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Excelentisimo Sr. Presidente de la Real Academia de Medicina de Zaragoza,
Excmas e llmas Autoridades
Excmos e Ilmos Académicas y Académicos. Compafieros y amigos
Querida familia

Sefioras y sefiores

Comparezco aqui a instancias de la Junta Directiva que, en cumplimiento
de los Estatutos de las Reales Academias de Medicina y del Reglamento de
Régimen Interior, “siguiendo el turno riguroso de antigiiedad” me invita-
ron a redactar y presentar el discurso correspondiente a esta Solemne Sesion
Inaugural del afio 2025.

Quiero expresar en primer lugar mi gratitud hacia esta Ilustre Institucion,
de la que me honro en formar parte desde 2016, por la confianza y el carifio
con que he sido acogido por los miembros de esta casa. Es un honor y una
responsabilidad cumplir la tarea encomendada, que confio desarrollar con el
suficiente acierto patra conseguir de todos ustedes su benevolente atencion, en
un tema que siendo muy atractivo para quien les habla, espero sea, al menos
interesante, para quienes lo van a escuchar.

El titulo elegido Las bigpeliculas microbianas y su papel en patologia humana resu-
me el objetivo de mi presentacioén, exponer la importancia que este mecanis-
mo adaptativo de organizacién poblacional tiene sobre la capacidad patogena
microbiana y su repercusién en el tratamiento de las infecciones en las que
adquiere protagonismo.

Origenes del conocimiento de las biopeliculas microbianas (BPM)

Gracias a las observaciones de Anton van Leeuwenhoek sabemos desde
el siglo XVII de la existencia del mundo microbiano. Durante mucho tiempo
solo reparamos en la existencia de los microorganismos en su forma aislada,
planctonica, y asi nos acostumbramos a estudiar las bacterias, a describirlas y
clasificarlas segtin las caracteristicas que tienen cuando se afslan y se cultivan en
el laboratorio, pero en la naturaleza se encuentran en ambientes complejos que
han de colonizar para lograr su supervivencia y para ello exhiben un fenotipo
distinto que guarda relacién con su tasa de crecimiento y su expresion génica:
las biopeliculas.

Las primeras descripciones de estas estructuras se producen en los afios
70 del siglo XX pues hubo que esperar la llegada del microscopio electrénico
para examinar en detalle la biopelicula, con alta resolucién, en comparacion
con la microscopia 6ptica. El empleo de microscopia electrénica de barrido
y de transmisiéon permitié identificar biopeliculas en filtros de una planta de
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tratamiento de aguas residuales y permitié comprender que la morfologia
celular del biofilm es consecuencia de la agrupacién de una variedad de
microorganismos.

Del avance experimentado desde entonces y de la relevancia y actualidad
que tienen las biopeliculas microbianas es testimonio la concesién en 2023 del
Premio Princesa de Asturias de Investigacién Cientifica y Técnica a los esta-
dounidenses Jeffrey Gordon, Everett Peter Greenberg y Bonnie Lynn Bassler,
por sus contribuciones a nuevos enfoques que reconocen el papel imprescin-
dible de las comunidades de microorganismos en la vida sobre la Tierra, inclu-
yendo la de los seres humanos, y su relacion con la salud.

Jeftrey Gordon ha sido pionero en el descubrimiento y comprension del
decisivo papel que desempefia el microbioma humano en el mantenimiento de
la salud.

Peter Greenberg y Bonnie Bassler han desentrafiado, segun destaco el jura-
do, la existencia de mecanismos inéditos de comunicacién entre bacterias, que
emiten sefiales quimicas que modulan su comportamiento colectivo, papel que
resulta decisivo para la formacién de las biocapas y se revela como una diana
esencial sobre la que actuar para interferir en su génesis.

Qué son las biopeliculas microbianas (BPM)

Dependiendo del ambiente en que se encuentran, los microorganismos
pueden expresar una serie de genes que sintetizan los materiales que posibilitan
su adaptacién al nuevo entorno.

Conseguir sobrevivir y colonizar ambientes naturales complejos exige de
los microorganismos capacidad para colonizar sustratos sélidos de lo mas di-
verso, albergar mecanismos especificos para su union inicial a superficies, para
desarrollar una estructura de ecosistema y comunidad, y para separarse del
mismo. En definitiva, habilidad para formar lo que denominamos biopeliculas
microbianas.

Las biopeliculas microbianas son comunidades de microorganismos, que
pueden estar integradas por bacterias, hongos, algas y otros microorganismos,
que se adhieren a una supetficie, que puede ser un material inerte o tejidos
vivos, y estan incrustadas en una matriz de sustancias extracelulares produci-
das por ellos mismos. Estas sustancias extracelulares, conocidas también como
matriz extracelular o matriz polimérica, estin compuestas principalmente de
polisacaridos, protefnas y otros compuestos organicos.

La capacidad de formar comunidades complejas constituye un mecanismo
adaptativo que permite a las bacterias sobrevivir y colonizar con éxito entot-
nos muy diferentes y a menudo muy hostiles, en los que no lograrfan anidar de
forma plancténica.
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Sorprende la existencia de vida y crecimiento microbiano en ambientes y
circunstancias tan inhdspitas que se antojan incapaces de soportar la vida. Sin
embargo, hay bacterias extremofilas que prosperan en rocas ubicadas a varios
kilémetros de profundidad, bajo cientos de metros de hielo en la Antartida; se
encuentran bacterias en las calderas de volcanes en actividad, en el agua hir-
viente de geiseres, en estanques con acido sulfirico o en el desierto de Atacama
el lugar mas calido y seco de la Tierra, varios metros por debajo de los suelos
desérticos mas aridos, donde obtienen agua posiblemente a partir del yeso, lo
que abre a la especulacion la posibilidad de que exista vida microbiana en los
desiertos de Marte, en los que también hay depdsitos de yeso.

Agregados microbianos no adheridos a superficies: también son
biopeliculas

Como ya hemos indicado, hoy sabemos que las bacterias pueden adoptar
dos formas de vida en la naturaleza. En su forma plancténica aparecen como
células individuales, independientes y flotantes. En la otra, las bacterias se orga-
nizan en agregados microbianos formando biopeliculas.

Conviene sefialar que los modelos mas universalmente utilizados para des-
cribir la estructura de las biopeliculas no reflejan toda la complejidad que pue-
den desarrollar estas estructuras cuando se desarrollan en entornos del mundo
real, tanto industriales, como naturales o clinicos.

Las biopeliculas suelen representarse con una estructura clasica en forma de
hongo, que es caracteristica de Pseudomonas aeruginosa, porque los estudios mas
numerosos y detallados se han realizado sobre esta especie. Sin embargo, pare-
ce evidente que no es asi como se desarrollan todas las biopeliculas, especial-
mente 7z vivo, en entornos naturales, donde las biopeliculas pueden observarse
también como agregados no adheridos a supetrficies.

El término biopelicula hace referencia a la formacién de biomaterial en
una supetficie. Mas recientemente, hemos admitido que hay bacterias agrega-
das, que aunque no estan adheridas a superficies, también han de considerarse
como biopeliculas. Estos agregados bacterianos no asociados a superficies se
observaron inicialmente en entornos medioambientales pero hoy también se
reconoce su presencia en entornos clinicos.

Aunque se puede distinguir entre agregados bacterianos adheridos a super-
ficies y no adheridos a superficies, hay evidencias de que comparten fenotipos
similares. En ambos fenotipos, las bacterias crean microambientes que influyen
en la comunidad y en el comportamiento microbiano de manera interdepen-
diente y dindmica.

Estos hechos justifican que podamos definir los agregados bactetrianos
como biopeliculas, independientemente de su unién a una supetficie bidtica
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o abiética, lo que ha llevado a algunos autores a considerar la agregacién de
bacterias como el nicleo central de las biopeliculas bacterianas.

Importancia de las biopeliculas microbianas

La visi6én plancténica de las infecciones nos ha servido para explicar la ma-
yorfa de las infecciones agudas, que suelen ser monomicrobianas y protagoni-
zadas por patdgenos primarios. Este modelo resulta inadecuado para explorar
y entender las infecciones de evolucién cronica, que suelen ser polimicrobianas
y con protagonistas mas oportunistas en su capacidad patdgena.

Estudios de metagenémica han demostrado que las bacterias formadoras
de biofilm albergan numerosos mecanismos destinados a promover la diversi-
dad. La inclusién en una misma comunidad de multiples especies bactetianas
y/o flingicas propotrciona numerosas ventajas: resistencia pasiva, cooperacion
metabdlica, sistemas de quérum sensing, incremento del conjunto génico y
mejores posibilidades para el intercambio y adquisicién de material genético
entre sus integrantes. En definitiva, numerosas sinergias que mejoran su capa-
cidad competitiva.

La capacidad de formar biopelicula no es sélo un rasgo comun de varios
microorganismos, sino que también ha sido reconocida como el modo domi-
nante de crecimiento bacteriano en la naturaleza.

El desarrollo de biopeliculas se relaciona con graves problemas de salud
ligados a la produccién de infecciones graves y de evolucion lenta. Asi, inter-
vienen de modo decisivo en la formacién de la placa dental, pueden contribuir
a la colonizacién tanto de tejidos vivos como de los mas diversos materiales
que integran biodispositivos implantables o removibles e, incluso, influyen en
la resistencia a los antimicrobianos. Su predominio en el campo de la patologia
clinica se ve corroborado en diferentes informes publicados por los Institutos
Nacionales de Salud (NIH) que indican que en torno al 65% de todas las in-
fecciones microbianas y hasta el 80% de las infecciones crénicas estan relacio-
nadas con la formaciéon de biofilms. La repercusion de estas infecciones sobre
la salud es muy relevante en términos de morbimortalidad, costes asociados
a cuidados sanitarios, e incluso, contribuyen a la apaticion y diseminaciéon de
resistencia a antimicrobianos, especialmente en el entorno hospitalario.

La formacién de biopeliculas puede tener importantes implicaciones en
otros ambitos muy diversos, ya que su presencia en la naturaleza, en ambientes
terrestres o acuaticos, es muy abundante. Se encuentran en los fondos marinos,
en las piedras de los lechos de los rios, en la tierra o en la superficie de las plan-
tas. También son comunes en entornos industriales, en los depésitos y conduc-
ciones de agua, por lo que pueden afectar a la calidad del agua, la eficiencia de
los intercambiadores de calor, la corrosion de superficies, la contaminacion de
alimentos, etc...
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Ademas de tener consecuencias indeseables o perniciosas, la formacién de
biopeliculas puede ser beneficiosa en algunos casos, como en la depuracién de
aguas residuales o en la promocion de la salubridad del suelo.

Su amplia distribucion en la naturaleza, en los mas variados habitats, explica
el interés que despierta el estudio de las biopeliculas microbianas en campos
muy diversos: microbiologia, biotecnologfa, medicina, ingenierfa ambiental y
otras disciplinas relacionadas, que intentan comprender mejor su naturaleza
y repetrcusiones a fin de desarrollar estrategias de control y modificacién que
puedan repercutir en diferentes ambitos sanitarios y tecnoldgicos, tanto favo-
rables como perniciosos.

Coémo se forman las biopeliculas

La formacién de biopeliculas es un proceso de desarrollo que se inicia cuan-
do los organismos plancténicos de vida libre se agregan y/o hacen la transicion
a un estilo de vida asociado a la colonizacién de superficies. El ciclo se comple-
ta cuando las células escapan de la estructura de la biopelicula, en un proceso
conocido como dispersion, para regresar al modo de crecimiento unicelular.
Se trata, por tanto, de un proceso complejo en el que interaccionan muchos
factores, entre ellos la temperatura, la humedad, la disponibilidad de nutrientes
y la presencia de sustancias quimicas especificas.

Este proceso de desarrollo ha sido descrito como un proceso secuencial y
altamente regulado, que involucra varias etapas fenotipicamente distintas. Ade-
mas, en cada etapa del desarrollo de la biopelicula se producen patrones exclu-
sivos y caracteristicos de produccién de proteinas y expresion génica.

Las caracteristicas clave relacionadas con el modo de crecimiento sésil in-
cluyen la pérdida de expresion del gen que rige la sintesis de los flagelos, la
produccién de componentes que forman parte de la matriz de la biopelicula,
la induccién de mecanismos de resistencia a los antibioticos, incluidas bombas
de eflujo que se activan incluso cuando las biopeliculas se cultivan en ausencia
de antibiéticos, acompafiado de una mayor produccién de determinantes de
patogenicidad con el consiguiente incremento de la virulencia.

Como resultado, las células de la biopelicula muestran caracteristicas y com-
portamientos distintos de sus contrapartes planctonicas, con rasgos distintivos
que incluyen mayor resistencia a las defensas del sistema inmune del huésped y
mayor tolerancia al estrés, incluida la restriccion de nutrientes, la deshidratacion
y los antimicrobianos.

Etapas de la formacion de la biopelicula

Las biocapas se desarrollan en diferentes etapas, que se suceden en un ot-
den establecido.
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Adhesion inespecifica o absorcion

El primer paso en la colonizacién de cualquier supetficie es la adherencia,
que inicialmente depende de la naturaleza del biomaterial. El contacto inicial
entre la bacteria y la superficie esta mediado por fenémenos de naturaleza fisi-
co-quimica, como las fuerzas de Van der Waals, las interacciones electrostaticas
y las hidrofébicas.

Muchas bacterias tienen en su superficie componentes de naturaleza hidro-
tobica. Si la superficie a colonizar también es hidrofébica, como sucede con
muchos biomateriales, cuando se acercan los microorganismos, en un medio
acuoso, tienden a adherirse expulsando las moléculas de agua que haya en-
tre ellos. Los microorganismos se adhieren mas probablemente a superficies
hidrofébicas y no polares como el teflén y otros plasticos, que a superficies
hidrofilicas y polares como metales y vidtio.

Adherencia especifica

Si la asociacion entre la bacteria y su sustrato persiste el tiempo necesario,
que pueden ser apenas unos segundos, intervienen otras estructuras que trans-
forman la adhesién inicial, que es inespecifica y reversible, en un proceso mas
especifico, mediado por sistemas adhesina-receptor, que fijan al microorganis-
mo de manera permanente e irreversible a la superficie. Como receptores pue-
den actuar diferentes proteinas y glucoproteinas plasmaticas y tisulares, como
fibronectina, fibrinégeno, fibrina, colageno, elastina y otros.

Crecimiento y acumulacion

Una vez adheridos, se produce una fase de crecimiento y acumulaciéon que
les permite colonizar la superficie del material, vivo o abiético, y formar una
biocapa produciendo grandes cantidades de polimeros extracelulares de mo-
léculas largas y ramificadas que forman una madeja o marafia de estructura
tridimensional con la que recubren y engloban a las células microbianas para
mantenerlas unidas y protegerlas del medio circundante.

Se forman asi microcolonias en la biopelicula que generalmente constan de
muchos tipos de microcomunidades que se coordinan entre si en multiples as-
pectos. Esta coordinacion juega un papel crucial en el intercambio de sustratos,
la distribucién de importantes productos metabdlicos y la excrecién de cata-
bolitos finales. Por ejemplo, durante la digestion anaerébica, cuando la materia
organica compleja se convierte en amoniaco y anhidrido carbénico, se requiere
la participacién de al menos tres tipos de poblaciones bacterianas: (1) prime-
ro intervienen bacterias fermentativas que producen acido y alcohol a partir
del catabolismo de compuestos organicos complejos, (2) a continuacién ac-
tuan bacterias acetogénicas que consumen los sustratos anteriores para generar
acetato como catabolito, (3) y por ultimo, las bacterias metandgenas obtienen
energfa al convertir el acetato, el diéxido de carbono y el hidrégeno en metano.
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El biofilm proporciona un entorno idéneo para el desarrollo de asociacio-
nes sintroficas, es decir, relaciones entre dos o mas bacterias metabdlicamente
diferentes que dependen y cooperan entre si para utilizar determinados sustra-
tos con fines energéticos.

Microcolonias y canales de agua

Las biopeliculas tienen como unidad estructural basica las microcolonias,
separadas unas de otras por vacios intersticiales llenos de agua, llamados ca-
nales de agua, que actian como un sistema circulatorio que usan para distri-
buir nutrientes y eliminar productos de desecho que generan las comunidades
microbianas imbuidas en el biofilm. Asi, junto a microcolonias compactas se
ordenan zonas mas laxas que permiten el flujo de oxigeno, nutrientes, solutos,
enzimas, mensajeros y la excrecién de catabolitos.

Esta disposicion se produce tanto en los biofilms mixtos como en los for-
mados por una sola especie. La proximidad entre sus células crea un ambiente
idéneo para generar un entorno que permite el acceso a los nutrientes, facilita
el intercambio de genes y promueve la comunicacién intercelular o quorum
sensing,

La matriz extracelular (MEC)

La matriz extracelular producida se conoce también como slime, limo o
sustancia mucoide y actia como una especie de argamasa que mantiene unidas
a las células en la biopelicula.

Entre el 5% y el 35% del volumen de la biopelicula estd constituido por
microorganismos, mientras que el volumen restante es matriz extracelular. Por
lo general, la matriz de exopolisacaridos tiene un espesor de entre 0,2 y 1,0 pm;
sin embargo, el tamafio de la biopelicula oscila entre 10 y 30 nm.

La matriz extracelular tiene una composicién compleja que consta princi-
palmente de polisacaridos, proteinas, ADN extracelular, proteinas amiloidogé-
nicas y otros componentes organicos. No obstante, la mayoria de los exopo-
limeros que la integran contiene azdcatres, como glucosa, galactosa, manosa,
fructosa, ramnosa, N- acetilglucosamina y otros. Por ejemplo, en Staphylococens
epidermidis se distinguen 2 fracciones polisacaridas, denominadas PIA 1 y II,
cuya expresion esta controlada por el gen 7z Las cepas que expresan el gen
7ca tienen de 3 a 10 veces mas capacidad para formar biocapas en superficies
plasticas.

La naturaleza de los biomateriales

Desempefia un papel importante en la génesis inicial del biofilm, de modo
que la adherencia varfa mucho segin sus caracteristicas. Sabemos que algunas
bacterias son capaces de usar componentes del material al que se unen para su
nutricién y multiplicaciéon en ausencia de otra fuente de energfa, mientras que
para otras bacterias, estos mismos componentes pueden ser muy toxicos.
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También la actividad fagocitica y bactericida de los leucocitos polimorfonu-
cleares (PMN) y el complemento se ven afectados por el tipo de biomaterial.
Algunos plasticos inducen la activacion del complemento por la via alternativa,
que a su vez, activa de modo inespecifico a los PMN, que también se activan
por su contacto con el biomaterial. Como consecuencia de estos procesos, los
leucocitos pueden agotarse funcionalmente y entrar en una fase refractaria, de
modo que son incapaces de activarse ante otros estimulos, como la presencia
de microorganismos.

Las caracteristicas del huésped

La mayoria de las biopeliculas que asientan en organismos vivos estan suje-
tas a una fuerte seleccion determinada por caracteristicas propias del huésped
en el que se desarrollan.

En el intestino, humano o animal, la diversidad de las biopeliculas que po-
demos observar esta mediatizada por compuestos excretados por las células del
epitelio intestinal.

Sucede lo mismo en otras biopeliculas asociadas al huésped, como las que
se forman en las rafces de las plantas que son moldeadas por exudados de las
propias plantas que atraen a bacterias promotoras del crecimiento o captura-
doras de nutrientes. También se observa en biopeliculas formadas en algas que
seleccionan especificamente un conjunto central estable de genes funcionales.

Comunicacioén celular (Quorum Sensing)

El término quorum sensing fue utilizado por primera vez por Greenberg en
un articulo publicado en 1994. Podemos definir el QS (Quorum Sensing) como
un sistema de comunicacion intercelular, que a modo de lenguaje, utilizan al-
gunas bacterias para coordinar el comportamiento colectivo de la poblaciéon
en funcién de la densidad celular, con el fin de modular diferentes procesos,
entre ellos, la formacién de biocapas, la sintesis de factores de virulencia y otras
respuestas coordinadas.

Cada especie bacteriana tiene una molécula propia, que podriamos asimilar
a un idioma propio, que secretan y que reconocen solo las bacterias de su espe-
cie. De esta manera saben cuando hay otras iguales alrededor vy, al acumularse,
tienden a formar una comunidad suficientemente grande para activar la expre-
si6n de algunos genes: lo que setfa el quérum necesatio.

Los microorganismos de la biopelicula se comunican entre si a través de
moléculas seflaladoras especificas, que actian como autoinductores, y se unen
a receptores intracelulares que, a su vez, actiian como factores de transctipcion.
Cuando la colonia bacteriana se multiplica, produce constantemente una seflal
indicadora que va aumentando en su entorno, lo que permite a las bacterias
apreciar (“sentir”) la densidad de poblacion existente y actuar en consecuencia.
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Una vez que las moléculas sefialadoras alcanzan una concentracién umbral cri-
tica (quérum), se unen al receptor y provocan su activacion, lo que se traduce
en la modificacién de la transcripcién de un cierto nimero de genes (regulon
QS) que pueden activarse o desactivarse. Es en esta etapa, que llamamos de
maduracion, cuando se expresan ciertos productos genéticos importantes para
la formacién del exopolisacarido.

En sintesis, el sistema de respuesta QS permite a las bacterias coordinar
sus actividades y regular la expresién génica en respuesta a la densidad celular,
en un comportamiento que es especifico del biofilm, e influye en la unién y el
despegamiento de las células de la biopelicula, la expresién de factores de viru-
lencia y otros comportamientos colectivos. Este proceso desempefa un papel
fundamental en la adaptacion de las bacterias a su entorno y en su capacidad
para responder de manera eficiente a cambios en las condiciones ambientales.

Qué moléculas intervienen en la génesis del quorum sensing
Los dos tipos mas conocidos de moléculas sefialadoras son:

N-acil homoserina lactona (AHL): Interviene en el sistema de quorum sen-
sing mds comunmente encontrado en bacterias gramnegativas. Las bacterias
que utilizan este sistema QS producen y detectan moléculas de AHL. Cuando
la densidad celular alcanza un nivel suficientemente alto, las moléculas autoin-
ductoras se acumulan y activan la expresion de genes especificos.

Péptidos autoinductores: El sistema de QS mas comun en bacterias gram-
positivas, en lugar de moléculas de AHL, utiliza péptidos como moléculas se-
fialadoras. Los péptidos son secretados y, a medida que la densidad celular
aumenta, se acumulan en el entorno. Cuando la concentraciéon de péptidos
alcanza un umbral, se activan respuestas especificas.

Las especies capaces de formar biofilms poseen moléculas de quérum
sensing especie-especificas capaces de dirigir la organizaciéon de biopeliculas
monoclonales. En el caso de los biofilms polimicrobianos, algunas moléculas
de quérum sensing actuarfan regulando vias en multiples especies que son ne-
cesarias para la cooperacién de las especies bacterianas individuales dentro de
la comunidad.

La molécula de senalizacion intercelular autoinductor-2 (Al-2) es una pe-
quefia molécula de quérum sensing que contiene boro y puede ser reconocida
por muchas especies distintas, incluyendo bacterias gram-positivas, garm-ne-
gativas y anaerobios. Su presencia se ha constatado en biofilms formados en
heridas y en los de otras infecciones crénicas.

De modo similar, se ha demostrado que las bacterias responden a algunas
moléculas propias del huésped, como la adrenalina, y algunas evidencias sugie-
ren que hay sefiales de reconocimiento bidireccional entre reinos diferentes.
De modo que microorganismos involucrados en infecciones protagonizadas

49



REAL ACADEMIA DE MEDICINA DE ZARAGOZA

por biopeliculas poseerian capacidad para reconocer (sentir) y responder a sus
vecinos y a su huésped por medio de multiples vias de quérum sensing.

Desarrollo de diversidad estructural

Formada la matriz de exopolisacaridos, se puede producir un atrapamien-
to de particulas de diferentes materiales, con lo que aumenta el volumen y la
variedad del habitat del biofilm. Asf la biopelicula en crecimiento puede servir
entonces como foco o sustrato para la unién y la multiplicacién de otros orga-
nismos, aumentando la diversidad biolégica de la comunidad.

La diversidad y el equilibrio que se mantiene entre los integrantes de biope-
liculas complejas influyen en su formacién y desarrollo. Esta apreciacion tiene
sustento en algunas observaciones, as{ se ha comprobado como en una biope-
licula mixta compuesta por cuatro especies bacterianas del suelo, la eliminacién
de un miembro de la biopelicula cambi6é completamente la morfologia de la
biocapa, la organizacion estructural de las especies que la integraban y su abun-
dancia relativa, incluso cuando la especie eliminada inicialmente era poco abun-
dante e intrinsecamente débil en su capacidad de formacién de biopeliculas.

La diversidad estructural también puede proporcionar nichos especificos
para diferentes tipos de microorganismos dentro del mismo biofilm, facilitan-
do la diversidad y la cooperacion de sus integrantes. Con el tiempo, la biopeli-
cula puede desarrollar una estructura compleja, diversa y bien organizada, con
canales y espacios que, como se ha sefialado, permiten la circulacion de liquidos
y nutrientes dentro de la biopelicula.

Reclutamiento polimicrobiano y cooperaciéon genética

Las bacterias formadoras de biofilm ponen en marcha mecanismos molecu-
lares destinados a reclutar a otras bacterias. Parece que las biopeliculas intentan
activamente hacerse polimicrobianas con el fin de mejorar su supervivencia.
Hay una corriente de opinién que considera a los biofilms como sistemas que
ejercen una regulacioén global sobre un conjunto de genes proporcionados por
las diversas especies que los constituyen.

En este modelo, el biofilm ejercerfa un control centralizado sobre los miem-
bros individuales que lo forman para que ejecuten las actividades necesarias
para la supervivencia de la colonia. Asi, los biofilms regularfan la expresion de
los genes que permiten su desarrollo y supervivencia, combinando sus recursos
genéticos globales para satisfacer sus requerimientos, de modo que cada inte-
grante individual del biofilm no necesita poseer todos los genes precisos patra
cumplir con cada una de las funciones que precisa el conjunto.

En resumen, el biofilm serfa una entidad tnica que posee multiples recursos
o fuentes de genes que le permiten adaptarse y superar mejor las circunstancias
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adversas que pueda enfrentar. Podrfamos decir que cuanto mayor es la diversi-
dad mas grande es el conjunto de genes y mas fuerte es el biofilm en términos
de supervivencia.

Maduracion y estabilizacion

La biopelicula evoluciona para alcanzar un estado de madurez y estabili-
dad. Ademas de integrar diferentes comunidades microbianas, segin donde se
formen, pueden incluir particulas de la corrosion, cristales minerales, arcilla,
materiales organicos, células sanguineas, células muertas...

Las biopeliculas son heterogéneas, de modo que las bacterias que residen
en diferentes lugates dentro de la estructura de la biopelicula experimentan di-
ferencias importantes en la concentracién de recursos disponibles, nutrientes,
oxigeno y productos de desecho, como los 4cidos producidos por la fermenta-
cién en zonas sin oxigeno, asi como de metabolitos y moléculas de sefializacion
extracelular.

Algunos modelos que reproducen biopeliculas polimicrobianas 7z vivo han
arrojado luz sobre el papel que desempefian la hipoxia, el pH o las interaccio-
nes entre especies. La forma mas habitual de agotamiento de los nutrientes
disponibles dentro del biofilm es el desarrollo de zonas anéxicas en su region
central. Todo ello tiene repercusioén en la modulacién de las tasas metabolicas,
la latencia, las respuestas al estrés y las tasas de mutacion.

Una vez alcanzado un punto apropiado de madurez y equilibrio, las células
pueden liberarse de la biopelicula para colonizar nuevas areas o pueden perma-
necer en la biocapa, continuando el ciclo de crecimiento y formacién.

Liberacioén, dispersion y formaciéon de una nueva biopelicula

El ciclo de vida de las biopeliculas se completa cuando las biopeliculas se
dispersan. Tras alcanzar la fase madura, de homeostasis, se produce la libera-
ci6én de algunas células que integran el biofilm para despegarse, pasando de su
forma sésil a mévil, para migrar, originando luego una nueva biopelicula.

En esta fase, las bacterias regulan positivamente la expresiéon de protei-
nas necesarias para la formacién de flagelos, que permiten que las bacterias
se muevan. Esta etapa se caracteriza porque las células evacdan las porciones
interiores de las agrupaciones celulares, formando espacios vacios. Asf durante
la dispersion, el interior de la biopelicula se vuelve fluido y las células situadas
dentro de esta zona comienzan a mostrar signos de agitaciéon y movimiento.
Posteriormente, las células salen de la biopelicula a través de una ruptura en la
pared de la microcolonia por la que las células escapan y entran al liquido en
masa como bacterias individuales. Esto deja en la biopelicula huecos centrales.
Si la respuesta de dispersion es extensa, la estructura de la biopelicula puede
erosionarse todavia mas.
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Estudios recientes describen la formacién de agregados que exhiben ca-
racteristicas similares a biopeliculas, pero no ligados a superficies de adhesion.
Segin observaciones iz vivo, estos agregados pueden adherirse a superficies o
dispersarse. Sin embargo, no esta claro si la formacién de estos agregados re-
quiere las mismas vias que intervienen en la formacién de las biopeliculas y en
los eventos de su dispersion.

Mecanismos implicados en la dispersion

Las bacterias de algunas especies dejan de producir polisacarido extracelular
y se dispersan directamente en el medio circundante, si bien, el estrés mecanico
también puede estar involucrado en este proceso.

En Staphylococcus anrens se ha descrito un mecanismo de variacién de fase
causada por la insercién reversible de una secuencia de insercién (IS256) en
el intetior del operon (7zaADBC) del gen responsable de la sintesis del exopo-
lisacarido del biofilm. La insercién es aleatoria y ocurre con una frecuencia
aproximada de 1x10*, dando lugar a bactetias que no pueden formar la matriz
extracelular (MEC). Este fenémeno permite mantener un pequeflo porcentaje
de la poblacién que es incapaz de formar exopolisacarido y que puede escapar
del biofilm. Como la insercién de las IS es un proceso reversible, el salto de la
IS desde el operdn dea provoca una nueva variacion de fase.

También se ha descrito en Staphylococcus anrens la formacién de variantes
deficientes en la formacién de biopeliculas por la eliminacién de una isla de
patogenicidad que contiene genes esenciales para la formacién del biofilm.

En algunos casos, durante el proceso de desprendimiento, las comunidades
microbianas que integran la biopelicula pueden producir diferentes enzimas
sacaroliticas que ayudan a liberar células que alcancen nuevas areas donde co-
lonizar. En Aggregatibacter actinomycetemcomitans se ha encontrado una molécula
con actividad enzimatica, llamada dispersina, que degrada especificamente el
exopolisacarido de la matriz del biofilm.

La presencia de enzimas similares, conocidas como endogluconasas, codi-
ficadas por distintos genomas, sugiere que la degradacién regulada del exopo-
lisacarido puede ser un mecanismo controlado de liberacién de bacterias del
biofilm. Por ejemplo, Escherichia coli produce N-acetil-heparosano-liasa, Psex-
domonas aernginosa'y Pseudomonas fluorescens producen alginato-liasa y Streptococcus
equi produce hialuronidasa, enzimas que lisan la matriz de exopolisacaridos y
promueven su posterior desprendimiento.

Sin duda, el desprendimiento y liberacién de células microbianas y su trans-
ferencia a un nuevo sitio son procesos que ayudan decisivamente a la propaga-
cion a distancia de nuevos focos de infeccién.
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Como es la vida en un biofilm

La vida en un biofilm es dinamica y compleja, muy diferente de la vida que
llevan los microorganismos en estado plancténico, cuando se hallan libres, en
suspension. Como hemos sefialado, un biofilm es una comunidad microbiana
compleja y bien organizada, adherida a una superficie que proporciona un en-
torno unico y altamente estructurado para la vida microbiana.

El ciclo vital

En los biofilms se produce un ciclo de vida dinamico que incluye la adhe-
sion inicial, la formacion de la matriz extracelular, el crecimiento, la madura-
cioén, y eventualmente la dispersion de células para colonizar nuevos lugares.

Este ciclo puede ser influenciado por factores ambientales y senales quimi-
cas. De hecho, la propia arquitectura de la biopelicula puede variar dependien-
do de las condiciones de crecimiento y el medio de crecimiento, lo que demues-
tra la notable capacidad de las biopeliculas para adaptarse a las condiciones en
las que crecen.

Resistencia a condiciones adversas

Los microorganismos integrados en un biofilm a menudo muestran mayor
resistencia a condiciones ambientales adversas, incluyendo la accién nociva de
los agentes fisicos y quimicos, en comparacioén con sus congéneres que viven
en suspension. La matriz extracelular y la estructura del biofilm pueden prote-
ger a las células de la desecacion, variaciones de pH y osmolaridad, compuestos
toxicos, radiacion ultravioleta, bloquean el acceso de los antibidticos y las célu-
las inmunes del huésped y limitan la repercusion de otros factores estresantes.

Interacciones simbio6ticas o competitivas

La proximidad fisica de diferentes especies microbianas incluidas en un bio-
film esta en el origen de interacciones, que pueden ser simbibticas o competiti-
vas. De modo que pueden compartir recursos, cooperar en funciones metab6-
licas, o también, competir por nutrientes y espacio.

La retencién de enzimas en la matriz de la biopelicula puede mejorar la
eficiencia y la diversidad que caracteriza el proceso de descomposicion de la
materia organica. La formacién de biopeliculas en las raices de las plantas y en
los micelios fingicos puede facilitar la adquisicion y el transporte de nutrientes,
pero también hay biopeliculas patégenas que se forman en las plantas y que
causan procesos patologicos graves.

La nutriciéon cruzada a través de metabolitos bacterianos entre especies ge-
néticamente diferentes estd bien establecida y la cooperacién metabdlica se ha
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identificado en numerosos modelos polimicrobianos. Por ejemplo, Streptococcus
gordoniz produce peréxido que puede inducir en Aggregatibacter actinomycetenmco-
mitans la produccion de un factor que reduce la capacidad del huésped para
destruirlo por medio de la lisis mediada por el complemento y Aggregatibacter
actinomycetemcomitans puede usar el acido lactico originado por el metabolismo
de los estreptococos para aumentar su virulencia.

La capacidad de los biofilms para crear un ambiente andxico que permite el
crecimiento anaerdbico parece ser un factor que incrementa la gravedad de las
infecciones asociadas. Al entorno del biofilm se liberan productos de desecho
que surgen del catabolismo microbiano. Muchos de estos catabolitos, como
amoniaco, acido lactico o diéxido de carbono, ejercen una influencia significati-
va sobre los microorganismos del entorno. Por ejemplo, Fusobacteriun nucleatum
y Prevotella intermedia generan amonio que eleva el pH y lo hace adecuado para
el crecimiento de Porphyromonas gingivalis. Por otra parte, Fusobacterinm nucleatum
incrementa la concentracion de didxido de carbono contribuyendo a aumentar
la virulencia de Porphyromonas gingivalis. También se ha evidenciado que algunos
productos de desecho de Psexdomonas aernginosa pueden proteger a Staphylococcus
anreus de la acciéon de algunos aminoglucésidos.

Qué diferencia a las bacterias plancténicas de las que forman biofilm

Las bacterias planctonicas y las que forman biofilms protagonizan dos mo-
dos de vida microbiana distintos que se diferencian sobre todo en su ubicacion
y comportamiento. La capacidad de las bacterias para adoptar estos diferentes
modos de vida es esencial para su supervivencia y contribuye a su adaptabilidad
a una variedad de entornos cambiantes que arrojan retos distintos para su supe-
racion. A continuacion, sefialaremos algunas diferencias clave:

Forma de vida

Las bacterias plancténicas son microorganismos que flotan y se mueven li-
bremente en un medio acuoso. No estan adheridos a superficies y se desplazan
con corrientes o movimientos del agua. Pueden existir de manera individual o
en grupos dispersos.

Las bacterias que forman biofilm se adhieren a superficies y secretan una
matriz extracelular que las mantiene unidas formando comunidades estructu-
radas. A diferencia de las bacterias planctonicas, las que forman biofilm estan
inmovilizadas en la superficie que colonizan.

Localizacion

Las bacterias planctonicas pueden encontrarse en tios, lagos, océanos u
otros entornos acuosos donde se mueven con el flujo del agua.
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Las bacterias que forman biofilm se encuentran en supetficies sélidas, como
rocas, tuberfas, dispositivos médicos, tejidos vivos, etc... También pueden for-
mar biofilms en zonas de interfase liquido-aire y liquido-sélido.

Comportamiento y movilidad

Las bacterias planctonicas tienen una mayor movilidad y pueden desplazarse
activamente en el agua utilizando flagelos u otros mecanismos de locomocion.

Las bacterias que forman biopeliculas, una vez adheridas a una superficie,
tienden a ser menos moviles. La matriz extracelular puede actuar como un
“pegamento’” que las mantiene en su lugar.

Respuestas a factores ambientales

Las bacterias planctonicas responden rapidamente a cambios en la com-
posicion quimica del agua o a diferentes factores ambientales, ya que pueden
moverse libremente para buscar condiciones mas favorables.

Las bacterias que forman un biofilm muestran mayor resistencia a nume-
rosos factores estresantes, como presencia de antibiéticos o cambios en la dis-
ponibilidad de nutrientes, debido a la proteccién proporcionada por la matriz
extracelular.

Ciclo de vida

Las bacterias planctonicas no tienen un ciclo de vida especifico relacionado
con la formacién y disoluciéon de estructuras adheridas a superficies.

Las bacterias que forman biofilm desarrollan un ciclo vital que implica la
adhesién a la superficie, la formacion de la matriz extracelular, el crecimiento
y la maduracion, y eventualmente la dispersion pata colonizar nuevos lugares.

Cambios estructurales y metabdlicos asociados a la formacion del biofilm

La formacién de biopeliculas es un proceso de desarrollo regulado biold-
gicamente.

Los microorganismos experimentan cambios profundos durante su transi-
cién de organismos plancténicos a células que forman parte de una comunidad
compleja adherida a una superficie. Por tanto, no es sorprendente que la transi-
cién del modo de crecimiento plancténico al modo de crecimiento en biopeli-
cula sea un proceso de desarrollo complejo y altamente regulado. Al menos en
el caso de Pseudomonas aernginosa, los estudios indican que durante la formacién
del biofilm, las bacterias muestran multiples fenotipos con caracteristicas fisio-
légicas distintas, incluyendo cambios estructurales y metabodlicos, que pueden
correlacionarse con distintas etapas del desarrollo de la biopelicula. De modo
que cada etapa del desarrollo de la biopelicula se corresponde con patrones
unicos de produccién de proteinas y expresion génica.
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Asi, cuando se produce la unién irreversible de las células a la supetficie de
adhesion, se inicia una cascada de cambios que incluyen el cese de la motilidad
mediada por flagelos, la activacion de diferentes genes implicados en la bio-
sintesis de componentes necesarios como el lipopolisacarido, el alginato que
forma parte del exopolisacarido, el polimero de matriz Psl, asi como algunos
genes relacionados con la resistencia a los antibiéticos, incluidos los que pro-
ducen la 3-lactamasa cromosémica. Estos hallazgos sugieren que los cambios
para crecer formando biocapa no sélo coinciden con la produccién de com-
ponentes de la matriz, que permiten a las células cementarse mas firmemente a
la superficie, sino también con la tolerancia antimicrobiana de las biopeliculas,
que es una caracterfstica distintiva de los biofilms.

Una vez adheridas, las células crecen hasta convertirse en una forma madu-
ra multicelular mas compleja con microcolonias diferenciadas que se intercalan
con canales llenos de liquido. Esta arquitectura se desarrolla guiada por pe-
quefias moléculas mensajeras, como la acil-homoserina-lactona (AHL) que se
utilizan para la comunicacién bacteriana, ramnolipidos y proteinas reguladoras.

A medida que la biopelicula desarrolla una estructura tridimensional, las cé-
lulas que la forman se ven inmersas en un microambiente en constante cambio.
Las bacterias residentes cerca de la base se distancian progresivamente de la in-
terfaz liquida y de las fuentes de energfa y nutrientes. Los cambios, impulsados
por el hacinamiento celular, los gradientes quimicos y la competencia por los
nutrientes, inducen la estratificacion en el seno de la biopelicula y la creacién
de subpoblaciones. Se ha observado que las células residentes de la biopelicu-
la expresan genes relacionados con la falta de oxigeno, el estrés general y las
condiciones de fase estacionaria, el estrés por nutrientes y el crecimiento lento.

Por ultimo, las células pueden abandonar la estructura de la biopelicula y
regresar al modo de crecimiento plancténico mediante un proceso activo, de-
nominado dispersion, en el que las células sésiles de la biopelicula, envueltas en
matriz, escapan de la biocapa, dejando zonas erosionadas y huecos centrales.
La dispersién conduce a la diseminaciéon bacteriana y la colonizacion de nuevas
ubicaciones.

Repercusiones dafiinas de las biopeliculas.
Deterioro medioambiental y biopeliculas

Algunos sistemas industriales en los que se forman biofilms son tan gran-
des y complejos que es probable que todas las etapas de adhesion, crecimiento
y dispersiéon ocurran simultineamente en varios puntos del sistema. La des-
cripcién clara de cémo se forma la biopelicula en un modelo de laboratorio
relativamente simple y rico en medios de cultivo no necesariamente refleja la
complejidad de la biopelicula en muchos sistemas industriales o ambienta-
les, en los que las caracteristicas de la superficie, como las incrustaciones o la

56



SESION INAUGURAL DEL CURSO 2025

corrosion, las propiedades quimicas del fluido disponible y su dinamica, influi-
ran en como se adhiere, crece y se desprende la biopelicula.

La incrustacién biolégica producida por biopeliculas microbianas esta aso-
ciada con el deterioro de materiales e interviene en la corrosion, la pérdida de
eficiencia de transferencia de calor y la obstruccién mecanica en los sistemas
de transporte de fluidos.

La bioincrustaciéon marina esta asociada con un aumento de mas del 30%
en el consumo de combustible por parte de los grandes buques matitimos para
superar la resistencia al desplazamiento impuesta por los organismos incrus-
tantes en los cascos de los barcos. También afecta a las tuberfas de los campos
petroliferos, causa la obstruccién de tuberias de distribucién de agua, la reduc-
cién de la transferencia de calor en las torres de enfriamiento y la contamina-
cién de las lineas de fabricacion, que da como resultado la contaminacién del
producto generado. En todos estos casos, el sistema industrial no es estéril, ni
necesita serlo, por lo que no es necesariamente un problema que haya microor-
ganismos presentes, sino mas bien, que la formacién bacteriana de biopeliculas
comprometa el rendimiento del producto o del sistema industrial.

Para combatir este deterioro, los fabricantes de biocidas desarrollan proce-
dimientos de limpieza /# situ destinados a controlar el crecimiento de biopeli-
culas, si bien desafortunadamente, la biocapa nunca se elimina por completo
y, pot lo tanto, al igual que sucede con las biopeliculas dentales, se requiere
limpieza y mantenimiento programado y rutinario para mantener la bioincrus-
tacién bajo control.

El conocimiento del papel que desempefian las biopeliculas en algunos
procesos de deterioro medioambiental tiene un amplio campo de desarrollo
en aplicaciones microbianas industriales, como la limpieza de aguas residua-
les y la biorremediacién de suelos y agua. Algunas estimaciones sugieren que
los gobiernos y las empresas gastan mas de 6 mil millones de délares al afio
en reparaciones y actividades de mantenimiento preventivo para combatir la
bioincrustacién, lo que pone de relieve el desatio econémico causado por las
biopeliculas en el ambito industrial.

Origen y patogenia de procesos clinicos en los que participan bacterias
formadoras de biofilms

En cuanto a su origen y patogenia, la infeccion de la mayorfa de los dispo-
sitivos implantados se produce generalmente durante el acto quirurgico de su
implantacién y tiene como origen la microbiota cutanea, o de alguna mucosa
préxima al sitio quirdrgico, del propio paciente. Otros mecanismos patogéni-
cos menos frecuentes incluyen, la colocacién de un dispositivo contaminado,
la contaminacién ambiental durante la cirugfa, las infecciones que se propagan
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por contigtiidad y las que alcanzan el dispositivo por diseminacién hematégena
desde un foco distante.

Como hemos indicado anteriormente, la palabra “biopelicula” originalmen-
te designaba la presencia de biomaterial de origen microbiano unido a una
supetficie; sin embargo, mas recientemente, las bacterias agregadas que no es-
tan adheridas a superficies también han sido reconocidas como biopeliculas e
intervienen en algunos procesos clinicos.

Con esta base, las infecciones crénicas por biopeliculas se pueden dividir
en dos grupos, segin estén relacionadas, o no, con superficies. Las primeras
se observan comunmente en pacientes con implantes o dispositivos médicos,
mientras que las infecciones no asociadas a superficies incluyen infecciones del
tracto respiratorio en pacientes que tienen alteracién del aclaramiento mucoci-
liar, como los que sufren fibrosis quistica, y también pacientes con infecciones
persistentes de tejidos blandos relacionadas con comorbilidades como diabetes
y alteraciones vasculares de las extremidades inferiores que predisponen a su-
frir heridas que no cicatrizan y son un sustrato idéneo para la infeccién.

Ambos grupos de bacterias formadoras de biopeliculas desempefian un
papel importante en diversos procesos patologicos, ya que la formacion de
estas estructuras contribuye a la produccion de infecciones con caracteristicas
peculiares:

1) Se originan a partir de sustratos inertes, ente los que encontramos todo
tipo de implantes y dispositivos biomédicos.

2) También se forman en tejidos vivos, en particular si se encuentran trau-
matizados, desvitalizados o isquémicos.

3) Con frecuencia son polimicrobianas.

4) Ofrecen mayor resistencia frente al sistema inmune y frente a los antimi-
crobianos.

5) Tienden a la cronicidad, persistiendo si no se eliminan las supetficies
primarias de adhesién, como biomateriales, cuerpos extrafios, secuestros 6seos,
etc.

Es destacable que incluso los agregados discretos de biopeliculas pueden
inducir el suficiente grado de inflamacién y destruccién tisular para que se
desarrolle una infeccién crénica, que se mantiene porque se asocia con tole-
rancia al tratamiento antibiético y puede persistir en el huésped a pesar de una
respuesta inmune innata normal.
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Procesos patolégicos en los que participan bacterias formadoras de
biofilms

Infecciones en implantes médicos

Las infecciones asociadas a biodispositivos médicos son el més claro ejem-
plo de las infecciones dependientes de la formacién de biopeliculas. Entre los
agentes causales mas frecuentes figuran Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
anrens, Psendomonas aernginosa y diferentes especies de enterobacterales. Las bio-
peliculas pueden formarse en superficies abioticas incluyendo cualquiera de los
dispositivos médicos implantados, como sondas, catéteres, valvulas cardiacas,
marcapasos, protesis articulares, prétesis mamarias, mallas quirargicas, dispo-
sitivos intrauterinos, lentes de contacto..., en ellos se desarrollan infecciones
cronicas que son dificiles de tratar, hasta el punto de requerir en muchos casos
la remocién del implante para su curacién.

Infecciones bucales

Las bacterias formadoras de biofilm estan implicadas en las enfermedades
bucales mas prevalentes: la caries dental y la enfermedad periodontal. Las bio-
peliculas en los dientes, la formacion de la placa dental, es esencial para promo-
ver la desmineralizacién del esmalte y la inflamacién de las encias.

Infecciones respiratorias cronicas

Psendomonas aernginosa y Staphylococcus anrens, entre otras, pueden formar bio-
peliculas en las vias respiratorias, especialmente en pacientes con fibrosis quis-
tica o con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). Estas biopeli-
culas contribuyen a la persistencia de la infeccién y dificultan su tratamiento.

Infecciones de heridas cronicas

En las heridas crénicas, como las dlceras diabéticas o las ulceras por pre-
sion, las bacterias formadoras de biofilm influyen en la persistencia de la infec-
cion e interfieren en la cicatrizacion de la herida.

Infecciones del tracto urinario

Escherichia coli y otras bacterias pueden formar biopeliculas en las superfi-
cies de las vias urinarias. Estas biopeliculas pueden proteger a las bacterias del
sistema inmunologico y de los efectos de los antibidticos, contribuyendo a la
recurrencia de las infecciones del tracto urinario.

Endocarditis infecciosa

En la endocarditis, se pueden formar biopeliculas en las valvulas cardfacas o
en otras areas del endocardio, causando dafio al tejido cardiaco y aumentando
la resistencia a los tratamientos antibioticos.

59



REAL ACADEMIA DE MEDICINA DE ZARAGOZA

Infecciones en la mucosa intestinal

Algunas bacterias de habitat intestinal pueden formar biopeliculas en la mu-
cosa intestinal, lo que se ha asociado con enfermedades inflamatorias intestina-
les como la enfermedad de Crohn.

Clones bacterianos especificos vinculados a la formacion de biopeliculas

Las caracteristicas genéticas especificas y los mecanismos moleculares invo-
lucrados en la formacion de biopeliculas pueden diferir entre diferentes tipos
de bacterias. Ademas, es importante destacar que la capacidad de formar biope-
liculas puede variar incluso entre cepas de la misma especie bacteriana.

Existen grupos concretos de bacterias, o clones bacterianos, que estan aso-
ciados especificamente con la formacién de biopeliculas. Estos clones suelen
tener caracteristicas genéticas particulares que les confieren la capacidad de ad-
herirse a superficies, producir la matriz extracelular necesaria y participar en la
formacion de biopeliculas. A continuacién, se mencionan algunos ejemplos de
bacterias que tienen un notable protagonismo en la formacién de biopeliculas:

Staphylococcus epidermidis: Es una bacteria comunmente asociada con infec-
ciones relacionadas con dispositivos médicos, como catéteres y prétesis. La
capacidad de algunas cepas para formar biopeliculas en superficies de distintos
biomateriales promueve el desarrollo de la infeccién y complica su tratamiento.

Psendomonas aernginosa: Esta especie es conocida por formar biopeliculas
en los pulmones de personas con fibrosis quistica y protagonizar infeccio-
nes respiratorias crénicas. Las biopeliculas de Psexdomonas aeruginosa pueden
ser particularmente resistentes a los tratamientos antibidticos, empeorando el
pronostico de las infecciones producidas por esta especie que alberga diferen-
tes mecanismos de resistencia de forma natural y que suele acoger y expresar
mecanismos de resistencia adquirida que la hacen especialmente refractaria a
numerosos antimicrobianos.

Escherichia coli y Enterococcus faecalis: Son las especies que producen con mas
frecuencia infecciones en las vias urinarias, que se ven facilitadas por la forma-
cion de biopeliculas en catéteres urinarios y otros dispositivos médicos. Las
cepas productoras de biofilm contribuyen a la petsistencia de las infecciones
del tracto urinario.

Vibrio cholerae: Este patogeno primario, agente causal del célera, puede for-
mar biopeliculas en superficies abidticas y bidticas, que tienen influencia en
la transmision de la enfermedad, en la supervivencia del microorganismo en
diferentes reservorios que garantizan su mantenimiento y en la resistencia a los
tratamientos.
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El caracter polimicrobiano de la biopelicula acentia la gravedad de las
infecciones

Las sinergias que se establecen entre algunos integrantes de biopeliculas
polimicrobianas acenttan la gravedad de las infecciones y las hacen mas difici-
les de tartar. Conocemos numerosos casos que evidencian esta afirmacién. En
modelos experimentales, la coinfeccion por Staphylococcus aurens y Psendomonas
aeruginosa requiere dosis infectantes mas bajas para iniciar una infeccién clini-
ca. De modo parecido, la participacién de Prevotella incrementa la capacidad
patégena de Staphylococcus anreus en ratones. Escherichia coli produce un consi-
derable aumento de los abscesos formados en un modelo de ratén diabético
cuando se asocia a Bacteroides fragilis. Estos modelos experimentales vienen a
corroborar la evidencia clinica que sugiere mayor gravedad para las infecciones
polimicrobianas.

Coémo contribuyen las biopeliculas a la resistencia bacteriana a los
antibidticos

Las biopeliculas bacterianas contribuyen significativamente a la resisten-
cia bacteriana a los antibidticos y representan un desafio muy relevante en la
practica clinica, porque a nivel fenotipico las bacterias integradas en el bio-
film muestran tolerancia frente a numerosos antibiéticos y desinfectantes que
mantiene actividad frente a estos microorganismos una vez que el biofilm se
dispersa y adoptan el estado plancténico.

La matriz extracelular que compone las biopeliculas actia como una barrera
fisica y quimica que protege a las bacterias del entorno circundante, incluidos
los antimicrobianos. Diferentes estudios in vitro sugieren que las bacterias en-
castradas en estas estructuras pueden llegar a ser entre 10 y 1.000 veces mas
resistentes a la quimioterapia antimicrobiana que las bacterias planctonicas de
la misma especie. De hecho, la mayotfa, si no todos, los antimicrobianos dis-
ponibles son incapaces de eliminar la totalidad de los microorganismos que se
integran en las biopeliculas bacterianas o fingicas constituidas. En definitiva, la
presencia de biopeliculas puede hacer que las infecciones sean mas dificiles de
tratar, a la par que aumentan la probabilidad de recaidas.

Un grave problema que enfrenta el estudio de la actividad de los antimi-
crobianos sobre biofilms radica en la diversidad de procedimientos que se han
usado, a falta de métodos de estudio normalizados de uso universal. Es muy
dificil comparar resultados de diferentes autores, incluso con los mismos mi-
croorganismos y antibiéticos porque las condiciones de los experimentos uti-
lizados varfan mucho. Hay algunos dispositivos ideados con el propésito de
homogeneizar la metodologia (Robbins, Calgary) pero su complejidad les resta
utilidad y dificulta generalizar su aplicacion.
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Mecanismos que contribuyen a la resistencia antibiética en las biopeliculas

Los mecanismos de que se valen las bacterias formadoras de biopeliculas
para contribuir a la resistencia bacteriana son diversos y concomitantes:

Barrera fisica

La matriz extracelular de las biopeliculas forma una barrera fisica que di-
ficulta la penetracién de los antibioticos. Esta estructura tridimensional actia
como un escudo que limita el acceso directo de los antimicrobianos a las células
bacterianas. Este impedimento interviene decisivamente en la inoperancia de
algunos antibiéticos, como los aminoglucésidos, e incluso algunos desinfec-
tantes.

Difusion limitada

La matriz extracelular puede limitar la difusién de los antibidticos en el
interior de la biopelicula. Esto implica que las bacterias albergadas en las capas
internas del biofilm pueden estar expuestas a concentraciones mas bajas de
antimicrobianos que las bacterias situadas en las capas externas, lo que favo-
rece la supervivencia de las poblaciones internas. Con ello, se puede facilitar la

emergencia de mutantes resistentes, ya que las concentraciones subinhibitotias
propician su seleccién y supervivencia.

Resistencia adaptativa

La exposicién continua a bajos niveles de antibiéticos dentro de la biopeli-
cula puede inducir la seleccién de cepas bacterianas resistentes, contribuyendo
al desarrollo de resistencia adaptativa. Esta capacidad puede traducirse en la ac-
tivacion de sistemas de desintoxicacion o en la disminucion de la permeabilidad
de la membrana celular. Algunos autores han postulado que se produce una
sobreexpresion de bombas de expulsion en algunas especies, como Pseudomonas
aernginosa, cuando forman parte de biocapas.

Resistencia pasiva

Se produce cuando alguno de los miembros que integran el biofilm posee
un mecanismo de resistencia que puede proteger a otros integrantes de la bio-
capa que no poseen el mecanismo protector. En este sentido son numerosos
los factores de resistencia que pueden limitar la efectividad de los antibidticos
sobre el biofilm, pero sin duda, adquieren mas relevancia aquellos mecanis-
mos de resistencia que al estar codificados por genes albergados en elementos
genéticos moviles pueden ser adquiridos por microorganismos sensibles que
participan en estas infecciones polimicrobianas asociadas al biofilm. Es cono-
cido que cuando se cultivan conjuntamente Streptococcus pnenmoniae sensible a
aminopenicilinas con Haemophilus influenzae productor de betalactamasa, se pro-
duce un incremento de las concentraciones inhibitoria y bactericida minimas
de Streptococcus pneumoniae.
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Cambios en la expresion génica

La formacion de biopeliculas puede inducir cambios en la expresion génica
de las bacterias. Algunos genes involucrados en la resistencia a los antibioticos
pueden activarse o desactivarse en presencia de la matriz extracelular, lo que
puede conferir una mayor resistencia a los tratamientos.

Naturaleza del biomaterial

El material a que se adhieren los microorganismos formadores de biofilm
puede influir en el desarrollo de resistencia antibiética. El latex siliconizado,
usado en algunas sondas urinarias, induce en cepas de Pseudomonas aernginosa el
desarrollo de resistencia iz vitro a carbapenémicos. La resistencia no es conse-
cuencia de la inactivacién del antibiético por el biomaterial, sino que se debe a
la induccién de modificaciones en el patrén normal de proteinas de membrana
externa con pérdida de la porina OprD que constituye un canal de paso que usan
algunos carbapenémicos para atravesar la membrana externa de Pseudomonas
aeruginosa y alcanzar su diana.

Variacién genética

Las bacterias pueden desarrollar resistencia a los antibiéticos a través de
cambios genéticos permanentes en su material genético. A diferencia de la to-
lerancia, que implica resistencia temporal sin cambios genéticos, la variacion
genética implica la adquisicion de mutaciones o la transferencia horizontal de
genes que confieren una resistencia heredable a los antibiéticos.

Este tipo de resistencia puede surgir a través de mutaciones espontaneas,
que se dan de forma natural y que, en algunos casos, pueden conferir resisten-
cia a algunos antibidticos, como cuando afectan a genes que codifican enzimas,
proteinas de transporte de eflujo, o factores de regulacion, que estan implica-
dos en procesos celulares que son interferidos por la acciéon de algun antimi-
crobiano frente al que surge la resistencia.

También puede adquirirse la resistencia mediante transferencia horizontal
de genes. En el biofilm se dan condiciones facilitadoras como la alta densidad
celular, mayor competencia y acumulaciéon de elementos genéticos. Las bac-
terias pueden intercambiar material genético con otras bacterias de la misma
especie o de especies diferentes a través de procesos como la conjugacion, la
transformacion o la transduccion. St un gen de resistencia esta presente en un
plasmido o en un elemento genético mévil, puede transferirse a otras bacterias,
permitiendo la propagacién rapida de la resistencia a los antibiticos.

Presencia de células durmientes o criptobidticas

Dentro de las biopeliculas, algunas bacterias pueden adoptar un estado
metabdlicamente inactivo, de semilatencia o “durmiente”, que las hace me-
nos susceptibles a la acciéon de los antimicrobianos, ya que la mayoria de los
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antibiéticos normalmente actian sobre células en fase de crecimiento expo-
nencial o, al menos, metabdlicamente activas.

Persistencia

La persistencia bacteriana se refiere a la capacidad de algunas bacterias para
sobrevivir a tratamientos antimicrobianos, incluso cuando la mayoria de la
poblacién es susceptible a dichos tratamientos. Algunas bacterias albergadas
dentro del biofilm exhiben un fenémeno conocido como persistencia, caracte-
rizado por la existencia de una subpoblacion de células que muestra resistencia
a los antibiéticos, incluso en ausencia de cambios genéticos.

La teorfa de las “bacterias persistentes” defiende que la mayoria de las bac-
terias de una biocapa no son mds resistentes que las bacterias plancténicas, y
por tanto, mueren cuando se enfrentan a antibidticos bactericidas. Solo una
pequefia subpoblacién, las bacterias persistentes, sobreviven y se hacen pro-
blematicas cuando no funcionan bien los mecanismos defensivos del huésped.
Esta persistencia puede contribuir decisivamente a la recurrencia de infeccio-
nes después de la interrupcion del tratamiento, pues reconstruyen la biocapa y
cronifican la infeccion.

La persistencia bactetiana es un fenémeno complejo y multifacético que
puede depender de la especie microbiana, incluso del clon involucrado, del
entorno y la presion selectiva ejercida por los antibiéticos. Los mecanismos
que regulan la aparicién de estas subpoblaciones no se conocen bien, lo que
dificulta desarrollar estrategias mas efectivas para combatir las infecciones bac-
terianas y prevenir recaidas tras la aplicacién de tratamientos antibiéticos apa-
rentemente bien dirigidos.

Tolerancia

La tolerancia bacteriana se refiere a la capacidad de algunas bacterias para
desarrollar mecanismos que les permiten sobrevivir temporalmente a la expo-
sicién a concentraciones letales de antibidticos, incluso cuando la poblacion
bacteriana no ha desarrollado resistencia genética permanente a esos antibioti-
cos. A diferencia de la resistencia, que implica cambios genéticos heredables, la
tolerancia se caracteriza por la capacidad temporal de las bacterias para resistir
la accién de los antibidticos sin cambios permanentes en su material genético.

Se manejan diferentes posibilidades, no necesariamente incompatibles, que
podrian intervenir en la génesis de la tolerancia bacteriana

Entrada en un estado de criptobiosis: Algunas bacterias pueden entrar en
un estado de dormancia o baja actividad metabélica cuando se enfrentan a al-

tas concentraciones de antibi6ticos. Este estado reduce la susceptibilidad a los
antibiéticos que actdan sobre procesos metabodlicos activos.
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Cambios en la permeabilidad de la membrana: Las bacterias pueden ajustar

la permeabilidad de su membrana celular para limitar la entrada de antibioticos.
Esto puede reducir la cantidad de antibidtico que llega al interior de la célula,
disminuyendo su impacto.

Expulsién activa de antibidticos: Las bacterias pueden utilizar sistemas de
bombeo, de eflujo, para expulsar activamente antibiéticos fuera de la célula an-
tes de que puedan tener un efecto letal. Estos sistemas de transporte de salida
son protefnas que actian como bombas para eliminar los antibiéticos de la
célula bacteriana.

Inactivacién de antibidticos: Algunas bacterias pueden producir enzimas
que inactivan o modifican quimicamente los antibiéticos, reduciendo asi su
efectividad. Estas enzimas pueden descomponer o modificar las moléculas de
antibiéticos antes de que alcancen su objetivo, impidiendo que pueda produ-
cirse la unién a su diana.

Respuesta al estrés: Las bacterias pueden activar respuestas al estrés que les
permiten tolerar temporalmente la presencia de antibidticos. Estas respuestas
pueden implicar cambios en la expresion génica y la activacion de rutas de se-
falizacion celular que ayudan a la bacteria a adaptarse al estrés antimicrobiano.

Es importante destacar que la tolerancia bacteriana no implica cambios ge-
néticos permanentes en la poblacién bacteriana. No obstante, la exposicion
continuada a dosis subletales de antibiéticos puede favorecer la seleccion de
subpoblaciones tolerantes. La tolerancia puede contribuir a la persistencia de
infecciones bacterianas y complicar la erradicacién completa de las bacterias
patégenas durante los tratamientos antibiéticos.

Respuesta al estrés y mecanismos implicados

La supervivencia bacteriana estd, al menos parcialmente, asociada con la
capacidad de los microorganismos para detectar y reaccionar a los cambios
que se producen en las condiciones ambientales a que pueden estar someti-
dos. La maquinaria requerida para responder a las modificaciones ambientales
esta presente en todas las células, tanto procatidticas como eucaridticas. En las
bacterias se activan varios mecanismos de respuesta cuando son sometidas a
condiciones de estrés, que se controlan mediante proteinas cuya expresion esta
asociada a la intervencién de genes reguladores. Es destacable que las interac-
ciones entre estos mecanismos permiten una respuesta coordinada y eficiente
frente a multiples agentes estresantes.

Los analisis de transcriptomas de biopeliculas cultivadas 7z vitro confirma-
ron que las células que forman biopeliculas experimentan diversos tipos de
estrés, que incluyen hipoxia o privaciéon de oxigeno, estrés por nutrientes y
crecimiento lento, que aumentan a medida que la biopelicula crece en tamafio
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Las bacterias pueden activar mecanismos de respuesta al estrés que les
permiten adaptarse y sobrevivir. Estos mecanismos son esenciales para la su-
pervivencia bacteriana en entornos cambiantes. La respuesta puede incluir la
expresion de genes de reparacién del ADN vy la regulacion de diferentes vias
metabolicas.

Mecanismos mds comunmente implicados en la respuesta al estrés

bacteriano.

Regulacién génica: Las bacterias pueden regular la expresion de sus genes en
respuesta al estrés. Esto implica la activacién o represion de genes especificos
que codifican proteinas involucradas en la adaptacion al estrés. Los reguladores
transcripcionales, como proteinas sigma alternativas, pueden desempefar un
papel clave en la modulacion de la expresién génica en respuesta al estrés.

Produccién de proteinas de choque térmico (heat shock proteins): Las pro-

tefnas de choque térmico, o chaperonas, ayudan a las bacterias a mantener la
correcta conformacién y funcionalidad de sus proteinas bajo condiciones de
estrés. Hstas protefnas pueden ayudar en la reparacion de proteinas desnatura-
lizadas e intervenir en la prevencion de la agregacién de proteinas.

Activacién de sistemas de respuesta a sefiales: Las bacterias pueden activar

sistemas de respuesta a sefiales que les permiten detectar y responder a factores
de estrés especificos. Un ejemplo comun es el sistema de dos componentes,
que consta de una proteina sensora en la membrana y un regulador transcrip-
cional en el citoplasma.

Acumulacién de solutos osmoprotectores: Para hacer frente al estrés os-

moético, las bactetias pueden acumular solutos osmoprotectores, como glicina
betaina y prolina, para mantener la homeostasis osmotica y proteger las estruc-
turas celulares.

Reparacién del ADN: La exposicion al estrés puede dafiar el material gené-
tico de las bacterias. Para contrarrestar este dafio, las bacterias activan sistemas
de reparaciéon del ADN, como la reparacién por escision de nucleétidos o la
recombinacién homologa.

ambio en la composicién de la membrana: Las bacterias pueden ajustar la
composicion de sus membranas para resistir el estrés, por ejemplo, alterando la
relacién de acidos grasos saturados e insaturados para mantener la integridad
de la membrana.

Cambios en ¢l metabolismo: Las bacterias pueden modificar su metabo-
lismo en respuesta al estrés. Por ejemplo, pueden cambiar a rutas metabdlicas
alternativas o ajustar la expresion de genes relacionados con la produccion de
energia y metabolismo.

Formacién de endosporas: Algunas bacterias forman endosporas, es-

tructuras resistentes que les permiten sobrevivir en condiciones ambientales
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extremadamente desfavorables. La formacién de endosporas es un mecanismo
de resistencia a largo plazo que no conlleva cambios en el genoma sino modi-
ficaciones en la expresion que implican la represion de algunos genes innece-
sarios en el nuevo estado celular y la activacién de otros genes que codifican
componentes imprescindibles para el desarrollo de la endospora.

Estos mecanismos permiten a las bacterias adaptarse a condiciones adver-
sas y sobrevivir a situaciones de estrés, lo que es esencial para su supervivencia
en entornos cambiantes y desafiantes. La comprension de estos mecanismos
proporciona conocimientos valiosos para el desarrollo de estrategias dirigidas
a combatir patdégenos bacterianos y a mejorar la eficacia de los tratamientos
antimicrobianos.

Que¢ estrategias podemos oponer para combatir o eliminar las biopeliculas

El control y la eliminacién de biopeliculas son areas muy activas de investi-
gacion, ya que los biofilms microbianos suelen ser mas resistentes a los trata-
mientos habituales debido a la matriz extracelular que protege a las poblaciones
imbuidas en su seno y a los diferentes mecanismos que se producen en ellas
para contribuir a su persistencia y difusién. Entre las numerosas estrategias
desarrolladas o propuestas para combatir o eliminar biopeliculas destacamos
las siguientes:

Agentes antimicrobianos

Se han explorado diversos agentes antimicrobianos para valorar su eficacia
contra bacterias o levaduras organizadas en biopeliculas. En la eleccion del tra-
tamiento son determinantes la especie o especies bacterianas involucradas, la
ubicacién de la infeccién y la naturaleza especifica de la biopelicula.

Carecemos de estudios que resuelvan de manera clara si existen diferencias
sistematicas en la actividad terapéutica de antibiéticos bacteriostaticos o bacte-
ricidas usados en el tratamiento de las infecciones producidas por bacterias in-
tegradas en biopeliculas. En modelos experimentales de biofilms formados por
Staphylococens anrens que son altamente resistentes a antibiéticos que interfieren
con la sintesis de la pared celular, mantienen sensibilidad frente a antimicrobia-
nos que interfieren la sintesis proteica a nivel ribosomal, lo que podtia reflejar
el papel preponderante de la transcripcion en el establecimiento, maduracion y
propagacion del biofilm.

La capacidad erradicadora de los antibidticos es diferente y pueden dis-
tinguirse algunos mds activos o con mayor capacidad para eliminar bacterias
organizadas en biopeliculas. Entre los que se han utilizado o investigado para
el tratamiento de infecciones asociadas a biopeliculas destacan daptomicina, ri-
fampicina y vancomicina, que se han mostrado utiles en infecciones por gram-
positivos, en particular las causadas por Staphylococens anrens. Como antibioticos
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de amplio espectro que han mostrado mayor actividad frente a gramnegativos
figuran, tigeciclina y ciprofloxacina.

No obstante, la resistencia, la tolerancia y la persistencia que se concitan en
las biopeliculas vienen a dificultar la erradicacion completa cuando se usan los
antibiéticos convencionales, de modo que es necesario mantener la busqueda
de compuestos antimicrobianos mds activos y nuevas estrategias para lograr
mayor eficacia, como la combinacién de antibiéticos, la administracién locali-
zada para alcanzar concentraciones mas elevadas en el foco de infeccién o el
uso de tratamientos dirigidos contra la matriz extracelular.

En esta ultima aproximacién ha mostrado actividad sinérgica la combina-
ci6n de un agente sin actividad antimicrobiana, la N-acetilcisteina, con linezo-
lid para reducir sensiblemente el nimero de células viables en un biofilm de
Staphylococens epidermidis. Diferentes estudios han evidenciado que la N-ace-
tilcisteina reduce la formaciéon de biofilm en varias especies que, ademas de
Staphylococcus epidermidis, incluyen Escherichia coli'y Psendomonas aeruginosa. Su efec-
to abarca la inhibicién de la adherencia bacteriana, la reduccién en la produc-
cién de la matriz de exopolisacarido extracelular, la promocién de la desin-
tegracion de biopeliculas maduras y la reduccion de la viabilidad de células
sésiles. Por tanto, es posible que algunos antimicrobianos puedan incrementar
su eficacia si se usan en combinacién con N-acetilcisteina.

Tratamientos fisicos

Diferentes métodos fisicos, como la terapia fotodindmica, la terapia con ul-
trasonidos y la aplicaciéon de corriente eléctrica, se han evaluado para la erradi-
cacién de biopeliculas. Estos enfoques parecen tener efectos, tanto reductores
de la colonizacién de los dispositivos en los que se aplican, como disruptivos
de la estructura de la biopelicula formada, que permitirfan aumentar la eficacia
del tratamiento con antimicrobianos de uso tépico.

La terapia fotodinamica ofrece ventajas relevantes sobre el tratamiento con-
vencional debido a su capacidad de unién selectiva a las membranas de las
células y la posibilidad de administrar luz con precision al tejido afectado para
lograr el maximo dafio a los microorganismos y el minimo dafio al huésped.

Nuevos biomateriales e implantes inteligentes

La modificacién de supetficies para dotatlas de propiedades antimicrobia-
nas ha sido una estrategia utilizada para prevenir la formacién de biopeliculas,
tanto en dispositivos médicos como en superficies ambientales. Para conseguir
este proposito las superficies pueden liberar sustancias antimicrobianas o pue-
den exhibir propiedades que inhiben o interfieren la adhesién bacteriana.

En este campo esta experimentado un notable crecimiento el desarrollo de
polimeros bioinspirados que usan biomateriales naturales como aminodcidos,
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vitaminas, polifenoles, polisacaridos,... que mediante nuevas tecnologias pet-
miten sintetizar polimeros incluyendo celulosa, acido hialurénico, alginato, ge-
latina,... que muestran propiedades terapéuticas, facilitan la liberaciéon de far-
macos dentro de sistemas biolégicos y ofrecen mejoras en biocompatibilidad,
biodegradabilidad, hemocompatibilidad y tienen reducida citotoxicidad.

Se trabaja en el disefio de implantes denominados inteligentes porque son
capaces de detectar la colonizacién bacteriana del biodispositivo y, solo enton-
ces, liberar antimicrobianos en el foco de la infeccién naciente.

Inhibidores de la formacion de biopeliculas
Se investigan compuestos que interfieren con la formacién de biopeliculas.

En su etapa mas inicial, como los inhibidores de la adhesion bacteriana a las
superficies. Por ejemplo, la desactivaciéon del gen fiH asociado a fimbrias me-
diante tecnologia CRISPRI es una estrategia que trata de interferir la adhesion
de las biopeliculas.

En la etapa crucial de la sintesis de la matriz extracelular se actia mediante
bloqueadores o mediante compuestos que interfieren o interrumpen la comu-
nicacién celular (quorum sensing), esencial para poner en marcha la sintesis
coordinada de la biopelicula. Se ha probado la desactivaciéon del gen /xS de
seflalizacién QQS aplicando tecnologia CRISPRI. La furanona halogenada aisla-
da del alga marina Delisea pulehra interrumpe la cascada de sefializacién bacteria-
na QS. Se estan investigando numerosos compuestos como la diamina ciclica
ADM 3, extractos de ginseng o de ajo, acido Usnico o azitromicina con activi-
dad interruptora o atenuadora del QS en biopeliculas bacterianas y fungicas.

Interferencia con la dispersion

Durante la dispersién, el paso final del ciclo de vida de la biopelicula, las cé-
lulas individuales salen de la biopelicula para reanudar un estilo de vida planc-
tonico. Como se considera que el estado plancténico es mas vulnerable a los
agentes antimicrobianos y las respuestas inmunes, la dispersion se considera
una via prometedora para el control de biopeliculas. El atractivo de esta estra-
tegia radica en que su actividad se ejercerfa sobre la infeccion ya establecida y
no precisaria de una administracién profilactica.

Enzimas disgregadores de la matriz extracelular

Puesto que la matriz del biofilm estd compuesta por ADN, proteinas y
polisacarido extracelular, la ruptura de la estructura de las biopeliculas podria
alcanzarse a través de la degradacion de los componentes individuales que lo
forman, mediante la accién de varios enzimas.

Algunas enzimas, como la N-acetilcisteina, la dispersina B (DspB), la
a-amilasa, la proteinasa K y las desoxirribonucleasas (DNasa-I), han mostrado
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capacidad para descomponer la matriz extracelular de las biopeliculas, facili-
tando la dispersién de las células y una mayor penetracion de los antibiéticos,
lo que aumenta la sensibilidad a los tratamientos antimicrobianos. Esta de-
gradacién de biofilms maduros se ha observado en diferentes especies, como
Staphylococcus anreus, Vibrio cholerae y Pesudomonas aernginosa.

También es prometedor el empleo de lisostafina y estafilolisina, endopepti-
dasas de origen microbiano capaces de romper los puentes de pentaglicina que
establecen enlaces cruzados entre los aminodcidos 3 y 4 de las cadenas laterales
tetrapeptidicas del peptidoglicano que es el componente esencial de la pared
celular de los estafilococos.

La molécula de sefializacién de 6xido nitrico (NO) dispersa las biopeliculas
de Pseudomonas aernginosa mediante la estimulacion de las fosfodiesterasas que
degradan c-di-GMP, que inducen un cambio al crecimiento plancténico, lo que
mejora la actividad de los antimicrobianos.

Pequenas moléculas de origen bacteriano como D-aminoacidos y poliamina
norespermidina inducen la dispersién de biopeliculas maduras e interfieren
en la formacién de biopeliculas en Staphylococcus aurens 'y Escherichia coli. Estas
moléculas podrian usarse como agentes antibiopeliculas en la estrategia de
dispersion de biopeliculas.

Compuestos naturales bioactivos con propiedades antibiopeliculas

Algunas bacterias y actinomicetos producen compuestos naturales con pro-
piedades antibiopeliculas. El extracto metandlico de un actinomiceto asociado
a los corales ayuda a reducir la formacién de biopeliculas de Staphylococcus anrens.
Otro producto natural, el acido 4-fenilbutanoico, muestra una alta actividad
antibiopelicula contra especies bacterianas grampositivas y gramnegativas. Ex-
tractos de Azadiracta indica (Neem) y Acacia han mostrado efecto antimicrobia-
no sobre Streptococens mutans y Enterococcus faecalis.

Péptidos antimicrobianos de respuesta inmune innata: Diferentes orga-
nismos multicelulares producen péptidos antimicrobianos como parte de la
respuesta inmune innata o natural que interviene en la defensa inespecifica
del huésped frente a las infecciones. Algunas caracteristicas de estos péptidos
antimicrobianos los hacen muy atractivos para el abordaje de nuevas estrate-
glas terapéuticas frente a los biofilms. Entre ellas, destacan, su capacidad para
destruir bacterias de crecimiento lento o células criptobidticas que son predo-
minantes en los biofilms, tienen una tasa baja de resistencia espontinea y su
actividad es sinérgica con la de algunos antibiéticos. De hecho, ya hay algunos
compuestos autorizados para uso topico e investigaciones conducentes al desa-
rrollo de otras aplicaciones. El desarrollo de nuevas vacunas podtia conducir a
la generacién de vacunas que protejan frente a bacterias patégenas formadoras
de biofilm, como Staphylococcns anreus.
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Nanoparticulas antimicrobianas

Es un campo muy activo y prometedor que utiliza nanoparticulas con pro-
piedades antimicrobianas para atacar biopeliculas. Estos nanomateriales pue-
den interferir con la integridad de la membrana celular bacteriana, mejorar la
penetracion de los agentes antimicrobianos en la biopelicula, incluso potenciar
su actividad y facilitar su liberacién, que ademas, puede dirigirse de forma mas
precisa.

Los nanomateriales pueden ser metalicos u organicos y su actividad antimi-
crobiana suele involucrar un triple mecanismo de accién: estrés oxidativo y no
oxidativo y liberacién de iones metalicos. Este mecanismo de accién maltiple
dificulta la emergencia de resistencia.

Las nanoparticulas admiten la combinacién con antibiéticos (vancomicina,
colistina), bacteriocinas, péptidos antibacterianos (catelicidinas, cerageninas)
con los que alcanzan efectos sinérgicos.

Las nanoparticulas CaF, ejercen un efecto supresor en los genes asociados
con los principales factores de virulencia de Streptococcus mutans (vieR, gtfC, fif,
spaP, comDE) provocando la supresion de la actividad enzimatica asociada con
la sintesis de glucanos, la adhesion celular, produccién de acido, tolerancia al
acido e interferencia en la deteccién del quérum sensing, lo que conduce a la
inhibicién de la biopelicula.

Compuestos que interfieren con la comunicaciéon celular en las
biopeliculas

Los compuestos que intetfieren con la comunicacion celular en las biopeli-
culas a través del proceso de quorum sensing (QS) son conocidos como inhi-
bidores de QS. Como ya hemos indicado, el quorum sensing es un mecanismo
de regulacion de la expresion génica mediante el que las bacterias coordinan su
comportamiento en funcién de la densidad celular.

El quorum sensing juega un papel crucial en la formacion, el mantenimien-
to y la dispersion de la biopelicula. Al inhibir el quorum sensing, se pueden
afectar las actividades coordinadas de las bacterias en la biopelicula, como la
produccién de matriz extracelular y la expresion de genes relacionados con la
virulencia.

Algunos compuestos conocidos por su capacidad para interferir con la co-
municacion celular en biopeliculas incluyen:

Bromuro de acilhomoserina lactona (AHL): L.as AHL son moléculas de se-
fializacién utilizadas por muchas bacterias gramnegativas para el quorum sen-
sing. Los inhibidores de AHL pueden interferir con la unién de las AHL a sus
receptores, evitando asi la activacion de las vias de sefializacion.
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Furanonas: Compuestos como las furanonas sintéticas han demostrado te-
ner actividad como inhibidores de QS. Estos compuestos pueden interferir con
la sefializacién de las AHL y reducir la formacion de biopeliculas.

Acido cis-2-decenoico: Este acido graso ha mostrado actividad como inhi-
bidor de QS, de modo que puede afectar la comunicacién celular y reducir la
virulencia en ciertas bacterias formadoras de biofilm.

Peptoides: Algunos peptoides han demostrado ser inhibidores de QS. Estos
compuestos pueden imitar las moléculas de sefializacién bacterianas y competir
con ellas, interfiriendo asi con la comunicacion celular.

Esteres de furano: Compuestos derivados de furano han mostrado capaci-
dad para inhibir el QS y reducir la formacién de biopeliculas.

Extractos naturales: Algunos extractos naturales de plantas, como aceites
esenciales y compuestos polifendlicos, han demostrado actividad como inhibi-
dores de QS, con propiedades antimicrobianas y anti-biofilm.

Enzimas: Algunas enzimas, como las oxidorreductasas, pueden interferir
con la sefalizacién de las moléculas de QS y reducir la formacién de biopeli-
culas.

Es importante destacar que la investigacion en este campo esta en curso, y
se estan descubriendo continuamente nuevos compuestos con propiedades in-
hibidoras de QS. La identificacién de estos compuestos ofrece la posibilidad de
desarrollar estrategias terapéuticas que no solo actien directamente contra las
bacterias, sino que también interfieran con la coordinacién y la comunicacion
dentro de las biopeliculas.

Terapias combinadas: Se han propuesto estrategias que combinan di-
ferentes enfoques para abordar la resistencia que oponen las biopeliculas a
los tratamientos mas convecionales. Aqui se puede incluir la combinacién de
agentes antimicrobianos con enzimas desintegradoras de la matriz extracelular
o la administracién de terapias dirigidas a multiples objetivos. También se ha
propuesto la utilizacién de bacteriéfagos para el tratamiento de infecciones
relacionadas con la formacion de biopeliculas.

Diferentes terapias antibiofilm tienen el potencial de actuar sinérgicamente
con antibidticos, en particular, cuando actdan sobre dianas moleculares dife-
rentes que intervienen en la génesis de componentes del biofilm.

En definitiva, los progresos en el conocimiento de los mecanismos gené-
ticos y moleculares que dirigen la formaciéon del biofilm resultan esenciales
para el desarrollo de modelos que permitan analizar la utilidad de estrategias
innovadoras destinadas a mejorar el tratamiento de las infecciones asociadas a
la formacién de biofilms, incluyendo terapias personalizadas.
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Diagnoéstico microbiolégico de las infecciones asociadas a biopeliculas.
Obtencidén y procesamiento de la muestra adecuada

El diagnéstico microbiolégico de las infecciones asociadas a biopeliculas
presenta dificultades derivadas de la resistencia de estas estructuras a los méto-
dos de deteccién convencionales.

Un aspecto crucial en el éxito del diagnéstico microbiolégico de este tipo
de infecciones es la obtencién de una muestra apropiada, lo que puede ser
complejo y en muchas ocasiones solo puede realizarse tras la retirada del dis-
positivo.

El cultivo tras sonicacién o agitacién es una técnica que se viene utilizando
en los ultimos aflos como herramienta diagnéstica de especial utilidad para el
estudio de la infeccién asociada a prétesis articular y ha demostrado en esta
indicacién una mayor sensibilidad que el cultivo de los tejidos peri-implante,
especialmente en aquellos pacientes que estan recibiendo tratamiento antibi6-
tico. En el caso de las infecciones asociadas a otros dispositivos hay muy poca
expetiencia en el uso de estas técnicas, pero podtian ser una herramienta atil ya
que facilitan la disgregacién de la biocapa de la superficie del dispositivo. Tam-
bién, la aplicacion de técnicas moleculares, especialmente las basadas en PCR,
aplicadas a las muestras y al material obtenido tras sonicacién, han demostrado
para algunos tipos de dispositivos una alta sensibilidad y especificidad.

Entre los métodos aplicables a las muestras obtenidas se incluyen:

Microscopia de contraste de fase y microscopia de campo oscuro: Estas téc-

nicas permiten la observacién de biopeliculas sin necesidad de usar tinciones
especificas y proporcionan informacién sobre la morfologfa y la distribucion
de las biopeliculas.

Tinciones especiales: Algunas tinciones habituales como la de Gram y las
tinciones argénticas, pueden ayudar a visualizar las biopeliculas en muestras
clinicas, revelar su estructura general y la presencia de microorganismos.

Microscopia de fluorescencia: La microscopia de fluorescencia permite vi-
sualizar las biopeliculas utilizando tintes fluorescentes especificos que se unen
alos componentes de la matriz extracelular. Se obtiene asi una imagen detallada
de la estructura de la biopelicula y puede orientar en la identificacién de las
bacterias presentes.

Cultivo bacteriano: Aunque algunas biopeliculas pueden ser dificiles de cul-
tivar en los medios convencionales y la naturaleza polimicrobiana puede com-
plicar el aislamiento e identificacién de las especies implicadas, el cultivo sigue
siendo una herramienta fundamental en el diagnéstico microbiolégico.

Técnicas de hibridacién in situ: Las sondas de 4cidos nucleicos marcadas
con fluorescencia pueden utilizarse para detectar de manera especifica secuen-
cias de 4cidos nucleicos de bacterias presentes en biopeliculas. Se obtiene in-
formacion sobre la identidad de las especies y su distribucion en la biopelicula.
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Analisis molecular: Técnicas de amplificacién de acidos nucleicos como la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y, muy especialmente, la secuen-
ciacién masiva del ADN pueden utilizarse para identificar y caracterizar ge-
néticamente las bacterias presentes en las biopeliculas. Estos métodos pueden
proporcionar informacién exacta sobre la diversidad bacteriana y la presencia
de genes especificos de resistencia.

Técnicas de diagnostico por imagen: La resonancia magnética (RM) y la to-

mografia computarizada (TC), pueden ser utilizadas para detectar la presencia
de biopeliculas en tejidos y dispositivos médicos. Estas técnicas son ttiles para
precisar la localizacion y la extension de las infecciones.

El diagnostico de las infecciones asociadas a biopeliculas a menudo exige
la combinacién de varios métodos para obtener una evaluacién completa. En
la eleccion de las técnicas especificas influyen la ubicacién de la infeccién, la
naturaleza del material involucrado en la infeccién, la disponibilidad de las dife-
rentes técnicas en el laboratorio clinico y la experiencia del personal.

Diagnoéstico microbiolégico de infecciones polimicrobianas en biofilms

La metodologfa clasica aplicada al diagnoéstico clinico se centra en la identi-
ficacién de los microorganismos mas abundantes y los mejor dotados de deter-
minantes de patogenicidad, minusvalorando el papel de acompafiantes menos
abundantes y, generalmente, menos virulentos. Sin embargo, la repercusion
clinica que puede tener la etiologfa polimicrobiana que, como hemos indica-
do, puede facilitar el intercambio de informacién genética, promover sinergias
del metabolismo y crear simbiosis resultantes de distintas combinaciones de
los microorganismos participantes, puede llevarnos a desarrollar o potenciar el
uso de nuevos métodos de diagndstico que permitan identificar y cuantificar a
todos los integrantes de estas comunidades polimicrobianas.

Estos procedimientos podrian contribuir a definir mejor los objetivos tera-
péuticos, al no desdefiar las ventajas que los miembros menos representados
pueden aportar a sus compafieros, incluyendo mayor virulencia.

Los métodos moleculares emergen con fuerza en este panorama, ya que
han demostrado capacidad para identificar y cuantificar de forma precisa, sen-
sible y especifica, las distintas especies que participan en las infecciones asocia-
das a biopeliculas polimicrobianas.

Concretar las especies participantes en el biofilm y su contribucién relativa
al desarrollo y persistencia de la infeccidn, ayudard a explorar y comprender
mejor su relevancia clinica, aportando criterios solidos sobre los que asentar
actitudes diagnosticas y terapéuticas mas eficientes.
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Ensayos de sensibilidad a antimicrobianos de bacterias que forman
biopeliculas

Como se ha sefialado, la actividad de los antimicrobianos sobre los microot-
ganismos integrados en biofilms difiere considerablemente de la que puedan
exhibir cuando se enfrentan a bacterias planctonicas, de ahi que su estudio
requiera de enfoques especificos que se aproximen mejor a lo que acontece en
el seno de estas infecciones.

Algunos métodos comunmente utilizados para evaluar la eficacia de los an-
tibi6ticos contra bacterias formadoras de biofilm son:

Ensayos de microdilucién en placa

Se trata de una variante del método de microdilucién estandar, pero adapta-
do para biopeliculas. Se expone la biopelicula a diferentes concentraciones de
antibiético en placas de microtitulacion y se evalda la inhibicién del crecimien-
to bacteriano.

Ensayos de viabilidad celular

Ensayos de reduccién de colorante (como resazurina): Se utiliza un indica-
dor redox de viabilidad celular que cambia de color en funcién de la actividad
metabolica de las células. Después del tratamiento con antibiéticos, se evalia la
reduccion del indicador como un indicativo de la viabilidad celular.

Ensavos de viabilidad con recuento de UFC (Unidades Formadoras de Co-
lonias): Después del tratamiento con antibibticos, se extraen las células de la

biopelicula, se diluyen y se siembran en placas de agar para contar las colonias
viables.

Microscopia

Microscopia de epifluorescencia: Permite visualizar las biopeliculas y eva-
luar la viabilidad celular mediante tintes fluorescentes que indican la actividad
metabdlica o la presencia de células vivas y muertas.

Microscopia confocal de barrido laser (CLSM): Proporciona imagenes tri-

dimensionales de biopeliculas vivas, permitiendo observar la estructura y la
viabilidad celular.

Mediciéon de biomasa y actividad metabdlica

Ensayos de cristal violeta: Evalia la cantidad de biomasa presente en la
biopelicula mediante la tincién con cristal violeta.

Ensayos de actividad metabdlica con tetrazolio (por ejemplo, MTT o XTT):

Miden la actividad metabdlica de las células en la biopelicula, indicando la via-
bilidad celular.
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Ensayos de dispersion de biopeliculas

Tratamiento con agentes dispersantes: Se pueden probar compuestos que
promuevan la dispersién de las biopeliculas, lo que facilitatfa la accién de los

antibiéticos. La evaluacion se realiza midiendo la cantidad de células dispersas.

Ensayos de quorum sensing (QS)
Inhibidores de QS: Algunos compuestos que interfieren con la comunica-

cion celular en biopeliculas, conocida como quorum sensing, pueden ser eva-
luados para medir su capacidad para disminuir la formacién de biopeliculas o
aumentar la sensibilidad a los antibiéticos.

La combinacién de multiples métodos puede brindar una evaluacién mads
completa que permita un diagnéstico mas afinado y ayude a precisar la eficacia
de los tratamientos antimicrobianos contra biopeliculas.

En resumen, la amplia distribuciéon en la naturaleza, en los mas variados ha-
bitats, explica el interés que despierta el estudio de las biopeliculas microbianas
en campos muy diversos: microbiologia, biotecnologia, medicina, ingenierfa
ambiental y otras disciplinas relacionadas, que intentan comprender mejor su
naturaleza y repercusiones a fin de desarrollar estrategias de control y modi-
ficacién que puedan aplicarse en diferentes ambitos sanitarios y tecnolégicos,
tanto favorables como perniciosos. Queda un camino por recorrer, sin duda
apasionante y prometedor, que requiere recursos, dedicacién y constancia para
desentrafar su esencia y desarrollar medidas eficientes que permitan superar el
desafio que plantea esta forma de vida microbiana.
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