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INTRODUCCION

Las bacterias existen en la Naturaleza bajo dos formas o estados:
a) bacterias plancténicas, de libre flotacion, y

b) bacterias biofilm, en colonias de microorganismos sésiles.

Desde los tiempos de Koch, bacteridlogos y clinicos se han abocado al
estudio de los gérmenes plancténicos, libremente suspendidos, vy
descritos en base a sus caracteristicas de desarrollo en medios de
cultivos adecuados.

Esto se ha debido, entre otras razones, al hecho que la investigacion de
los biofilms bacterianos es singularmente mas dificil que aquélla
respecto a las bacterias planctonicas. Desafortunadamente, este
enfoque centrado en el desarrollo de estas Ultimas en cultivos de
laboratorio, una condicidon que tiene escasa relacion con los ambientes
microbianos verdaderos, ha limitado la comprension respecto a las
interacciones entre bacterias y huéspedes?-?,

Tan sélo una muy pequena fracciéon de las bacterias se halla en forma
plancténica o de libre flotacidon, y las bacterias biofilm son diferentes a
las plancténicas. Se postula que el 99% de todas las células bacterianas
existen en calidad de biofilms, y tan sdélo 1% vive en estado
plancténico®™.

La adhesion bacteriana a superficies ha sido reconocida por varias
décadas. Ya por los afios 70, los microbidlogos plantearon que,
probablemente, la mayor parte de las bacterias en la Naturaleza existia
en estado de biofilm. Sin embargo, la terapia de la mayoria de las
infecciones humanas continla aun basada en el estudio de las
minoritarias bacterias plancténicas libre flotantes. Los biofilms se crean



UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO
DIPLOMADO PAR BIOMAGNETICO
DR. MIGUEL OJEDA RIOS

cuando las bacterias libre flotantes perciben una superficie, se adhieren
a ella y, a continuacién, elaboran sefales quimicas para coordinar
diferenciacion y formacion de estructura, incluyendo el desarrollo de una
cubierta polisa-carida protectora®.

Los gérmenes pueden crear condiciones para formar biofilms casi en
cualquier ambiente liquido. La interfase sélido-liguida entre una
superficie y un medio acuoso (vgr: agua, sangre) proporciona un
entorno ideal para la fijacién y crecimiento de microorganismos’. Por
consiguiente, los biofilms son ubicuos en la Naturaleza y se encuentran
practicamente en todo cuerpo natural de agua en el mundo®.

Es asi como cotidianamente debemos convivir con ellos: el limo o
pelicula que recubre un jarrén en el que se ha tenido flores, el material
resbaladizo que tapiza las piedras de los lechos de los rios, los cascos de
los barcos o la superficie interna de una tuberia. Otro ejemplo cotidiano
de biofilm lo constituye la placa dental. Diariamente debemos combatir
la pelicula de bacterias que cubre la superficie dental para evitar el
desarrollo excesivo de microorganismos que puede provocar un
deterioro del esmalte®?®.

Los biofilms bacterianos representan una antigua estrategia de
supervivencia procariotica. Esto debido a que las bacterias logran
ventajas significativas al proporcionarles los biofilms proteccién frente a
fluctuaciones medioambientales de humedad, temperatura y pH, al igual
gue concentrando nutrientes y facilitando la eliminacidon de desechos.

Registros efectuados en fdsiles revelan que procariotes han estado
viviendo en biofilms por mas de tres billones de afios™®.

La capacidad de formar biofilm no parece restringirse a ningun grupo
especifico de microorganismos y, en la actualidad, se considera que bajo
condiciones ambientales adecuadas la inmensa mayoria de las bacterias,
independiente de la especie, puede existir dentro de biofilms adheridos
a superficies en una interfase sélido/ liquida, incluyendo organismos
importantes en enfermedades otorrinolaringoldgicas, tales como P
aeruginosa, H influenzae, S pneumoniae, Klebsiella 'y S aureus*®'!, Esta
adhesién a una superficie humeda, ya sea inerte o viviente, es de
caracter irreversible, esto es, el biofilm no logra ser removido mediante
lavado suave!3>910,12,13
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DEFINICION E HISTORIA

En 2002, Donlan efectué una descripcién ampliamente aceptada de un
biofilm, estableciendo que es "una comunidad microbiana sésil,
caracterizada por células que estan adheridas irreversiblemente a un
substrato o interfase, o unas con otras, encerradas en una matriz de
sustancias poliméricas extracelulares que ellas han producido, y exhiben
un fenotipo alterado en relacion con la tasa de crecimiento y trascripcidon
génica"?.

Van Leeuwenhoek, utilizando sus simples microscopios de luz, fue el
primero en describir, en el siglo XVII, la presencia de microorganismos
adheridos a superficies dentales, a raiz de lo cual se le reconoce como el
descubridor de los biofilms bacterianos'. Esta linea de investigacion
resurgié recién en los 70, cuando Characklis'* procedié a estudiar
légamos microbianos en sistemas de aguas industriales logrando
demostrar su tenacidad y resistencia a diferentes desinfectantes, entre
ellos, el cloro. Posteriormente, Costerton y cois'® describieron la
presencia de comunidades bacterianas embebidas en matriz
glucoproteica unidas a superficies en contacto con el agua, postulando
que los biofilms podrian ser la explicacién para los mecanismos por los
cuales los gérmenes se adhieren a superficies vivientes e inertes.

Sin embargo, se debié esperar el advenimiento del microscopio
electrénico para lograr un examen detallado de los biofilms. Este
permiti6 la fotomi-croscopia de alta resolucion a aumentos
significativamente mayores respecto al microscopio de luz. En las
ultimas dos décadas gran parte del trabajo realizado para la descripcion
de biofilms se ha basado en la microscopia electrénica de barrido.
Mediante ésta se procedid a examinar biofilms en filtros en plantas de
tratamiento de aguas servidas, encontrandose que estaban compuestos
por una multiplicidad de gérmenes®®. Usando tincién especifica, se logrd
demostrar que el material de la matriz que engloba a las bacterias en
estos biofilms era polisacarido®.

Recientemente, dos grandes avances han incrementado
substancialmente la comprensién de los biofilms: (a) la utilizacién del
microscopio laser confocal, que ha permitido caracterizar la ultraes-
tructura del biofilm, y (b) la investigacién de los genes involucrados en
la adhesidn celular y la formacién de biofilm?.
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COMPOSICION Y ARQUITECTURA

Toda comunidad microbiana desarrollada en biofilm es Unica en su
género, aunque algunos atributos estructurales pueden, generalmente,
ser considerados universales. El término biofilm es, en cierto modo, un
nombre inapropiado, puesto que los biofilms no constituyen un depdsito
superficial de una monocapa continua®.

Los biofilms estan estructurados principalmente por grandes colonias de
bacterias sésiles incrustadas en una matriz polimérica extracelular o
glicocalix. Las células bacterianas, que componen el 15%-20% del
volumen, no se dividen al interior de los biofilms, lo cual podria
atribuirse al hecho de adoptar un fenotipo alterado, diferente al de las
mismas bacterias en estado de libre flotacion®.

La matriz es muy hidratada debido a que incorpora grandes cantidades
de agua dentro de su estructura, llegando este elemento a representar
hasta el 97% de ésta’. Ademds de agua y gérmenes, la matriz esta
formada por exopolisacaridos (EPS), los que constituyen su componente
fundamental, producidos por los propios microorganismos integrantes.
En menor cantidad se encuentran otras macromoléculas como proteinas,
acidos nucleicos, y diversos productos que proceden de la lisis
bacteriana. El conjunto de polisacaridos, acidos nucleicos y proteinas se
conocen bajo el nombre de substancias poliméricas extracelulares
(SPE). En la matriz también puede hallarse materiales no bacterianos,
tales como cristales de sales minerales, particulas de corrosién y/o de
sedimento, o componentes sanguineos, segln sea el medioambiente en
el cual se desarrolla el biofilm. Ademas, los EPS pueden estar asociados
con iones metalicos y cationes bivalentes. Pueden tener carga neutra o
carga polianidnica, segun el tipo de exopolisacarido, lo que les permitiria
interactuar con distintos antimicrobianos, de forma tal que estos pueden
quedar atrapados en la matriz sin capacidad para actuar sobre las
bacterias'®.

La produccion de EPS es influida por la calidad nutricional del
medioambiente. Se ha observado que un incremento en Ila
concentracion de nutrientes estd correlacionado con un aumento en el
nimero de células bacterianas adheridas. Ademas, una disponibilidad
excesiva de carbono y/o limitacion de nitrégeno, potasio o fosfato
promueve la sintesis de EPS'%°/17,

La arquitectura de la matriz no es soélida. Las bacterias biofilm viven en
torreones celulares que se extienden en forma tridimensional desde la
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superficie a la cual estan adheridas. Estos torreones estan compuestos
por microcolonias de diferentes células bacterianas, tanto aerdbicas
como anaerobicas, englobadas por exopolisacaridos, y separadas unas
de otras por espacios intersticiales huecos, llamados canales de agua,
gue permiten el flujo de liquido y actiuan como un sistema circulatorio
primitivo para el transporte y difusién de nutrientes y oxigeno a las
bacterias ubicadas en su interior, incluso aquéllas situadas en las zonas
mas profundas del biofilm. Asimismo, constituyen un mecanismo para la
remocién de productos de desecho metabdlicol/!8,

La existencia de estos canales de agua no impide, sin embargo, que
dentro del biofilm se encuentren ambientes en los que la concentracién
de nutrientes, pH u oxigeno es diferente. Se genera, de esta manera,
una gradiente de tensidén de pH y de oxigeno, siendo metabdlicamente
mas activas las areas superficiales respecto a las mas profundas. En
estas Ultimas, las bacterias deben adaptarse a una disponibilidad
reducida de oxigeno’18, La formacién y estructura de un biofilm
depende de las caracteristicas del substrato al cual se une y a otros
aspectos del medio ambiente. Asi, los biofilms en una superficie mucosa
son fisioldgicamente diferentes de aquellos formados en superficies
inertes. Se ha acunado el término "biofilm de mucosa" para describir
aquellos que son caracteristicos en mucosas. Estos, aunque
estrechamente relacionados con los encontrados en superficies inertes,
no son idénticos en cuanto a su expresién génica ni en la naturaleza de
sus microambientes. Los biofilms de mucosas son modulados por la
respuesta inflamatoria del huésped y, ademas, por proteinas y células
del huésped que contribuyen a su composicion?'®.

ETAPAS EN EL CICLO VITAL

La biologia de los biofilms se centra en su ciclo vital e interacciones con
el medio ambiente. El ciclo vital es un proceso dindmico que puede ser
dividido en 3 partes: adhesion, crecimiento y separacion o
desprendimiento.

Durante la primera fase, el substrato tiene que ser adecuado para la
adsorcién reversible y, finalmente, la adhesién irreversible de la bacteria
a la superficie. Las bacterias, una vez percibida una superficie, proceden
a formar una unién activa via apéndices, como fimbrias, flagelos o pili.
Mediante microscopia electrénica se ha descrito que las bacterias
adheridas se encuentran conectadas a la superficie por medio de finas
fibrillas poliméricas extracelulares. Las fimbrias, probablemente luego de
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superar la barrera de repulsién electroestatica inicial que existe entre el
germen y el sustrato, contribuyen a la adhesiéon bacteriana'~.

La motilidad, otorgada por flagelos, ayudaria a la bacteria a alcanzar la
superficie en las etapas iniciales de la adhesién, siendo su funcién
principal vencer las fuerzas de repulsion mas que actuar como
adherente. Sin embargo, la motilidad no pareciera ser un requisito
esencial, puesto que bacterias Gram positivas inmoviles, como
estafilococos, estreptococos y micobacterias, también poseen Ila
capacidad de formar biofilm. En el caso de las bacterias Gram positivas
se ha descrito, en esta primera etapa, la participacion de proteinas de
superficie®®.

La adhesidon de bacterias a una superficie ocurrira mas facilmente en
aquéllas mas asperas, mas hidrofébicas, y recubiertas por "films
condicionantes". Se ha descrito que la colonizacién microbiana parece
incrementar a medida que aumenta la aspereza de la superficie. Esto
seria debido a que estan reducidas las fuerzas de deslizamiento, y el
drea de superficie se torna mayor?. Los films condicionantes,
compuestos habitual-mente por polimeros, cubren inevitable vy
rapidamente la superficie de cualquier material que se encuentre en
contacto con un liquido, y constituyen requisito indispensable para una
ulterior adhesién microbiana. Un buen ejemplo en el hombre puede ser
el film conocido como "pelicula adquirida", que se desarrolla en
superficies del esmalte dental. Este film consta de albuminas, lisozimas,
glicoproteinas, fosfoproteinas, y lipidos. Las bacterias de la cavidad oral
colonizan, al cabo de algunas horas, aquellas superficies condicionadas
por esta pelicula®.

Las propiedades fisico-quimicas de la superficie también pueden ejercer
una fuerte influencia en el grado y extensidon de la adhesién. Se ha
encontrado que los gérmenes se adhieren mas rapidamente a
superficies hidrofdbicas, no polarizadas, como lo es el teflon y otros
plasticos, en comparacion con materiales hidrofilicos, como vidrio o
metales. Aparentemente se produciria algun tipo de interaccién
hidrofébica entre la superficie celular y la del sustrato que permitirian a
la bacteria superar las activas fuerzas de rechazo a cierta distancia de la
superficie del sustrato, y lograr adherirse irreversiblemente®.

En la adhesion bacteriana pueden también influir variaciones en la
velocidad de flujo, temperatura del agua, y concentracién de nutrientes.
Se ha encontrado que un incremento en la concentracion de diversos
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cationes (sodio, calcio, hierro) afecta la adhesion de Pseudomonas spp a
superficies de vidrio®®.

Durante la segunda fase o de crecimiento, la bacteria, una vez adherida,
comienza a dividirse y las células hijas se extienden alrededor del sitio
de unidén, formando una microcolonia, similar al proceso de formacion de
colonias en placas de agar. A medida que las células se dividen y
colonizan la superficie, las bacterias comienzan a elaborar un
exopolisacarido que constituye la matriz del biofilm, y éste comienza a
desplegarse en una formacién tridimensional, generando estructuras
similares a setas>®.

La composicion del exopolisacarido es diferente para cada bacteria:
alginato, en P aeruginosa; celulosa, en S typhimurium,; exopolisacarido
rico en glucosa y galactosa en V. cholerae,; poli-N-acetil-glucosamina, en
S aureus, etc. Ademas, estudios recientes sefialan que, incluso una
misma bacteria, dependiendo de las condiciones ambientales en las que
se encuentre, puede producir diferentes exopolisacaridos®.

Finalmente, en la tercera etapa, luego que el biofilm ha alcanzado la
madurez, algunas células, ya sea aisladamente o en conglomerados
bacterianos, se liberan de la matriz para poder colonizar nuevas
superficies, cerrando el proceso de formacién y desarrollo del biofilm. El
desprendimiento puede ser resultado de fuerzas externas al biofilm o de
procesos activos inducidos por éstel®.

Los tres principales mecanismos para generar el desprendimiento
serian: (@), erosidon o deslizamiento: remocion continua de pequefas
partes del biofilm; (b) separacidon: remocion rapida y masiva; y (c)
abrasidn: liberacion por colisidon de particulas del liquido circundante con
el biofilm. La separacion es menos frecuente que la erosién, y se piensa
derivaria de deplecién de nutrientes u oxigeno al interior del biofilm. Se
observa preferentemente en biofilms mas voluminosos, que se han
desarrollado en medioambientes otrora ricos en nutrientes. La
separacién proporcionaria un mecanismo para que las bacterias migren
desde zonas densamente colonizadas a areas que podrian favorecer
mejor su desarrollo, logrando asi formar nuevos biofilms en sitios
distantes. Un ejemplo es la sepsis recurrente en un paciente con un
catéter infectado®.

La forma en que se produce la dispersidon afectaria, aparentemente, las
caracteristicas fenotipicas de los gérmenes. Los conglomerados
desprendidos desde el biofilm conservarian, probablemente, ciertas
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caracteristicas de éste, tales como la resistencia antimicrobiana. En
cambio, las células bacterianas liberadas aisladamente podrian
rapidamente volver a su fenotipo plancténico, torndndose nuevamente
susceptibles a las defensas del huésped y a los antimicrobianos?.

QUORUM SENSING

Un avance importante en la comprensiéon de los biofilms ocurrié a
comienzos de los '90 con el descubrimiento de proteinas responsables
del mecanismo de quorum sensing o de auto-induccién. En los afios
siguientes se produjo una profusa publicacién de nuevos conocimientos
acerca de la genética de sefializacion célula-a-célula y translocacién
coordinada de genes responsables de factores de defensa y virulencia®®.

La union de los microorganismos a una superficie y ulterior formacién de
un biofilm necesita que las bacterias se cercioren que han efectuado
contacto. Para lograrlo requieren de sefales quimicas coordinadas que
les permitan comunicarse entre ellas. El desarrollo de interacciones
célula-a-célula se facilita por la estrecha proximidad existente entre las
bacterias biofilm. Esta interrelacion, via mensajeros de pequefias
moléculas, denominada quorum sensing, beneficia a la bacteria al
permitirle sentir la presencia de microorganismos vecinos, determinar la
densidad de la poblacidn existente y responder a eventuales condiciones
cambiantes. El proceso quorum-sensing funciona debido a que cada
bacteria que se une a una superficie produce una molécula senal "yo
estoy aqui", de manera tal que mientras mas bacterias se unen, se
incrementa la concentracién local de esta sefial. Una vez logrado esto,
se inducen diferentes fendémenos en la bacteria, para finalmente
gatillarse la diferenciacién biofilm. Su objetivo es coordinar
determinados comportamientos o acciones entre microorganismos del
mismo género, de acuerdo a su numero. A menos que esté presente un
numero adecuado de células bacterianas en la vecindad, los costos de la
produccién de un biofilm para una bacteria individual superan los
beneficios!3>:10:20-22,

Los gérmenes que utilizan quorum sensing elaboran y secretan
moléculas sefalizadoras, llamados auto-inductores. Las principales
moléculas empleadas para comunicarse con las demas bacterias son las
acil-homoserina-lactonas, que predominan en bacterias Gram negativas,
mientras que oligopéptidos modificados prevalecen en gérmenes Gram
positivos. Las bacterias también poseen un receptor que puede detectar
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especificamente el auto-inductor respectivo. Cuando éste se une al
receptor, activa la trascripcion de determinados genes, incluyendo
aquellos para la sintesis del inductor®?.

Los primeros microorganismos en quienes se observd quorum sensing
fueron especies de Myxobacterias y Streptomyces. Sin embargo, el
ejemplo mas conocido es la regulacion de la produccidon de luz en el
Vibrio fischeri, una bacteria bioluminiscente que vive como un simbionte
en el organo generador de luz del calamar hawaiano. Cuando el V
fischeri se encuentra en estado plancténico, el auto-inductor esta en
baja concentracién y, de este modo, carece de luminiscencia. En
cambio, en el dérgano luminoso del calamar estdn muy concentrados
(sobre 10! células/ml), induciéndose la trascripcidn enzimatica y
generandose bioluminiscencia.

El estudio de esta relacion simbidtica comenzdé a revelar algunos de los
misterios de sefiales célula-a-célula. En el Vfischerise identificaron dos
sistemas quorum-sensing: luxly luxR. Estos sistemas de sefializacion se
han encontrado en casi todas las bacterias Gram negativas, y moléculas
mensajeras célula-a-célula han sido detectados en mas de 30 especies
de bacterias Gram positivas. Los sistemas /ux se han estudiado
extensamente en Pseudomonas spp y Escherichia coli, y se les considera
necesarios para la maduracion del biofilm y activacion de numerosos
genes de factores de virulencia®!?,

Davies?! demostré que en la formacién de biofilm en P aeruginosa estan
implicados dos sistemas diferentes de sefializacidon célula-a-célula: /asR-
lasI y rhIR-rhll. Una vez conseguida una densidad suficiente de
poblacidn, estas sefiales alcanzan las concentraciones requeridas para
activar los genes implicados en la diferenciacion del biofilm. Mutantes
incapaces de elaborar ambas sefales producen biofilms notoriamente
mas delgados y sin su arquitectura tipica. Ademas, pueden ser
removidos mucho mas facilmente de superficies mediante uso de
surfactantes. La adicion de lactona homoserina al medio que contiene
los biofilms mutantes da origen a biofilms similares a los de bacterias no
mutantes®.

INTERCAMBIO GENICO

En los ultimos afos diversos grupos de investigadores han orientado sus
esfuerzos intentando identificar tanto los genes responsables de la
transicion biofilm/plancténica, al igual que aquellos que estan
expresados Unicamente en biofiims y que son indispensables para
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mantener su particular estructura. Las bacterias biofilms poseen una
expresion génica diferente respecto a sus contrapartes plancténicas,
originando bacterias fenotipicamente distintas respecto a aquéllas. Se
ha encontrado que hasta el 30% de los genes puede expresarse de
manera diferente entre la misma bacteria desarrollada en condiciones
plancténicas o en un biofilm3>28?°,

Los biofilms hospedan un medioambiente muy dinamico, donde se
intercambia  material genético tal como plasmidos (acido
desoxirribonucleico extra-cromosémico), enzimas y otras moléculas®>.
Estudios recientes postulan que la matriz de biofilms de P aeruginosa
contienen acido desoxirribonucleico como constituyente principal. Estos
estudios, combinados con otros que muestran una tasa de transferencia
génica, mediada por plasmidos, enormemente incrementada entre
bacterias biofilms, sugieren que la redistribucién de genes entre éstas es
un procesocontinuo con importantes consecuencias en su adaptacion
evolutiva®®.

Se ha planteado que cepas bacterianas de importancia clinica unidas a
plasmidos desarrollan biofilms mas facilmente. Se ha observado,
ademas, que cepas portadoras de plasmidos transfieren éstos a
organismos receptores, generando la formacién de biofilm. Sin
plasmidos asociados, estos mismos gérmenes producen Unicamente
microcolonias de escaso desarrollo. Debido a que los plasmidos pueden
codificar resistencia a multiples antimicrobianos, la asociacién biofilm
proporciona también un mecanismo para seleccidn e incremento de la
resistencia bacteriana a los antibiéticos!>™>.

RESISTENCIA BACTERIANA

Las bacterias biofilm presentan una organizacién estructural que las
hace resistentes a los mecanismos de defensa del huésped. Los biofilms,
revestidos con SPE y conteniendo multiples microcolonias bacterianas en
su interior, se convierten en estructuras demasiado grandes como para
ser fagocitadas, reduciendo la accesibilidad del sistema inmune a las
bacterias. Por afadidura, el biofilm provee de una barrera fisica que
aumenta la resistencia de patdgenos a las defensas del huésped, como
opsonizacion, lisis por complemento, y fagocitosis®.

En rigor, los biofilms provocan respuestas inmunes celular y humoral,
demostradas por la identificacion de citoquinas liberadas por leucocitos
expuestos a biofilm. Sin embargo, debido a su aislamiento del entorno
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por la matriz y su reducido estado metabdlico, esta respuesta sistémica
es muy pequefial.

Otra ventaja, extremadamente importante desde el punto de vista
clinico, es que las bacterias biofilms son muy resistentes a los
antibidticos, siendo capaces de sobrevivir frente a concentraciones
antibidticas miles de veces mayor respecto a las bacterias plancténicas.
Por ejemplo, una cepa de Klebsiella pneumoniae en estado planctdnico
tiene una concentracion inhibitoria minima de 2 pg/ml a la ampicilina.
Esta misma cepa, al crecer como biofilm, exhibe 66% de sobrevida
luego de terapia con 5.000 ng/ml de ampicilina’-8!124,

Para intentar explicar esta resistencia se han planteado diversas
hipotesis:

(a) Penetracion lenta o incompleta del antibidtico en el biofilm: Se
deberia a que la matriz de exopolisacaridos constituye una barrera
impidiendo este ingreso. Si bien estudios in vitro muestran que
algunos antibidticos logran ingresar con cierta facilidad, debido a que
no existiria una barrera genérica a su difusion a través de la matriz,
se postula que si el antibidtico logra ser desactivado en ésta por
acciéon de polimeros extracelulares, puede tener tan sélo una difusién
limitada dentro del biofilm%24,

(b) Causas metabdlicas: Una baja actividad meta-bdlica de las bacterias
biofilm por limitacidon de oxigeno y nutrientes puede causar que
ingresen en un estado de lentificacion o cese de su mitosis,
especialmente aquéllas situadas mas profundamente, con lo cual
dejan de ser susceptibles a los antimicrobianos. Ademas, se ha
descrito la formacidon de nichos anaerdbicos en zonas profundas de
biofiims debido a consumo completo del oxigeno en las capas
superficiales. Algunos antibidticos, vgr: aminoglicésidos, son
comprobadamente menos eficaces contra la misma bacteria en
condiciones anaerdbicas que aerdbicas. Finalmente, una eventual
acumulacion de productos acidos en el biofilm puede conducir a
diferencias significativas de pH entre el exterior y el interior de éste,
interfiriendo con la accién del antibiotico®%%4.

(c) Cambios genéticos: Se producirian modificaciones en la fisiologia de
las bacterias biofilm y aparicién de genes especificos, producto de
cambios genéticos, que potenciarian mecanismos de resistencia a
multiples antibidticos. Segun diversos investigadores, esta
resistencia se deberia principalmente a modificaciones fenotipos en
las bacterias biofilm, las que serian de tipo protectoras,
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especialmente al generar cese de la mitosis®>*®81% No obstante

existir un respaldo mayoritario a esta hipdtesis, Stewart vy
Costerton®* expresan sus dudas al respecto, sefialando que cuando
las bacterias son dispersadas desde un biofilm, con frecuencia se
tornan rapidamente susceptibles a antibidticos, lo que sugeriria que
tal resistencia no seria adquirida via mutaciones o elementos
genéticamente movibles,

(d) Formacion de esporas: Esta hipotesis plantea la posibilidad de
génesis de una subpoblacion de bacterias biofilm con un estado
fenotipico muy especial y altamente protegido, con una
diferenciacion simil esporas. Este planteamiento es apoyado por
investigaciones que muestran resistencia en biofilms recientemente
formados, aun cuando estos son demasiado delgados para constituir
una barrera a la penetracién de agentes antimicrobianos®*.

Es preciso tener presente que los antibioticos utilizados rutinariamente
en clinica han sido seleccionados por su actividad frente a bacterias
planctonicas. Lo anterior debido a que los estudios de sensibilidad o
antibiogramas que se realizan habitualmente estan disefiados para
medir la susceptibilidad de la bacteria crecida de forma planctdnica, sin
tener en cuenta que los resultados obtenidos pueden no extrapolarse a
esa misma bacteria cuando lo hace en el interior de un biofilm. Las
mismas propiedades que hacen a las bacterias biofilms resistentes a
antibioticos y al sistema inmune, también las tornan dificiles de cultivar
in vitro. Incluso, su estado metabdlico dentro del biofilm puede
imposibilitar por completo su cultivo®1°.

BIOFILMS E INFECCIONES

Las enfermedades infecciosas durante el siglo pasado eran causadas por
bacterias dotadas de mecanismos patogénicos especificos: difteria,
tuberculosis, célera, coqueluche, etc. Los antibidticos y vacunas
desarrollados para estos gérmenes lograron una notable eficacia en su
control. En la actualidad estas bacterias han sido desplazadas del primer
plano por microorganismos ubicuos, capaces de producir infecciones de
tipo crénico, que responden pobremente a los tratamientos antibioticos
y no pueden prevenirse mediante inmunizacién. Diversas publicaciones
recientes senalan que, por lo menos, el 65% de todos los procesos
infecciosos bacterianos humanos podrian involucrar biofilms3>7:9:22,

En los ultimos 10 anos, debido a su prevalencia abrumadora, los biofilms
han sido reconocidos progresivamente como factores importantes en la
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patogenia de muchas infecciones humanas persistentes, incluyendo
placa dental, caries, infeccién periodontal, neumonia por Pseudomona
en fibrosis quistica, cistitis crdonica, endocarditis bacteriana,
osteomielitis, y prostatitis cronica. También se ha demostrado que una
variedad de dispositivos médicos implantables pueden portar biofilms,
provocando infecciones asociadas, destacando la sepsis por catéteres
endovenosos y arteriales. Ademas se han descrito en catéteres
urinarios, sigmoidoscopios, y lentes de contacto. Constituyen, también,
un problema serio en valvulas cardiacas artificiales, marcapasos y
protesis ortopédicas las cuales, una vez infectadas, generan infecciones
excepcionalmente dificiles de resolver mediante antibidticos®36:8:10:12:25,

Desde los afios 70 se ha documentado la acumulacién bacteriana en
tubos endotraqueales en unidades de Cuidado Intensivo. La presencia
de biofilms Gram negativos en estos tubos ha sido relacionada con
neumonia intrahospitalaria, presumiblemente por diseminacién
mecdnica durante la aspiracién®®?’. Un reciente estudio, usando
microscopia laser confocal, logré identificar biofilms bacterianos en 10
de 11 tubos de traqueostomia pediatricos®.

La naturaleza de la placa dental comenzd a adquirir gran importancia a
partir de los mediados de los '60, poniéndose énfasis en los factores
contribuyentes a la diversidad de ecosistemas, incluyendo pH, potencial
de oxido-reduccidn y requerimientos nutricionales?.

Intentando explicar la progresion de la enfermedad dental se ha
propuesto una hipotesis de placa inespecifica y otra, de placa especifica.
Segun la primera, la enfermedad periodontal seria el resultado de la
elaboracion de productos nocivos por toda la flora microbiana de la
placa. Asi, una gran acumulacidon de placa produciria cantidades
importantes de substancias perjudiciales, las cuales superarian las
defensas del huésped, generando enfermedad periodontal. Al desarrollo
de ésta contribuirian todos los gérmenes al interior de la placa, no
siendo importante identificar un germen aislado. Por ende, las medidas
de higiene oral, buscando remover tanta placa dental como fuera
posizbyg, se hicieron imprescindibles para la conservacion de la salud
oral“<®.

En cambio, la hipdtesis de placa especifica postula que sélo ciertos
gérmenes dentro de la placa serian patdgenos, y que el grado de dano
dependeria de un crecimiento excesivo o seleccion de las bacterias mas
virulentas. Segun esta teoria, la enfermedad periodontal seria el
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resultado de noxas celulares causadas por patdgenos especificos, las
que provocarian respuestas inflamatorias e inmunes por el huésped?.

En Otorrinolaringologia, aunque existe escasa literatura respecto a la
participacion de los biofilms en enfermedades localizadas en esta area,
gradualmente se esta evidenciando que los biofilms poseerian un rol
importante en derrame créonico en oido medio, amigdalitis crénica,
sinusitis crénica, colesteatoma, e infecciones asociadas a dispositivos,
tales como tubos de timpanostomia, protesis vocales y tubos
endotraqueales®®10:1329-32  pawlowski y cois®3, en 2005, notificaron la
presencia de biofilm bacteriano en un implante coclear humano.

Los tubos de timpanostomia son quizas los dispositivos de material
foraneo mas frecuentemente implantados en humanos. Se ha estudiado
con microscopia, tanto electrénica como laser confocal, las influencias
que la superficie y las propiedades fisicas del material tienen en la
formacién de biofilm. Experimentos efectuados con P aeruginosa y S
aureus han encontrado que las superficies lisas (vgr: silicona y plastico
tetrafluoruro) son menos propensas al desarrollo de biofilm3*3>,

El comportamiento de los patdégenos en otitis media aguda se ajusta
bastante bien con los principios microbioldgicos clasicos: las bacterias
son cultivables en la mayoria de los casos, y la terapia antimicrobiana
tiene un efecto significativo en los sintomas clinicos. En cambio, en otitis
media con derrame el comportamiento de patégenos no es tan claro.
Los cultivos a menudo no muestran desarrollo, la terapia antibidtica
posee escaso o nulo efecto en la resolucidn, y la duracién de la
enfermedad es, con frecuencia, prolongada. Las evidencias respecto a la
formacién de biofilm en derrame crénico de oido medio estan
comenzando a arrojar luces en muchos de estos misterios®.

Hall-Stoodley y cois3® detectaron presencia de biofilms en 92% de
muestras de mucosa oido medio, examinadas con microscopio laser
confocal, de 26 nifios portadores de otitis media con derrame y otitis
media recurrente, estructuras que no se observaron en las muestras de
8 pacientes controles.

En el pasado se ha identificado acido desoxirribonucleico bacteriano en
derrames de oido medio con cultivos negativos. Sin embargo,
permanecen interrogantes respecto a la viabilidad y caracter patégeno
de estas bacterias. Estudios recientes respecto a ARN mensajero
bacteriano y endotoxinas bacterianas en derrames de oido medio sin
cultivos positivos implican a biofilms en la patogénesis de estas
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infecciones. Si los biofilms estan involucrados en enfermedad crénica de
oido medio, es logico presumir que ellos también podrian participan en
otras enfermedades croénicas respiratorias altas, tales como amigdalitis,
sinusitis, y adenoiditis®*°.

Chole y cois® encontraron biofilms en el interior de criptas en 11 de 15
tonsilas infectadas cronicamente. Las bacterias biofilms, asi protegidas
de las defensas del huésped y de los antibidticos, continuarian
metabolizando y formando endotoxinas. Lo anterior puede conducir a
una inflamacion croénica. Cuando las condiciones medioambientales
locales fuesen eventualmente favorables, estas bacterias podrian
hacerse moviles, determinando que se repita una infeccidon aguda.

La rebeldia de la rinosinusitis crénica (RSC) es compatible con el perfil
de una infeccidn por biofilm. Cryer y cois®’ fueron los primeros en
informar sobre la presencia de biofilms en pacientes quienes habian sido
intervenidos quirdrgicamente, y continuaban presentando sintomas a
pesar de tratamiento médico. Estos enfermos tenian, principalmente,
infeccion por P aeruginosa. Ramadan® mediante el empleo de
microscopia electréonica de barrido encontré evidencias de biofilms en
todas las biopsias de mucosa en cinco pacientes quienes habian sido
intervenidos quirdrgicamente por RSC.

En un estudio posterior, este autor realizé una investigacién prospectiva
controlada en 30 pacientes. Las muestras tisulares fueron obtenidas de
senos enfermos, especificamente mucosa etmoidal. El examen de las 30
muestras detectd evidencias de biofilms en 24 (80%) de los sujetos. En
cambio, los controles tenian cilios y células caliciformes de aspecto
saludable, sin presencia de biofilms®.

Investigaciones efectuadas respecto a cambios de la mucosa en
rinosinusitis crénica revelan diferentes grados de denudacion, generando
superficies con muchas de las caracteristicas requeridas para la
formacién de un biofilm, incluyendo: aspereza de la superficie,
hidrofobicidad, sodio, calcio, iones férricos, abundante suministro de
nutrientes, y temperatura adecuada®*8,

El exacto papel de los biofilms bacterianos en RSC aln permanece por
aclararse. Se postula que, en la etiologia de esta enfermedad, la
mutacién de las bacterias biofilm -fenotipicamente diferentes de las
formas planctdnicas- seria de mayor importancia que la resistencia de la
matriz del biofilm a la penetracién antibidtica. Adicionalmente, debido a
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esta resistencia al tratamiento, las bacterias biofilm se convertirian en
reservorios para el establecimiento de infecciones sinusales crénicas’*°.

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS FUTURAS

El reconocimiento que el biofilm es responsable de un grupo significativo
de enfermedades humanas posibilita la busqueda de enfoques
novedosos para el tratamiento y prevencion, como podria ser el inhibir
la adhesién mediante la alteracion de la superficie. Una alternativa para
disminuir la fijacién a superficies incluye uso de agentes quelantes, que
limitan el hierro, el cual es necesario para la adhesion de los pili de
Pseudomonas sp®°. El xilitol, un alcohol natural del aztcar administrado
bajo la forma de jarabe o0 goma de mascar, ha mostrado una efectividad
clinica significativa en prevenir caries y disminuir la incidencia de otitis
media en nifos, posiblemente via reduccion de mecanismos de adhesion
bacteriana®.

Debido a que la resistencia que presenta el biofilm depende de la
agregacion de bacterias en comunidades multicelulares, una estrategia
puede ser desarrollar terapias que rompan su estructura multicelular. Si
la multicelularidad del biofilm es derrotada, las defensas del huésped
pueden ser capaces de resolver la infeccién logrando, de esta manera,
restituir la eficacia de los antibidticos. Terapias potenciales incluyen
enzimas que disuelvan los polimeros de la matriz, reacciones quimicas
gue blogueen la sintesis de la matriz del biofilm y el empleo de analogos
de proteinas y péptidos senalizadores que interfieran con la
comunicacién célula-a-célula, indispensables para la formacién de un
biofilm?23:24,

Se ha demostrado que los antibidticos macrolidos parecen inhibir la
sintesis de polisacaridos y, de esta manera, degradarian la proteccion de
la superficie del biofilm. Estos antimicrobianos podrian tener un efecto
inmunomodulador logrando impedir sefiales bacterianas. El tratamiento
de biofilms con claritromicina reduce la matriz que cubre el biofilm,
tanto de P aeruginosa como de S epidermidis, aunque las bacterias
mismas sean resistentes al antibiético'%.

Finalmente, otras dos estrategias promisorias son cambios en el
medioambiente a través de inhibicidn competitiva por otras bacterias
(vgr: estreptococos alfa) o incremento de la tension de oxigeno (vgr: en
pacientes con tubos de timpanos-tomia)®.
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Se ha identificado una molécula denominada "furanona", producida por
el alga Delisea pulcra, con una estructura similar a las acil-homoserina-
lactonas. Estas moléculas bloquean el sistema quorum sensing y la
consiguiente formacion de biofilm. En la actualidad se intenta desarrollar
inhibidores de la formacion de biofilm basados en derivados de la
furanona, ya que esta molécula es extremadamente tdxica®.



