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RESUMEN: Las poblaciones bacterianas tienen la habilidad de adaptarse rdapida y 6pti-
mamente a los cambios en los ambientes en los que existen. De esta manera, en ambientes
propicios, con ausencia o baja incidencia de factores estresantes, se las puede encontrar
de forma individual, también llamada planctonica. Sin embargo, los cambios bruscos en
el ambiente que las rodea, conducen a un cambio importante en el comportamiento de la
bacteria individual, la cual tiende a contactar y “comunicarse” con las bacterias aledanas
para conformar una patina bacteriana, llamada biofilm. Los biofilm son responsables de las
infecciones bacterianas crénicas y/ o recidivantes en humanos y animales. La caracteristica
fundamental de los biofilm bacterianos es su amplia resistencia frente a una variedad de
antimicrobianos, la cual es consecuencia de mecanismos distintos a los reportados para la
bacteria en estado planctonico. La formacién de biofilms comienza a ser reconocida como un
proceso de desarrollo multicelular. Esta es la llave de las nuevas estrategias terapéuticas:
el cambio del blanco a tratar, dejar de pensar en la bacteria para empezar a pensar en ese
organismo multicelular conformado por bacterias al que se denomina biofilm.

Palabras clave: biofilm, bacteria plancténica; resistencia antimicrobiana; infecciones bac-
terianas; infecciones bacterianas cronicas.

BACTERIAL BIOFILMS

ABSTRACT: Bacterial populations have the ability to adapt quickly and optimally to changes
in its environment. Thus, in favourable environments, with no or low incidence of stressors,
they can be found in individual form also called planktonic. However, sudden changes in the
surrounding environment leads to a significant change in the behaviour of the individual bacte-
ria, which tends to contact and “communicate” with neighbour bacteria to form a conglomerate
called biofilm. Biofilms are responsible for chronic/ recalcitrant infections in humans and ani-
mals. The most important feature of bacterial biofilms is their high resistance to a wide range
of antimicrobials, by mechanism other than those reported for planktonic bacteria. Biofilms
development is beginning to be recognized as a process of multicellular development. This is
the key to a new therapeutic strategy: changing the therapeutic target from the planktonic
bacteria to this multicellular organism called biofilm.
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INTRODUCCION

Las poblaciones bacterianas tienen la ha-
bilidad de adaptarse rapida y 6ptimamente a los
cambios en los ambientes en los que existen (1).
De esta manera, en ambientes propicios con au-
sencia o baja incidencia de factores estresantes se
las puede encontrar de forma individual, también
llamada plancténica. Sin embargo, los cambios
bruscos en el ambiente que las rodea, entre ellos,
baja presion de oxigeno, o presencia de antimi-
crobianos, conducen a un cambio importante en
el comportamiento de la bacteria individual, la
cual tiende a contactar y “comunicarse” con las
bacterias aledafias para conformar una patina
bacteriana, llamada biofilm (2).

Los biofilm son estructuras complejas con-
formadas por poblaciones bacterianas, las cuales
se comportan como organismos multicelulares.
Los biofilms no deben considerarse una mera
aglomeracién de bacterias, por el contrario deben
ser contemplados como una poblacién que reac-
ciona y actiia como un organismo Unico, de ahi
la calificacion de organismo multicelular (1).

Los biofilms se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza ya que representan
la forma habitual de crecimiento de las bacte-
rias.

En la clinica se los considera responsables
de la mayoria de las infecciones recidivantes o
en aquellas asociadas a implantes. Los primeros

Figura 1. Ejemplos de biofilms. (A) en rios; (B) en
drenajes; (C) en catéteres; (D) en dientes; (E) en
herida de piel; (F) en un caso de otitis externa.
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reportes de la importancia de los biofilms en pro-
cesos infecciosos en humanos datan de inicios
de la década de 1980 en hospitales de la Ciudad
de Memphis y en la Universidad de Tennessee,
donde se observo que muchos pacientes padecian
sepsis asociada a catéteres intravasculares (Sta-
phylococcus coagulasa negativo) (3). Pero no fue
hasta la década de los 90 que se los comenz6 a
investigar en relacion a su rol como responsables
de infecciones crénicas (4).

Actualmente es ampliamente aceptado
que los biofilms son causantes de muchas en-
fermedades infecciosas bacterianas, todas ellas
caracterizadas por su dificil erradicacion y carac-
ter recidivante (2, 5).

Existen numerosas infecciones con estas
caracteristicas, para la cuales se ha demostrado
un biofilm bacteriano como agente etiologico; en-
tre ellas: las prostatitis bacterianas (Escherichia
coli), endocarditis (Streptoccoccus), neumonias
(Pseudomonas, Streptococcus), otitis recidivantes
(Haemophilus influenzae) y, como se mencionara,
las infecciones asociadas a dispositivos médicos
de implantes (implantes ortopédicos, catéteres
urinarios, marcapasos) (6, 7). En Medicina Ve-
terinaria, aunque menos estudiados, se esta
empezando a reconocer que enfermedades como
neumonias (Pasteurella multocida), meningitis
(Streptococcus suis), abscesos hepaticos (Fuso-
bacterium necrophorum), mastitis infecciosas
(Streptococcus agalactiae, Staphylococcus au-
reus), piodermias (Staphylococcus epidermidis)
y otitis externas (Pseudomonas aeruginosa) son
causadas por bacterias en estado de biofilm (8,
9, 10).

La formacion de biofilms es un proceso
temporal que involucra la transicion a través de
distintas etapas de organizacién multicelular,
identificadas como: (i) fase plancténica, (ii) fase de
adhesion, (iii) fase de formaciéon de microcolonias,
(iv) fase de formacion de macrocolonias y (v) fase
de dispersién (11)

La fase de adhesion se ha dividido poste-
riormente en una etapa reversible y una irrever-
sible en reconocimiento a que la adhesion a la
superficie inicialmente es débil. En esta etapa se
produce la activacion de mecanismos especificos
que permiten la transiciéon celular a una asocia-
cion con la superficie de muy alta estabilidad. La
formacion de agrupaciones celulares discretas se
conoce como formaciéon de microcolonias, lo que
puede suceder ya sea por crecimiento clonal de
las células adheridas o por translocacién activa a
través de la superficie. Las microcolonias crecen
en tamano y coalescen para formar las macroco-
lonias. La macrocolonia tipica consiste de torres
semejantes a hongos separadas por espacios
llenos de liquido. Sin embargo, también son po-
sibles estructuras alternativas como por ejemplo,
estructuras planas. Las células, dentro de la
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Figura 2. Esquema de las fases de desarrollo de biofilms (Modificado

de (11))

macrocolonia, estan contenidas en una matriz de
exopolisacaridos que también contiene restos de
células muertas y ADN extracelular. Por ultimo,
las macrocolonias pueden disolverse liberando las
células desde el biofilm. El retorno de las células
a la fase planctonica completa la imagen idealista
del ciclo de desarrollo. En conjunto, estas cinco
transiciones en la forma visualmente demarcada
constituyen los puntos de control intuitivos del
ciclo de desarrollo del biofilm.

La consideracion de los biofilms como
organismos multicelulares se basa en su capa-
cidad de crecer, alimentarse, reproducirse, etc.
de manera organizada y orquestada a través de
sistemas de comunicacion célula — célula (12).
Las bacterias como parte de una comunidad se
comunican a través de senales quimicas. Estas
senales pueden depender de la densidad celular
o poblacién o ser producidas en diferentes etapas
del ciclo celular (13, 14).

El sistema de comunicacién entre las bac-
terias que conforman el biofilm se ha definido
como quoérum sensing (12).

El quérum sensing es un sistema que
consiste en una molécula sefial llamada autoin-
ductor que puede difundir hacia fuera o dentro
de la célula, como en el caso de bacterias Gram
negativas, o ser sintetizada como péptidos pre-
cursores, modificada y exportada de la célula a
través de una maquinaria de transporte de pro-
teinas (15, 16, 17, 18).

Los sistemas de quérum sensing difieren
entre los distintos géneros bacterianos y una
misma bacteria puede poseer mas de un tipo de
sistema, por ejemplo en Pseudomonas aerugino-
sa se han descrito dos sistemas diferentes (Las
I/ Las Ry Rhl I/ Rhl R) los cuales pueden estar

interconectados (13, 2).

Los mecanismos de sefalizaciéon son los
responsables de determinar, en respuesta a se-
nales del medio ambiente, la morfologia de los
biofilms (desde pilares cilindricos a estructuras
filamentosas semejantes a hongos) y la organiza-
cion de las complejas redes de canales acuosos
especificamente diseflados para permitir la circu-
lacion de nutrientes y eliminacion de desechos.
Asimismo, tienen la capacidad de remodelar, en
forma rapida, el biofilm en caso de modificacio-
nes abruptas en el medio ambiente (19). Como
se puede observar, este comportamiento define
un organismo multicelular altamente evolucio-
nado.

Es importante remarcar que las bacterias
ademas de comunicarse entre ellas, pueden co-
municarse con el hospedador. Este tipo de comu-
nicacion, denominada inter-reino, se lleva a cabo
a través de los mismos receptores bacterianos que
reconocen a los autoinductores, dada su capa-
cidad de reconocer moléculas de tipo hormonal
producidas por los huéspedes (20).

Desde hace mucho tiempo era reconoci-
da por los médicos de terapia intensiva la baja
incidencia de infecciones por E. coli enterohe-
morragica (EHEC) (O157:H7) en pacientes bajo
tratamiento con beta-bloqueantes (21). Fueron
los trabajos de Sperandio y su grupo los que re-
portaron las causas de esta baja incidencia (22,
23, 24, 25, 26, 27). Estos autores demostraron
que las bacterias (en este caso E.colj en intestino
eran capaces de detectar los aumentos de epi y
norepinerfrina (incrementados en este tipo de
pacientes debido al stress y dolor). El aumento de
las concentraciones circulantes de estas cateco-
laminas conduce a un trasvasamiento al lumen
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intestinal que es reconocido por las bacterias alli
presentes, las cuales responden con un aumen-
to del crecimiento, activacion de los factores de
virulencia y formacioén de biofilm.

Bansal y col (28), presentan una interesan-
te hipotesis sobre los mecanismos de coloniza-
cioén de E. coli O157:H7; segun esta hipétesis los
gradientes de epi y norepinefrina influencian la
migracién quimiotactica de E. coli O157:H7 hacia
la superficie de las células epiteliales del intes-
tino. Cuando las concentraciones son bajas, las
células bacterianas tienden a moverse de manera
paralela a la superficie. Sin embargo, el aumento
de los niveles de catecolaminas conduce a una
migracién bacteriana hacia la superficie de las
células epiteliales intestinales lo que facilita su
adherencia. Un detalle importante, que refleja
la organizacién de las poblaciones bacterianas,
es la interaccién de la cepas de E. coli O157:H7
con las cepas de E. coli productoras de indol y
las bacterias comensales no coli (13). Se ha re-
portado que el indol actuaria como repelente de
E. coli O157:H7, de manera que la colonizacion
y formacién de biofilm se daria exclusivamente
en las zonas ocupadas por bacterias comensales
no coli.

Como se menciona previamente, la hip6-
tesis de que los biofilms bacterianos son los res-
ponsables de las infecciones bacterianas cronicas
y/o recidivantes es cada vez mas aceptada (1, 4,
29, 30). Esto es de fundamental importancia; una
terapéutica antibacteriana dirigida a la bacteria
en estado plancténico conducira inexorablemente
al fracaso terapéutico. Por lo tanto, nuevos es-
quemas terapéuticos dirigidos a los biofilms son
imprescindibles si se pretende alcanzar una cura
bacteriana de estos procesos infecciosos.

La caracteristica fundamental de los biofilm
bacterianos es su amplia resistencia frente a una
variedad de antimicrobianos (31). Es importante
remarcar que el concepto clasico de resistencia
antimicrobiana se refiere a la resistencia adqui-
rida de las bacterias en estado plancténico. Es-
tos mecanismos, todos ellos irreversibles, estan
mediados a través de mutaciones o adquisicion
de genes por medio de intercambios genéticos e
incluyen (a) inactivacién enzimatica del antimi-
crobiano (betalactamasas), (b) modificacion de
el sitio diana del antimicrobiano en la bacteria
(estreptomicina) o (c) expresiéon de bombas de
eflujo (fluoroquinolonas) (32).

Los mecanismos a través de los cuales
los biofilms resisten a los antimicrobianos son
diferentes y reflejan las caracteristicas estruc-
turales y fisiologicas de “organismo multicelular
bacteriano”.

Numerosos estudios in vitro han demostra-
do que las bacterias en estado de biofilm poseen
una resistencia 10 a 1000 veces mayor que la
observada con las mismas cepas bacterianas en
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estado plancténico (8, 33, 34, 35).

La resistencia antimicrobiana de los bio-
films no se debe a la presencia de genes de resis-
tencia ni a la seleccion de mutantes resistentes,
lo que, como se mencionara, es una caracteristica
de la resistencia antibacteriana de las bacterias
en estado planctonico. Las bacterias en estado
de biofilm solo expresan genes considerados
estructurales.

A la fecha, aun cuando este es un tema
en crecimiento dinamico, se han propuesto los
siguientes mecanismos para explicar la alta re-
sistencia de los biofilms frente a los antimicro-
bianos (6, 31):

1.- Penetracion alterada de los antimicro-
bianos a través de la matriz del biofilm (reducida
tasa, lenta velocidad) (36). Esta hipotesis plantea
la posibilidad de una muy lenta o incompleta
penetracion de los antimicrobianos al interior del
biofilm. Esto seria consecuencia de un efecto de
dilucién en la matriz asi como, de la presencia
de enzimas capaces de metabolizar a los antibi6-
ticos (37). También se reporta un efecto carga,
especialmente para los aminoglucésidos, que
son cationes (por la presencia del grupo azucar)
e interactiian con las cargas negativas de los
polimeros que conforman la matriz extracelular
(38, 39).

2.- La 2da hipétesis, se asienta en las carac-
teristicas quimicas del microambiente del biofilm
(6). Se ha demostrado que dentro del biofilm se
generan microgradientes de nutrientes, entre
ellos de oxigeno; estos estudios demuestran que
todo el oxigeno es consumido en las capas mas
superficiales del biofilm, creandose en el inte-
rior nichos de anaerobiosis (40). Por otro lado,
también se observan gradientes en microescala
de productos de desecho, lo que conduce a di-
ferencias de pH en las distintas profundidades
del biofilm. La anaerobiosis, asi como, los pHs
extremos ejercen un profundo efecto sobre la
actividad de los antimicrobianos (41, 42). Los
aminoglucésidos son menos efectivos en anaero-
biosis y los macroélidos en pHs acidos. Asimismo,
este gradiente de nutrientes se asocia con cam-
bios en el ciclo bacteriano de las bacterias que
conforman el biofilm; se pueden encontrar dentro
de la misma poblacion, bacterias en crecimiento
logaritmico (blanco para antimicrobianos que ac-
than en pared) y otras en estado estacionario (que
serian refractarias a estos antimicrobianos) (36).
Otra consecuencia de los microgradientes es la
induccién en la bacteria de repuestas osméticas
al stress, lo que induce cambios en la distribu-
cién de porinas de la pared bacteriana reflejado
con una disminucion de la permeabilidad de los
antimicrobianos (42).

3.- La 3ra hipotesis postula que en el in-
terior del biofilm se observan sub-poblaciones
fenotipicamente diferentes, de tipo persistente
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también llamadas bacterias viables no cultiva-
bles (43).

Como se ha mencionado, este terreno de
estudio es amplio y, al menos en veterinaria, muy
poco investigado.

En la actualidad existen escasos estudios
sobre la capacidad de formar biofilms de las
bacterias responsables de las infecciones reci-
divantes en animales domésticos. Asimismo, se
continta aplicando la terapia clasica disefiada
para bacterias en estado plancténico, las cuales
poseen un perfil patogénico y de resistencia anti-
microbiana totalmente diferente a los biofilms.

La formacion de biofilms comienza a ser
reconocida como un proceso de desarrollo multi-
celular. Esta es la llave de las nuevas estrategias
terapéuticas: el cambio del blanco a tratar, dejar
de pensar en la bacteria para empezar a pensar
en ese organismo multicelular conformado por
bacterias al que se denomina biofilm.
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