Las re-
acciones de bioluminiscencia se activaron mediante
la adicién de la muestra y mostraron una alta sensibi-
lidad a los compuestos modelos sulfato de cobre (II),
1,3-dihidroxibenceno y 1,4-benzoquinona; similar a la
obtenida con biosensores ambientales convencionales
basados en BL liofilizadas. Por otro lado, Abilev ez 4/.
(2023) utilizaron cepas de E. coli MG1655 que expre-
saban el operdn lux de P. luminescens bajo el control de
genes promotores inducibles, para evaluar la actividad
oxidativa y danina del ADN de compuestos genotdxi-
cos. La efectividad de estos biosensores basados en BL
para la deteccién rapida de actividades antioxidantes y
radioprotectoras se confirmé mediante el analisis de 29
compuestos con estas propiedades.

En cuanto a Cuba, los ensayos de deteccién de con-
taminantes ambientales mediante el empleo de BL son
escasos. Stuart et 4/, (2001) evaluaron la sensibilidad
de P. leiognarhi IDO-331 frente a algunos compues-
tos que se utilizaban en la agricultura cubanay frente a
muestras ambientales. Este estudio permitié establecer
una asociacion entre la presencia de compuestos xeno-
biéticos en sedimentos marinos y la atenuacion de la lu-
miniscencia del cultivo. Lugioyo ez 4/. (2019) evaluaron
el efecto de contaminantes de diferente naturaleza (me-
tales pesados y pesticidas) y muestras de aguas de di-
ferentes ecosistemas marinos sobre la luminiscencia de
tres cepas de V. harveyi. Las cepas mostraron una mayor
sensibilidad a los 15 min de exposicién a los compues-
tos evaluados y el Hg (IT) resultd ser el metal mds téxico
para las cepas en estudio, lo que coincide con los resul-
tados obtenidos por Stuart ez 4/. (2001). Asimismo, el

https://rcvistas.uh.cu/rim/articlc/vicw/8737
heeps://doiorg/10.5281/zenodo.11627136

Iglcsias Rodrl’gucz etal

Fe (III) fue el metal con menor sensibilidad indepen-
dientemente del tiempo de contacto, similar a lo infor-
mado por Futra ez a/. (2014). Los resultados anteriores
sugieren que estos cultivos podrian emplearse como
biosensores de contaminacién, ya que la luminiscencia
responde a concentraciones nanomolares de los toxicos
evaluados (Lugioyo ez 4/., 2019).

Consideraciones finales

Las bacterias luminiscentes representan una poderosa
herramienta para la evaluacién inicial de muestras am-
bientales o sustancias con caracteristicas ecotoxicold-
gicas o toxicoldgicas desconocidas (Menz ez al., 2013).
Las ventajas que ofrecen los bioensayos de toxicidad pa-
ra el fortalecimiento de los programas de vigilancia de
la calidad ambiental; asi como la sensibilidad de las BL
aisladas de aguas de la plataforma de Cuba, constitu-
yen las bases para el desarrollo de investigaciones diri-
gidas al disefio de bioensayos de toxicidad con especies
nativas. En particular, se requiere profundizar en las
evaluaciones ecotoxicoldgicas de compuestos de mayor
impacto ambiental con el empleo BL, aisladas de eco-
sistemas marinos cubanos.
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