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RESUMEN I

Las biopeliculas son una estrategia de supervi-
vencia para los microorganismos que les permite
la colonizacidén de ambientes hostiles, tejidos del
hospedero o superficies inertes, aun en condicio-
nes cambiantes y para las bacterias patdgenas
representan un mecanismo de dispersién de in-
fecciones. Debido a lo anterior, el estudio de las
biopeliculas permite comprender nuevas formas
de colonizacién, resistencia a antibidticos, trans-
ferencia horizontal de genes, enfre ofros mecao-
nismos compartidos por los microorganismos que
las conforman. Asi, el propdsito de la presente re-
vision es brindar un conocimiento general de es-
tas comunidades, resaltando su importancia en
el ambiente y las interacciones enfre las especies
que participan en su formacioén.
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ABSTRACT I

Biofilms are an ancient survival microorganism
strategy that allows the colonization of hostile
environments, host fissues or inert surfaces, even
under changing conditions. For pathogenic this
represents, a dispersal mechanism of infections.
Therefore, the study of biofilms is important o un-
derstand new colonization strategies, antibiotic
resistance, and horizontal gene transfer, among
other mechanisms shared by microorganisms at
the consortia. The purpose of this review is to pro-
vide a general understanding of these communi-
ties, highlighting their importance in the environ-
ment and interactions among species that form
them.

INTRODUCCION I

La formacién de biopeliculas es reconocida
como una estrategia de supervivencia microbia-
na en diferentes ambientes que brinda resistencia
a la desinfeccion, estrés ambiental y condiciones
hostiles en microambientes adversos denfro de
los tejidos del hospedero (Pereira et al., 2010; Al-
meida et al., 2011).

Las biopeliculas son complejas comunidades
tridimensionales de microorganismos embebidos
en una matriz extracelular (MEC), en las cuales
despliegan fenotipos Unicos o caracteristicos
de adaptacion especiales, comparados con la
forma de vida libre de estos microorganismos,
también conocida como plancténica (Ganguly
y Mitchell, 2011; Trappetti et al., 2011). En la natu-
raleza, las biopeliculas multi-especie representan
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el estilo de vida bacteriano preferido (Yang et al.,
2011). Su formacién es dirigida por un conjunto
de respuestas moduladas por la percepcién de
senales ambientales a través de sistemas especifi-
cos, entre los que se encuentra el quorum sensing
(QS), que les permiten sobrevivir aln en ambien-
tes extremadamente adversos para el desarrollo
de su vida plancténica (Bordiy Bentzmann, 2011).

Figura 1. Presencia de biopeliculas en la vida cotidiana.
A) Se muestra su presencia en los sistemas de tratamiento
de aguas residuales; B) en las redes de distribucién
de agua; C) en la placa dental; y D) en el bano
de nuestra casa.

En nuestra vida coftidiana, las biopeliculas es-
tén presentes en objetos comunes como los ce-
pillos dentales en uso, los aires acondicionados,
el sarro del cuarto de bano (Nazar, 2007) y en
los muebles de cocina, asi como en las tuberias
de las redes de distribucion de agua potable y de
drenaje. También las podemos enconfrar ocasio-
nando problemas de salud importantes asocio-
dos con implantes, catéteres, sondas y ofro tipo
de materiales empleados de rutina en los hospi-
tales (Yang et al., 2011). Por otra parte, las biope-
liculas pueden ser aliados de gran utilidad como
agentes de biorremediacién en el fratamiento de
aguas residuales y lodos activados y, en algunos
casos, sirven como bioindicadores de la calidad
del agua natural y en las redes de distribucion (Al-
meida et al., 2011) (figura 1).

Por lo anterior, el propédsito de la presente
revision es infroducir a los lectores en el estudio
y comprension de las biopeliculas bacterianas,

enfatizando la importancia de las comunidades
multi-especie en el ambiente.

Consorcio microbiano: una ventaja contra

el ambiente

De manera natural, el crecimiento dominante
de los microorganismos es a través de consor-
cios de multiples especies, regulados por gran
variedad de interacciones intra e inter-especifi-
cas importantes en su desarrollo, composicion,
estructura y funcion (Bowen y Koo, 2011; Hgiby
et al., 2011). Al mantener microambientes se-
lectivos, la poblacion no depende de la multi-
plicacién rdpida, sino aumenta la oportunidad
de interacciones mono y multi-especificas; se
incrementa la probabilidad de la transferencia
horizontal de genes, como genes de virulencia,
resistencia a antibidticos y resistencia a drogas
(Bordiy Bentzmann, 2011).

Las especies que conforman una biopelicula
mulfi-especie viven en un fipo particular de sim-
biosis, que ha sido denominado sociomicrobio-
logia. Funcionan como un comunidad activa,
coordinada con multiples influencias sinérgicas
o antagodnicas entre sus integrantes, con reglas
propias de “comportamiento” que permiten
el éxito del consorcio (Bordi y Bentzmann, 2011;
Hgiby ef al., 2011). En estas comunidades se fa-
vorece el crecimiento, reproduccién, estabilidad
estructural, difusion de sustancias y reserva de
energia (Bowen y Koo, 2011). Adicionalmente, la
biopelicula permite la resistencia a diferentes ti-
pos de estrés ambiental, como falta de alimento,
presencia de metales pesados, luz UV, deseca-
cion, agentes bactericidas y bacteriostdticos, di-
ferencias de temperatura y de pH, amén de resis-
tencia a fagocitosis, anticuerpos y otras defensas
de los hospederos. Finalmente, la formacion del
consorcio puede verse correlacionada con una
mayor resistencia a agentes antimicrobianos en
infecciones en animales y/o humanos (Pereira et
al., 2010; Aimeida et al., 2011).

Desarrollo de biopeliculas

Las interacciones inter e infra-especificas guian la
formacion de una biopelicula multi-especie (Yang
et al, 2011) (figura 2). La etapa inicial en la forma-
cion es la adherencia sobre una superficie inerte o
viva, la cual se inicia con la coagregacion.

El fendmeno de coagregaciéon actia como
estrategia para la adhesidon entre bacterias aso-
ciadas, pero genéticamente distintas. Es media-
da por interacciones fisicoquimicas y moléculas
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Figura 2. Formacién de una biopelicula multi-especie. (A) Los colonizadores primarios cubren una
superficie (viva o inerte), a manera de una biopelicula, multiplicandose y formando microcolonias, lo
anterior permite la llegada de los colonizadores secundarios y su adhesién a las biopeliculas;

(B) maduracién y formacién de la biopelicula multi-especie, caracterizado por el incremento en la
produccién de sustancias poliméricas extracelulares (SPE); (C) promocidn de la dispersién de células
y cambio de células plancténica a células en biopelicula. Adaptado de Rickard et al. (2003).

llamadas adhesinas, que permiten la agregacion
secuencial y sucesiva de diferentes microorganis-
mos a una superficie (Rickard et al., 2003; Yang
et al., 2011). Al inicio del proceso se adhieren los
colonizadores primarios y tempranos a la superfi-
cie, éstos se multiplican formando microcolonias
que, finaimente, conforme con las condiciones
microambientales, cubren totalmente la superfi-
cie colonizada, facilitando la llegada de los co-
lonizadores tardios o secundarios induciendo el
desarrollo de los consorcios multi-especie (Bowen
y Koo, 2011) (figura 2). El siguiente paso para el
desarrollo de la biopelicula es la unidn irreversible
a la superficie y la multiplicacion de las bacte-
rias, seguida por el incremento de la produccion
de sustancias poliméricas extracelulares que re-
fuerzan la adhesion celular y actian como un
“cemento intercelular” (Rickard et al., 2003). El
estadio siguiente involucra la liberacién de célu-
las bacterianas que pueden propagarse hacia
otros espacios, permitiendo la formacion de nue-

vas biopeliculas. La liberacién puede deberse a
sustancias secretadas por las bacterias (liasas de
alginato, DNAsas, etc.), por la actividad de bac-
teriéfagos dentro de la biopelicula, o bien, por
mecanismos fisicos (Loera et al., 2008).

La formacién de la matriz extracelular es clave
para la biopelicula. La MEC estd constituida por
exopolisacdridos sintetizados por los microorga-
nismos integrantes de la biopelicula, macromo-
léculas como proteinas, dcidos nucleicos y otros
productos procedentes de la lisis bacteriana, que
en conjunto se denominan sustancias poliméricas
extracelulares (SPE). El ADN extracelular ayuda a
la adhesidon microbiana y aumenta la versatilidad
genética del consorcio (Trappetti et al., 2011). La
arquitectura de la matriz no es sélida. Las bacte-
rias en biopeliculas viven en torreones celulares
[figura 3] que se extienden en forma tridimensio-
nal desde la superficie a la cual estén adheridas
(Loera et al., 2008).
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Figura 3. Microscopia electrénica de una biopelicula
encontrada en agua, pues se observan los torreones
celulares en forma tridimensional donde viven las bacterias.
Las flechas indican bacterias inmersas en matriz extracelular
formando los torreones y las estrellas la superficie.

Interacciones en biopeliculas multi-especie

La comunidad bacteriana constituye una socie-
dad microbiana multi-especie, con ‘“reglas y pao-
frones de comportamiento” propios (Bordiy Bentz-
mann, 2011); con interacciones estables multiples
entre especies, que regulan la funcién de la comu-
nidad microbiana (Hansen et al., 2007). Ademdas,
las biopeliculas presentan interacciones de com-
petencia por nufrientes (Rendueles et al., 2011) e
inhibicion del crecimiento de otras especies por
secrecién de sustancias toxicas (Yang et al., 2011)
(tabla 1). Escherichia coli, por ejemplo, secreta po-
limeros durante la formacién de su biopelicula que
inhiben el crecimiento de Staphylococcus aureus
y de otras bacterias Gram positivas, pero no asi a
bacterias Gram negativas (Rendueles et al., 2011).

Comunicacién inter e intra-especifica

en las biopeliculas multi-especie

De manera andloga a lo que sucede en la co-
municacién celular de las células eucariotas que

NUmero 54, (49-56) Enero-Abril 2012

forman tejidos, en las biopeliculas moléculas seial
peguenas confrolan la expresidn de genes invo-
lucrados en una gran variedad de funciones y
vias metabdlicas, tanto entre los miemlbros de una
misma especie como entre especies diferentes:
produccién de factores de virulencia, biosurfac-
tantes, produccién de SPE y movilidad bacteriana
(Yang et al., 2011).

Distintas vias de regulacion complejas inte-
gran senales ambientales a fravés de las cua-
les se disparan respuestas adecuadas (figura 4),
entre estas vias se encuentran: los sistemas de
dos componentes (TCS: por sus siglas en inglés
"two-component systems”) (figura 4A), las rutas
de senalizaciéon de funcidén extracitopldsmica
(ECF: por sus siglas en inglés “extracytoplasmic
function”) (figura 4B), los sistemas QS (figura 4C)
y ofras moléculas, donde se incluye al c-di-GMP
(figura 4D) como segundo mensajero procariote
(Bordi y Betzmann, 2011). Los TCS y el ECF son los
principales mecanismos empleados por las bac-
terias para monitorear el medio externo e interno.
Se monitorean nutrientes, iones, temperatura, es-
tado REDOX, entre otros y se reacciona con res-
puestas adaptativas (Bordiy Betzmann, 2011).

El sistema de respuesta multicelular o QS
coordina la expresidn de genes necesarios para
la formacidén de la biopelicula y detecta la den-
sidad del consorcio (figura 4C), comprende el
proceso de comunicacién bacteriana que uti-
liza pequenas moléculas denominadas autoin-
ductoras o feromonas, que median un gran ran-
go de comunicaciones intra e inter-especificas
determinando asi la densidad de la poblacién
(Bordi y Betzmann, 2011; Yang et al., 2011). Por
ejemplo, en S. aureus, la fransicién entre células
plancténicas y la formacion de biopeliculas es
predominantemente controlada por el sistema
QS (Bordiy Betzmann, 2011).

Tabla 1. Interacciones relevantes en comunidades microbianas en diversos ambientes

Tipo de interaccion

Bacteria

Antagonismo

Bacterias marinas epifiticas; bacterias entéricas.

Comensalismo

Acinetobacter spp/Pseudomonas putida.

Competencia Klebsiella oxytoca/Burkholderia.

Mutualismo Bacterias de suelo; bacterias orales; bacterias marinas epifiticas.

Neutralismo Candida sp; Schizosaccharomyces spp,; Saccharomyces spp.

Sinergismo Microbacterium phyllosphaerae; Shewanella japonica; Dokdonia donghaensis.

Fuente: Simdes et al. (2007).
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Figura 4. Vias de regulacién que controlan la transicién entre bacterias plancténicas y la formacién de biopeliculas.
Las lineas representan la envoltura celular: la membrana externa (ME) es la linea ptrpura y la membrana interna (MI) es la
linea naranja. Se representan los mecanismos presentes en las bacterias Gram positivas (C) y Gram negativas (A, By D).
A) Formacién de la biopelicula en Pseudomonas aeruginosa mediante la via TCS, incluye una proteina sensor histidina cinasa
(HK) y una proteina reguladora de la respuesta (RR) [GacS(HK)/GacC(RR)]. B) Control de la produccién de sustancias
poliméricas extracelulares de alginato en P. aeruginosa via ECF, en la que interviene el factor regulador de la trascripcién
sigma AlgU — anti-sigma MucA — AlgP (MI) — AlgW (periplasmica). C) Control de la formacién de biopeliculas en Staphylococcus
aureus a través de la via QS. D) Control de la formacién de la biopelicula en P. aeruginosa a través de la via de segundos
mensajeros c-di-GMP. Fuente: Bordi y Betzmann (2011).

Finalmente, la via de senalizacién median-
te el segundo mensajero c-di-GMP (figura 4D), se
relaciona con la estimulacion de la formaciéon de
biopeliculas via la produccidn de organelos de ad-
hesién, sintesis de SPE y el decremento de la movili-
dad de las células, que se asocia a su vez, a niveles
elevados de c-di-GMP (Bordiy Betzmann, 2011).

Resistencia antimicrobiana y su relacién

con la formacién de biopeliculas

Las infecciones persistentes constituyen un pro-
blema mundial para el ser humano (Chen y Wen,
2011). Se estima que 65% de las infecciones bac-
terianas involucra la formacién de biopeliculas y
que causan infecciones crénicas (Chen y Wen,
2011), entre otras (Rayner et al., 1998; Wagner et
al., 2003; Ciofu et al., 2005; Mazzoli, 2010; Chen

y Wen, 2011). Como se expuso, la formacion de
biopeliculas es una estrategia microbiana comuin
empleada por las bacterias patdgenas para au-
mentar la resistencia a antibidticos y al sistema
inmune del hospedero, haciendo uso de bombas
de eflujo, adquisicion de nuevas enzimas y muta-
ciones de drogas blanco vy, por supuesto, de la
MEC, que funciona como una barrera protecto-
ra ante la entrada de agentes antimicrobianos
(Chen y Wen, 2011; Bordi y Bentzmann, 2011) (fi-
gura 5). Algunas interacciones en las biopeliculas
multi-especie promueven laresistencia a agentes
antimicrobianos. Por ejemplo, Candida albicans
induce la resistencia de S. aureus a vancomicina
durante la formacion de biopeliculas (Harriott y
Noverr, 2010).
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Figura 5. Resistencia a agentes antimicrobianos en una biopelicula. A) Las bacterias plancténicas son neutralizadas
por los agentes antimicrobianos. B) Las bacterias en la biopelicula més cercanas a la superficie reciben el dafio del agente
antimicrobiano. C) La matriz extracelular (MEC) retarda la velocidad de penetracién del agente antimicrobiano a la
biopelicula. D) Las bacterias generan una respuesta ante el estrés, haciendo que la actividad de las células cambien como
respuesta a estimulos del ambiente y E) se genera un microambiente alterado. F) Bacterias persistentes se generan,
las cuales son capaces de resistir a los agentes antimicrobianos permitiendo nuevamente la colonizacién
de la superficie por parte de las bacterias en biopelicula.

Técnicas para el estudio de la biopelicula

Existen distintas técnicas para el estudio de bio-
peliculas, enfocdndose cada una de ellas en su
campo de aplicacién. En el aspecto clinico, la
deteccion oportuna de la formacion de biopeli-
culas en infecciones persistentes es un factor cla-
ve para combatir padecimientos. En este cam-
po, las técnicas persiguen el desarrollo de antige-
nos y anticuerpos especificos para el diagndstico
terapéutico. Actualmente, se han desarrollado
ensayos ELISA (del inglés “Enzyme-Linked Immu-
noSorbent Assay”, o bien, Ensayo por Inmunoalb-
sorcion Ligado a Enzimas) para anti-adhesinas
de superficie, que son alfamente expresadas en
células en biopeliculas para monitorear la forma-
cion de biopeliculas, por ejemplo, de Staphylo-
coccus en pacientes con injertos vasculares sin-
téticos (Cheny Wen, 2011).

Asimismo, se han desarrollado estrategias
tales como sistemas de biopeliculas artificiales,
donde podemos destacar al ensayo de biope-
liculas en microplaca, utilizado para examinar
eventos primarios en la formacién de la biopeli-
cula, detectar su dispersidon y monitorear la ad-
hesion microbiana a una superficie abidtica. La

técnica utiliza una microplaca de 96 pozos, en la
cual las células se cultivan por cierto periodo. Las
células adheridas a los pozos son tenidas con un
medio de confraste (por ejemplo, cristal violeta
0.1%), lo que permite la visualizacién de los patro-
nes de adhesion de las células a la superficie. Esta
técnica permite la medicién de la absorbancia
en fiempos determinados para obtener ensayos
semicuantitativos de la formacion de la biopeli-
cula (Merritt et al., 2005; Labrie ef al., 2010).

La hibridaciéon fluorescente in situ (FISH) aco-
plada a microscopia, es por mucho, la técnica
mds usada, pues se utiliza para analizar la com-
posicion y la localizacién de especies microbianas
especificas en la biopelicula. La técnica FISH de-
tecta secuencias de dcidos nucleicos por un oligo-
nucledtido altamente especifico para cada bac-
teria, que hibrida concretamente a su secuencia
blanco complementaria en la célula (Yang et al.,
2011). Las células hibridadas fluorescen bajo cierta
longitud de onda, puesto que el oligonucledtido
estd marcado con un fluorocromo o una proteina
fluorescente. Las células son visualizadas a través
de microscopia confocal (Sternberg et al., 2006).
Esta técnica es ampliamente utilizada, ya que el
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equipo permite realizar cortes épticos virtuales a
lo largo de la imagen, obteniendo un mejor and-
lisis con respecto a la localizacion y disefo de la
biopelicula (Almeida et al., 2011).

Existen también ofras técnicas tales como el
método de electroforesis en geles desnaturilizan-
tes en gradiente (DGGE) y la microscopia elec-
fronica. La primera es aplicada para describir la
diversidad microbiana e identificar especies indi-
viduales en biopeliculas multi-especie; este méto-
do separa comunidades bacterianas a partir de
amplificados de PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa) de ARN ribosomal 16S con base en su
contenido en guanina y citosina. La segunda es
utilizada para observar la estructura de la biopeli-
cula en forma directa (figura 3) (Yang et al., 2011).

Biopeliculas bacterianas en el interior

de nuestras células

Las bacterias patdgenas son capaces de entfrar
células epiteliales humanas por procesos de inter-
nalizacién, causando infecciones invasivas. Barto-
nella henselae, una bacteria capaz de colonizar
las vdlvulas del corazédn, invade a las células en-
doteliales via invasoma, es decir, formando gran-
des agregados que se internalizan en las células
eucariotas (Dehio, 1997). Escherichia coli entero-
patdgena (EPEC), causante de diarreas agudas,
y E. coli uropatogénica (UPEC), que provoca in-
fecciones del tracto urinario, también pueden
invadir el epitelio intestinal y el de vejiga urinaria
en humanos y animales, respectivamente (Yamao-
moto et al., 2009). Dentro de las células epiteliales
de la vejiga, UPEC se mueve a través de la mem-
brana por medio de compartimentos similares a
un endosoma tardio, éste se rompe en el citosol
de la célula huésped y se multiplica rédpidamente,
formando comunidades infracelulares tipo biope-
licula que contienen hasta miles de bacterias (Wi-
les et al., 2008).
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y desarrollo, ademds del avance de las técnicas
para su estudio, como las mencionadas anterior-
mente, el conocimiento de las biopeliculas se ha
incrementado en los Ultimos anos, permitiéndonos
una mejor comprension de estos consorcios, que
forma parte del ciclo de vida de los microorga-
NismMos.
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