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ExM estándar (Chozinski et al 2016)

DigestiónPolimerizaciónAnclaje

Expansión

Muestra fijada y teñida
Proteínas de la muestra 

con grupos de anclaje

Compuesto “tejido –

polímero”
Gel con marcas 

fluorescentes ancladas

Gel expandido 4X

• Conservación de la forma general

• Expansión en factor ~ 4



ExM se ha implementado en diferentes 
modelos de estudio

Modelos “estándar”:

Cultivos celulares Cortes de tejidos

PK PK

Otros modelos:

Embriones de Drosophila Bacterias (planctónicas e 

intracelulares)

Quitina Peptidoglicano
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ExM estándar no considera reactivos para 
degradar pared celular ni exopolisacáridos
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EPS:

• Exopolisacáridos
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+ Glicósido – hidrolasas y mutanolisina

son herramientas prometedoras
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Proteus mirabilis: patógeno formador de 
biopelículas en catéteres urinarios

Matriz de la biopelícula

Cristales

minerales

Superficie del catéter

Célula nadadora (swimmer) Célula enjambre (swarmer)

~0.6 µm ~0.7 µm

~1.5 – 2 µm ≤ 80 µm



Proteus mirabilis: patógeno formador de 
biopelículas en catéteres urinarios

Matriz de la biopelícula

Cristales

minerales

Modificado de Wasfi et al. (2020).

Superficie del catéter

Superficie del catéter cubierta por proteínas del hospedero



Visualización de la biopelícula de P. 
mirabilis D1 (WT)

Biopelícula de P. mirabilis formada sobre

un portaobjetos, teñida con cristal violeta.

Cortesía de Mg.(c) Nicole Canales,

SCIAN Lab.

Tinción de ADN y polisacáridos extracelulares. Barras de escala: (A, A’, A’’) 50

µm; (B, B’, B’’) 10 µm.

25X

100X

Barras de escala: (C, C’, C’’) 50 µm; (D, D’, D’’) 10 µm.

25X

100X

Barras de escala: (E, E’, E’’) 50 µm; (F, F’, F’’) 10 µm.

25X

100X



Segmentación de bacterias individuales

Imágenes deconvolucionadas 

(fluorescencia de YP) de biopelículas 

de 1 a 7 ddc

• Segmentación inicial

• Segmentación refinada

Imágenes binarias, 

segmentadas
Imágenes con sobreposición de 

contornos suavizados y ejes mediales

MicrobeJ

Generación de contorno

y de eje medial

Barras de escala: 2 µm.

Selección de regiones que faciliten la segmentación

• Distribución espacial sin sobrelapamiento.

• Fácil identificación de bacilos individuales.

Tinción de ADN con yoduro de propidio (YP). Barras de escala: (A)10 µm; (B) 2 µm. 

Método para cuantificar factor de expansión



Extracción de descriptores morfológicos

• Área

• Perímetro

• Longitud

• Ancho máximo



Aplicación de ExM estándar y µExM sobre 
P. mirabilis

planctónicas planctónicas

biopelículas

Tinción de ADN con YP, pseudocolor en escala de grises. Barras de escala de

proyecciones planas: 10 µm. Barras de escala de recuadros interiores: 2 µm.
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Aplicación de ExM estándar y µExM sobre 
P. mirabilis

Tinción de ADN con YP, pseudocolor en escala de grises. Barras de escala de

proyecciones planas: 10 µm. Barras de escala de recuadros interiores: 2 µm.

planctónicas planctónicas

biopelículas
Se analizaron 13153 bacterias de biopelículas sin ExM

(control); 121 bacterias planctónicas post-ExM estándar

(Planc.post-ExM); 86 bacterias planctónicas post-µExM

(Planc.post-µExM) y 1551 bacterias de biopelículas post-

ExM estándar (post-ExM). Las barras de error

corresponden al error estándar de la media. Gris claro:

datos de bacterias planctónicas; gris oscuro: datos de

bacterias de biopelículas.

1.2 ± 0.09

1.1 ± 0.06

1.2 ± 0.08



Aplicación de ExM estándar y µExM sobre 
P. mirabilis

Tinción de ADN con YP, pseudocolor en escala de grises. Barras de escala de

proyecciones planas: 10 µm. Barras de escala de recuadros interiores: 2 µm.

planctónicas planctónicas

biopelículas
Se analizaron 13153 bacterias de biopelículas sin ExM

(control); 121 bacterias planctónicas post-ExM estándar

(Planc.post-ExM); 86 bacterias planctónicas post-µExM

(Planc.post-µExM) y 1551 bacterias de biopelículas post-

ExM estándar (post-ExM). Las barras de error

corresponden al error estándar de la media. Gris claro:

datos de bacterias planctónicas; gris oscuro: datos de

bacterias de biopelículas.

1.2 ± 0.09

1.1 ± 0.06

1.2 ± 0.08

• ExM estándar y µExM fueron ineficaces para expandir bacterias planctónicas de P. mirabilis.

• ExM estándar fue ineficaz para expandir biopelículas de P. mirabilis.



Diseño de biofilmExM: diferentes secuencias de 
degradación

Exopolisacáridos - pared celular - proteínas Pared celular - exopolisacáridos - proteínas Pared celular - - - exopolisacáridos - proteínas
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Diseño de biofilmExM: diferentes secuencias de 
degradación
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Aplicación de biofilmExM “V.1” sobre P. 
mirabilis

planctónicas planctónicas

biopelículas biopelículas

Tinción de ADN con YP, pseudocolor en escala de grises. Barras de escala de

proyecciones planas: 10 µm. Barras de escala de recuadros interiores: 2 µm.
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Aplicación de biofilmExM “V.1” sobre P. 
mirabilis

Tinción de ADN con YP, pseudocolor en escala de grises. Barras de escala de

proyecciones planas: 10 µm. Barras de escala de recuadros interiores: 2 µm.

planctónicas planctónicas

biopelículas biopelículas Se analizaron 13153 bacterias de biopelículas sin ExM (control); 121

bacterias planctónicas post-ExM estándar (Planc.post-ExM); 86

bacterias planctónicas post-µExM (Planc.post-µExM); 1551 bacterias

de biopelículas post-ExM estándar (post-ExM) y 197 bacterias de

biopelícula post-biofilmExM (post-biofilmExM). Las barras de error

corresponden al error estándar de la media. Gris claro: datos de

bacterias planctónicas; gris oscuro: datos de bacterias de

biopelículas.

1.2 ± 0.02

1.2 ± 0.09

1.1 ± 0.06

1.2 ± 0.08



Aplicación de biofilmExM “V.1” sobre P. 
mirabilis

Tinción de ADN con YP, pseudocolor en escala de grises. Barras de escala de

proyecciones planas: 10 µm. Barras de escala de recuadros interiores: 2 µm.

planctónicas planctónicas

biopelículas biopelículas Se analizaron 13153 bacterias de biopelículas sin ExM (control); 121

bacterias planctónicas post-ExM estándar (Planc.post-ExM); 86

bacterias planctónicas post-µExM (Planc.post-µExM); 1551 bacterias

de biopelículas post-ExM estándar (post-ExM) y 197 bacterias de

biopelícula post-biofilmExM (post-biofilmExM). Las barras de error

corresponden al error estándar de la media. Gris claro: datos de

bacterias planctónicas; gris oscuro: datos de bacterias de

biopelículas.

1.2 ± 0.02

1.2 ± 0.09

1.1 ± 0.06

1.2 ± 0.08

Esta primera versión de biofilmExM fue ineficaz para la expansión de una biopelícula madura de P. 

mirabilis.



• µExM fue ineficaz para

expandir bacterias

planctónicas de P. mirabilis.

Si se desea expandir el biofilm, primero se debe 
poder expandir la bacteria planctónica



• µExM fue ineficaz para

expandir bacterias

planctónicas de P. mirabilis.

Digestión 2 (αAm + Cel)

Si se desea expandir el biofilm, primero se debe 
poder expandir la bacteria planctónica



Muestras planctónicas de P. mirabilis
expandidas tras modificaciones a μExM

Tinción de ADN con YP, pseudocolor en escala de grises. Barras de escala: 10 µm.

Control (sin ExM) Post-µExM + GHs

YP = yoduro de propidio

GHs = glicósido-hidrolasas



Modificado de Fleming et al. (2017).

En proceso: evaluación de otras enzimas

Liticasa

ADNasa I

EPS:

• Exopolisacáridos

• Proteínas

• ADN extracelular

• Lípidos
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