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Capitulo

Introducc Ion

Uno de los mayores logros de la medicina moderna consiste en el progreso contra
las enfermedades infecciosas. La mayoria de las infecciones agudas de hoy en dia
se tratan eficazmente con antibidticos y se previenen a través de vacunas.?s 44 192 Sjn
embargo, mas de la mitad son causadas por bacterias capaces de producir infeccio-
nes cronicas' % 192 que responden pobremente a tratamientos con antibiéticos y no
pueden prevenirse mediante inmunizacién. Ejemplos de estas infecciones son: Otitis

Media Crénica (OMC), Infeccion de Vias Urinarias Cronica (IVUC) y Prostatitis, entre
otras.26. 35. 50, 51, 127, 151

El concepto de bacterias como formas de vida unicelulares es universalmente
aceptado y un instrumento tipico para el estudio de la patogénesis microbiana, es el
empleo de crecimientos bacterianos en cultivos puros; no obstante, un cultivo puro
esencialmente plancténico (constituido por células de forma libre) rara vez se encuen-
tra en la naturaleza.?: %2

Desde hace mas de 60 afnos, la observacion de una variedad de habitats naturales
ha permitido establecer que la mayoria de los microorganismos persisten adheridos a
superficies dentro de un ecosistema estructurado y no como organismos de flotacién
libre.
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En las tres ultimas décadas, empleando los avances en microscopia y tecnologias
de Biologia Molecular se ha logrado definir a detalle esta forma de vida interdepen-
diente, en la que los microorganismos funcionan como parte integral de una poblacion
o comunidad.'® 2

En el ambiente clinico, estas comunidades son muy frecuentes.'® 92151 E| analisis
directo de tejidos afectados por infecciones bacterianas e implantes contaminados,
muestra que en la mayoria de casos la bacteria responsable de la infeccion crece ad-
herida a la superficie colonizada, formando comunidades de bacterias denominadas
Biofilms,® 92 éstos se constituyen por células sésiles asociadas entre si, embebidas
en una matriz compuesta por moléculas poliméricas extracelulares.® 32

Las agrupaciones naturales de bacterias dentro de la matriz, funcionan como un
consorcio en cooperacion coordinada y complejidad relativa. Por tanto, ademas de los
mecanismos de resistencia innata a antibioticos que poseen algunas bacterias (como
la sintesis de f-lactamasas), las que residen dentro del biofilm pueden ser hasta 1000
veces mas resistentes al tratamiento con antibiéticos que el mismo organismo crecien-
do plancténicamente.5® 192116 | os mecanismos por los cuales alcanzan esta resistencia
son aun tema de especulacion; entre estos mecanismos de resistencia se incluyen:
a) cambios fenotipicos en el entorno del biofilm; b) inactivacion de antibiéticos por
polimeros extracelulares o modificacién por enzimas; y c) disminucion de la tasa de
crecimiento como resultado de la concentracion limitada de nutrientes. 9 53 60.69.102

Las infecciones por biofilms se asocian a sintomas tipicamente recurrentes, aun
después de tratamientos repetidos con antibidticos, debido a que el tratamiento estan-
dar solamente es capaz de eliminar bacterias planctonicas. Las formas sésiles sobre-
viven, se multiplican dentro del biofilm y, posteriormente se diseminan a partir de éste
cuando la terapia antibiotica termina.'® 8°

Respecto a las acciones emprendidas por el sistema inmune del hospedero, los
microorganismos formadores de biofilms liberan antigenos que estimulan la produc-
cion de anticuerpos; sin embargo, las infecciones son pobremente resueltas por el
sistema inmune, puesto que las bacterias al interior del biofilm son resistentes a estos
mecanismos de defensa. De hecho, esta respuesta inmune potencia el dafo a los te-
jidos circundantes.?6: 60,69
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En paises desarrollados, se ha sugerido que las principales causas de mortalidad
son las enfermedades cardiovasculares y cancer. Sin embargo, las enfermedades in-
fecciosas causaron 4,057,000 muertes en el 2005, ubicandose como la segunda cau-
sa de mortalidad mundial; México no esta exento de este hecho como lo revelan las
cifras emitidas por la OMS: 18,214 muertes por afio asociadas a infecciones.®®

Por el gran impacto que las infecciones bacterianas representan en materia de sa-
lud y el papel que juegan los biofilms en la incidencia y prevalencia de dichas infeccio-
nes," es indispensable y prioritaria una mejor comprension de su formacion, estructura
y funcionamiento, lo que conducira a desarrollar nuevas estrategias para hacer frente
a estas infecciones.
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Capitulo

Objetiv Os

Recopilar informacion actualizada para generar una revision bibliografica minucio-
sa sobre biofilms bacterianos y su papel en enfermedades infecciosas.

Desarrollar una fuente de informacidén que ofrezca una herramienta util para las
investigaciones actuales y a futuro, sobre biofilms bacterianos asociados a enfer-
medad, con énfasis en enfermedades respiratorias.

Plantear los aspectos mas relevantes respecto a los biofilms bacterianos, en rela-
cion con su posible papel en la patogénesis de la enfermedad.

Generar un acervo de informacion que sirva de apoyo a proyectos de investiga-
cion dirigidos a la busqueda de moléculas (enzimas y farmacos, entre otras) con
el potencial para actuar en el control/eliminacién de biofilms bacterianos.

Destacar la importancia de las investigaciones sobre el bloqueo o la interrupcion
del evento inicial (adherencia) en la formacién del biofilm.

Aportar informacion que resalte el hecho de que los biofilms bacterianos son
asunto que merece una mayor atencion, dado su impacto en salud y visto desde
la perspectiva de calidad de vida del paciente, asi como del desgaste econémico
generado al presupuesto del sector salud.

Aportar informacion que permita la actualizacion y mejora de los programas edu-
cativos, de pre y postgrado, relacionados con el tema.

(16)
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Metodologia

Se realiz6 la busqueda de publicaciones originales en bancos virtuales de informacion:
Pubmed, Scopus, Medline y Google académico, empleandose para la busqueda pa-
labras clave (tanto en espafiol como en inglés) tales como: biofilm, biofilms bacteria-
nos, biopeliculas, infecciones cronicas, Haemophilus influenzae no tipificable, EPOC,
Fibrosis Quistica, Otitis Media y contaminacion de implantes. Se consideraron secuen-
cialmente las referencias de los articulos revisados.

También se utilizaron como material de apoyo tesis doctorales realizadas en uni-
versidades nacionales e internacionales de prestigio, como la Universidad Complu-
tense de Madrid, la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca Colombia y de la
misma UNAM. Se revisaron libros de actas y resumenes de congresos (especialmente
de América Latina), sintesis ejecutivas e informes de instituciones y dependencias,
nacionales e internacionales.

El criterio de seleccidn de las revisiones se basé inicialmente en la recuperacion
de publicaciones recientes, de entre 2000 y 2010, principalmente de los ultimos cinco
anos. Para el caso de los articulos, se consideraron publicaciones en revistas cientifi-
cas de las areas bioldgicas y de la salud con indices de factores de impacto mayores
de 2.5 puntos. A la informacion contenida en las sintesis ejecutivas e informes de ins-
tituciones, se le asigno validez segun las fuentes de origen, la institucién que la avala
y las referencias bibliograficas que la sustentan.
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Para la informacion general sobre biofilms, se seleccionaron los articulos con in-
formacion de amplio espectro relacionada a biofilms bacterianos. Respecto a la infor-
macién mas especifica sobre biofilms construidos por diferentes especies bacterianas,
en particular la de biofilms producidos por Haemophilus influenzae no tipificable, se
eligieron los articulos que permitieran obtener informacion y respuestas concretas y
mesurables sobre la naturaleza, formacion, existencia y aspectos clinicos especificos
asociados a dichos biofilms. Estos articulos con frecuencia eran de caracter experi-
mental in vivo e in vitro, del tipo descriptivos, casos-controles y de cohortes; provenien-
tes de grupos de investigacion en la materia: Murphy et al., Swords et al., Gdmez de
Ledn et al., Starner et al., O’toole et al., Costerton et al., etc.

La clasificacion y revisién de la informacion, se realizé considerando los aspectos
relevantes de la informacion del estudio y/o de la metodologia empleada. Las explica-
ciones dadas por los autores segun sus resultados y/o sus perspectivas, se correlacio-
naron en algunos casos comparando los diferentes puntos de vista entre los autores.
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A4

Comunidades adheridas
en el mundo real

Comunidades Adheridas a Superficies
y Comportamiento Colectivo

¢ Qué es una comunidad bacteriana? Desde la perspectiva ecoldgica, las poblacio-
nes bacterianas se originan a partir de células individuales metabdlicamente similares
constituyendo agrupaciones denominadas gremios (grupos). Los conjuntos de gremios
(por ejemplo, del tipo fermentadoras, sulfato y sulfuro reductoras y metanogénicas)
conducen procesos fisioldgicos interdependientes entre las comunidades microbianas.
Los microorganismos también forman agrupaciones naturales en suspensiones y en
interfases agua-aire en las cuales se agregan como granulos o floculos.?> %

En 1999, Costerton et al. refieren a un biofilm como un agregado de bacterias fijas
a una superficie en una matriz hidratada de naturaleza polimérica sintetizada por las
mismas. Un afio mas tarde, Davey y O’toole (2000) describieron un biofilm como el
conjunto de microorganismos y sus productos extracelulares, asociados a un sustrato
y generalmente adheridos a superficies abiéticas o bitticas.'®

Por su parte, Murphy y Kirkham (2002) definieron un biofilm como una comunidad
de bacterias estructurada, envuelta en una matriz polimérica autoproducida y adherida

a una superficie viviente o inerte.%
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Desde la perspectiva de Lasa et al. (2005), los biofilms son comunidades de mi-
croorganismos que crecen embebidos en una matriz de exopolisacaridos (EPS) y
adheridos a una superficie inerte o tejido vivo.®

Considerando las definiciones anteriores y para efectos de esta revision, los biofilms
son microcolonias (conjunto de varios grupos de clonas bacterianas) adheridas a super-
ficies abidticas o bidticas.? 3! 123 152 Estas se hallan embebidas en una matriz, compuesta
por EPS y otros productos extracelulares tanto de origen bacteriano como del propio
hospedero, que les permite estar estructuralmente bien definidas (Fig. 1).360.%0. 132,134

FIGURA 1: Estructura de un biofilm formado por Streptococcus pneumoniae®*

A B

20 um 5um

Analisis con SEM de un biofilm formado por Streptococcus pneumoniae. (A) La arquitec-
tura del biofilm es similar a una colmena, en las paredes de estas estructuras son visibles
las células bacterianas residentes al interior de este biofilm. (B) Se observa la distribucion
de bacterias tanto en las paredes de la arquitectura colmenar, como integradas a micro-
colonias unidas por material filamentoso.

y

La estructura del biofilm presenta vacios intersticiales que actuan como divisores
de las microcolonias, a los que se conocen como canales de agua.'® 2% 69.9.134

La capacidad de formar biofilms no parece restringirse a ninguna especie bacte-
riana en particular, por lo cual se considera que, bajo condiciones ambientales adecua-
das, todas las bacterias son capaces de formarlos.®®
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En esencia, los biofilms representan una entidad basada en comunidades inter-
dependiente desarrolladas a partir de una unica especie o de multiples especies mi-
crobianas.®

9l Estructura del Biofilm

La organizacion estructural del biofilm tiene una caracteristica propia, que le diferencia
del modo de crecimiento a partir de un cultivo liquido convencional.

La aplicacién de la microscopia laser confocal de barrido (CSLM) en la investi-
gacion de biofilms, ha modificado radicalmente la percepcién sobre su estructura y
funcién. La microscopia confocal ha revelado la estructura tridimensional del biofilm
y la heterogeneidad del mismo.25 109, 131, 132, 134

Los biofilms formados in vivo e in vitro, por una sola especie o mixtos, presentan
caracteristicas estructurales en comun. La mayoria han mostrado cierto nivel de he-
terogeneidad como agregados y no monocapas; estan embebidos en una matriz de
EPS que varia en densidad y en la cual se crean vacios intersticiales por donde fluye
el agua denominados canales de agua.' 31 35 53,90, 132

La integridad estructural del biofilm depende de la matriz extracelular, que puede
ser muy versatil y contribuir de manera significativa a la organizacién de la comunidad.
Las diferencias en la arquitectura del biofilm son reflejo de las variaciones en la com-
posicion y la estructura de la matriz.?> 1®

Respecto a la composicién, como sefialan Lawrence et al. (2000) las microcolo-
nias iniciales pueden desarrollarse de diferentes maneras, generando distinta arqui-
tectura de la matriz.> 2013 Asi, dentro de la matriz pueden existir diferentes secciones
formadas por diferencias en la densidad celular, que a su vez depende, entre otros pa-
rametros, de la naturaleza de las poblaciones microbianas, de la actividad metabdlica,
de la secrecidén de EPS y de la expresion de genes especificos durante el desarrollo
inicial del biofilm.32
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Los diferentes entornos en que puede formarse un biofilm estan sujetos a una
amplia gama de condiciones hidrodinamicas que afectaran en gran medida la arquitec-
tura de la matriz. Por ejemplo, las tensiones tangenciales a las que esta expuesto un
biofilm, afecta su morfologia y dinamica, al tiempo que determinan la tasa de erosion
de las células.®5 %3 104

En flujos turbulentos, la matriz consiste principalmente de geles débiles de EPS,
construyendo un biofilm de apariencia liquida y viscosa. En matrices relativamente
fluidas, como las formadas en biofilms maduros, es posible, durante los procesos de
crecimiento y desarrollo, la redistribucion de los diferentes tipos celulares que lo com-
ponen. Por otro lado, la combinacién de flujo turbulento y una gran fuente de carbono,
producen movimientos ondulatorios y zigzagueantes en los conglomerados celulares,
cambiando asi la apariencia del biofilm. En flujos laminares, la matriz se forma de geles
rigidos de EPS y hay menor tendencia al movimiento con la corriente de manera que
las células y microcolonias permanecen inmovilizadas de forma efectiva.53 104 132,134

De igual forma, la biologia microbiana afecta la estructura del biofilm, la proxi-
midad de microorganismos diferentes permite las interacciones fisicas y, ademas, la
comunicacién mediante moléculas o factores difusibles. Otras condiciones tales como:
el tipo de superficie, las propiedades de la interfase y la disponibilidad de nutrientes del
medio ambiente, también pueden afectar la organizacién espacial del biofilm.

En conclusién, la estructura del biofilm es afectada tanto por la microbiologia como

por parametros ambientales; por ello, los biofilms pueden ser polimérficos y estructu-
ralmente adaptados a los cambios en la disponibilidad de nutrientes.35 104 113, 134

/Sl | a Matriz del Biofilm

La biomasa del biofilm puede variar considerablemente: los valores de carbono orga-
nico total indican que el contenido celular representa del 2 al 15%.13 35 134

Wimpenny et al. (2000), demostraron que la naturaleza de la matriz depende de
factores intrinsecos y extrinsecos. Los factores intrinsecos se plantean de acuerdo
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con el perfil genético de las células microbianas y los factores extrinsecos, incluyen
el ambiente fisico-quimico en que se encuentra; que a su vez, es influenciado por el
transporte de solutos y sus gradientes de difusion.'*

En primera instancia, la matriz se compone por agua y células microbianas aun-
que, también la integran un complejo de polimeros secretados, nutrientes absorbidos
y metabolitos, moléculas y detritus (residuos del deterioro y lisis celular) de su entorno.
Todas las principales macromoléculas: proteinas, polisacaridos, ADN y ARN, pueden
estar presentes; ademas de peptidoglicanos, lipidos, fosfolipidos y otros componentes
Ce|U|areS.25’ 98, 116, 134

La mayor parte de la matriz es agua (hasta un 97%). Esta se encuentra distribuida
dentro de finas estructuras denominadas canales de agua,?" % 1% éstos permiten los
procesos de difusidn de nutrientes e intercambio de productos metabdlicos a través
de la movilidad y retencion del agua. El flujo de agua también contribuye a moldear
la arquitectura del biofim. Por lo anterior, los canales son fundamentales, tanto en la
formacion como en el mantenimiento del biofilm.25 116. 134

En 2002, Whitchurch et al. detectaron células muertas en algunos biofilms, sugi-
riendo que los detritus pueden formar parte de la matriz; mas aun, informaron que el
ADN extracelular desempefia un papel importante en el establecimiento de la estruc-
tura del biofilm.®7- 116

Metodologias para la Formacion in vitro
y Estudio de Biofilms

Dada la diversidad de microorganismos analizados y la variedad de técnicas para su
estudio, en investigacion se emplean una serie de sistemas generales, que facilitan la
reproducibilidad de los experimentos entre distintos laboratorios.

Las metodologias para la formacién de biofilms in vitro pueden agruparse en 4
sistemas de cultivo convencionales:



(1)
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Sistemas flow cell o cultivos continuos en camaras de flujo, asociados a observa-
ciones por microscopia.

Son camaras pequeias disefiadas con superficies transparentes, que sirven
de soporte para la formacion del biofilm. Permiten la alimentacion continua del
biofilm a partir de nutrientes presentes en el medio de cultivo y constantemente se
introducen sustratos y se extraen desechos, ya que el flujo es capaz de penetrar
en el biofilm pasando entre las bacterias. Con estos sistemas, se pueden realizar
estudios de desarrollo en condiciones de incubacién estaticas (sin flujo del medio)
o dinamicas (con flujo del medio). Son sistemas ideales para observaciones con
CSLM.® "¢ Algunas variantes de esta metodologia han sido descritas a mayor de-
talle por Starner et al., 2006.

Cultivos estaticos en placas de microtitulacion.

Se emplean como superficie para el desarrollo de biofilms, pocillos de placas
de microtitulacion (Fig. 2). Son sistemas basados en el cultivo en batch de biofilms,
donde existe una concentracion fija de nutrientes que disminuye hasta agotarse
por el crecimiento de las bacterias. Debido al numero de pocillos por placa, se
pueden analizar una gran cantidad de variables experimentales a la vez, incluyen-
do condiciones de cultivo, tratamientos, caracterizacién de mutantes, etc.3% 43 100

Sistemas dinamicos de incubacion in vitro.

Son sistemas en donde se utilizan tuberias de diferentes materiales como
soporte para el desarrollo del biofilm. El cultivo se realiza en condiciones de flujo
de una fase liquida, similar a lo que ocurriria en una tuberia de transporte de pro-
ductos liquidos. 104 137, 149

Sistemas de observacién de la morfologia colonial y de biofilms desarrollados por
células que han crecido en interfase liquido-aire y visualizacion de colonias que
crecen en agar.

En este caso, se considera que algunas morfologias de las colonias, repre-
sentan un simil de las estructuras tridimensionales complejas observadas en un
biofilm y se ha demostrado que es dependiente de la composicion de los EPS.9 35 149
Estos sistemas permiten realizar estudios a gran escala y detectar diferentes tipos
de mutantes de interés.



CapriTuLo 4 COMUNIDADES ADHERIDAS EN EL MUNDO REAL %

FIGURA 2: Cultivos estaticos en placas de microtitulacion®

A. Se observa la presencia de material adherente en el fondo de los micropozos en pla-
ca, se muestra la variabilidad en la capacidad de formacion de biofilms de Haemophilus
influenzae no tipificable.

B. A nivel microscépico (100x), los biofilms mostraron una apariencia de redes homo-
géneas que se extienden sobre toda la superficie de los pozos, difiriendo entre si en la
densidad por unidad de area, de acuerdo con las categorias nula (a), baja (b), moderada
(c) y alta (d).

Algunos de estos métodos combinan técnicas de observacion macro y microsco-
pica y/o técnicas de observacion directa, empleando métodos convencionales como
recuento bacteriano o pruebas bioquimicas.™ 3°

Las técnicas basadas en la observacion directa de la adherencia y la colonizacion
microbiana, utilizan microscopios opticos, confocales o electrénicos. Los microscopios
Opticos, debido a su facil acceso y versatilidad, han sido la opciéon mas empleada; sin
embargo, presentan varias limitaciones para el estudio completo de biofilms y la nece-
sidad de fijacion y/o tincion de las muestras provocan la muerte de los microorganis-
mos e imposibilitan estudiar la estructura tridimensional del biofilm.23 35 98, 104

Antes del empleo de la microscopia confocal, la microscopia electrénica era el
método de eleccion para analizar biofilms en alta resolucion. Sin embargo, la prepara-
cion de la muestra para su observacion provoca su deshidratacion. 31 132 134
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El empleo del microscopio electrénico de barrido no se ha descartado por com-
pleto, puesto que es posible cuantificar a los microorganismos adheridos a superficies
opacas (como plasticos, metales, ceramicas o catéteres); ésto seria imposible por
otros métodos.?* %

Por su parte, la microscopia confocal permite visualizar muestras completamente
hidratadas, generando una imagen en alta resolucion de la estructura tridimensional
del biofilm y proporcionando una observacion de la ultraestructura y de las interaccio-
nes bacteria-superficie. Lo anterior es resultado de la combinacién de la iluminacion
laser, con el uso de objetivos apocromaticos y el procesamiento por computadora de
las imagenes, de esta forma, es posible generar reconstrucciones tridimensionales del
espécimen observado.?3 3% 132,134

Adicionalmente, mediante el empleo de marcadores, se puede evidenciar y cuan-
tificar el contenido de células viables o componentes de la matriz celular in situ, para
identificar la presencia de epitopos especificos, ciertas macromoléculas 0 monémeros,
y trazar la distribucién de cada especie microbiana en biofilms mixtos.23 3% 109,131,132, 134

Los métodos indirectos permiten la cuantificacion de los microorganismos forma-
dores del biofilm, lo cual implica retirar el biofilm de los materiales a los que estan ad-
heridos por raspado, agitacidén o sonicacion, dilucion posterior y recuentos bacterianos.
Las principales limitaciones en estas técnicas residen en que: 1) no permiten realizar el
analisis estructural del biofilm; 2) las etapas abrasivas pueden disminuir el numero de
células viables; y 3) no todos los microorganismos obtenidos resultan cultivables.™

La utilizacion de tinciones y bioquimicas son una buena alternativa para el estu-
dio y cuantificacién de la formacion de biofilms.'® 2. 1% Estos ensayos son ejecutados
en placas de microtitulacién para determinar la biomasa total (matriz, células vivas y
muertas), para cuantificar de células viables,® o estudiar los diferentes componentes
de la matriz. Los ensayos que miden la biomasa total no son utiles para evaluar la ac-
cion de antimicrobianos en biofilms, puesto que no es posible diferenciar entre células
viables y muertas.® Por ello, se emplean técnicas que cuantifican la actividad meta-
bdlica con tinciones vitales como las de sales de tetrazolio, diacetato de fluoresceina
y resazurina o azul de alamar.'’®® 2" De forma general, las principales limitaciones de
estos métodos son la sensibilidad del colorante vital a ciertas condiciones tales como
luz y calor, las cuales pueden controlarse facilmente en el laboratorio.5 10°
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FORMACION DE BIOFILMS

Regulacion del Proceso de Formacion de Biofilms

5.1.1 Quorum Sensing

Aunque se han empleado numerosas técnicas para describir la arquitectura del biofilm,
hasta hace poco no estaba claro si esta complejidad estructural estaba regulada o era
consecuencia de procesos estocasticos (al azar). Una evidencia reciente sugiere que
el proceso de formacion de biofilms puede regularse a nivel de densidad poblacional
via expresion génica, lo cual implica un control mediado por moléculas de sefalizacion
celular como la acil homoserina lactona acil-HSL (Fig. 3). Este proceso de control es
denominado Quorum sensing Qs. "% 35 97, 98,146, 1w, 3w

FIGURA 3: Acil homoserina lactona, molécula sefal del Qs
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Las acil homoserina lactonas (acil-HSL) estan compuestas por una cadena acilo de 4 a
14 atomos de carbono unida por un enlace amida a una homoserina lactona. En el tercer
carbono de la cadena acilo puede haber un grupo ceto o un grupo hidroxilo.

é
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Bonnie Bassler (2003) explica que el Qs es el lenguaje de comunicacién célula-
célula que presentan las bacterias. En un numero creciente de cepas bacterianas se
ha evidenciado este tipo de comunicacion, en el cual las bacterias parecieran percibir
cambios en el medio y coordinar la expresidon genética a favor de la supervivencia de
toda la comunidad: se coordinan, defienden u organizan ataques.'? 35 61 1w. 3w

El sistema Qs es un mecanismo de regulacion dependiente de la acumulacion en
el medio ambiente de una molécula sefial denominada autoinductor.®® ™3 | as bacte-
rias hacen un censo y miden las concentraciones de autoinductores, las cuales, corre-
lacionan con el grado de densidad celular.'? 46.™w Cuando en el medio extracelular se
acumula una cantidad suficiente del autoinductor, éste activa a un receptor especifico
que altera la expresion de genes, provocando el inicio de cambios fenotipicos en la
comunidad y, con ello, el comportamiento de la poblacion.® 31.39.69.97 Asj se regulan
varias funciones tan diversas como movilidad, expresién de factores de virulencia, es-
porulacion, produccion de antibidticos, intercambio de material genético, e incluso, el
desarrollo del biofilm,35 81 122,146

Las bacterias solo actuaran cuando su Qs les indique que hay concentraciones
especificas de cierto autoinductor en determinados tiempos y espacios; pero no solo
interactian consigo mismas, sino también con sus hospederos.™

En bacterias Gram—, el principal autoinductor es la acil-HSL, aunque también par-
ticipan quinolonas (como en el caso de P. aeruginosa), acidos grasos modificados o
furanonas. Por su parte, las bacterias Gram+ suelen utilizar péptidos modificados; por
ejemplo, en Bacillus subtilis y Streptococcus pneumoniae estos péptidos estan invo-
lucrados en la regulacion de competencia (toma de DNA exdgeno) y en Staphyloccus
aureus y Enterococcus faecalis, la sefalizacion de QS por péptidos, regula la produc-
cién de factores de virulencia.'? 13319697, 98

5.1.2. Papel del Quorum Sensing en el
Proceso de Formacion de Biofilms

Una gran cantidad de evidencias experimentales sugieren que el proceso de forma-
cion del biofilm esta controlado por una cascada compleja de reguladores. Un trabajo
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pionero con P. aeruginosa demostré que la formacion del biofilm esta regulada por el
proceso de autoinduccion antes mencionado como sistema Qs.3" 35 61,6997, 146

Estudiando mutantes de P. aeruginosa, incapaces de sintetizar acil-HSLS, se de-
mostré que la arquitectura del biofilm se modificaba radicalmente, concluyéndose que
la formacién estructural del biofilms requiere de moléculas reguladoras. Lo anterior
puede extrapolarse a otros biofilms bacterianos, tal como lo demuestra un estudio en
que se emplearon cepas de S. gordonii, donde se muestra la importancia de la comu-
nicacion celular en la formacion de un biofilm funcional por bacterias Gram+.25 116134

A partir del afio 2000, los avances en genomica y protedmica han permitido avan-
zar en el estudio de sistemas complejos como los biofilms, e inclusive, se han iden-
tificado mas de 800 proteinas, las cuales cambian de concentracién a lo largo de las
distintas fases de desarrollo del biofilm.®"

Curiosamente, después de alcanzar una alta densidad celular, algunas especies
bacterianas activan la secrecidn de polimeros mientras otras la detienen. ¢Por qué
utilizar Qs para detener la secrecién de polimeros en situaciones de alta densidad
celular? Una respuesta simple sugiere que el cese de produccion de polimeros puede
dar una ventaja al reorientar los recursos disponibles hacia los procesos de division o
crecimiento bacteriano; sin embargo, esta ventaja solo se produce dentro de un perio-
do limitado.'2 7. 147

Ademas del Qs otros reguladores globales, como CsrA en E. coli y CytR de
V. cholerae, han demostrado ser determinantes para el desarrollo del biofilm. Por otro
lado, Lasa et al. (2005), estudiando a S. aureus demostraron por primera vez que un
regulador de virulencia global denominado SarA es, a su vez, un regulador de for-
macion de biofilms, lo que implica una conexion entre los procesos de virulencia y la
formacion de biofilms.

Aparte de la regulacién a nivel transcripcional, existe evidencia de formacion de
biofilms regulada a nivel postranscripcional.®® Finalmente, parece légico que la forma-
cion del biofilm se produzca en respuesta a condiciones ambientales y, por lo tanto,
que existan sistemas del tipo fosfotransferencia de dos-componentes (two-component
systems), que transmitan la sefial ambiental al interior de la bacteria para adecuar la
expresion de genes a la nueva situacion ambiental.53 9 153
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Papel de las Senales Ambientales

Los resultados publicados sobre el analisis de formacion de biofilms, han permitido
determinar que las diferentes especies bacterianas muestran etapas en comun en la
formacién de biofilms (Fig. 4), incluyendo: (i) adherencia inicial a la superficie; (ii) for-
macion de microcolonias; y (iii) maduracién de las microcolonias en un biofilm terminal
enmascarado en una matriz de recubrimiento.®: 25 3560

FIGURA 4: Dindmica de formacion de un biofilm bacteriano®

Biofilm mixto

Biofilm maduro

Superficie

Secuencia de pasos para la formacion de un biofilm. Las bacterias planctonicas se adhie-
ren a una superficie (A). En etapas tempranas se genera un biofilm incipiente (B); con el
paso del tiempo las actividades mediadas por el sistema de Qs permiten la sefializacién
interna de manera que se sintetiza la matriz del biofilm y se genera un biofilm maduro
(C). Como ultimo paso, se liberan formas plancténicas desde el biofilm (D), o bien, ocurre
migraciéon de porciones del biofilm maduro (E).

El proceso comienza cuando la bacteria “se sensibiliza” a ciertos parametros am-
bientales que inducen la transicion desde el crecimiento plancténico a la vida sobre
una superficie.
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Las sefales ambientales varian enormemente entre organismos y entre las que in-
fluyen en la adherencia inicial, se encuentran: concentracion de nutrientes, osmolaridad,
pH, disponibilidad de hierro, tensién de oxigeno, temperatura, algunas determinantes
moleculares y estructurales relacionadas con la adherencia, entre otras.' 3125 69104, 134

Debido a la naturaleza de esta revision, las etapas de formacion del
biofilm son referidas a su desarrollo en el hospedero, entiéndase por medio
ambiente el ecosistema que abarca la superficie de tejido a colonizar.

SRl Inicio de la Formacion de Biofilms:
Adherencia Primaria — Adherencia Secundaria

La adherencia a la superficie representa la etapa inicial del proceso de formacion del
biofilm y corresponde a un evento dependiente de una serie de variables, incluyendo
la especie bacteriana implicada, la composicion de la superficie, factores ambientales
y los productos de genes especificos. La capacidad para posicionarse en un nicho a
partir del cual se propagaran los invasores, consitituye un elemento clave de la adap-
tabilidad bacteriana.': 1% 25 69.91. 98,104

En el afo 2000, Boland et al. fueron los primeros en considerar una etapa previa
a la adherencia, denominada “acondicionamiento de superficie”, la cual implica la in-
teraccion entre la bacteria y el medio ambiente.®” Se produce cuando, por presencia
del cuerpo extrafo, la superficie natural es modificada, ya sea adsorbiendo agua, al-
bumina, lipidos, moléculas de la matriz extracelular, complemento, fibronectina, sales
inorganicas, etc. Una vez acondicionada la superficie, sus propiedades se alteran per-
manentemente; por lo tanto, la afinidad de un microrganismo es muy diferente cuando
entra en contacto con una superficie no colonizada, que con una superficie previamen-
te acondiCionada.13' 31, 104, 132, 134, 149

La adherencia bacteriana, como un proceso basico en la formacion del biofilm, se
puede dividir en dos etapas: la etapa primaria o acoplamiento y la etapa secundaria o
fase de bloqueo.® 7
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En la etapa primaria ocurre la adherencia pasiva, que como regla empirica y sim-
plista, esta mediada por las interacciones inespecificas entre las bacterias y super-
ficies abidticas. La adherencia a superficies bidticas, se logra a través de moléculas
especificas denominadas adhesinas, por lo que es conocida como adherencia activa y
ocurre durante la etapa secundaria.?' 35 132 152

La etapa primaria constituye el encuentro fortuito entre microorganismo plancté-
nico y superficie acondicionada. Esta etapa es reversible en funcién de una serie de
variables fisico-quimicas que definen la interaccion entre la superficie bacteriana y la
superficie acondicionada del tejido.

Inicialmente la bacteria se coloca en estrecha aproximacion a la superficie, sea
por azar (por ejemplo, mediante una corriente de flujo que circula sobre una superfi-
cie), o en forma dirigida, via quimiotaxis y/o motilidad.’ 3! 152 Una vez que se alcanza la
proximidad critica (generalmente 1 nm), el resultado final de la adherencia dependera
de la suma neta de fuerzas de atraccion o repulsion generadas entre ambas super-
ficies.

Los tipos de fuerzas incluidas en la adherencia pasiva, pueden ser: interacciones
electrostaticas e hidrofobicas, impedimento estérico, fuerzas de Van der Waals, tem-
peratura y fuerzas hidrodinamicas. Las interacciones electrostaticas tienden a favore-
cer la repulsion, porque la mayoria de bacterias y superficies inertes estan cargadas
negativamente 3! 104,132, 134

La etapa secundaria comprende la union entre la adhesina bacteriana y su recep-
tor en la célula hospedera, la cual suele ser bastante especifica. Al término de esta
etapa y en ausencia de intervenciones fisicas o quimicas, la adherencia es irrever-
sible.

Durante la fase de bloqueo, los microorganismos de la misma especie pueden
unirse entre ellos, o bien, con otros organismos de diferente especie que también se
encuentren adheridos a dicha superficie, formando asi agregados. La presencia de
microorganismos en una superficie puede promover la adherencia de otros.?' 8
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5.3.1 Impacto de la Motilidad en la Adherencia

La motilidad contrarresta las repulsiones hidrofobicas, ayudando a que la bacteria al-
cance la superficie. Se han descubierto numerosos mecanismos de posicionamiento
bacteriano mediados por organelos de motilidad (estructuras que se extienden a partir
de la superficie celular) y movimientos caracteristicos como translocacién mediante
sacudidas y desplazamientos. El mas comun es el mecanismo de motilidad flage-
lar.81.96.148 En bacterias Gram— (Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Escherichia
coli, Salmonella enteritidis), se ha observado que flagelos, fimbrias de tipo |, IV y curli
son importantes para la etapa de adherencia primaria;®'- 3 %369 111 sin embargo, su papel
exacto en el desarrollo del biofilm puede diferir considerablemente de un organismo a
otro.?®

Aunque la motilidad ha demostrado ser importante en eventos de adherencia tem-
prana, no es requisito indispensable para la adherencia. Debe notarse que bacterias
Gram+ no méviles, tales como estafilococos, estreptococos y micobacterias, también
son capaces de adherirse y formar biofilms.5° 132

5.3.2 Adhesinas: Fimbriales y Afimbriales

Durante la adherencia activa dependiendo de la naturaleza del entorno, participan di-
ferentes adhesinas, que median el contacto con la superficie de la célula hospedero,
superando a la repulsidn neta entre superficies por interaccién de moléculas especi-
-ﬁcas_31, 132, 134

A la fecha, se han definido tres tipos de interaccion adhesina-receptor:3" 35 81,112,152

— Lectina-hidrato de carbono (por ejemplo, la fimbria tipo 1 de E. coli y la célula epi-
telial de la vejiga urinaria).

— Proteina-proteina (por ejemplo, proteina F de Streptococcus pyogenes y fibronec-
tina de la célula del epitelio respiratorio).

— Hidrofobina-proteina (como el &cido lipoteicoico y la fibronectina del hospedero).



IMPACTO DE BIOFILMS BACTERIANOS EN ENFERMEDADES EN HUMANOS

Las adhesinas pueden ser fimbriales o afimbriales (Cuadro 1). Los mecanismos de
adherencia mejor estudiados son los mediados por fimbrias (en casos particulares Pilus
+ la denominacion especifica). El término fimbria se refiere a apéndices finos, semejantes
a pelos comunes que, a diferencia de los flagelos, no aportan movilidad, pero por ser de
naturaleza proteica (pilina), poseen propiedades antigénicas y hemoaglutinantes diferen-
tes; se distingue este término, de aquellos con propiedades “sexuales” o pili sexuales.

Normalmente, la proteina localizada en el extremo de la fimbria, es propiamente la
adhesina, que se adhiere a su receptor en la célula hospedera; éste, por regla general,
esta constituido por residuos de hidratos de carbono, de glucoproteinas o glucolipidos.
Ocasionalmente, la proteina mayoritaria de la fimbria actia como adhesina.? 35 36.57. 152

Algunas adhesinas bacterianas estan reguladas a nivel transcripcional permitien-
do, bajo diferentes influencias ambientales, la transicion de organismos sésiles a for-
mas plancténicas.?’

Las adhesinas fimbriales estan presentes en la mayoria de las bacterias Gram-—,
por ejemplo, la adherencia inicial de Pseudomonas aeruginosa esta mediada por hi-
drofobinas y/o adhesinas tipo lectinas.’? O’'Toole y Kolter (2000) desarrollaron cepas
mutantes de P. aeruginosa: una deficiente en produccion de Pili IV y, la otra carente
de movilidad flagelar; ambas perdieron la capacidad de producir biofilms aunque, in
vitro, las mutantes Pili IV forman una monocapa sobre la superficie, pero son incapaces
de formar microcolonias (etapa incipiente de biofilm). Ello indica que la formacion de
microcolonias tiene lugar a partir de un mecanismo de agregacion celular que requiere
de movilidad y no solamente por crecimiento clonal a partir de una célula bacteriana
concreta. La mutante carente de flagelos se adhiere a la superficie, lo que supone, que
el flagelo sélo es importante para la aproximacion.5®: 138

El Pilus IV también se presenta en Moraxella catarrhalis y resulta necesario, tanto
para la formacién como para la maduracion de su biofilm.®

En cuanto a las adhesinas de Escherichia coli, Randla et al. (2006) determinaron que
la expresion constitutiva de Pili 1 es suficiente para promover la formacion del biofilm. Estu-
dios recientes han concluido que la subunidad FimH del Pilus 1, es la adhesina que media
el enlace especifico con azucares o glicolipidos del hospedero, tales como la manosa. '
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CUADRO 1: Moléculas de adherencia fimbriales y afimbriales presentes en bacterias

relacionadas con procesos infecciosos en humanos

Proteina CcpA

Microorganismo Adhesina Referencia*
Staphylococcus aureus Acido teicoico Otto, 2009
MSCRAMM Vila et al., 2008
FnBPA Lasa et al., 2005
Cna Hussein et al., 2000
CIfA
Ebps
Bap
Staphylococcus epidermidis AtlE Otto, 2009
Acido teicoico Gutierrez et al., 2006
MSCRAMM Lasa et al., 2005
Fbe (SdrG) Rup et al., 2001
Embp Huissein et al., 2000
SSP-1y SSP-2
Streptococcus faecalis Pili Ebp Vargas et al., 2008
Jurciseck et al., 2007
Anjali et al., 2006
Mandlik et al., 2005
Clostridium perfringens Pili IV Vargas et al., 2008

Pseudomonas aeruginosa Pili IV Faleiro, 2010
CupA,ByC Teran et al., 2009
Flagelos Vila et al., 2008
Ruer et al., 2007
Randal et al., 2006
Lasa et al., 2005
Dunne, 2002
O’'Toole et al., 1999
Escherichia coli Fimbria tipo 1 Faleiro, 2010
Curli Shynya et al., 2010
Flagelos Randla et al., 2006
Whiteley et al., 2001
Pratt et al., 1998
Escherichia coli uropatégena Pili P Faleiro, 2010
Horia et al., 2010
Vila et al., 2008
Vibrio vulnificus Pili IV Rohenee et al., 2005
Proteina PilA
Moraxella catarrhalis Pili IV Nicole et al., 2007
Luke et al., 2007
Haemophilus influenzae HMW Teran et al., 2009
HMW Webster et al., 2006
PME3 Leu et al., 2004
Hap Fink et al., 2003

Murphy et al., 2002
Rao et al., 1999

*Referencias recuperadas segun publicaciones mas relevantes entre 1998 y 2010
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Las bacterias que integran al género Salmonella presentan el denominado Pilus
P. Como en Pili 1, los Pili P presentan una subunidad adhesina PapG que media inte-
racciones con moléculas especificas del hospedero. Tanto el Pilus 1 como el Pilus P
son importantes factores de virulencia en relacién con la adherencia a la célula hospe-
dero y, por ende, con la colonizacion.%®

En 2009, Teran et al., empleando microscopia de fuerza atémica, visualizaron en
muestras de Haemophilus influenzae no tipificables, apéndices celulares que sugieren
la presencia de un posible pilus tipo Hif. En estadios tempranos de la formacion de
biofilms, Hif tiene un papel critico, principalmente en la adherencia y cohesion celular;
mas aun, su presencia se asocia a una mayor patogenicidad.

Ejemplos de adhesinas fimbriadas en Gram+ relacionadas con la formacion de
biofilms incluyendo los denominados Pilus Ebp de Streptococcus faecalis y Pilus IV
(junto con la proteina CcpA) de Clostridium perfringens, ambos necesarios para la
efectiva formacién de biofilms.54 6 81. 148

Con respecto a las adhesinas afimbriales, se trata de moléculas (principalmen-
te proteinas) localizadas en la membrana externa de bacterias tanto Gram+ como
Gram—. En Hi, se han encontrado una serie de adhesinas afimbriadas de naturaleza
proteica: HMW, HMW2, PME3, Hap.38 76 9. 112,142 Estas han mostrado una importante
participacion en la adherencia de Hi a células del sistema respiratorio del hospedero.

Aunque los géneros Staphylococcus y Streptococcus pueden presentar estructu-
ras parecidas a fimbrias de bacterias Gram-, éstas no parecen desempenar un papel
importante en la adherencia. No obstante, en estas bacterias se ha descrito la partici-
pacién de proteinas de superficie como las adhesinas afimbriales AtIE, Bap, Esp.®® 8"

En estafilococos, la interaccion especifica tiene lugar principalmente median-
te adhesinas afimbriales y fibronectina del hospedero. Empleandose mutantes de
S. epidermidis incapaces de producir biofilm, se demostré que la proteina AtIE era ne-
cesaria para la produccién eficiente de biofilms. También se ha sugerido que el acido
teicoico interviene en la union entre esta bacteria y el fibrinbgeno del hospedero.#® %8.8w
En Staphylococcus aureus, las proteinas que excreta al medio actian como puentes
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entre un ligando de la superficie tisular y la bacteria; entre ellas, la proteina de adhe-
rencia extracelular (EAP) ha demostrado favorecer la autoagregacion de S. aureus 'y,
con ello, facilita la formacion del biofilm.'s?

En algunas especies de estreptococos, existe una adhesina afimbriada que media
la unién de la bacteria a la fibronectina, una glucoproteina presente en la superficie de
la célula hospedero. Estas proteinas actuan como adhesinas ancladas al peptidoglica-
no bacteriano.

X' Maduracion del Biofilm

Una vez consolidada la fase de bloqueo, inicia la etapa temprana de maduracion del
biofilm. Durante ésta, la bacteria se divide y las células hijas se extienden alrededor
del sitio de adherencia formando una microcolonia, similar a lo que ocurre durante el
proceso de formacion de colonias en placas de agar.'® % 1% Al alcanzar el umbral de
densidad poblacional y, a través de la sefalizacién via Qs, se promueve la autoinduc-
cion de la sintesis de la matriz extracelular.'® 20.24.59.105.9w En este punto, comienza la
secrecion de material polimérico desde la pared celular bacteriana hacia el medio cir-
cundante. El material excretado, junto con otras moléculas extracelulares organicas e
inorganicas del entorno, constituyen la matriz del biofilm.25 31.69. 132 8w

La etapa tardia de la maduracién corresponde a la formacién de la arquitectu-
ra caracteristica del biofilm. La formacion involucra el crecimiento tridimensional y la
definicion de la arquitectura tipica, segun la especie bacteriana que construye; por
ejemplo, forma de colmenar para Streptococcus pneumoniae y forma de hongo para
Pseudomonas aeruginosa. Esto es resultado de los siguientes eventos: interacciones
entre bacterias adheridas, desarrollo de puentes célula-célula y progresion de la sinte-
sis de la matriz, que en conjunto estabilizan dicha estructura tridimensional.s 3% 91. 134.

Este proceso conlleva a la creacién de ambientes heterogéneos, por lo cual en
un biofilm maduro las bacterias que lo componen presentan caracteristicas fenotipicas
distintas a las de sus contrapartes plancténicas.> *
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5.4.1 Relacion Exopolisacaridos-Biofilm

En estudios de rutina, al centrifugarse un cultivo en medio liquido es posible distin-
guir diferentes polisacaridos extracelulares. Aquellos que permanecen asociados a
la célula constituyen la capsula bacteriana y se denominan polisacaridos capsulares,
mientras los que permanecen en el sobrenadante se nombran de forma general expo-
lisacaridos EPS."®

Al examinar comunidades organizadas en biofilms, no es facil distinguir esta divi-
sion, puesto que muchos de los polisacaridos extracelulares producidos son insolubles
y no se separan facilmente de las células, complicando la determinacién precisa de
sus estructuras quimicas. No obstante las dificultades asociadas a su estudio, los EPS
son, los componentes del biofilm mejor estudiados. Hasta el momento se ha compro-
bado que ciertos EPS son tanto componentes clave de la matriz, como factores de
virulencia bacteriana.?> 1°

Analisis genéticos apoyan la idea de que, en muchas especies bacterias, dife-
rentes polisacaridos juegan un papel importante en la definicion de la arquitectura del
biofilm.'® v 3w | os EPS encontrados en biofilms son polimeros polianiénicos, polisa-
caridos o glicoproteinas de diversos azucares, tales como glucosa, fructosa, manosa
y N-acetilglucosamina, entre otros, cuyas caracteristicas quimicas proporcionan una
consistencia limosa y pegajosa.'s 20. 24,5991, 105, 9w

La composicion de los EPS es diferente para cada especie; en P. aeruginosa,
esta constituido principalmente por alginato; en Salmonella typhimurium es celulosa;
en Vibrio cholerae estan presentes EPS ricos en glucosa y galactosa, y en S. aureus
se trata de N-poli-acetilglucosamina, entre algunos ejemplos.%® Sin embargo, estudios
recientes indican que una misma bacteria, dependiendo de las condiciones ambienta-
les en las que se encuentre, puede sintetizar distintos EPS como componentes de la
matriz.ﬁg, 132, 134

El alginato es el exopolisacarido mas estudiado; la sobreexpresion de alginato en
P. aeruginosa aislada a partir de muestras de pacientes con Fibrosis Quistica, permitio
determinar su papel en el desarrollo del biofilm®-® (Fig. 5).
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Diversos estudios indican que, aunque los EPS no se requieren necesariamente
para la adherencia inicial a la superficie, su produccién es esencial para el desarrollo
del biofilm, debido a que forman un agregado que actua como una columna vertebral
a la que otras especies pueden integrarse.’*

FIGURA 5: Matriz de biofilms formados por cepas tipo silvestre y mutantes

deficientes para la sintesis de EPS de Pseudomonas aeruginosa

Cepa silvestre Cepa mutante

SEM

TEM

A) Las cepas silvestres producen arquitectura tipica con una matriz sélida.

B) Las cepas mutantes, deficientes en la sintesis de EPS, son incapaces de construir una
matriz solida y mantener la arquitectura tipica del biofilm.

Danese et al. (2000) demostraron que en E. coli el acido colanico, su principal
EPS, permite el desarrollo arquitectonico de su biofilm. Watnick y Kolter (2000), em-
pleando una mutante de V. cholerae, incapaz de sintetizar EPS, encontraron que
la cepa, no es competente para producir la arquitectura tipica del biofilm. Con ello,
concluyeron que los EPS estabilizan las interacciones con la superficie bacteriana,
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contribuyendo a la formacién de la estructura caracteristica del biofilm;?% 116 13 mas
aun, los EPS pueden desempenfar funciones distintas en comunidades microbianas
similares, bajo condiciones ambientales diferentes.5® 132

Es por esto que, ademas de considerarse como componentes estructurales prin-
cipales de la matriz, los EPS también desempefan un papel importante en el proceso
de desarrollo, debido a que pueden interactuar entre si 0 con moléculas heterogéneas,
a menudo cationes multivalentes, para producir geles. También interactuan con protei-
nas y glicoproteinas, tanto en su estado de solutos como una vez unidos a la superficie
de células bacterianas. Estas interacciones afectan la estructura general y las propie-
dades de la matriz.60 69 132, 134

SHeM Liberacion de formas sésiles

La complejidad global del biofilm y su densidad, se incrementan con la multiplicacion
activa de los organismos adheridos, el potencial de crecimiento esta limitado por la
disponibilidad y perfusién de nutrientes, ya que existe un flujo hidrodinamico 6ptimo
que, en lugar de erosionar las capas mas externas, favorece el crecimiento bacteriano.
Otros factores de control interno son: pH, perfusién de oxigeno, fuentes de carbono y
osmolaridad.3" %3. 104. 113

En cierto punto, se alcanza el equilibrio dinamico y se alcanza una masa celular
critica. En este momento, las bacterias en la profundidad del biofilm entran en estado
quiescente (reposo) o mueren, a consecuencia de los siguientes factores: falta de nu-
trientes, perfusion inadecuada, disminucion de pH, pO,, o acumulacion de alteraciones
metabdlicas por subproductos téxicos. Mientras lo anterior ocurre, en las capas mas
externas, las sefiales moleculares del Qs inician el patrén de desprendimiento progra-
mado, indicando a la bacteria que se libere del biofilm y regrese al estadio plancténico.
Las bacterias disgregadas pueden colonizar nuevas superficies, cerrando asi el proce-
so de formacién del biofilm.3 18.25.31. 41,51, 91, 98, 149
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Sl Diferencias Basicas entre Formas Sésiles
y Formas Plancténicas

Una vez maduro el biofilm, genera alteraciones en los patrones de crecimiento bacte-
riano, de cooperacion fisioldgica y de eficiencia metabdlica, proporcionando una forma
de coordinacion comunal funcional.®' 6998

Las bacterias que se encuentran en un biofilm, muestran diferencias fenotipicas
con respecto a las bacterias planctonicas, asi como distintos patrones de expresion
génica.™ °" % Por ejemplo, existe represion de genes relacionados con estructuras
flagelares y pili.

Svensater et al. (2001) afirmaron que ciertas enzimas glicoliticas involucradas en
el metabolismo energético vy la sintesis de acidos, se encuentran reprimidas en los
biofilms; en contraste, las proteinas necesarias para los procesos biosintéticos (sin-
tesis y plegamiento de proteinas) y el desarrollo bacteriano presentan una expresion
aumentada. 33w



Capitulo

6

(.FORMAR BIOFILMS
c OnFleRe Bene FIcIOS?

Existen especulaciones sobre las ventajas que para la bacteria, tiene la vida en biofilm
frente a la vida plancténica. A pesar de las dificultades que representan tratar de com-
probar estas especulaciones en forma experimental, la siguiente seccién describire
algunas razones del porqué los microorganismos forman biofilms (Fig. 6).

FIGURA 6: Ventajas que confiere la vida en biofilms frente a la vida plancténica

Proteccion Habitat favorable

Decidido, seré un biofilm

Cooperatividad

- Célula planctonica
metabdlica P

Las principales “motivaciones” para la formacion de biofilms en un proceso infeccioso:
proteccidon contra presiones ambientales, disposicion de nutrientes y cooperatividad me-

tabdlica.

y
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A Proteccion contra Presiones Ambientales

Cuando residen dentro del biofilm, las bacterias experimentan cierto grado de resguar-
do y homeostasis. Como se mencion6 con anterioridad, uno de los componentes clave
de este micronicho, es la matriz.

En la naturaleza, las células bacterianas tienen que adaptarse rapidamente a va-
riaciones en el medio circundante. Sin embargo, Stoodley et al. (2000) sugieren que
para las bacterias que residen en un biofilm esto no es necesario, puesto que la matriz
proporciona un amortiguador contra los cambios en el medio.™ 1%

La matriz de EPS tiene potencial para impedir fisicamente el acceso de ciertos
agentes antimicrobianos al biofilm, actuando como intercambiador de iones. El efecto
parece mas pronunciado con antibiéticos hidrofilicos y cargados positivamente tales
como los aminoglucésidos.3% 37:47.61. 79,116,133

6.1.1 Proteccion contra Antibidticos / Resistencia

En medicina es importante la actividad de los biofilms, debido a que las infecciones
asociadas a ellos normalmente no son eliminadas y producen episodios recurrentes.
Una de las principales razones, como se menciond con anterioridad, es el hecho de

que al interior del biofilm las bacterias son mil veces mas resistentes a los antibioti-
COS.35’ 47, 60, 61, 69, 116, 133, 9w

El concepto convencional de proteccion contra antibidticos se enfoca a la adqui-
sicion de mecanismos de resistencia frente a agentes antimicrobianos, los cuales son
mediados por mutaciones o adquisicién de genes via intercambio genético, y general-
mente son irreversibles. Estos mecanismos promueven la inactivacion enzimatica del
antibiético (f-lactamasas), la disminucién de su concentracion al interior de la bacteria
(sistemas de expulsion activa), o bien, provocan modificaciones en los blancos mole-
culares sobre los que actuan los antibiéticos (por ejemplo, la resistencia a vancomicina
en enterococos).%’: 116. 123

El grado de resistencia alcanzado en infecciones asociadas a biofilms no puede
ser explicado unicamente por los mecanismos de resistencia presentes en las formas
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plancténicas. Mas aun, se ha demostrado que las bacterias desarrolladas en el biofilm
son capaces de recuperar la sensibilidad original de la cepa bacteriana una vez que se
han dispersado o extraido del biofilm. Ello implica que, en estas estructuras, el grado
de proteccion contra antimicrobianos no se debe esencialmente a mecanismos codi-
ficados genéticamente ni a la seleccion de mutantes resistentes presentes en subpo-
blaCioneS.35’ 37,60, 61, 133

Considerando lo anterior, la razon por la cual al interior del biofilm existe protec-
cion contra antibiéticos, alude a una resistencia multifactorial, que varia de una espe-
cie a otra y radica fundamentalmente a las caracteristicas estructurales y fisiol6gicas
del propio biofilm.3 116. 149

Agunos de los mecanismos de proteccion contra antimicrobianos relacionados
con la formacién de biofilms (Cuadro 2, ver paginas 46 y 47), incluyen:

(i) Reduccion de la penetracion o difusion de los agentes antimicrobianos.

Diferentes estudios han comprobado que todos los antibi6ticos estudiados son capa-
ces de difundir a través de la matriz y penetrar hasta el interior del biofilm, alcanzando
en pocas horas concentraciones bactericidas para formas planctonicas. No obstante,
los EPS se comportan como una barrera fisica para estas moléculas, modificando su
transporte al interior. En biofilms de P. aeruginosa, se ha demostrado que las fluoro-
quinolonas penetran rapidamente y los aminoglucésidos lentamente.® 0. 73. 98,108

Por otra parte, los EPS son generalmente anionicos y pueden reaccionar o adsor-
ber antibidticos cargados positivamente tales como los aminoglucoésidos, restringiendo
su permeabilidad.?* %

(i) Tasa metabdlica de crecimiento diferenciado.

En el biofilm, las bacterias se encuentran bajo un gradiente de nutrientes, generando
zonas diferenciadas de actividad metabdlica: células metabdlicamente activas en la
capa superficial del biofilm y células metabdlicamente inactivas al interior. Estas zonas
corresponden a diferentes zonas de sensibilidad antibidtica; la transicidén de la fase ex-
ponencial a la fase estacionaria se ve acompanada por un aumento de la resistencia.
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La mayoria de los antibioticos son activos sobre células en crecimiento, asi que
las células situadas en la profundidad del biofilm podrian estar protegidas de la accion
toxica de estas sustancias.>” ¢ 14° Por ejemplo, la penicilina y ampicilina sélo actdan
contra células en crecimiento y su accioén es directamente proporcional a la activi-
dad metabdlica. Antibidticos tales como las cefalosporinas, los aminoglucosidos y las
fluoroquinolonas tienen, accion sobre células en fase estacionaria, pero resultan mas
activos en células en division. s 53.60.98

(iii) Efecto del microambiente del biofilm sobre la actividad antimicrobiana.

Se ha comprobado in vitro que el microambiente al interior del biofilm, en donde las
condiciones acido-basicas y aerdbicas-anaerobicas pueden variar, afecta también la
accion de antimicrobianos. 6 149

Las presiones relativamente altas de CO, suelen comprometer la actividad de los
aminoglucosidos, macrolidos y tetraciclinas. Field et al. (2005) demostraron que las
concentraciones de oxigeno pueden reducir la sensibilidad a tobramicina en biofilms
formados por P. aeruginosa.

La naturaleza polianiénica del EPS de alginato producido por P. aeruginosa, ge-
neran zonas en el biofilm en donde es posible concentrar cationes divalentes, lo que
causa alteraciones en la actividad de antimicrobianos como aminoglucésidos vy tetra-
ciclinas.> 7479

(iv) Sistemas de deteccion de antibidticos via Qs, respuesta al estrés e interruptores
genéticos, que convierten a las formas planctonicas susceptibles en formas resis-
tentes a antibidticos.

La deteccion via Qs de antibidticos, provoca la activacion de respuestas al estrés; en
consecuencia, se promueve la activacion de interruptores genéticos. Estos eventos
desencadenan cambios en la fisiologia de las bacterias y la aparicion de fenotipos
especificos en los biofilms que neutralizan mediante mecanismos de resistencia, los
efectos de los antibidticos.

La transcripcion de genes también provoca la expresién de enzimas especificas
con capacidad de hidrolizar al antibiético en cuestion.’ Por ejemplo, en los biofilms
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de P. aeruginosa, como reaccion al estrés provocado por la presencia de imipenem y
piperacilina, se activa la expresion de -galactosidasa.

De igual forma, al entrar en contacto con concentraciones de antibidtico, ocurre un
aumento en la actividad de multiples bombas de eflujo, de lo cual se tienen registros en
biofilms de E. coli ante la presencia de cloranfenicol.® 760,72, 113

(v) Neutralizacion de antibiéticos por productos bacterianos.

Aunque en principio la resistencia a antibiéticos en los biofilms parecia independiente
a los mecanismos expresados por bacterias plancténicas,#® 3 '8 evidencias recientes
confirman la posibilidad de que los mecanismos convencionales de resistencia también
se expresen en biofilms, contribuyendo a la superviviencia del mismo. Por ejemplo, se
ha demostrado en biofilms de P. aeruginosa, tras tratamiento prolongado con betalac-
tamicos, que se activa el gen de la f-lactamasa cromosémica, lo cual contribuye a la
persistencia de diversas infecciones.® '16

CUADRO 2: Actividad modificada de los antimicrobianos por presencia de biofilms

animicrobianos

Vancomicina
Teicoplanina

Atributos y Especies Principales agentes Referencia*
Mecanismos? bacterianas antimicrobianos

estudiadas afectados
Impermeabilidad del P. aeruginosa Aminoglucésidos Castrillon et al., 2010
biofilm a los agentes S. epidermidis Betalactémicos Jeff, 2009

Vazquez et al., 2009
Rodriguez et al., 2007
Morales, 2007

Bdi-Ali et al., 2006
Nazar, 20004

Post et al., 2004
Herrera, 2004

Lewis, 2001

Mah et al., 20001

Alteracion de la tasa
de crecimiento

P. aeruginosa
E. coli
S. epidermidis

Betalactamicos
Ciprofloxacino
Tobramicina
Pipericina

Castrillén et al., 2010
Véazquez et al., 2009
Rodriguez et al., 2007
Huitrén et al., 2007
Morales, 2007

Donlan et al., 2002
Tanaka et al., 1999
Costerton et al., 1999
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Afectacion del
microambiente del
biofilm a la actividad
antibacteriana

E. coli
P. aeruginosa

Aminoglucdsidos
Macrolidos
Tetraciclinas
Azitromicina
Betalactamicos
Tobramicina

Castrillén et al., 2010
Vazquez et al., 2009
Jeff, 2009

Huitrén, 2007
Lindsay et al., 2006
Serrano et al., 2005
Field et al., 2005
Gillis et al., 2005
Rivera et al., 2005
Herrera, 2004

Mah et al., 2003
Danese et al., 2000
Bagge et al., 2000
Lee et al., 2000

Xu et al., 2000

Transferencia
horizontal de
elementos génicos

Enterobacteriaceae
L. lactis

Betalactamicos
Aminoglucésidos

Reisner et al., 2006
Luo et al., 2005
Fux et al., 2005
Herrera, 2004
Parsek et al., 2003

Deteccion de
antibioticos via Qs

P. aeruginosa
E. coli

Aminoglucdsidos
Cloranfenicol
Inhibidores del Qs

Castrillén et al., 2010
Jeff, 2009

Rivera et al. 2005
Bjarnsholt et al., 2005
Donlan et. al, 2002
Lee et. al, 2000
Singh et al., 2000

Activacion de genes
de resistencia via Qs

P. aeruginosa

Betalactamicos

Jeff, 2009

Vazquez et al., 2009
Rodriguez et al., 2007
Camara, 2007

Fux et al., 2005

Colén et al., 2003

*Referencias recuperadas segun publicaciones mas relevantes entre 1999 y 2010.

?De la matriz del biofilm o de la bacteria.

6.1.2 Proteccion contra el Sistema Inmune

El sistema inmune del ser humano puede ser muy simple o extraordinariamente com-
plejo ya que, desde el sistema inmune innato hasta el sistema inmune adaptativo,
cuentan con medios fisicos, quimicos y celulares para defender al organismo contra

agentes patogenos.
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En la parte celular, los neutrofilos pueden fagocitar bacterias de modo inespeci-
fico, los linfocitos B de forma especifica y los macréfagos de ambas. En el primer caso,
el fagocito simplemente ingiere la bacteria tras tener contacto con ella, si la bacteria
no presenta envoltura extracelular sera fagocitada sin dificultad. Esta defensa inespe-
cifica en contra del patégeno se facilita por barreras fisicas, la accion del sistema del
complemento y una serie de proteinas sanguineas pero, en general, es s6lo un meca-
nismo de respuesta primaria: sistema inmune innato.?5 o 11w

Para que la respuesta inmune genere una memoria inmunoldgica activa de larga
duracion, debe estar mediada por la activacion de linfocitos T y B: respuesta inmune
adaptativa.

Fagocitada y digerida (protedlisis) la bacteria, las CPA cargan su MHCII con pép-
tidos antigénicos, al reconocer el TCR del linfocito T el complejo MHCIl/antigeno se
promueve la activacion. La activacion del linfocito B puede mediarse por linfocitos
T CD4+ (activacion T-dependiente) o por macréfagos a través de la presentacién anti-
geénica al BCR del linfocito B (activacion T-independiente).

La activacion de linfocitos B es una combinacion de su proliferacion y diferen-
ciacion terminal en células plasmaticas productoras de anticuerpos, dirigidos funda-
mentalmente contra antigenos superficiales. Los anticuerpos circulantes encontraran
componentes especificos de bacterias individualizadas y se uniran a ellos, esta union
produce un cambio en el anticuerpo que, por un lado activa al complemento, y por el
otro, facilita la union de fagocitos; la eliminacion de bacterias opsonizadas se produce
en forma rapida y efectiva (Fig. 7A).16. 394453, 2w. 7w. 11w

En cuanto a los aspectos quimicos, los fagocitos secretan agentes oxidantes ta-
les como los radicales superoxido y diversas enzimas independientes de oxigeno; por
ejemplo, lisozimas y lactoferrinas.'s: 39 60

Algunas de las defensas del sistema inmune innato son letales contra las formas
plancténicas, manteniendo sano al hospedero sin depender del sistema inmune adap-
tativo. Sin embargo, aunque las bacterias formadoras de biofilms tienen interaccio-
nes complejas con componentes del sistema inmune innato: leucocitos (granulocitos,
serie monolito-macréfago), sistema del complemento, membranas mucosas, agentes
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quelantes, etc.; en cuanto logran evadirlos y generar el biofilm son capaces de resistir

La subsistencia de los microorganismos del biofilm ante el sistema inmune, ocurre
por medio de diferentes mecanismos de evasion y resistencia (los cuales no son ex-
cluyentes entre si). A continuacién se describen dichos mecanismos:

« Adherencia irreversible a la superficie.

Una vez alcanzada la etapa de adherencia secundaria, los recursos fisico-quimi-
cos del sistema inmune innato resultan inefectivos. La adherencia es irreversible por lo
cual los movimientos propios del tejido colonizado (ejemplo, movimientos peristalticos
en estdmago e intestinos, la tos en pulmones, etc.) y los productos bioquimicos excre-
tados por las células del hospedero (moco, saliva, etc.) son incapaces de erosionar
y eliminar efectivamente la monocapa inicial. En el mismo sentido la matriz, evita la
eliminacion del biofilm por estos medios.5% 63 65. 142

+ Disminucion de la capacidad para opsonizar y fagocitar al biofilm y las bacterias
que residen en é|.50 9. 108

La mayoria de las bacterias en estado plancténico son facilmente opsonizadas y
fagocitadas.

Caso a) Para opsonizar un biofilm, mas alla de producir anticuerpos IgG contra compo-
nentes de la pared bacteriana, se requiere sintetizar principalmente 1IgG contra com-
ponentes de la matriz;'- " ain mas, al interior del biofilm las determinantes antigénicas
bacterianas se encuentran ocultas por la matriz (Fig. 7B). En ambas circunstancias, el
patdgeno no es reconocido o se dificulta su reconocimiento por los anticuerpos circun-
dantes y los receptores de linfocitos B y T, evitando sean objeto de la fagocitosis y la
lisis por citotoxicidad especificamente.®

Caso b) A causa de la naturaleza de la matriz cualquier proteina de alto peso molecu-
lar se “hundira” en esta gruesa capa gelatinosa. En el caso de las inmunoglobulinas
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(Ig), al hundirse, su fraccion Fc no queda expuesta a sus receptores en la superficie de
macrofagos, impidiendo la fagocitosis y subsecuente presentacion antigénica a linfoci-
tos T cooperadores's & 1" (Figs. 7B-D y 7C-D).

FIGURA 7: Proteccion contra el sistema inmune®®

A
B
C
D Células
muertas
Antibidtico Anticuerpo  Célula Célula Enzimas
planctonica sésil fagociticas

(A) Respuesta de fagocitos a una infeccion, las células fagociticas, anticuerpos y antibio-
ticos son capaces de actuar frente a células plancténicas del biofilm (B-D) La formacion
de biofilm impide que los fagocitos, anticuerpos y antibioticos accedan a las bacterias en
su interior. (C-D) Los biofilms son reconocidos como agentes patdégenos por los fagocitos,
induciendo la liberaciéon de enzimas y otros compuestos toxicos, causando la muerte de
células sanas

———
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Caso ¢) La presencia del biofilm activa la respuesta inmune del tipo celular; sin embar-
go, sus dimensiones evitan que pueda ser fagocitado. La liberacion de enzimas y otros
factores por los fagocitos pueden producir dafios en el tejido circundante al biofilm (Fig.
7D), favoreciendo el desarrollo del mismo.?": 53 98 11w

» Penetracién limitada de leucocitos y sus productos al interior del biofilm.

La composicién quimica y propiedades fisicas (especialmente el tamafo) de leu-
cocitos y sus productos, combinados con la naturaleza de la matriz y el tamafio de los
espacios intersticiales en la estructura tridimensional del biofilm, dificultan la penetra-
cion de éstos al interior del mismo; inclusive, se dice que la difusion hasta las profun-
didades del biofilm es practicamente nula.®® %3

La penetracion completa de los productos secretados por leucocitos también se
dificulta por la sintesis de enzimas catalicias al interior del biofilm; por ejemplo, la cata-
lasa bacteriana impide la penetracion total del peroxido de hidrogeno .8

Disponibilidad de Nutrientes
y Cooperacion Metabdlica

En lo que respecta a la disponibilidad de nutrientes, la mayoria de los polimeros que
constituyen la matriz son anionicos y por ende capaces de enlazarse a cationes, per-
mitiendo que actue como reserva de carbono y energia, lo que supone una fuente
alterna de nutrientes esenciales. %13

Por otra parte, los canales de agua funcionan como un sistema circulatorio pri-
mitivo al proporcionar, a través de la fase acuosa, un medio eficaz de intercambio de
nutrientes y metabolitos, mejorando asi su disponibilidad y la eliminacion de productos
téXiCOS.ZS’ 52, 54,70, 100

En términos de temporalidad, los biofilms proporcionan un entorno ideal para el
establecimiento de relaciones sintropicas, una forma de simbiosis donde dos tipos de
bacterias metabdlicamente diferentes dependen mutuamente del sustrato sintetizado
por la otra.'s 102 9w
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En biofilms mixtos las cohortes de colonias son resultado de la asociacion entre
bacterias metabdlicamente cooperativas, ya que su proximidad facilita tanto el inter-
cambio de sustratos intraespecies como la distribucion o la eliminacién de productos
metabolicos.?5 57 104149 Por ejemplo, las bacterias generalmnte son incapaces de uti-
lizar los EPS que sintetizan; sin embargo, las diferentes especies que componen el
biofilm pueden degradar y emplear los EPS sintetizados por sus vecinas.?: '3

Adquisicion de Nuevos Rasgos Genéticos

Estudios realizados por Hausner et al. (1999) y Christensen et al. (2000), demostraron
muestran que desde la década de los 90, la ocurrencia de conjugacién bacteriana en
el interior de biofilms.

Los biofilms son ambientes ideales para la transferencia génica horizontal de plas-
midos o fagos, a través de mecanismos de transformacion tales como la conjugacion y
la transduccion; debido a que, la arquitectura del biofilm promueve la estabilidad fisica
de los microorganismos al tiempo que la elevada biomasa celular bacteriana redunda
en una alta concentracion local de ADN extracelular. 2535 9. 104

Debido a que los plasmidos pueden codificar resistencia a multiples antimicrobia-
nos, la asociacion con biofilms proporciona dos mecanismos que sinérgicamente se
pueden seleccionar, incrementando la resistencia bacteriana a los antibiéticos.®® %

Los estudios recientes muestran un incremento en la tasa de transferencia génica
horizontal entre bacterias desarrollandose en biofilms, lo que sugiere que la redistribu-
cion de genes entre éstas es un proceso continuo con importantes consecuencias en
su adaptacion evolutiva.5® 102120

Por otro lado, se ha planteado que cepas portadoras de plasmidos “promotores del
desarrollo en forma de biofilms” transfieren éstos a bacterias receptoras, promoviendo
la formacion de biofilms; por ejemplo, sin plasmidos asociados estos microorganismos
producen unicamente microcolonias de escaso desarrollo.
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La mortalidad por infecciones a nivel mundial representa una carga importante para
los ministerios de salud. Durante el 2008, en los Estados Unidos se registraron 1.7
millones de casos asociados a procesos infecciones, de los cuales 99,000 resultaron
en fallecimientos. El mismo ano, en la Union Europea se presentaron 3 millones de
casos, de éstos el 32% fueron debidos a IVU, el 15% por neumonias y el 14% fueron
septicemias; de éstos, 50,000 fallecieron. En México no existen datos que permitan
conocer estas cifras. s 16:93. 9,113

Se estima que aproximadamente el 65% de las infecciones bacterianas en huma-
nos son causadas por biofilms, existen indicadores de que el 60% de las infecciones
nosocomiales se deben a ellos, principalmente las relacionadas con contaminacién de
dispositivos e implantes médicos. s 9 110 113,120

Considerando las estimaciones reportadas por la unidn americana respec-
to a los costos clinicos generados por infecciones y sus complicaciones, entre
$17,000 - $32,000 dolares anuales,* 5% %2 se deduce que para el pais, tanto la pérdi-
da humana como la carga economica viculada a infecciones asociadas a biofilms es

)

abrumadora.
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Bajo este panorama, se argumenta en favor de considerar las enfermedades re-
lacionadas a biofilms como un asunto que merece la atencién de las autoridades de
salud a nivel mundial y nacional. Por lo tanto, el aporte de informacién sobre biofilms y
la busqueda de métodos de control disminuiran su su impacto en el ambito de la salud,
y en consecuencia la carga economica vinculada a ello.

/AW Infecciones Asociadas a Biofilms Bacterianos

La diversidad en las interacciones bacteria-hospedero es notable, estas interacciones
mutualistas van desde relaciones simbidticas que benefician a ambas partes, hasta infec-
ciones agudas en las que los agentes patégenos matan rapidamente al hospedero (Fig.
8). Por ejemplo, mas de la mitad de las enfermedades infecciosas estan relacionadas con
especies bacterianas originalmente comensales en el cuerpo humano, o bien, son comu-
nes en nuestros ambientes; tales como la bacteria de la piel Staphylococcus epidermidis
y la bacteria de ecosistemas acuaticos Pseudomonas aeruginosa, las cuales pueden
causar infecciones crénicas devastadoras en hospederos inmunocomprometidos.™

Las especies bacterianas causantes de infecciones agudas (como Streptococcus
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, S. epidermidis y
Escherichia coli), también pueden producir infecciones del tipo crénicas.'? ¢ Una in-
feccion cronica es resultado de conjugar la moderacién de la virulencia bacteriana con
la limitacién del proceso infeccioso mediante la accién del sistema inmune.

La formacion de biofilms puede ser la raiz de muchas infecciones bacterianas
persistentes y cronicas (Cuadro 3). Por un lado, la disminucion de invasividad es una
combinacion de varios factores que ocurren durante las distintas fases de formacion
del biofilm, incluyendo la menor o nula expresioén de determinantes de invasividad y de
motilidad.'®? Mientras que, al desarrollarse como biofilms, por los mecanismos ya men-
cionados, las bacterias se adaptan a su medio y son menos perceptibles al sistema
inmune; en resumen, mas persistentes.3% 53 57,104

El estudio de tejidos provenientes de pacientes con infecciones cronicas (no relaciona-
das a implantes) comprobd la presencia de biofiims, tanto de una sola especie como mix-
tos, permitiendo su asociacion al desarrollo y persistencia de estas infecciones.?: 35357, 104
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FIGURA 8: Interacciones Bacteria-Hospedero®”
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CUADRO 3: Algunas infecciones humanas asociadas a biofilms bacterianos

Enfermedad-Infeccioén Microorganismo responsable Referencia*
Fibrosis quistica Pseudomonas aeruginosa, Moscoso et al., 2009
Neumonia A. fumigatus, H. influenzae Murphy et al., 2009
Davies et al., 2009
Jeff, 2009
Psaltis, 2008

Moreau et al., 2008
Moscoso et al., 2006
Herrera, 2004
Drago, 2004

Post et al., 2004
Jass et al., 2003
Parsek, 2003
Hoiby, 2002
Lyczak, 2002

Rao et al., 1999
Biltén et al., 1995

Otitis media S. pneumoniae, H. influenzae, Barkai et al., 2009
M. catarrhalis, S. aureus, Murphy et al., 2009
S. epidermidis, P. aeruginosa Buchinsky et al., 2007

Bakaletz et al., 2007
Post et al., 2007
Lasa et al., 2005
Rao et al., 1999

Periodontitis Streptococcus sp., Fusobacterium sp., Huitrén, 2007

Caries dental Lactobacillus sp., Bacteroides sp., Offenbacher et al., 2007

Gingivitis Haemophilus sp., Porphyromonas sp., Selwitz et al., 2007
Peptostreptococcus sp., Bryers et al., 2006
Bacterias anaerobias Gram— Thomas et al., 2006

Herrera, 2004

Prostatitis E. coli, Klebsiella, Proteus, Faleiro, 2010
P. aeruginosa, Serratia, E. faecalis. Bartoletti, 2009
Bacterias gramnegativas Lasa et al., 2005

Rivera et al.,, 2005
Parsek, 2003
Endocarditis valvular S. epidermidis, S. aureus, Candida sp., Lasa et al., 2005
Streptococcus sp. Rivera et al.,, 2005
Parsek et al., 2003
Donlan et al., 2002
Fascitis necrotizante Estreptococos del grupo A Presterl et al., 2005
Osteomielitis S. aureus, P. aeruginosa Brady, 2008
Wagner, 2005
Kandemir, 2005

Infecciones nosocomiales| S. epidermidis, S. aureus, Nazar, 2007
Candida albicans, Cerca et al., 2006
A. israelii, P. aeruginosa, Lasa et al., 2005
E. faecalis, K. pneumoniae Parsek et al., 2003

Donlan et al., 2001
*Referencias recuperadas segun publicaciones mas relevantes entre 1999 y 2010.
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Las infecciones asociadas a biofilms comparten caracteristicas clinicas; a conti-
nuacion se proponen los siguientes criterios para definir las infecciones causadas por
biofilms (aunque existen objeciones, estos criterios abarcan las caracteristicas gene-
rales): (a) Colonizacion de tejido dafiado, cuerpo extrafio o biomaterial por bacterias
formadoras de biofilm; (b) Evidencia de desarrollo de biofilms, en el examen directo
del tejido infectado se observan bacterias en microcolonias alojadas en una matriz;
(c) Infeccion confinada a una localizacién determinada, la diseminacidén ocurre como
fendmeno secundario; (d) Manifestacion tardia de la sintomatologia, a causa del lento
crecimiento del biofilm; (e) La infeccion es dificil o imposible de erradicar con antibioti-
cos a pesar de que las bacterias responsables son susceptibles en el estado plancto-

nico_19, 69, 102

Biofilms y Patogénesis: Algunas Entidades Clinicas

Entre las enfermedades en que se ha establecido una asociacion directa con el desa-
rrollo de biofilms se encuentran: la Caries dental, la Periodontitis, la Otitis Media Créni-
ca, las infecciones del tracto biliar, la Osteomielitis, la Endocarditis de valvulas nativas
y la Prostatitis.™ 196916 A continuacién se describen en términos generales algunas de
estas enfermedades:

> CARIES DENTAL Y PERIODONTITIS

En la cavidad bucal, la temperatura, humedad, nutrientes y requerimientos de oxigeno
son favorables para el crecimiento bacteriano. Las bacterias localizadas en la saliva
pueden considerarse bacterias planctonicas, mientras las encontradas en la superficie
dura de los dientes y en los espacios interdentarios son bacterias sésiles con capaci-
dad de forman biofilms. Estos biofilms son el componente principal de la placa dento-
bacteriana, el agente etiolégico de caries y enfermedades periodontales.% 123 149

En la primera etapa del desarrollo, el biofilm dental contiene una gran cantidad
de bacterias Gram+ con poca capacidad de formar acidos organicos y EPS; poste-
riormente, en las capas mas profundas a causa de las condiciones anaerdbicas pre-
dominan las bacterias Gram—, en este momento el biofilm adquiere capacidad ca-
riogénica: conforme madura el biofilm las bacterias heterogéneas que lo conforman
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sintetizan exoproductos acidos, estos provocan desmineralizacion de la pieza dental,

facilitando la destruccion del tejido que compone y/o rodea a la pieza, y se genera la
Caries_28, 51,107, 123, 153, 5w

El dafio al tejido también provoca la Periodontitis cronica, inflamacion del tejido
de las encias que eventualmente conduce a la pérdida de dientes. La principal bac-
teria asociada a la Periodontitis es Porphyromonas gingivalis, la cual construye bio-
films por coagregacion con colonizadores primarios de la superficie dental tales como
Streptococcus gordonii y Streptococcus sanguis. Estas bacterias, ademas de formar
biofilms, tienen capacidad para alterar el flujo de calcio en las células de la mucosa
epitelial y liberar toxinas potenciando el dano al tejido.?% 102 113

> ENDOCARDITIS

La Endocarditis se produce cuando bacterias desde la orofaringe, el tracto gastrointes-
tinal o el tracto genitourinario entran hasta el torrente sanguineo y alcanzan el tejido
dafado de las valvulas mitral, aorta, tricispide o pulmonar. Las células endoteliales
dafadas secretan fibronectina, la cual es utilizada como receptor por adhesinas bacte-
rianas, las bacterias se multiplican en la lesién y forman un biofilm, acentuando el dafio
y llegando a provocar embolias sépticas.? 15 69 83, 154, Sw

Las bacterias formadoras de biofim asociados a Endocarditis son principalmente
Streptococcus sanguis, Streptococcus mutans y Staphylococcus aureus. 02 106,113

Como en la mayoria de los casos de infecciones relacionadas a biofilms, una vez
establecido el biofilm y existe evidencia clinica, los tratamientos antimicrobianos resul-
tan poco efectivos.

> PROSTATITIS

La glandula prostatica puede infectarse por bacterias que ascienden desde la uretra
o por reflujo de orina contaminada. Las bacterias mas comunes son Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae y Proteus sp.> 8 10.14.52

La congestion de la glandula permite el facil desarrollo del biofilm, su presencia
activa la respuesta inmune y provoca la inflamacion. Si la infeccion no se trata en sus
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inicios las bacterias persistiran adheridas al epitelio en forma de biofilms, originando la
Prostatitis Cronica.35 69 102

La aparicion de sintomas es gradual, los pacientes pueden ser asintomaticos en-
tre los episodios o tener sintomas leves todo el tiempo, éstos abarcan hematuria, vaci-
lacién y retencion urinaria, febricula, incontinencia y disuria.®®

El tratamiento incluye una combinacion de medicamentos, cirugia y cambios en el
estilo de vida. Se trata con un ciclo prolongado de antibiéticos (6-12 semanas o mas),
con mayor frecuencia son trimetoprim-sulfametoxazol y ciprofloxacina; sin embargo, la
mayoria de antibiéticos no penetran bien el tejido prostatico, continuando la infeccion e
inclusive se forman pequefios célculos compuestos por biofilm bacterianos.'® 4. 28.29. 36

> OSTEOMELITIS

Los traumatismos, la colocacién de dispositivos e implantes médicos y las enfermeda-
des de inmunodeficiencia son factores predisponentes para la colonizacién de tejidos
blandos. En un medio tan favorable las bacterias pueden formar biofilms, la presencia
de éste activa la respuesta inmune contribuyendo a la inflamacion crénica de la médu-
la 6sea y los tejidos adyacentes, al tiempo que provoca desmineralizacidon y necrosis
progresiva del hueso.'0 1415 5w. 6w

Mediante el analisis con MSC de muestras del tejido 6seo de pacientes con osteo-
mielitis crénica se encontraron sefiales de desarrollo de biofilms, detectando formacion
de microcolonias adheridas al tejido y bacterias rodeadas por una densa matriz fibro-
sa, estos desarrollos eran tan nitidos y de tan amplia extension que fue posible visuali-
zar en la superficie del hueso infectado una zona oscurecida definida. Estos hallazgos
implican una asociacién del biofilm con ésta enfermedad."

En conclusion, aunque los avances recientes han permitido comprender las bases
genéticas y moleculares del comportamiento de las comunidades bacterianas, aun es
necesario una gran cantidad de trabajo adicional para establecer un vinculo directo en-
tre los requerimientos para el desarrollo del biofilm y los factores ambientales necesa-
rios para causar la enfermedad; con ello, seria posible encontrar blancos terapéuticos
para el control de las infecciones asociadas a biofilms.2 15 19102
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Infecciones Asociadas a Dispositivos e Implantes
Medicos Contaminados por Bacterias Formadoras
de Biofilms

Mediante SEM se detecto sobre la superficie de implantes y dispositivos empleados en
medicina, la formacion de biofilms. 9 23. 3953, 152

Los biofilms pueden desarrollarse en dispositivos e implantes médicos, tales como
lentes de contacto, catéteres venosos, conectores, tubos endotraqueales, dispositivos
intrauterinos, valvulas cardiacas, marcapasos, catéteres de dialisis, protesis de cade-
ra, protesis de voz, etcétera (Cuadro 4).15 19 60, 98,107,113

CUADRO 4. Bacterias formadoras de biofilms que contaminan implantes®

Implante Bacteria formadora de biofilm

Implantes ortopédicos S. aureus y S. epidermidis

Sistemas de drenaje de liquido cefalorraquideo. | Staphylococcus sp.

Catéteres endovasculares Staphylococcus sp. S. aureus y S. epidermidis

Valvulas mecanicas de corazon

Implantes dentarios Cocos grampositivos acidogénicos
(Streptococcus sp.)

Suturas Staphylococcus sp.

Ventilacion asociada a neumonia Gramnegativos

Catéter venoso central S. epidermidis

Tubos endotraqueales Gran variedad de bacterias y hongos

Catéter urinario E. coli y otros gramnegativos

Lentes de contacto P. aeruginosa y cocos grampositivos

En la mayoria de pacientes que desarrollan infecciones asociadas a dispositivos
e implantes contaminados por biofilms, la tasa de mortalidad es cercana al 70%; con-
siderando que se colocan millones de implantes al afio, cada implante representa una

superficie potencial para la formacion de éstos, y por ende, el desarrollo de infeccio-
nes_10, 106, 113, 140, 152, 154

Las bacterias Gram+ mas frecuentes en estos materiales son Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis y Streptococcus viridans; y las
Gram- son: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis y Pseudomonas
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aeruginosa; dependiendo del implante y la duracion de su uso en el paciente, éstos
pueden formarse por una o multiples especies.5% 116149152

Estos microorganismos provienen del agua, del ambiente, de la piel de los pa-
cientes o de los responsables de su cuidado, este ultimo aspecto es relevante dado
que las bacterias resistentes originadas en el biofilm podrian extenderse de paciente a
paciente a través de las manos del personal sanitario.'s 2 6

Cuando un implante se contamina varios factores influyen en el desarrollo de
biofilm sobre su superficie; inicialmente, las bacterias deben permanecer adheridas el
tiempo suficiente para que la adherencia sea irreversible, ésto depende de las caracte-
risticas fisico-quimicas del implante, el flujo de liquido al que esté sometido, el numero
de bacterias adheridas y las defensas del hospedero.' 57 152

Para el caso de catéteres venosos centrales su superficie acaba recubierta de
proteinas del plasma, como la fibronectina, el fibrindbgeno y la laminita, éstas actiuan
como receptores de adhesinas; en las sondas urinarias la fuente de contaminacion
asciende desde la bolsa recolectora hasta el lumen del catéter, en este caso las bac-
terias se unen directamente al material del catéter sin que intervengan las proteinas
del paciente.0 3569

Una vez consolidado, el biofilm actua como un fuenta de infeccion; por ejemplo,
existe evidencia de que los biofilms en valvulas son la causa principal de Endocarditis
en pacientes sometidos a reemplazo de valvula coronaria, ademas, su formacion en
lentes de contacto contribuye al desarrollo de queratitis.?” 3583 102

Por otra parte, la apariciéon de infecciones sistémicas, ineficiencia en la dialisis
debido a trombosis en el catéter, corrosién de metales y formacion de cristales por
bacterias que sintetizan ureasa, son algunas de las principales complicaciones en
infecciones asociadas a contaminacion de implantes por bacterias formadoras de
biofi|ms_106, 152, 140, 155

Actualmente, las estrategias para evitar la contaminacion van desde el uso de
técnicas asépticas durante la implantacion hasta el recubrimiento del lumen interno del
implante con agentes antimicrobianos o anticoagulantes.3>: 69 83.98. 9w
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8

Infecc Ilones del tracto
resp Irator lo asoc ladas a
blof lims bacter Ilanos

el Justificacion

Aunque el tracto respiratorio superior es de facil acceso a patégenos cuenta con una
serie de barreras defensivas para evitar la invasion aguda; no obstante, en lo que res-
pecta a las infecciones cronicas (de oidos, nariz y garganta), éstas son frecuentes y re-
presentan un enorme desafio para el sistema sanitario. Las infeccidn respiratorias de
etiologia bacteriana son responsables de una considerable morbilidad a nivel mundial,
e inclusive, son causa de secuelas discapacitantes.3 87 92,95, 96,100,109, 113, 115, 143, 149, 151, Sw

En este rubro enfatizamos en Haemophilus influenzae no tipificable HiNT,
dada la experiencia con que cuenta el grupo de trabajo al que me he integrado
para la realizacion de esta tesis.

Biofilms por Haemophilus influenzae no Tipificable
Asociables a Infecciones del Tracto Respiratorio

Las cepas de Haemophilus influenzae son genéticamente diversas, cohabitan princi-
palmente como comensales o agentes patégenos de su unico hospedero el hombre,
siendo su nicho ecoldgico el tracto respiratorio humano.54 128138
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Se trata de una bacteria con forma de cocobacilo, aunque muestra un marcado
pleomorfismo, especialmente durante los estadios tardios de su crecimiento in vitro o
cuando se le aisla de pacientes que han recibido antimicrobianos. Se clasifica como
Gram—, no mévil y no esporulada; generalmente el microorganismo es aerobio pero
puede crecer como anaerobio facultativo, ademas presenta requerimientos nutriciona-
les exigentes, siendo autétrofo a factor V y factor X.93 5988, 93,112,142

Por medio de pruebas seroldgicas, la Dra. Margaret Pittman determiné que, en
funcidn de su constituyente polisacaridico Haemophilus influenzae podia presentar
dos variantes fenotipicas, en forma capsulada y no capsulada. Entre las cepas cap-
suladas identificd seis diferentes serotipos basados en las diferencias antigénicas del
polisacarido capsular, a los que designo con las letras a, b, ¢, d, e, y f. Las cepas que
carecen de capsula no pueden tipificarse seroldgicamente, de ahi su denominacién
como Haemophilus influenzae no tipificable.** 45 68 93

En 1883 Robert Koch identific6 a Haemophilus influenzae como bacteria patége-
na, principalmente el serotipo b es el agente etioldgico de la meningitis y la neumonia
bacteriana, la epiglotitis, la septicemia, entre otras. Las enfermedades invasivas cau-
sadas por Hi tipo b practicamente se han erradicado en paises donde el esquema de
vacunacion infantil incluye las vacunas antineumocécica y antiHib.32 42 44,45, 68, 112,129, 130

La reduccion en el estado de portador inducida por vacunas conjugadas es bené-
' u vi [ inmuni uni ;Si ,
fica desde el punto de vista de mecanismos de inmunidad de comunidad; sin embargo

i 5 zami , u [ uim-
debido a fendmenos de desplazamientos, las cepas no capsuladas mantienen su im
portancia como agentes causales de infecciones respiratorias, aumentando la propor-
cion de colonizacién nasofaringea y adquiriendo mayor relevancia como patégenos en
procesos infecciosos cronicos.4 44 84.92,93, 117

La colonizacién nasofaringe por Haemophilus influenzae no tipificable ocurre en
estadios tempranos de la infancia, su transmision ocurre de persona a persona me-
diante gotas de saliva en aerosol."'? Mientras que en las cepas capsuladas se recono-
ce al polisacarido capsular como el principal factor de virulencia, en las cepas de HINT
la virulencia se asocia a la produccién in vivo de biofilm.58 8. 9. 136 Se ha demostrado
gue HINT puede formar biofilms tanto in vitro (Fig. 9) como in vivo.% 89 65 127. 128
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FIGURA 9: Biofilms formados in vitro por HINT®"

Micrografias por SEM de biofilms formados por HINT a las 24 horas de incubacion en
diferentes condiciones.

A-B) Se bafian cubreobjetos estériles en una suspension de caldo BHI e indculo de HiNT:
(A) Conglomerados planos de bacterias embebidas en una matriz extracelular amorfa. (B)
Cada bacteria HINT esta cubierta de una capa viscosa que oculta su superficie.

C-D) Se colocan en agar chocolate los filtros empleados en la filtracion de la suspensién
BHI-HINT: (C) El filtro esta cubierto con una alfombra plana que consiste en HiNT estre-
chamente unidos entre si. (D) Se observan los vacios intersticiales entre los agregados
de bacterias

E-F) Se colocan filtros estériles en placas de agar chocolate y se inoculan con la suspen-
sion BHI-HINT, la parte superficie es expuesta al aire:(E) Se observa desarrollo total de
un biofilm de HINT adherido al filtro. (F) El lado expuesto al aire se cubrié con una fina
capa de matriz extracelular.

Escalasdelabarra: ACEYyF=2u,ByD=1u
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Los biofilms de HINT formados in vitro expresan proteinas de membrana externa
denominadas P2, P5 y P6 que actuan como adhesinas; y lipooligosacaridos (LOS) con
capacidad de incorporar acido sialico o acido N-acetilneuraminico (sialilacion bacteria-
na), estos LOS presentan dos epitopos diferentes.®® ' Mientras los biofilms genera-
dos in vitro bajo condiciones que simulan el entorno natural del hospedero o in vivo en
mamiferos, han mostrado incorporar dentro de la matriz del biofilm glicoformas especi-
ficas de LOS sialilados.™' 38 Estos resultados implican que LOS con capacidad de sia-
lilacion son importantes para la unidn a sialoglicoproteinas presentes en la membrana
de las células mucosas, contribuyendo a la adherencia bacteriana y proporcionando
proteccion contra el sistema inmune por mimetismo con las glicoproteinas del hospe-
dero; ademas, datos recientes indican que la sialilacion bacteriana puede promover la
agregacion bacteriana en forma de microcolonias favoreciendo la formacién in vivo de
blOfIlm por HlNT64 65, 101, 131,136, 138

Otros estudios, demostraron in vivo que al desarrollarse los biofilms de HINT so-
bre el tejido del oido medio de chinchillas, éstos contenian una cantidad considerable
de ADN de doble cadena dispuesto en una malla densa (que entrelazaba finos y grue-
sos filamentos a través de los canales de agua) sugiriendo que, tanto el ADN como
los Pili IV podrian conferir estabilidad estructural al mismo, sirviendo como un puente
intrabacterial .®*

A consecuencia de la capacidad para producir biofilms en el epitelio respiratorio,
HINT puede prolongar su colonizacién y contribuir a la recurrencia de procesos infec-
cioso como: Otitis Media Cronica OMC, Enfermedad Pulmonar Obstructiva Croénica
EPOC, Fibrosis Quistica FQ y Neumonia;5% 63 5. 92. 93,127 también, se ha asociado a
manifestaciones clinicas sistémicas como Meningitis.% %5 131

Las enfermedades se producen cuando HiNT invade las células epiteliales respi-
ratorias, iniciando uno o mas mecanismos proinflamatorios. La transcripcion del pro-
motor Pilus A en HINT juega un papel importante en la patogénesis, y se ha detectado
su presencia y participacion al interior de biofilms formado por HiNT, tanto in vitro como

in vivo, la expresiéon de esta enzima esta relacionada con la adherencia a células epi-

Ademas del Pilus A, en cepas de procedencia clinica se encontré una adhesina
autotransportadora implicada en la adhesion a células hospederas y en la formacién
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de microcolonias, denominada “Hap™?; las variaciones en el gen Hap entre las distin-
tas cepas de HiNT resultan significativas para la formacién in vitro de biofilms.38 112 141

> OTITIS MEDIA CRONICA OMC

La Otitis Media Créonica OMC es una infeccion persistente que afecta al oido medio.
El ascenso de patdgenos desde la colonizacién nasofaringea hasta el interior del oido
medio, es consecuencia de la disfuncion del tubo de Eustaquio provocada por una
previa infeccién viral del tracto respiratorio. En general, estos cuadros se asocian con
dolor, secuelas auditivas y la necesidad de colocacion de dispositivos auriculares e
implantes cocleares.3? 40. 66,69, 98

La OMC se divide en Supurativa y Silenciosa. La primera se define como la per-
sistencia de otitis por mas de 3 meses, caracterizada por perforacion mesotimpanica
con supuracion mucopurulenta abundante; la segunda no presenta ningun sintoma
pero lentamente lleva a secuelas graves y complicaciones por destruccién del conduc-
to auditivo y sus anexos, siendo exclusivamente detectable por TAC y corregible por
técnicas quirurgicas.®? 9 151

Aunque la OMC es causada por un grupo variable de microorganismos

Haemophilus influenzae no tipificable es el principal agente causal, sobretodo en in-
fantes.* 32 50. 52,78, 93, 101

La formacion de biofilms por HINT explica la mayoria de las observaciones clini-
cas, microbioldgicas y epidemiologicas de la OMC, numerosos estudios empleando
modelos experimentales con tejido animal y humano han descrito la asociacion entre
la formacion de biofilms por HiINT y la ocurrencia de OMC.2 4 11.%0.89.102 Por gjemplo,
Murphy y Charmiane en el 2002, demostraron que HIiNT esta presente en forma de
biofilms sobre tejidos del oido medio obtenidos de pacientes con OMC; para corro-
borrar su hallazgo, infectaron chinchillas con HiNT y observaron al extraer los tejidos
desarrollo de biofilms sobre éstos.3? %

La colocacién de implantes puede promover tanto el inicio de la infeccién cronica
(por injerto de implante contaminado) como su permanencia; por ejemplo, una forma
de aliviar la presién sobre la membrana timpanica y aumentar la ventilacion es colocar
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tubos timpanostémicos que atraviesan el timpano y posibilitan la colonizacién, forma-
cion de biofilms y ocurrencia de OMC.3 59 154

El equipo de Hall-Stoodley (2006) estudié muestras de mucosa del oido medio de
nifios y adultos que tras insercién de implante coclear padecian OMC y no respondian
a multiples ciclos de antibidticos. Las muestras se examinaron mediante criterios mor-
folégicos y metodoldgicos (CLSM, marcaje de ARN, FISH e inmunotincidn), encontran-
do evidencias de biofilms bacterianos. En lo que respecta a las evidencias, evaluando
conglomerados de HINT en el interior de una matriz, encontrados en una muestra de
paciente con supuracion, éstos resultaron PCR positiva a Hi. También se detectaron
en dos casos de OMC sin supuraciéon una variedad de morfologias, que iban desde
microcolonias hasta grandes grupos de bacterias; la morfologia de Hi observada en
estos biofilms fue coincidente con cocobacilos, similar a la de los desarrollados
en biofilms in vitro, pero distinta a la forma bacilar observada durante el crecimiento
plancténico.® 5

En conjunto, los resultados anteriores confirman la existencia in vivo de biofilms
de HINT en pacientes con OMC, y apoyan su papel en la patogénesis y cronicidad de
dicha enfermedad.?® °0 5. 6669, 98,154

En cuanto al tratamiento, si bien la otitis media aguda pueden resolverse con tra-
tamiento antibidtico oral, la infeccion crénica por HINT requiere tratamiento parenteral,
siendo los antibidticos la primera opcién.% %

> ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA EPOC

Dentro del término Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica EPOC, se incluyen prin-
cipalmente el Efisema y la Bronquitis cronica.

La EPOC es un transtorno no reversible y progresivo, se caracteriza por la obstruccion
o limitacion cronica en el flujo aéreo pulmonar, a causa de una concentracion excesiva
de fluidos y mucosidad, esta limitacion se asocia a una respuesta inflamatoria anormal
de los pulmones y la via aérea superior.

El desarrollo primario de la EPOC se asocia a la exposicién a particulas nocivas
y humo de tabaco y lefia, estos agentes desencadenan una respuesta inflamatoria
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exagerada provocando lesiones tisulares que predisponen a la facil colonizacién por
bacterias oportunistas, tales como HINT y P. aeruginosa, que a su vez agravan la si-
tuacion del paciente con EPOC." 2" 33,75, 82,101, 115

En 2005 los estudios de Murphy et al., empleando tejido pulmonar de pacientes
con EPOC, evidenciaron la relacion entre el desarrollo de biofilms por HINT vy la pre-
valencia y progresion de la EPOC, al correlacionar in vivo el aumento de expresion
de glutarredoxina (enzima expresada durante la infeccién de vias respiratorias) con
la presencia de biofilm por HINT. Esta enzima se expresé en mayor concentracion
en Haemophilus influenzae desarrollandose en biofilms que en el estado planctonico;
ademas, la sobreexpresion de glutarredoxina ocasiona una respuesta inmune exage-
rada contribuyendo asi al desencadenamiento de las exacerbaciones caracteristicas
de |a EPOC19 39, 94, 101

Continuando con la busqueda de evidencias sobre la formacion de biofilms por HINT
en tejido pulmonar, el grupo de Pang (2008) empleando modelos animales de EPOC
(ratones), al mismo tiempo que demostraron su presencia en el tejido determinaron que
éstos se desarrollaban como comunidades multicelulares.33 1. 95,96, 136

En México, aunque los datos mas recientes (2009) revelan que la EPOC ocupa
el cuarto lugar de muertes entre mujeres y el quinto entre hombres, no se cuenta con
informacion concerniente al papel de HINT en esta entidad clinica. No obstante, los
datos obtenidos por Gémez de Ledn et al., revelan que:

a) Estudiando cepas de HINT obtenidas a partir de individuos sanos mexicanos, se
evidencio la capacidad de produccion de biofilms. Argumentando que esta condi-
cion seguramente facilita la sobrevivencia y permanencia del organismo durante
el estado portador, impidiendo la eliminacion por anticuerpos de las cepas locali-
zadas en el tracto superior en el estado de salud.*®

b) Mediante la experimentacion con cepas provenientes de pacientes con EPOC
se evaluo la habilidad de generar biofilms, lo cual permitié categorizar las cepas
segun su nivel de produccion de biofilms. Cerca del 25% fueron altamente pro-
ductoras, en tanto que casi la mitad fueron moderadamente productoras, siendo el
resto pobremente productoras; inclusive, se encontré un reducido grupo de cepas
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no productoras de biofilm, aproximadamente un 10%. Estos resultados permiten
considerar las variaciones en la capacidad de formacién de biofilm por cepas de
HINT y su posible significancia en cepas aisladas de pacientes con EPOC. El ana-
lisis integral de los estudios en el laboratorio podra ser util para el sector salud de
nuestro pais, desde el punto de vista de la seleccion del tratamiento antimicrobia-
no 6ptimo para pacientes con EPOC.*3 136

Las investigaciones realizadas hasta el momento (tanto a nivel nacional como
internacional), a parte de demostrar la formacion de biofilms de HiNT en pacientes con
EPOC, pueden explicar las variaciones de la respuesta inflamatoria en las diferentes
fases de la EPOC,; siendo la inflamacién mayor durante los episodios de exacerbacion
comparada con la observada en las fases estables de la enfermedad.** % % Lo ante-
rior implica que, en la fase estable, la presencia y actividad del biofilm generan un es-
timulo proinflamatorio constante y la liberacién de agentes neutrofilicos dafia el tejido
circundante, contribuyendo a la destruccion progresiva y obstruccidén de la via aérea
(caracteristicas de esta entidad); al tiempo que el desarrollo de biofilms asegura la
prevalencia del agente infeccioso y con ello el caracter crénico de la EPOC." 7' 10" Por
otro lado, al momento de liberar formas plancténicas se promueve tanto la respuesta
neutrofilica inflamatoria (completa) como de inmunidad especifica, lo cual parece ser
el mecanismo generador de las exacerbaciones recurrentes durante la EPOC.?" 3346

> FIBROSIS QUISTICA FQ

La Fibrosis Quistica FQ es una enfermedad autosdmica recesiva, existe una mutacion
en el gen regulador de la conductancia transmembranal que interviene en la produc-
cion de sudor, jugos gastricos y moco; es un trastorno multisistémico que causa la
formacion y acumulaciéon de moco espeso y pegajoso, afectando fundamentalmente
pulmones, intestinos, pancreas e higado. La dificultad para respirar es el sintoma mas
comun, emergente de infecciones pulmonares crénicas asociadas principalmente a
bacterias formadoras de biofilms.26 95 76. 80. 119,150

En la primera etapa, los pacientes desarrollan infecciones respiratorias intermi-
tentes (similares a la bronquitis) causadas por una variedad de bacterias, incluyendo
S. aureus, Haemophilus influenzae y P. aeruginosa. 60 113 114,126,127, 128, 10w HiNT plancto-
nica infecta comunmente durante la nifiez (en las etapas tempranas de la enfermedad)
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induciendo inflamacion local y dafos a las vias respiratorias, y actuando como puerta
de enlace para la colonizacion por P. aeruginosa.*® 93 118126, 127, 143

Durante el 2006, el equipo de Starner evidencio por primera vez in vivo, mientras
estudiaba muestras de lavado broncoalveolar de pacientes jovenes asintomaticos con
FQ, la presencia de biofilms de HINT en las vias respiratorias inferiores. Para corro-
borar sus observaciones realizaron cultivos a partir de las cepas de estos pacientes,
encontrando también in vitro desarrollo de biofilms por HiNT. Otro criterio para ase-
gurar la formacion de biofilms fue el considerar la formacién de una matriz autoprodu-
cida y no parte del moco epitelial, lo cual fue demostrado cultivando cepas mutantes:
2019wecA (matrix) y 2019siA/B (sialilacion); éstas no desarrollaron matriz, aseguran-
do asi que la matriz del biofilm observado en las muestras de pacientes con FQ es
autoproducida y, por ende, existe un biofilm verdadero. Los resultados globales fueron

morfoldgica y funcionalmente relacionados a la produccién de biofilm por HINT durante
|a FQG 48, 126, 136, 6w

La formacion de biofilms por HINT en sinergia con la respuesta hiperactiva del
hospedero resulta pieza clave en el dafo irreversible de las vias respiratorias. El inicio
de la infeccion crénica es clinicamente significativo ya que coincide con la disminu-
cion de la funcién pulmonar y el aumento en la sintomatologia respiratoria, con el tiem-

po la inflamacién crénica destruye el pulmén y causa insuficiencia respiratoria.® 22 26. %5
60, 76, 102, 113, 114, 119, 126, 127, 128, 10w
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Pers Pectivas
y Pro Puestas

En México, la escasez de informacion referente a biofilms y la ausencia de datos
estadisticos de enfermedades infecciosas han impedido los avances para la mejor
comprension sobre el control y el tratamiento de las enfermedades infecciosas; consi-
derando ésto, el objetivo de la tesis ha sido contribuir al acervo nacional aportando un
documento actualizado y de amplio espectro sobre biofilms y su asociacion a enferme-
dades infecciosas.

Bajo este contexto, se establecen los siguientes criterios como propuestas para la
realizacion de trabajos de investigacion que resulten de utilidad para la prevencion y
control de las enfermedades relacionadas a biofilms:

1. En primera instancia, serian deseables estrategias con enfoques hacia moléculas
que tengan como blanco de accion a las adhesinas. La estrategia viable para la
prevencion y control es el empleo de enzimas y farmacos con actividad catalitica
sobre adhesinas, tanto fimbriales como afimbirales, impidiendo de esta forma los
procesos involucrados en la colonizacion.

2. En otro plano, se propone desarrollar lineas de investigacion orientadas a facilitar
el acceso y la difusion eficiente de agentes del sistema inmune (leucocitos y sus
productos) y farmacos, como métodos de control y tratamiento durante la infec-
cion; entre las alternativas se encuentran:

I. El empleo de moléculas y métodos fisicos (sonicacion, pulsos eléctricos) que
alteren a los EPS de la matriz; de forma tal que, leucocitos y sus productos
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dirigidos contra epitopos de la superficie bacteriana podrian fluir libremente
a través de la matriz y alcanzar las bacterias en las capas mas profundas del
biofilm. De igual forma, farmacos antimicrobianos tendrian acceso libre al
interior del biofilm.

Evaluar el uso de productos quimicos de sintesis que impidan la sintesis de
la matriz en sus componentes polisacaridicos.

3. En otro orden de propuestas, se considera la seleccion de moléculas con activi-
dad anti-Qs que modifiquen o impidan los procesos de sefalizacion que conducen
a la formacion y persistencia del biofilm, las cuales podrian ser:

Farmacos cuyo mecanismo de accion provoque dafios irreparables en el
ADN o ARN bacteriano, con el fin de obstaculizar la sintesis de las moléculas
sefal.

Farmacos que degradacidon quimica o enzimaticamente las moléculas del sis-
tema Qs.

Moléculas antagénicas (completas o parciales) a las moléculas sefal, que im-
pidan o dificulten el enlace entre molécula sefial y receptor bacteriano. Estas
pueden ser analogas de proteinas y péptidos sefalizadores.

4. Con el objetivo de reducir la probabilidad de contaminacién de dispositivos e im-
plantes médicos, se proponen estrategias basadas en su disefio y manejo eficien-

te, tales como:

La fabricacién con materiales que aumenten su resistencia al estrés meca-
nico/quimico y permitan un disefio uniforme para optimizar el efecto de la
esterilizacion.

Profundizar en la investigacién sobre la incorporacion de antibiéticos, con la
finalidad de evitar el riesgo de seleccion de mutantes resistentes.

Impulsar estudios y generar recomendaciones sobre el manejo adecuado de
dispositivos e implantes para evitar la contaminacién durante su implantacién
y manipulacion.
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I\V. Desarrollar metodologias de deteccion rapida de contaminacion (por ejemplo
pruebas colorimétricas) y auxiliares de la esterilizacion (por ejemplo sonica-
cion, pulsos eléctricos, etc.).

5. Una estrategia promisoria es la interferencia bacteriana, que implica cambios en
el medioambiente del biofilm mediante la introduccidn de especies bacterianas be-
nignas, para establecer una inhibicion competitiva con las bacterias patdégenas.

Hasta ahora solo se considero el biofilm asociado con patogenicidad, sin embar-
go, en el estado de salud también se favorece su desarrollo; éstos se forman en zonas
no estériles y estan en “equilibrio” con el sistema inmune, resultando inocuos para la
persona. No obstante, la activacién de mecanismos relacionados a la invasividad (dis-
tintos a la simple presencia del biofilm) y/o cambios en el estado de salud del hospe-
dero rompen el equilibrio y promueven la transicion al estado de enfermedad. El cono-
cimiento de los mecanismos de transformacioén entre el estado plancténico y el estado
sésil asociaria estos cambios con los eventos que ocurren en el estado de portador
y que, en consecuencia, conducen al estado de enfermedad. Por ello, se plantea el
formular proyectos enfocados en descifrar los diferentes patrones de expresion génica
tanto en bacterias planctonicas como en sésiles.

De acuerdo con lo expuesto, en México deben establecerse programas basados
en estudios que determinen la asociacion entre enfermedades infecciosas y bacterias
productoras de biofilms. Ademas de realizar esfuerzos colectivos entre dependencias
que den lugar a mejoras en la investigacion, el disefio y, sobretodo, en la aplicacion de
estrategias de prevencion, control y eliminacion de biofilms.
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Con Clusiones

Los datos expuestos permitieron confirmar la relevancia que tiene el biofilm como
responsable del inicio, progreso (evolucién) y cronicidad de la enfermedad.

Fue posible establecer estrategias de prevencién y perspectivas de control y tra-
tamiento para las infecciones asociadas a biofilms, sugiriendo como alternativas
de primera eleccion aquellas que eviten la colonizacion bacteriana.

Desde un punto de vista clinico, los hallazgos bibliogréaficos revelaron la necesidad
de realizar mas estudios sobre la evaluacion del dafio ocasionado al organismo
(patologia).

En la revision realizada, no se encontr6 informacion sobre un régimen especiali-
zado del tratamiento antimicrobiano indicado en los casos que se demuestra aso-
ciacion entre la ocurrencia/prevalencia de enfermedad y la presencia de biofilms.
Estudios orientados en este sentido son necesarios.

Aunque el papel preciso del biofilm en la patogénesis presenta controversia, la
literatura revisada en esta tesis, aportdé una demostracién objetiva de la presencia
de dichas estructuras en las superficies mucosas de los pacientes; asi como de
sus diferencias en la formacion para algunos especimenes, esto implica un rol
patogénico diferencial para causar enfermedad.

5
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El criterio metodoldgico empleado en el desarrollo de esta tesis fue el adecuado
ya que permitio recuperar y analizar informacién actualizada segun las diferentes
fuentes de origen. Lo anterior redund6 en la posibilidad de correlacionar dicha
informacion segun los puntos de vista de diferentes autores.

Considerando la situacion nacional, se concluyd que es indispensable comenzar
a promover y apoyar las investigaciones referentes a biofilms, con el fin de redu-
cir su impacto en la salud y mejorar la calidad de vida de los pacientes. De igual
forma, deben plantearse estudios de vigilancia para contar con datos estadisticos
relacionados con las enfermedades infecciosas asociadas a biofilms.
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