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RESUMEN 

Escherichia coli es una bacteria que se encuentra en el tracto intestinal de animales de 

sangre caliente, incluidos los seres humanos, aunque algunas cepas han sido relacionadas 

con enfermedades transmitidas por los alimentos. Es el microorganismo más estudiado 

en cuanto al crecimiento bacteriano y la morfogénesis; y en donde se ha  involucrado a la 

proteína MreB en diversos procesos celulares como la biosíntesis y  morfogénesis de la 

pared, mantenimiento de la forma bacteriana, la división, segregación cromosómica  y la 

polaridad celular. Además, se le ha asociado con la creación de regiones de fluidez 

incrementada (RIFs por sus siglas en inglés) a nivel de membrana. Así mismo, se ha 

observado que cuando MreB, proteína conservada entre las bacterias en forma de bacilo, 

se ve afectada, se generan irregularidades en la membrana lipídica, causando la 

localización aberrante de otras proteínas membranales, como la flagelina (codificada en 

parte por el gen fliC) involucrada en procesos de adhesión y de motilidad, siendo pocos 

los reportes que existen sobre la acción de compuestos naturales en estos procesos 

fisiológicos. En el presente trabajo se utilizó una mutante de la cepa E. coli K-12 MG 

1655 que tiene acoplada la proteína de fusión fluorescente GFP en el gen mreB. Al 

insertar una proteína de fusión como GFP en el gen mreB nos permitiría establecer la 

colocalización y cambios que presenten las RIFs. Se realizaron ensayos de CMB 

(Concentración Mínima Bactericida); así como de motilidad tipo swarming, finalizando 

en un ensayo para visualizar alteraciones en MreB por espectroscopia; estos ensayos se 

realizaron exponiendo a la bacteria a distintas concentraciones subinhibitorias de 

carvacrol (0.025, 0.05, 0.1 mg/mL).  Las CMBs fueron 0.41 ±0.02 y 0.47 ±0.03, para la 

cepa mutante y la silvestre, respectivamente. En el ensayo de motilidad tipo swarming se 

observó incremento (P<0.05) al exponer la bacteria a todas las concentraciones probadas 

de carvacrol, así como un fenotipo de desplazamiento colectivo. Finalmente, en los 

ensayos de espectroscopia se detectaron variaciones en la fluidez de la membrana por 

efecto del carvacrol; en la cepa silvestre se observó aumento en la rigidez de la misma a 

los 30 min de exposición; sin embargo, a las 4 h se demostró disminución en la rigidez; 

mientras que para la cepa mutada se observó aumento en la fluidez a los dos tiempos, 

evidenciando que la bacteria puede modular la fluidez de la membrana tras la exposición 

a las concentraciones subhinibitorias de carvacrol. 
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ABSTRACT  

Escherichia coli is a bacterium found in the intestinal tract of warm-blooded animals, 

including humans, although some strains have been linked to foodborne diseases. It is the 

most studied microorganism in terms of bacterial growth and morphogenesis; and where 

the MreB protein has been involved in various cellular processes such as biosynthesis and 

morphogenesis of the wall, maintenance of bacterial shape, division, chromosome 

segregation and cell polarity. In addition, it has been associated with the creation of 

regions of increased fluidity (RIFs) at the membrane level. Likewise, it has been observed 

that when MreB, a protein conserved among bacteria in bacillus form, is affected, 

irregularities are generated in the lipid membrane, causing the aberrant localization of 

other membrane proteins, such as flagellin (encoded in part by the fliC gene) involved in 

adhesion and motility processes, with few reports on the action of natural compounds in 

these physiological processes. In the present work we used a mutant of the E. coli K-12 

MG 1655 strain that has the fluorescent fusion protein GFP coupled to the mreB gene. 

Inserting a fusion protein such as GFP into the mreB gene would allow us to establish 

colocalization and changes in the RIFs. CMB (Minimum Bactericidal Concentration) 

assays were performed, as well as swarming motility assays, ending with an assay to 

visualize alterations in mreB by spectroscopy; these assays were performed by exposing 

the bacteria to different subinhibitory concentrations of carvacrol (0.025, 0.05, 0.1 

mg/mL).  The CMBs were 0.41 ±0.02 and 0.47 ±0.03, for the mutant and wild-type strain, 

respectively.  In the swarming motility assay, an increase (P<0.05) was observed upon 

exposure of the bacteria to all tested concentrations of carvacrol, as well as a collective 

displacement phenotype. Finally, in the spectroscopy assays, variations in membrane 

fluidity due to the effect of carvacrol were detected; in the wild-type strain an increase in 

membrane stiffness was observed at 30 min of exposure; however, at 4 h a decrease in 

stiffness was demonstrated; while for the mutated strain an increase in fluidity was 

observed at both times, evidencing that the bacterium can modulate membrane fluidity 

after exposure to sub-inhibitory concentrations of carvacrol. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Escherichia coli es un microorganismo que ha ayudado a la comprensión del crecimiento 

y la morfogénesis de bacterias (Shi et al., 2018), se clasifica como bacteria Gram-

negativa, en forma de bastón, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, que habita 

principalmente en el tracto gastrointestinal de los animales de sangre caliente, incluidos 

los seres humanos (Jang et al., 2017). Sin embargo, se han reportado que algunas cepas 

pueden ser patógenas, las que se han agrupado en seis patotipos (Croxen et al., 2013) 

responsables de brotes de diarrea en humanos (Liu et al., 2020), algunos con 

complicaciones graves. Las principales rutas de transmisión para estos microorganismos 

es el consumo de alimentos o agua contaminados, así como por vía fecal/oral (Vila & 

Zboromyrska, 2012). 

Se conoce que E. coli utiliza dos sistemas esenciales para la biogénesis de la pared  

celular y mantener así la integridad y viabilidad de la célula, uno es el sistema Rod 

(elongasoma), que utiliza la proteína MreB, similar a la actina, para promover el 

alargamiento y mantener la forma celular, mientras que el segundo es el anillo citocinético 

(divisoma), donde la proteína FtsZ, similar a la tubulina, organiza la división celular y la 

construcción de los polos de las células hijas (Rohs et al.,  2018). 

La proteína MreB se ha descrito como una molécula esencial para el alargamiento 

y supervivencia celular (Ranjit et al., 2020), se encuentra localizada debajo de la 

membrana  celular en forma de filamentos (Saikia et al., 2017) desempeñando un papel 

vital en el mantenimiento de la morfología bacilar (Awuni et al., 2016) y muchos procesos 

asociados a la membrana celular (Strahl et al., 2014) como son: biosíntesis de la pared, 

mantenimiento de la forma, división, segregación cromosómica, morfogénesis de la pared 

y la polaridad celular que en la mayoría de los casos permite la forma de bastón (Awuni, 

2020). Estos procesos se obtienen mediante la formación de polímeros cortos que rotan 

dinámicamente alrededor de la circunferencia celular (Morgenstein et al., 2015), 

organizando una estructura helicoidal (Sacanelles & Garay, 2017). 

Además, se ha relacionado a MreB con el desarrollo de regiones de mayor fluidez 

(RIFs) a nivel de membrana (Zielińska et al., 2020); esta característica altamente asociada 

al movimiento activo de MreB (Strahl et al., 2014), permite organizar otras proteínas de 

membrana en ubicaciones específicas, generando “balsas lipídicas” (Zielińska et al., 

2020). 
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MreB es sensible a los cambios en el potencial de membrana (Strahl et  al., 2014), 

tras exponer la bacteria a ciertos antibióticos, como el A22 [S- (3,4-diclorobencil) 

isotiourea], una molécula pequeña similar a un antibiótico que perturba  la forma de las 

células de bastón (Awuni, 2020) y se ha sugerido que inhibe MreB al dirigirse a la 

hidrólisis  de ATP (Awuni et al., 2016), o la rodomirtona que causa la alteración de varias 

funciones  celulares incluidas la cadena respiratoria y el complejo ATP sintasa (Saeloh et 

al., 2018). Además, se ha observado que la utilización de compuestos naturales puede 

tener como sitio de acción la membrana celular. 

Por lo anterior, se ha reportado que el carvacrol [2-metil-5-1-metiletil fenol], un 

compuesto natural y mayoritario del orégano, presenta actividad relacionada con la 

inhibición de la síntesis de ATP y de ácidos nucleicos (Lambert et al., 2001;  Ultee et al., 

2002); provocando desestabilización de la membrana e incrementando la  permeabilidad 

(Gracia-Valenzuela et al., 2012); lo que trae consigo irregularidades en la  membrana 

lipídica (Saeloh et al., 2018).  

Estos análisis han identificado que cuando se originan estas irregularidades, MreB 

se ve afectada, lo que causa la localización aberrante de proteínas a nivel de membrana 

(Saeloh  et al., 2018), entre las que se encuentra la flagelina (fliC) involucrada en procesos 

de adhesión y de motilidad. La flagelina forma parte de un complejo proteínico que 

atraviesa la membrana bacteriana, donde la fluidez juega un rol importante en la 

estabilización de esta proteína. 

Por lo anterior, se deduce que puede existir una relación directa entre MreB (gen 

mreB) y la flagelina (gen fliC), ya que la interferencia con las RIFs creadas por MreB 

puede ocasionar una disipación de las estructuras de membrana; lo que traería consigo la 

perturbación de las fracciones lipídicas, originando una desestabilización en la fluidez y 

afectando directamente a la flagelina (fliC). 

Para evaluar los cambios morfológicos en la membrana en presencia de compuestos 

desestabilizantes, en el presente estudio se analizó el efecto que tiene el carvacrol en la 

membrana utilizando como modelo la cepa E. coli K-12 y la mutante de mreB. Lo anterior 

nos permitió analizar el efecto que tiene sobre la localización y cambios que presenten 

las RIFs, en la colocalización de la proteína MreB. 
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1. Características y clasificación de E. coli. 

 

E. coli es una bacteria ubicua, Gram (-), anaerobia facultativa, oxidasa negativa, 

fermentadora de lactosa y glucosa; que presenta forma de bastón y se clasifica como 

miembro de la familia Enterobacteriaceae, dentro de la clase Gammaproteobacteria 

(Jang et al., 2017). Es móvil debido a la presencia de flagelos perítricos y no forma 

esporas. Además, es el habitante comensal más prevalente del tracto gastrointestinal de 

humanos y animales de sangre caliente; sin embargo, también algunas de las cepas 

pertenecientes a esta especie son consideradas patógenas importantes (Allocati et al., 

2013), debido a que son responsables de enfermedades asociadas a humanos y animales. 

Los miembros de esta especie se dividen en tres grupos principales: comensales, 

patógenos diarreogénicos y patógenos extraintestinales (ExPEC, por sus siglas del inglés, 

J Vila et al., 2016). Recientemente se han reportado cepas de E. coli asociada a meningitis 

(NMEC, Liu et al., 2020) y/o vinculada a otras infecciones del aparato excretor como 

cistitis, peritonitis, mastitis, septicemia y neumonía. 

La mayoría de las cepas de E. coli son comensales, por tanto viven sin causar daño 

en el intestino; sin embargo, el grupo diarreogénico (DEC, por sus siglas del inglés) 

contempla cepas patógenas asociadas a enfermedades intestinales, las cuales se han 

clasificado en seis patotipos: enteropatogénica (EPEC), enteroagregativa (EAEC), 

enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC), de adherencia difusa (DAEC) y 

enterohemorrágica (EHEC, Gomes et al.,  2016). Cabe mencionar que el término E. coli 

productora de Shiga toxina (STEC) incluye todas las cepas que presenten este factor de 

virulencia. En general, los brotes epidémicos causados por cepas DEC se asocian con el 

consumo de alimentos o agua contaminados (Vila & Zboromyrska, 2012); aunque la 

OMS, también ha descrito como ruta de transmisión el contacto persona-persona 

trasmitiéndose por vía oral-fecal. 

Las cepas de E. coli patógenas están identificadas por serogrupos específicos, en 

el caso de las patogénicas poseen un conjunto de factores de virulencia responsables de 

las diferentes manifestaciones clínicas que presentan los pacientes. La serotipificación es 

el método principal para identificar las cepas patógenas de E. coli de las comensales (Reid 

et al., 1999); este método fue desarrollado por Kauffman y en donde en ocasiones, los 
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serotipos se asocian con un cuadro clínico en particular (Calvo et al., 2012). Actualmente, 

se conocen más de 200 serotipos (Rodríguez-Ángeles, 2002). 

 

2.1.1. Principales factores de virulencia. 

 

Usualmente las cepas patogénicas contienen diferentes factores de virulencia 

(Kim, 2016), como adhesinas, toxinas, sideróforos, sistemas de secreción, formación de 

biopelículas y otros factores que contribuyen conjuntamente a potenciar su patogenicidad 

(Faleiro, 2009). Es importante destacar que las adhesinas participan tanto en procesos de 

adhesión, como en colonización en las células del hospedero y se ubican en la membrana 

externa microbiana, formando parte de estructuras como el pili, fimbrias y flagelo. Sin  

embargo, el contacto entre E. coli y la célula del huésped se relaciona directamente con 

el  flagelo; aunque también se ha descrito que este último favorece la motilidad, así como 

el desplazamiento bacteriano hacia ambientes benéficos o el alejamiento de nichos 

adversos que están directamente relacionados con su sobrevivencia (Avelino et al., 2013), 

siendo el estudio del flagelo y su correspondiente motilidad importante para ayudar a 

comprender el curso de la patogénesis en este microorganismo (González & Georges, 

2017). 

 

2.1.1.1. Características y composición del flagelo. 

 

El flagelo, es el apéndice responsable de la motilidad en E. coli y consta de 

subunidades repetidas de la proteína flagelina expresados por el gen fliC (Moura et al., 

2013). En general, es una estructura proteínica compleja y eficiente que participa en 

procesos como la formación de biopelículas. En E. coli el flagelo está formado por un 

filamento unido a la célula mediante la sección denominada gancho, que, a su vez, recibe 

la fuerza de torsión o rotación generada por un motor rotatorio, donde dicha fuerza 

proviene directamente del gradiente transmembranal de protones, que involucra al 

complejo Mot (Figura 1, Avelino, 2014); permitiendo cambiar aleatoriamente de 

dirección; ya sea en un movimiento tipo swimming o swarming. 

El movimiento tipo swarming es el más estudiado, debido a que involucra un 

proceso multicelular que tiene lugar en superficies sólidas o en medios con elevada 
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viscosidad, permitiendo a las bacterias moverse de forma coordinada, posterior a la 

formación de células elongadas-hiperflageladas (Molero, 2014). 

Como se observa en la Figura 1, este complejo proteínico atraviesa la membrana 

interna, la pared celular y la membrana externa (González & Georges, 2017), los dos 

anillos externos, L y P, reciben su nombre por su ubicación en el lipopolisacárido y 

peptidoglicano respectivamente, mientras que el anillo MS está en contacto con la 

membrana plasmática y el espacio periplásmico (Molero, 2014). 

 Este complejo forma microdominios y/o compartimientos con lípidos 

específicos, en regiones muy particulares dentro de la membrana celular. Se han 

caracterizado a estas regiones como balsas lipídicas (“lipid rafts”, en inglés) que en 

organismos modelo como E.  coli se ha demostrado que son cruciales para varios procesos 

celulares importantes, como la promoción de la adhesión bacteriana a la células huésped 

(Cazzola et al., 2020), así como la división celular y la transducción de señales, 

esporulación, formación de biopelículas, segregación cromosómica, secreción y 

formación del citoesqueleto (Barák & Muchová, 2013) 

 
Figura 1. Estructura del flagelo en E. coli, conformada por tres partes: el filamento, el gancho y el cuerpo basal.  

Superficies moleculares solidas del apéndice bacteriano (panel izquierdo). Composición interna del aparato (panel 
derecho) Fuente de la imagen Mondino et al., (2022).  

 

 

La estructura del filamento del flagelo (Figura 2) se compone de 
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aproximadamente 20,000 subunidades de monómeros de flagelina (fliC) con un peso 

molecular entre 50 y 60 kDa y se caracteriza por presentar 4 dominios globulares distintos 

denominados D0, D1, D2 (con los subdominios D2a y D2b) y D3. Las regiones N y C-

terminal de los dominios D0 y D1 están altamente conservadas entre distintas especies 

bacterianas y resultan fundamentales para el ensamble del flagelo, ubicándose ambos 

dominios hacia el interior del mismo.  Contrariamente, los dominios D2 y D3 se ubican 

hacia el exterior y constituyen una región hipervariable entre cepas y especies en tamaño 

y secuencia (Yonekura et al., 2003). 

 

      

 
Figura 2. (A) Estructura del filamento conformado por monómeros de flagelina de E. coli K-12. (B). Dominios 
globulares presentes. Fuente de la imagen, Barettino Luengo, 2016.  

 

 

A B 
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2.2 Envoltura celular bacteriana. 

2.2.1 Características y composición 

La estructura externa o envoltura celular bacteriana está dispuesta con la 

membrana citoplasmática, pared celular y una sustancia extracelular denominada 

glicocálix (Lucana & Huanca, 2014); además, existen las estructuras superficiales como 

cápsulas, flagelos y fimbrias, que sólo se encuentran en algunas especies. La composición 

de la pared celular y la membrana, permite la clasificación de bacterias en dos tipos, 

Gram-positivas y Gram-negativas. 

La pared celular de las bacterias Gram-positivas consta de una capa gruesa de  

peptidoglicano y una sola membrana, mientras que en  bacterias Gram-negativas es más 

compleja, formada por dos membranas, una externa (OM, por sus siglas del inglés) y una 

interna o membrana citoplasmática (IM, por sus siglas del inglés); entre estas dos 

membranas se intercala el espacio periplásmico, que actúa como un amortiguador entre 

las muy diferentes condiciones del entorno externo y el interior de la bacteria (Figura 3; 

Barák & Muchová, 2013). Cabe destacar, que el espacio periplásmico de las bacterias 

Gram-negativas contiene proteínas que participan en la captación de nutrientes, como 

enzimas hidrolíticas (β lactamasas) que convierten las macromoléculas en productos más 

pequeños que pueden ser metabolizados por la bacteria, así como enzimas que participan 

en la síntesis del peptidoglicano (punto 2.2.2) y en la modificación de compuestos tóxicos 

que podrían lesionar la célula  (Pírez & Mota, 2006). Por otra parte, la OM es una capa 

protectora y presenta una barrera de permeabilidad para moléculas grandes, por lo que su 

función principal es en gran medida retener las proteínas dentro del periplasma. Mientras 

que la IM, debe mantenerse intacta, ya que es fundamental para la viabilidad (y por lo 

tanto la productividad) de la célula y es una barrera para las impurezas no deseadas de la 

célula huésped que se liberarían tras la lisis celular (Kastenhofer et al., 2021) 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/permeability-barrier
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Figura 3. Ilustración de la envoltura celular. La fuga intencional de productos puede desencadenar en una lisis 

celular. Fuente de la imagen: (Kastenhofer et al., 2021). 

 

 

2.2.2. Pared celular 

La pared celular es la estructura que le da forma y rigidez a la bacteria, 

protegiéndola de la lisis osmótica. Está formada por peptidoglicano, también denominado 

mureína (Castro, 2014). El peptidoglicano (PG) es un polímero que requiere ser 

sintetizado por dos sistemas especialmente distintos: el divisoma y las maquinarias de 

elongación de PG (PGEM, siglas en inglés, Billaudeau et al., 2019). El complejo 

multienzimático PGEM está formado por proteínas de unión a penicilina (PBP), proteínas 

de membrana (MreBCD, RodA, RodZ) y otras proteínas relacionadas a forma, 

elongación, división y esporulación bacteriana (SEDS, siglas en inglés, Wong, 2017). En 

este complejo, las proteínas SEDS realizan reacciones de glicosil-transferasa y las 

proteínas de unión a penicilina (PBP) catalizan reacciones de glicosiltransferasa, 

transpeptidasa y modificaciones en el peptidoglicano (Zielińska et al., 2020). 

Otro miembro de la familia SEDS es RodA, el cual recientemente se ha 

demostrado que es una polimerasa de peptidoglicano (Sjodt et al., 2018) que forma un 

complejo estable junto a PBP2, y proporcionan actividad GTasa y TPasa, 

respectivamente, durante la síntesis de peptidoglicano cilíndrico y esta coordinación es 

llevada a cabo por MreB (Hussain et al., 2019; Zielińska et al., 2020). En específico, 

MreB se polimeriza en filamentos cortos, interactuando con MreC, mientras que RodZ 

interactúa fuertemente con MreB y MreC, estas interacciones son esenciales para 
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mantener la morfología bacteriana (Figura 4, Sjodt et al., 2018). 

 
Figura 4. Esquema representativo de E. coli y la maquinaria de elongación, MreB se localiza en parches debajo 

de la membrana citoplasmática y recluta otras proteínas elongasómicas. La capa de peptidoglicano está 

intercalada por la membrana citoplasmática y la membrana externa. Fuente de la imagen Shi et al., 2018. 

 

La relación entre estas proteínas ha sido demostrada en estudios previos (Figura 

5, Xiaolong Liu et al., 2020) donde MreB interactúa con proteínas adyacentes. El modelo 

representado en la (figura 5B) está respaldado por los fenotipos de cepas mutantes, sin 

embargo, se desconoce la composición exacta de estos complejos y cómo funcionan en 

la célula y es de suponer que aún no se conocen todas las proteínas involucradas. 

Asimismo, los mecanismos por los cuales las bacterias agrandan y dividen la pared de PG 

durante el crecimiento y la división celular son poco conocidos (Egan A et al., 2020). 

 

 

                                A                                                                  B 
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Figura 5. Interacción de MreB con otras proteínas (A). Fuente de la imagen: https://string-db.org. Interacciones 

identificadas entre las proteínas elongasomas (B), las líneas de flechas dobles representan la interacción entre 
diferentes proteínas, las flechas circulares indican auto-interacción. Fuente de las imágenes https://string-db.org 

(A) y Xiaolong Liu et al., (2020, B). 

 

 

2.2.3 Membrana celular 

La membrana plasmática es la estructura que delimita a la célula, es un elemento 

dinámico y fundamental en el mantenimiento de su integridad (Ulises Meza et  al., 2010) 

y está compuesta principalmente por lípidos y proteínas. 

En los últimos años se ha hecho evidente que los complejos de proteínas y los 

lípidos no se distribuyen uniformemente (Zielińska et al., 2020), existe evidencia de que 

ciertos lípidos interactúan preferentemente entre sí, se involucran en un comportamiento 

colectivo y generan dominios laterales, siendo llamados “balsas lipídicas”. Las balsas 

lipídicas son nanodominios de membranas que tienen el potencial de formar dominios 

microscópicos (> 300 nm) que reclutan selectivamente lípidos y proteínas (Sezgin et al., 

2017).  

Anteriormente se había demostrado por microscopía de fluorescencia que E. coli 

contiene microdominios con distintas propiedades físicas en su membrana plasmática  

(Oswald et al., 2016); esta propiedad de formación de balsas lipídicas es atribuida a la  

proteína MreB; por lo tanto, alteraciones en la dinámica de MreB trae consigo la  

disminución de la fluidez de la membrana y, como consecuencia, en la síntesis de  

peptidoglicanos (Zielińska et al., 2020); así como la perturbación de la homeostasis 

general  de los lípidos afectando la localización de las proteínas de la membrana (Strahl 

et al., 2014). 

 

2.3 Descripción del citoesqueleto bacteriano 

2.3.1 Proteína MreB 

 

Los procariontes poseen proteínas homologas a la tubulina y a la actina. La primera 

evidencia de un homólogo de tubulina, se determinó en 1992, la proteína FtsZ requerida 

para la división celular. En 2001 Jones et al., describieron que la proteína MreB organiza 

estructuras helicoidales y le proporciona forma a la célula (Sacanelles & Garay, 2017), 

siendo un homólogo de actina conservado entre las bacterias en forma de bastón (Kurita 
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et al., 2018). 

La proteína MreB se caracteriza por dos dominios (I y II) que mantienen un sitio 

de unión a nucleótidos en la hendidura. Cada dominio se subdivide en dos subdominios 

(A y B, Figura 5). Los dos subdominios más grandes IA y IIA, tienen un pliegue común 

que comprende una hoja beta de cinco hebras rodeada por tres hélices alfa. Estos 

subdominios están conectados a través de una hélice, H4. Los subdominios más pequeños 

IB y IIB son más diversos en la superfamilia de actina y probablemente sean exclusivos 

de la función específica de las proteínas (Van den Ent et al., 2001). Cabe destacar, que 

existen estudios que exponen a las hélices 6 y 7 como sitios permisivos que pudieran 

permitir la inserción de dominios extraños como sitios de fusión, ya que se encuentra a 

cierta distancia de los residuos implicados en la polimerización de MreB (Reshes et al., 

2008). 

MreB es una proteína asociada con procesos subcelulares que incluyen división 

celular, segregación cromosómica, morfogénesis de la pared celular y polaridad celular 

(Awuni, 2020); y más recientemente se ha demostrado que participa en la motilidad de 

tipo deslizamiento en la bacteria Myxococcus xanthus (Fu et al., 2018). 

Se conoce además que es una proteína muy dinámica moviéndose a lo largo del 

eje corto de las células, presumiblemente reflejando el movimiento de las maquinarias 

sintéticas de la pared celular durante el ensamblaje enzimático de la malla de 

peptidoglicano (Billaudeau et al., 2019). 

Debido a su alto dinamismo, se le ha relacionado con las RIFs a nivel de membrana 

(Zielińska et al., 2020); la interferencia con estos dominios perturba la homeostasis 

general de los lípidos y afecta la localización de las proteínas de la membrana (Strahl et 

al., 2014), surgiendo el concepto balsas de lípidos, descritas con anterioridad. Strahl et al., 

(2014) mediante la aplicación de diferentes técnicas de tinción de lípidos y el uso de una 

variedad de cepas mutantes, estableció que el citoesqueleto MreB de B. subtilis está 

asociado con dominios de lípidos fluidos y participa en la distribución de lípidos y 

proteínas. 
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Figura 6. Representación de la estructura cristalina de MreB. Se muestra una arquitectura típica de cuatro 
subdominios (diferentes colores). Fuente de la imagen Shi et al., 2020. 

 

 

2.4 Antimicrobianos naturales utilizados para el control de patógenos. 

La aparición de cepas bacterianas resistentes a los antibióticos ha aumentado 

drásticamente en los últimos años, conocidas como cepas de E. coli productoras de β-

lactamasas de espectro extendido (BLEE, Imran et al., 2020) lo que ha resultado en la 

necesidad de encontrar nuevos agentes antibacterianos (Awuni, 2020). Una estrategia 

prometedora como alternativa a los antibióticos son los compuestos fitoquímicos, 

productos vegetales producidos como metabolitos secundarios de los cuales algunos 

poseen efectos antimicrobianos interesantes (Al-Mnaser & Woodward, 2020; Di Pasqua 

et al., 2006). Aceites esenciales como carvacrol, timol, eugenol, perilaldehído, 

cinamaldehído y ácido cinámico son algunos de los fotoquímicos a los que se les ha 

reportado tener capacidad antimicrobiana debido a la presencia en su estructura química 

del grupo fenol (Burt, 2004; Ben Arfa et al., 2006). 
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La eficacia de estos compuestos se ha probado in vitro en contra de Listeria 

monocytogenes, Salmonella Typhimurium, Escherichia coli O157:H7, Shigella 

dysenteriae, Bacillus cereus y Staphylococcus aureus, en donde se han realizado ensayos 

dando como resultado que según la dosis se puede inhibir el crecimiento de estos 

microorganismos (Burt, 2004). 

Además, se ha reportado que el aceite esencial de orégano induce la alteración de 

la permeabilidad en las membranas de microorganismos (como Pseudomonas aeruginosa 

y S. aureus) con la consiguiente fuga de protones, fosfatos y potasio. Sin embargo, entre 

los compuestos fenólicos, el carvacrol tiene una de las actividades antimicrobianas más 

fuertes (Ben Arfa et al., 2006). 

En nuestro laboratorio se encontró que los extractos de orégano (Lippia  

graveolens), palo de Brasil (Haematoxylon brassiletto) y carvacrol mostraron actividad  

bactericida y efecto sobre el crecimiento, motilidad y expresión de genes de virulencia de 

E.  coli (García-Heredia et al., 2016). Así mismo, se determinó que el carvacrol es un 

compuesto activo contra E. coli O104: H4, alterando incluso su patrón de adherencia 

agregativa (Ortiz et al., 2021). 

Dado lo anterior, se estima que el carvacrol, pudiera tener actividad 

antimicrobiana debido a que es uno de los pocos compuestos naturales que tiene efecto 

desintegrador de la membrana externa de bacterias Gram-negativas (La Storia et al., 

2011). 

 

2.4.1 Carvacrol 

 

El carvacrol [2-metil-5-1-metiletil fenol] es un monoterpenoide fenólico, presente 

en numerosas plantas aromáticas, entre las que se encuentran el tomillo y el orégano. En 

la actualidad, el carvacrol se utiliza en concentraciones bajas como ingrediente 

aromatizante y conservador de alimentos, así como como ingrediente de fragancia en 

formulaciones  cosméticas (Suntres et al., 2014); posee una amplia gama de bioactividades 

útiles para aplicaciones clínicas, tales como antimicrobiano, antioxidante y 

anticancerígeno (Figura 6,  Sharifi-Rad et al., 2018); además en ciertas concentraciones 

puede inhibir el crecimiento,  motilidad, expresión de genes de virulencia y la adhesión a 

células epiteliales (García  Heredia et al., 2016). 

Se ha reportado que el carvacrol (monoterpeno) tiene actividad antimicrobiana 
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mayor que la de otros compuestos volátiles como los sesquiterpenos (Huamán et al., 

2016); debido a la presencia de un grupo hidroxilo libre, la hidrofobicidad y el grupo fenol 

(Sharifi Rad et al., 2018). Recientemente se ha descrito que este compuesto, es capaz de 

incrementar la fluidez de la membrana celular al actuar sobre la bicapa de fosfolípidos, lo 

que trae consigo el aumento de la permeabilidad (Gracia-Valenzuela et al., 2012) 

produciendo poros en esta, y lisando a la bacteria (Carhuallanqui et al., 2020). Dicha 

permeabilidad ha sido confirmada mediante el monitoreo del eflujo de H+, K+ y ATP, y 

la entrada de colorantes de ácidos nucleicos (Hyldgaard & Meyer, 2012), encontrando 

además la disminución en el potencial de membrana (Ultee et al., 2002). 

También se ha propuesto que el carvacrol interactúa con las proteínas de 

membrana y las enzimas periplásmicas, pero la evidencia de esto es limitada. Además, se 

estima que el carvacrol tiene objetivos intracelulares, pero los estudios que lo documentan 

son pocos y no identifican estos posibles objetivos. Por lo anterior, las evidencias de la 

membrana como sitio de acción del carvacrol son muchas y los resultados sugieren que el 

modo de acción del carvacrol es aumentando la fluidez y la permeabilidad de las 

membranas (Hyldgaard & Meyer, 2012); aunque, muchos estudios reportan que el 

carvacrol actúa sobre la membrana externa, se cree que su sitio de acción es la membrana 

citoplasmática. Con este último punto, existen estudios que demuestran que durante la 

exposición de E. coli a concentraciones subletales de carvacrol, se han observado cambios 

en la proporción ácidos grasos saturados e insaturados de la membrana celular, influyendo 

en el perfil de composición de ácidos grasos de cadena larga de este microorganismo (Di 

Pasqua et al., 2006). 

En un estudio, las células de E. coli cultivadas en presencia de carvacrol 

produjeron cantidades significativas de GroEl, lo que indica que el plegamiento de 

proteínas se vio afectado. Además, inhibió la síntesis de flagelina, lo que provocó que las 

nuevas células carecieran de flagelos (Burt et al., 2007). Las células que tenían los flagelos 

mostraron una motilidad disminuida al aumentar la concentración de carvacrol, lo que 

indicó que el carvacrol interrumpe el potencial de membrana y, por lo tanto, la fuerza 

protón motriz necesaria para impulsar el movimiento flagelar (Gabel y Ver, 2003; Burt et 

al., 2007). 
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Figura 7.  Estructura química del carvacrol. Fuente de la imagen López et al., (2016). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

Los aceites esenciales presentes en vegetales son ricos en compuestos bioactivos; 

siendo un ejemplo el carvacrol, este monoterpenoide fenólico presente en numerosas 

plantas aromáticas, presenta una serie de aplicaciones entre las que destaca inhibir el 

crecimiento de microorganismos patógenos. Existe evidencia que la capacidad 

antimicrobiana del carvacrol es atribuida a la desestabilización de la membrana bacteriana 

provocando un incremento en la permeabilidad del ATP, produciendo poros y lisando a 

la bacteria. A nivel de membrana, cuando sucede este efecto se perturba la homeostasis 

general de los lípidos, afectando la localización de las proteínas de la membrana y por 

consiguiente, teniendo un efecto sobre la disminución en la síntesis de peptidoglicano. 

Por otro lado, se ha visto que la proteína MreB, juega un rol importante en la 

supervivencia celular, a través del mantenimiento de la forma celular, motilidad, división 

celular y en el transporte intracelular; este último relacionado a su función de 

organización de las proteínas y lípidos presentes en membrana, atribuido a su alto 

dinamismo. Esta capacidad le ha ayudado a crear RIFs en la membrana bacteriana, 

quedando demostrado que las interferencias con la proteína MreB traen consigo la 

perturbación general de los lípidos, afectando directamente la colocalización de las 

proteínas de membrana, entre ellas los flagelos. Si bien, MreB es una proteína que se ha 

estudiado ampliamente y existen muchos reportes sobre sus interacciones con proteínas 

adyacentes y el control de la síntesis de PG, todavía carece de una función aprobada, por 

lo tanto, se ha vuelto cada vez más importante descubrir los factores moleculares que 

gobiernan las propiedades estructurales y las propiedades mecánicas. 

Ante esto, hemos visto la oportunidad de contribuir a la ciencia a partir del estudio 

del efecto que tienen concentraciones subinhibitorias de carvacrol sobre las RIFs, la 

localización de los filamentos de MreB y en la formación de flagelos, lo que nos permitirá 

hacer un análisis de las alteraciones en la membrana y el flagelo, utilizando como modelo 

bacteriano E. coli. 
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4. HIPÓTESIS 

 
El carvacrol altera la formación de filamentos de MreB y la translocación de flagelos 

en la membrana bacteriana modificando las RIFs en E. coli. 
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5.  OBJETIVOS 

 

General: 

 Identificar los cambios morfológicos que presenta E. coli K-12 en su membrana, en 

la estructuración de filamentos de MreB y la formación de flagelos, por exposición a 

concentraciones subinhibitorias de carvacrol. 

Específicos: 

 Generar una mutante de MreB que contenga acoplada la proteína GFP (proteína 

verde fluorescente) 

 Estudiar la disociación de los RIFs y la formación de los filamentos de la proteína 

MreB en presencia de concentraciones subinhibitorias de carvacrol. 

 Evaluar el papel del carvacrol en el movimiento bacteriano tipo swarming. 

 Establecer la localización de los flagelos y las RIFs creadas por MreB en presencia 

de carvacrol. 
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6. MATERIAL Y METODOLOGÍA 

 

6.1 Lugar de trabajo 

 

El presente trabajo se realizó en el Laboratorio de Bioquímica y Genética de 

Microorganismos (LABGEM) del Departamento de Microbiología e Inmunología de la 

Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad Autónoma de Nuevo León. 

 

6.2 Cepas 

 

Se utilizó la cepa E. coli K-12 MG 1655 como control, esta cepa no presenta 

ninguna modificación. Además, la cepa de E. coli K-12 MG 1655 que contiene la 

mutación en mreB, es decir que presenta la proteína de fusión fluorescente, fue 

amablemente proporcionada por el Dr. Cho pertenecientes a la Universidad de Harvard.  

 

6.3 Activación de cepas. 

 

A partir de las cepas mantenidas a -80°C en caldo Infusión Cerebro Corazón (ICC, 

Bioxon, BD de México) con 20% de glicerol (Sigma-Aldrich, México), se realizó la 

activación de acuerdo al protocolo descrito por García-Heredia et al (2016), en tubos que 

contenían 5 ml de caldo Luria Bertani (LB), los cuales fueron incubados a 37°C/24h. 

Posteriormente se prepararon cultivos transfiriendo una asada a tubos con 16 ml de agar 

ICC y estos fueron incubados durante 24 h/37°C. Los cultivos se almacenaron a 4°C 

durante no más de 8 semanas. A partir de estos, se inoculó una asada por estría en cuatro 

cuadrantes en los medios MCK y EMB. Se seleccionarán como presuntas E. coli aquellas 

colonias que en el agar MCK presentaron color rosa a rojo con una ligera zona de 

precipitación, y color negro azulado con brillo verde metálico en agar EMB. 

 

 

6.4 Ensayo de transformación por calcio competencia 

 

Previamente se buscó generar una mutante de mreB que contuviera acoplada la 

proteína de gfp. Para esto se utilizó la cepa de E. coli K-12 MG 1655, la cual se activó en 
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5 ml de caldo LB por 24 h a 37°C, para posteriormente inocularse en un matraz estéril que 

contenía 45 ml de caldo LB suplementado con L-arabinosa, hasta llegar a una A600nm 0.4. 

A partir de este, se prepararon células calcio-competentes y se transformaron mediante 

choque térmico a 42°C por 90s, tratando de insertar el gBlock de gfp previamente diseñado 

en nuestro laboratorio (Tamez-Hernandez, 2020). Posteriormente, se incubó en medio 

SOC, a 37°C/1 h/200 rpm, para después sembrar y realizar la selección de transformantes 

y finalmente realizar la confirmación de las mutantes por medio de su extracción y PCR 

punto final.  

 

6.5 Confirmación de mutante 

6.5.1 Extracción de ADN por el método de ebullición 

 

Se tomaron colonias de cada placa y con ayuda de un asa bacteriológica se 

colocaron de manera individual en tubos Eppendorf de 600 l que contenían 15 l de 

amortiguador de lisis (EDTA 0.2 M, TRIS HCl 1 M pH 7.4, NaCl 1 M y Tritón al 2 %). 

Se homogeneizaron todos los tubos con la ayuda del asa hasta obtener una solución 

blanquecina. Los tubos fueron colocados en un recipiente con agua hirviendo por 10 min. 

Pasado el tiempo, se llevaron a centrifugar (Eppendorf 5415C) a 13,000 rpm por 10 min. 

Después, se tomó el sobrenadante y se depositó en tubos nuevos de 200 μl y se dejaron en 

congelación hasta su uso.  

 

 

6.5.2 Detección de mreB por PCR punto final 

 

A partir del producto de la extracción de ADN, se realizó una PCR empleando un 

cebador para amplificar a gfp y mreB. Las reacciones se llevaron a cabo en un 

termociclador (Veriti 96 well thermal cycler, Appl Biosytems, Thermo Fisher Scientific). 

Las condiciones fueron las siguientes: desnaturalización inicial (95°C, 2 min, 1 ciclo); 

desnaturalización (95°C, 40s, 35 ciclos); alineamiento (58°C, 40s, 35 ciclos); extensión 

(72°, 2 min, 35 ciclos); y extensión final (72°C, 5 min, 1 ciclo). 

 Oligonucleótido Tamaño (pb) 

Posición mreB-

sfGFP 

F - GGCACTGTTCCAGTGCAACC 

R - CCATCTTCAACGTTGTGGCG 

672 



33 
 

Posición mreB-

sfGFP-mreB 

F - GGCACTGTTCCAGTGCAACC 

R - CCTGATTGAAGAACCGATGG 

1133 

Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados para la detección de mreB por PCR punto final. 

 

6.6 Compuestos naturales 

 

Se utilizó el carvacrol, el cual fue adquirido comercialmente con grado de pureza 

del 99% (Sigma-Aldrich, México). Diluciones fueron realizadas en agua y Tween al 0.5% 

y se conservaron en frasco ámbar a 4 ºC por un período no mayor a dos semanas. 

 

6.5 Preparación de Laurdan 

 

Se preparó un stock de Laurdan (Thermofisher Scientific) a 10 mM por dilución 

en DMF (N-N Dimetilformamida, Fermont). El producto se almacenó a -20 °C (lapso no 

mayor a 3 meses) en microtubos cubiertos con papel aluminio para evitar su exposición 

a la luz.  A partir stock de Laurdan, se preparó una solución de trabajo de 0.5 M en 

DMF. 

 

6.6 Concentración mínima bactericida (CMB) 

 

6.6.1 Soluciones de carvacrol 

 

Se preparó la solución madre de carvacrol (5 mg/ml) con agua y tween al 0.5 %, 

se realizaron diluciones de trabajo que fueron disueltas en agua. Posteriormente se 

esterilizaron por filtración con membranas de nitrocelulosa 0.45 µm (Sartorious Stedmin, 

Francia). 

 

6.6.2 Ajuste del inóculo 

 

Las cepas fueron inoculadas en caldo Müeller Hinton (MH). Para los ensayos, las 

cepas se ajustaron a 1x108 UFC/ml (A600nm 0.5). 

 

6.6.3 Ensayo de CMB 
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          La CMB fue determinada utilizando el método de microdilución en caldo estándar 

descrito por Luber et al. (2002) y modificado por García Heredia et al. (2013). 

Brevemente, se llenaron placas de microtitulación de poliestireno de 96 pocillos estériles 

(BD Falcon, San José CA, EUA) con 100 l de caldo MH 2X, 80 l de las diferentes 

concentraciones de carvacrol a probar y 20 l de la suspensión bacteriana ajustada (punto 

6.6.2) para un volumen total de 200 l y se incubó por 24 h a 37 ºC. Después se tomaron 

10 l de cada pozo y fueron inoculados sobre placas de agar MH para incubar por 

24h/37°C. Se consideró como CMB la concentración mínima en la cual no se observó 

crecimiento microbiano. El control negativo fue medio + compuesto y el positivo medio 

+ agua (en lugar de solución de carvacrol) + cepa. 

 

6.6.4 Índice de viabilidad y determinación de concentraciones subinhibitorias 

 

Las concentraciones sub-inhibitorias seleccionadas fueron las siguientes 0.025, 

0.05 y 0.1 mg/ml, dichas concentraciones fueron utilizadas para desarrollar los ensayos 

in vitro subsiguientes. 

 

6.7 Espectroscopia con laurdan 

 

          Se mantuvo la cepa silvestre de E. coli con las concentraciones subinhibitorias de 

carvacrol a 37°C en agitación a 190 rpm por 4 h. En cambio, para la cepa mutada fue 

necesario mantener el cultivo toda la noche para su adecuado crecimiento, después se le 

colocaron las concentraciones subinhibitorias de carvacrol y de manera similar se dejó a 

37°C en agitación a 190 rpm por 4 h. Las suspensiones bacterianas se diluyeron en caldo 

nutritivo hasta obtener una A600 de 0.4. De estas se tomaron alícuotas de 1.5 ml y se 

centrifugaron a 10 000 rpm X 8 min y se lavaron dos veces en 1.5 ml de amortiguador 

Tris-HCl pH 7.4 (15 mM). Finalmente, se resuspendieron en 1.5 ml de 0.5 M de 

Laurdan. Los tubos fueron cubiertos con aluminio y se dejaron en agitación a 500 rpm x 

1.5 h. Después se procedió con la medición fluorimétrica transfiriendo las suspensiones 

de células teñidas a una placa de microtitulación de 96 pocillos negra de fondo plano 

precalentada a 37°C (250 μl/pocillo). La lectura se realizó en un fluorómetro (Perkin 

Elmer 2030) ajustado a una excitación de 355 nm y las emisiones de 485 nm y 535 nm. 
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Por último, se calculó el valor de la polarización generalizada con los datos obtenidos. 

 

6.8 Motilidad Tipo Swarming 

 

La motilidad tipo swarming se determinó mediante el procedimiento descrito por 

Lai et al., (2009), con algunas modificaciones. Se prepararon placas Petri con agar LB 

blando (0.35%) con las distintas concentraciones subinhibitorias de carvacrol. Se empleó 

una alícuota de 10 l de cultivos (1X108 UFC/ml) y se inoculó en el centro de la placa 

incubándose por 24h a 37°C (García-Heredia et al., 2016). El grado de motilidad se basó 

en la distancia de migración a partir del centro de la placa. Esta metodología se realizó 

por triplicado. 

 

6.9. Análisis estadístico 

 

Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) para estimar el efecto que tiene el 

carvacrol sobre las distintas cepas. La cepa de E. coli K-12 WT se empleó como control. 

Posteriormente, se aplicó una prueba de Dunnett’s para ver si existían diferencias 

significativas en el comportamiento de la mutante con respecto al control. Para este 

análisis se utilizó el programa IBM SPSS Versión 20 y los gráficos fueron realizados 

mediante el programa ImageJ. 
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7.  RESULTADOS 

 

7.1 Generación de mutante 

 

Se buscó generar una mutante de MreB que tuviera acoplada la proteína gfp. Para 

esto se utilizó la cepa E. coli K-12 MG 1655 que permite la recombinación homóloga, 

debido a que posee los genes de recombinación de fagos gam, bet y exo, del bacteriófago 

λ red. A fin de insertar la proteína de fusión en dicha cepa, fue necesario en primer lugar 

identificar aquellas zonas de la proteína en donde la inserción de gfp no alterase el 

plegamiento y por ende la función de mreB. Por lo tanto, se determinó que entre los 

residuos G228 y D229 de la proteína mreB se encontraban sitios permisivos, ya que 

estaban lejos del sitio de polimerización de la proteína y no afectaba el plegamiento de la 

misma (Ursell et al., 2014). En base a estas condiciones se amplificó la gfp presente en el 

gblock (secuencia de ADN con la proteína fluorescente) de Tamez-Hernandez (2020), 

para con esto obtener un nuevo gblock. 

 

 

Figura 8. Gblock. La secuencia en color azul corresponde a la secuencia de mreB y la flecha en color verde corresponde 
a la proteína gfp. 

 

Se le realizó una PCR al producto de gfp para identificar su presencia (Fig. 9, carril 

2). La reconstrucción del nuevo gblock se muestra en la Fig. 8, en donde se observa la 

presencia de la proteína verde fluorescente y la secuencia de la proteína mreB. Después 

mediante el diseño de oligonucleótidos, se flanquearon 60 nt arriba y debajo de gfp. Los 

resultados de la PCR realizada mostraron que se obtuvo un amplicon de la proteína gfp 

(714 pb) más 120 pb, la cual se cortó y purificó (Fig. 9, carril 3), para posteriormente ser 

utilizado para los ensayos de transformación.  
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Figura 9.  Gel de agarosa al 1.5%. Carril 1 marcador de peso molecular 1 kb. Carril 2 gfp amplificado (714 pb). Carril 
3 gfp amplificado más 120 pb forward y reverse presentes en el gblock de Tamez-Hernandez (2020).  

 

Una vez obtenida la secuencia con regiones flanqueantes marcada en el carril 3 

con flecha roja en la Fig 9, se trató de insertar dentro de E. coli K-12 mediante ensayos 

de transformación por calcio-competencia empleando el método descrito por Sambrook 

et al. (2001). Asimismo, se le insertó el plásmido pKD46 que contiene el gen de 

resistencia a kanamicina para incrementar la especificidad. En los ensayos se 

seleccionaron colonias y a estas se les realizó extracción de ADN por el método de 

ebullición y posteriormente una PCR empleando un cebador que involucraba a gfp y 

mreB. Sin embargo, en ningún ensayo de transformación se observaron colonias 

transformantes (Fig. 10). 
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Figura 10. Producto de PCR detectando el tamaño del gen MreB posterior a la transformación. Carril 1 Marcador de 

peso molecular (1 kb). Carril 2 control positivo (mreb 1083 pb). Carril 3 control negativo (agua). Carril 4 resultados 
de los ensayos de transformación.  

 

Por lo anterior y dado que no se consiguió la mutante de interés, se obtuvo la cepa 

que contiene la secuencia de gfp, que se encuentra en el locus nativo de mreB, donada por 

el Dr. Cho (2016, punto 6.2). 

 

7.2 Identificación de cepas 

 

Se comprobó la pureza de la cepa mutante donada. Para esto la cepa se activó y se 

creció en los agares selectivos MCK y EMB. En el agar MCK se obtuvieron colonias de 

color rosa a rojo rodeadas de una zona de precipitación; mientras que en agar EMB se 

observaron colonias negras azuladas con un brillo verde metálico (Fig. 11). 

 

Figura 11. (1) Agar MCK colonias color rosa-rojizo presuntivas de E. coli. (2) Agar EMB, colonias negro 
azulado presuntivas de E. coli; (3) Agar ICC, colonias típicas de E. coli. 

 

7.3 Determinación de CMB 

 

Se determinó la CMB del carvacrol sobre las cepas de E. coli mediante el método 

de microdilución en caldo estándar. Se encontró que la CMB para la cepa mutante fue de 

0.41±0.02 mg/ml; mientras que para la silvestre fue de 0.47±0.3 mg/ml.  

 

                       Cepa                                        CMB carvacrol (mg/ml) 

Cepa E. coli K-12 MG 1655 0.47±0.3 

Cepa E. coli K-12 MG 1655 con gfp 0.41±0.02 

Tabla 2. Concentración mínima bactericida del carvacrol en dos cepas de E. coli. 
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7.4 Motilidad tipo swarming 

 

Los resultados de los ensayos de la motilidad tipo swarming demostraron que el 

carvacrol incrementó significativamente la motilidad tanto para la cepa silvestre como la 

mutante (Tabla 2). Este incremento fue dosis dependiente.  

 
Tabla 3: Movilidad tipo swarming de E. coli en presencia de diferentes concentraciones de carvacrol. 

 

Cepa 

Tiempo de 

exposición 

Carvacrol (h) 

Concentración de carvacrol (µl/ml) / 

desplazamiento bacteriano (cm) 

Pre-

exp 

todo el 

ensayo* 

Control 0.25 0.5 1.0 

K12 MG 1655 4.0 24  3.41±0.12 4.33±0.2 4.72±0.2 5.85±0.2 

0.5 - 3.41±0.12   4.21±0.3b 5.10±0.5 6.04±0.2 

K12 MG 1655 

mutante EU 

4.0 24  2.01±0.1 3.08±0.3 3.67±0.1 3.41±0.2 

0.5 -  2.01±0.1   3.24±0.5 3.41±0.2 4.02±0.4 

Pre-exp = Pre-exposición (periodo de tiempo en que la bacteria se expuso a carvacrol antes del ensayo de swarming) de 

tiempo; * = exposición de la bacteria a carvacrol durante el ensayo de movilidad.  

 

7.5 Análisis de las RIFs en presencia de carvacrol 

 

          Los resultados demostraron variación en la fluidez de membrana al exponer a la 

cepa silvestre en distintos tiempos a carvacrol; ya que a los 30 min de exposición se 

observó aumento en el Gp (Grado de polarización), lo que se asocia a un aumento en la 

rigidez de la membrana; en tanto que a las 4 h de exposición se observó disminución en 

el Gp, lo que se asocia a aumento en la fluidez de la membrana. Lo anterior, hace suponer 

que la bacteria moduló estos cambios en la membrana entre los 30 min y se estabilizó 

para las 4 h (Fig. 12). Para la cepa mutante, también se demostró variación en la fluidez 

de la membrana, sin embargo, tanto a los 30 min y a las 4 h se observó aumento en la 

fluidez de membrana.  
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Figura 12. Grado de polarización de la membrana de E. coli K-12 MG 1655 y E. coli K-12 MG 1655 (ΔmreB). 
Concentraciones utilizadas 0.025 mg, 0.05 y 0.1 mg/mL de carvacrol.  
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8.  DISCUSIÓN 

 

Uno de los principales componentes del AE de orégano es el carvacrol 

(monoterpeno). El mecanismo preciso de acción antibacteriana del carvacrol aún no está 

plenamente establecido, algunos artículos reportan que la acción antimicrobiana es 

atribuida a la presencia de su radical hidroxilo, el cual le permite actuar como 

intercambiador de protones. Además, se conoce que ocasiona cambios en la composición 

de los ácidos grasos de la membrana celular bacteriana, incrementando los ácidos grasos 

insaturados.  

Se ha mencionado que el carvacrol interactúa con la membrana exterior, 

disolviéndose en la bicapa fosfolipídica, lo que causa la desestabilización de la misma, 

aumentando su fluidez y permeabilidad (Parra-Sepúlveda, 2020); y como consecuencia 

la fuga de protones e iones de potasio inhibiendo la ruta de síntesis de ATP con la 

posterior lisis del microorganismo (Gill y Holley, 2006; Fisher y Phillips, 2008). Sin 

embargo, hasta ahora existen pocos reportes de la acción antibacteriana del carvacrol a 

concentraciones subinhibitorias y su efecto en la membrana; aunque se ha mencionado 

que el carvacrol a concentraciones subletales es capaz de aumentar la fluidez de la 

membrana (García-García & Palou-García, 2008; Ochoa et al., 2019). Dicha fluidez está 

directamente ligada a la proteína MreB que permite la organización y función de otras 

proteínas integrales de membrana, como la que sostiene al flagelo, que participa en la 

patogénesis del microorganismo, de allí la importancia del estudio a nivel de membrana.  

 

Para esto primeramente realizamos ensayos de CMB para las cepas de E. coli. En 

nuestro estudio, determinamos CMBs de 0.47 y 0.41 mg/ml para la cepa silvestre y la 

mutante de E. coli respectivamente. Se han reportado CMBs de 0.32 mg/ml y 0.43 mg/m 

en E. coli K-12 silvestre y una doble mutante de sfGfp en mreB y bfp en fliC 

respectivamente (Tamez-Hernandez, 2020), lo que concuerda con nuestro trabajo, 

mientras que se ha reportado la CMB de carvacrol en 0.3 mg/ml en E. coli productora de 

-lactamasas de espectro extendido (BLEE, Khan et al., 2017). En otro estudio, se 

encapsuló carvacrol en nanoliposomas y la CMB fue de 5.3 mg/ml en E. coli (Ayres et 

al., 2020). Asimismo, se han reportado CMBs de 0.06 a 0.08, 0.05 a 0.08 y 0.06 a 0.1 
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mg/ml en EHEC O157:H7, EAEC O104 y EAEC042 respectivamente (García-Heredia 

et al., 2016, Ortiz et al., 2021). Por lo anterior, se observa la tendencia de que las cepas 

patógenas tienden a presentar CMBs más bajas. Se ha mencionado que cepas como la de 

E. coli O157: H7 se caracterizan por ser más resistentes a la exposición de compuestos 

antimicrobianos o ácidos; en cambio la cepa ATCC 25922 tiende a ser más sensible a la 

exposición a antimicrobianos, al no ser patógena (Otero & Vivanco, 2022). Estas 

variaciones en las CMBs se pueden atribuir a la adquisición de diferentes mecanismos 

moleculares de resistencia mediante mutaciones puntuales a nivel cromosómico o 

transferencia horizontal de material genético entre especies relacionadas o diferentes, 

facilitada por algunos elementos genéticos tales como los integrones (Susan et al., 2011). 

También se ha demostrado que la eficacia antimicrobiana del carvacrol se puede afectar 

debido a las condiciones de uso, modo de aplicación y tiempo de almacenamiento, ya que 

es un compuesto altamente volátil y es susceptible a degradarse por factores ambientales 

fácilmente (Espinosa-Carranza, 2011) por lo que se pueden presentar variaciones en los 

distintos ensayos reportados.  

 

También se ha reportado que el carvacrol afecta la síntesis de componentes 

estructurales, inhibiendo la producción de flagelos en E. coli (García et al., 2008) y 

reduciendo la motilidad (Tapia Rodríguez, 2018). Burt et al. (2007) señalaron que E. coli 

crece en presencia de carvacrol a 0.05 mg/ml sin síntesis de flagelos, provocando que el 

microorganismo crezca sin movilidad. Los flagelos son las estructuras que más se han 

relacionado con motilidad y quimiotaxis en bacterias (Gil-Solís, 2018). Existen reportes 

que señalan que E. coli en presencia de carvacrol a 1 mM no sintetiza flagelos, 

provocando que el microorganismo crezca sin movilidad; sin embargo, a 5 mM cesa 

inmediatamente la movilidad y ocurre la muerte celular (García-García & Palou-García, 

2008). También Silvia-Vega et al., (2020) probaron distintas concentraciones de 

carvacrol (0.3, 1 y 5 mM) y encontraron que a 0.3 mM no se inhibió la movilidad en E. 

coli O157:H7. Nuestros resultados demostraron el incremento en la motilidad tipo 

swarming a concentraciones subinhibitorias (0.00016, 0.00033 y 0.00066 mM) de 

carvacrol, concordando con lo reportado por Tamez-Hernandez (2020). Además, García-

http://novascientia.delasalle.edu.mx/ojs/index.php/Nova/article/view/1019/442
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Heredia et al., (2016) demostraron que el carvacrol promovió la motilidad tipo swarming 

en los patotipos de E. coli EHEC O157:H7 y EAEC 042, pero no en EAHEC 0104:H4.  

Todos estos resultados se pueden atribuir a variaciones fisiológicas entre las distintas 

cepas de E. coli. También, cuando la célula bacteriana está sujeta a un estrés ocasionado 

por sustancias tóxicas y está en riesgo su viabilidad, la bacteria es capaz de suprimir 

funciones secundarias, como la formación del flagelo, y así conservar energía para otras 

funciones primordiales. Esto coincide con lo reportado por Gallegos-Flores et al., (2019) 

en donde 0.05 y 0.15 mg/ml de carvacrol no afectaron la movilidad de E. coli, sin embargo 

a 0.75 mg/ml, el crecimiento y la movilidad fue inhibido. En contraparte, Khan et al., 

(2017) encontró que a 0.15 mg/ml de carvacrol E. coli mostró motilidad mínima (39%), 

al compararlo con el control al igual que Hossain et al., (2017) a 0.01% de carvacrol.  

Burt et al., (2007) probaron distintas concentraciones de carvacrol (0, 0.5, 0.8, 1 

mM) sobre E. coli en fase exponencial, observando disminución en la cantidad de 

flagelina conforme fueron incrementando la concentración de carvacrol, aunque estas 

diferencias no fueron significativas, lo cual indicó que las células en este punto de 

crecimiento ya poseían flagelos y que estos no se desprendieron. Con lo anterior se 

demuestra que el carvacrol a concentraciones subinhibitorias, altera la movilidad de E. 

coli, provocando variación en el número de flagelos y la síntesis de la flagelina en la 

bacteria.  

También se ha utilizado a E. coli como organismo modelo para estudiar la fluidez 

de membrana. Existen sondas fluorescentes que nos permiten evaluar la fluidez de la 

membrana como DPH y TMA-DPH y sondas de superficie de membranas como ANS y 

laurdan (Johnson, 2010). Estas sondas, se caracterizan por tener gran afinidad por 

estructuras hidrofóbicas y particionan preferentemente en membranas. De las antes 

mencionadas, el laurdan es un tinte sintético que se ha utilizado como indicador para 

evaluar la fluidez de membrana en organismos como E. coli (Bessa et al., 2018). En este 

tinte, cuando se incorpora a una bicapa lipídica, el grupo funcional de laurdan se localiza 

en la región carbonilo de la bicapa (Jurkiewicz et al., 2005); sin embargo, el laurdan es 

anfifílico y puede insertarse en bicapas lipídicas a diferentes profundidades y 

orientaciones (Demchenko et al., 1985, 2009). Esto permite evaluar el entorno mediante 

espectros de emisión de fluorescencia (400 a 550 nm).  
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Para el análisis espectral de laurdan, la fluorescencia generalmente se recolecta en 

el canal "azul" y "verde", y la diferencia normalizada entre los dos canales espectrales se 

conoce como polarización general (GPexc, Parasassi et al., 1990, 1995). Normalmente, 

cuando más altos sean los valores de GPexc, más cerca estarán las membranas de un estado 

ordenado; mientras que valores más bajos indicarán membranas en un estado fluido 

(Bessa et al., 2018). Por lo tanto, el valor de GP indica el grado de fluidez de membrana 

y como se sabe, la fluidez es vital para la función celular, puesto que participa en procesos 

de morfogénesis y el mantenimiento del potencial de membrana (Gohrbandt et al., 2022). 

Por su parte, se ha demostrado que el carvacrol a concentraciones subletales aumenta la 

fluidez de la membrana (García-García & Palou-García, 2008; Ochoa et al., 2019), lo cual 

concuerda con nuestros resultados; en donde para la cepa mutante en mreB, se observó 

aumento de la fluidez de membrana a los 30 min y a las 4 h en presencia de carvacrol; en 

tanto que en la cepa silvestre detectamos el aumento solo a las 4 h. Se ha demostrado que 

la alta fluidez de membrana permite la difusión de proteínas de membrana (Gohrbandt et 

al., 2022); y esta difusión puede estar estrechamente relacionada con la proteína mreB, 

(la cual también es afectada por la fluidez de membrana) y afecta a su vez la localización 

de otras proteínas de membrana (Kurita et al., 2020), asociándolo al complejo 

multiproteico presente en la membrana que sostiene al flagelo, y que participa en la 

motilidad tipo swarming. Dicho esto, posiblemente la alteración de este complejo puede 

traer consigo el incremento de la motilidad observado en nuestros resultados. Además, 

existe la evidencia que no se alteró el crecimiento de la bacteria al utilizar las distintas 

concentraciones subinhibitorias de carvacrol, ya que se ha mencionado que cuando existe 

una fluidez de membrana demasiado baja se puede llegar a producir la detención en el 

crecimiento de la bacteria (Gohrbandt et al., 2022).  

Por otro lado, en la cepa silvestre observamos el descenso en la fluidez de la 

membrana cuando la bacteria se expuso por 30 min a concentraciones subinhibitorias de 

carvacrol; este resultado puede estar asociado al estado de crecimiento de la bacteria, ya 

que la fase de crecimiento afecta la fluidez de la membrana (Wenzel et al., 2018). Durante 

ese corto lapso de tiempo el carvacrol puede disminuir el crecimiento de E. coli (Khan et 

al., 2017), sin embargo, aparentemente la cepa puede modular estos cambios a nivel de 

membrana, ya que, a las 4 h, se observó aumento de la fluidez. Además, se ha mencionado 
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que la adición de compuestos antimicrobianos como el carvacrol, afectan la capacidad de 

adaptación de la bacteria al medio, el cual podría estar alterando a la membrana ya sea 

inhibiendo la absorción de los nutrientes o afectando algunas enzimas o proteínas de 

membrana indispensables para su multiplicación celular o mediante mecanismos de 

difusión al interior de la célula (Ortega-Ramírez, 2013).  
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9. CONCLUSIONES 

 

 La concentración mínima bactericida de carvacrol sobre E. coli fue de 0.47 mg/ml 

para la cepa silvestre y 0.41 mg/ml para la cepa mutada. 

 Las concentraciones subinhibitorias de carvacrol 0.025, 0.05 y 0.1 mg/ml inducen la 

movilidad de la cepa silvestre y mutada E. coli de manera dosis dependiente. 

 Se observó que el fenotipo de desplazamiento colectivo se afectó en ambas cepas por 

exposición a concentraciones subinhibitorias de carvacrol. 

 La exposición de la cepa silvestre de E. coli a concentraciones subinhibitorias de 

carvacrol (0.025, 0.05 y 0.1 mg/ml por 4 h) disminuyó el grado de polarización y por 

consiguiente provocó aumento en la fluidez de la membrana; en contraste la 

exposición por 30 min mostró disminución de esta fluidez. 

 La exposición de la cepa mutante de E. coli a concentraciones subinhibitorias de 

carvacrol (0.025, 0.05 y 0.1 mg/ml por 30 min y 4 h) disminuyó el grado de 

polarización y por consiguiente provocó un aumento en la fluidez de la membrana.  
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10. PERSPECTIVAS 

 

 

Los ensayos de motilidad demostraron que el carvacrol a concentraciones 

subinhibitorias es capaz de inducir el swarming en E. coli, el cual, puede estar asociado 

directamente a MreB y a la posterior difusión de otras proteínas de membrana como la 

del flagelo.  Sin embargo, es necesario detectar que otras proteínas de membrana pueden 

ser afectadas y puedan participar en este mecanismo.   

 

Con los ensayos de espectroscopia utilizando el colorante de membrana laurdan, 

se deduce que el carvacrol efectivamente aumenta la fluidez de membrana, pero sería 

interesante complementar este tipo de estudios al considerar aumento en la cantidad de 

variables, como temperatura, tiempo de exposición a carvacrol y añadir otros tintes como 

el DilC12 (alta fluidez) y DilC18 (baja fluidez), lo que permitiría ver cambios puntuales 

a nivel de membrana y determinar que tanto afecta el carvacrol en esas condiciones.  

Además, sería interesante complementar este tipo de estudios con algunos otros como el 

de anisotropía y otros que nos permitan evaluar el perfil de ácidos grasos que modulan la 

fluidez de membrana.   
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