Capitulo 1

Descripcion de biofilms, desarrollo e
importancia de su estudio.
Impacto de las técnicas de micro-

nanofabricacion en sistemas bioldgicos.

1.1. Introduccion.

Uno de los mayores avances en microbiologia que se ha realizado en los ultimos
50 afios ha sido, sin lugar a dudas, el conocimiento del crecimiento y el desarrollo de
microorganismos sobre diferentes superficies formando biopeliculas o biofilms.

Vale la pena recordar que las bacterias pueden existir en la naturaleza bajo dos
formas o estados:

a) bacterias planctdnicas, de libre flotacién y suspendidas en el fluido,
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b) bacterias sésiles (formadoras de biofilm), creciendo en colonias de
microorganismos adheridas a superficies sélidas.

Se ha reportado que el 99% de todas las células bacterianas existen en calidad de
biofilms, y tan s6lo 1% vive en estado plancténico (1-3). Este singular comportamiento
tiene profundas consecuencias en el modo de analizar la supervivencia de las células
procariotas tanto en ambientes naturales o industriales como en el organismo humano.

En un principio, el estudio de los biofilms estuvo ligado al ensuciamiento
bioldgico o biofouling que causaba problemas en la industria (4) definiéndose a los
biofilms o biopeliculas como una comunidad de bacterias adheridas a una superficie sélida
e inmersa en un medio liquido (5-6). Estudios posteriores, con técnicas mas avanzadas
permitieron a Donlan (7) en 2002 efectuar una descripcién ampliamente aceptada de un
biofilm, estableciendo que es “una comunidad microbiana sésil, caracterizada por células
que estan adheridas irreversiblemente a un sustrato o interfase, 0 unas con otras, encerradas
en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares que ellas han producido, y que
exhiben un fenotipo alterado en relacion con la tasa de crecimiento y trascripcion génica”.

Resulta interesante que, a pesar de que los biofilms pueden estar formados por una
0 mas especies de diferentes géneros, los mismos presentan similitudes en relacion a las
caracteristicas estructurales y al comportamiento resultante. Por ejemplo, el tipo de
estructuras observada para las microcolonias de biofilms maduros es, sorprendentemente,
similar para comunidades de una 0 mas especies que crecen en diferentes tipos de habitats
(8-10).

1.2. Importancia de su estudio.

La adhesién microbiana a superficies y posteriormente el desarrollo del biofilm
han sido reportados en gran variedad ambientes. Las biopeliculas constituyen un modo
protegido de crecimiento y desarrollo que permite a los microorganismos sobrevivir en
ambiente hostiles, siendo su comportamiento y fisiologia significativamente diferentes de
aquellos microorganismos que crecen en medio liquido.

Actualmente, la combinacion de técnicas de observacion tridimensionales de alta
resolucion, colorantes moleculares especificos fluorescentes y los equipos necesarios para
el cultivo de biofilms han demostrado que las biopeliculas no son simplemente agregados
pasivos de células que estan adheridos a una superficie, sino que son sistemas bioldgicos
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complejos desde el punto de vista estructural y dinamico. La importancia de estas
estructuras microbianas complejas reside en la existencia de un nivel de diferenciacion que
requiere un sofisticado sistema de sefiales célula-célula y un grado de especializacion
celular. El proceso de desarrollo del biofilm es Gnico en biologia debido a que involucra la
actividad coordinada de varios genomas de procariotas relativamente pequefios, en
comparacion con los grandes genomas eucarioticos, para generar una comunidad funcional
multicelular. Esta nocion modifica el conocimiento que se tenia de las bacterias debido a
que las celulas individuales que se han estudiado en cultivos planctonicos en realidad son
miembros de una comunidad multicelular cuya complejidad y sofisticacion recién ha sido
apreciada en las tltimas décadas (11).

Se pueden encontrar biofilms en todos los medios en donde existan
microorganismos: en el medio natural, clinico o industrial. Sélo se requiere la presencia de
un medio hidratado y una minima cantidad de nutrientes, ya que pueden desarrollarse en
gran variedad de superficies. La presencia de biopeliculas en una gran diversidad de
ambientes trae como consecuencia una importante y variada cantidad de problemas
relacionados tanto con la medicina (infecciones), la industria en general (biocorrosion,
pérdida de rendimiento), la industria alimentaria en particular (contaminacion microbiana
de alimentos), el biodeterioro de patrimonios culturales, entre otros. Cabe aclarar también
que los biofilms estan relacionados con algunos procesos beneficiosos (biolixiviacion,
biorremediacion, etc.). De alli, el significativo interés de su estudio.

Por su importancia en la salud humana la relacién biofilm/infecciones merece una
descripcion detallada. La mayor parte de las enfermedades infecciosas del siglo pasado
eran causadas por bacterias dotadas de mecanismos patogénicos especificos: difteria,
tuberculosis, célera, coqueluche, etc. Los antibiodticos y vacunas desarrollados para estos
gérmenes lograron una notable eficacia en su control. En la actualidad, la frecuencia y
gravedad de las infecciones de estas bacterias han sido desplazadas del primer plano por
microorganismos ubicuos, capaces de producir infecciones de tipo crénico, que responden
pobremente a los tratamientos antibidticos y no pueden prevenirse mediante inmunizacion.
Diversas publicaciones recientes sefialan que por lo menos el 65% de todos los procesos
infecciosos bacterianos humanos podrian involucrar la formacion de biofilms (1-3, 12).

En los altimos 10 afos, debido a su prevalencia abrumadora, los biofilms han sido
reconocidos progresivamente como factores importantes en la patogenia de muchas

infecciones humanas persistentes, incluyendo placa dental, caries, infeccion periodontal,



Capitulo 1 - Descripcion de biofilms, desarrollo e importancia de su estudio. Impacto de las técnicas de
nano/microfabricacién en sistemas biolégicos

neumonia por Pseudomonas, fibrosis quistica, cistitis cronica, endocarditis bacteriana,
osteomielitis, y prostatitis cronica. También se ha demostrado que los biofilms se
desarrollan en una variedad de dispositivos médicos implantables, provocando infecciones
asociadas, destacandose entre ellas la sepsis por catéteres endovenosos y arteriales.
Ademés se han descrito en catéteres urinarios, sigmoidoscopios y lentes de contacto.
Constituyen también un problema serio en valvulas cardiacas artificiales, marcapasos y
prétesis ortopédicas las cuales, una vez infectadas, generan infecciones excepcionalmente
dificiles de resolver mediante antibioticos (1, 7, 12-16).

Por otra parte, desde los afios *70 se ha documentado la acumulacién bacteriana
en tubos endotraqueales en unidades de cuidado intensivo. La presencia de biofilms Gram-
negativos en estos tubos ha sido relacionada con neumonia intrahospitalaria,
presumiblemente por diseminacion mecanica durante la aspiracion (17).

Vale la pena recordar que la placa dental es también un biofilm. La naturaleza de
la placa dental comenz6 a adquirir gran importancia a partir de los mediados de los ’60,
poniéndose énfasis en los factores contribuyentes a la diversidad de ecosistemas,
incluyendo pH, potencial de oxido-reduccién y requerimientos nutricionales.

En otorrinolaringologia, aunque existe escasa literatura respecto a la participacion
de los biofilms en enfermedades localizadas en esta area, gradualmente se esta
evidenciando que los biofilms poseerian un rol importante en derrame crénico en oido
medio, amigdalitis crdnica, sinusitis cronica, colesteatoma, e infecciones asociadas a
dispositivos, tales como tubos de timpanostomia, protesis vocales y tubos endotraqueales
(18-21). Los tubos de timpanostomia son quizas los dispositivos de material foraneo mas
frecuentemente implantados en humanos. Se ha estudiado con microscopia, tanto
electronica como laser confocal, la influencia que tienen la superficie y las propiedades

fisicas del material en la formacidn de biofilm en estos dispositivos (22-25).

1.3. Estructura de los biofilms.

Claude Zobell fue el primero en notar la marcada preferencia de las bacterias
marinas por el crecimiento sobre superficies (26) y el grupo de Costerton extendi6 esta
observacion a una gran variedad de ecosistemas microbianos incluyendo también

superficies vivas como, por ejemplo, los tejidos de los organismos eucariotas (14). Este
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concepto inicial sobre el crecimiento preferencial sobre superficies no insinuaba, en un
principio, ningun tipo de estructura compleja del biofilm (4), y hasta el afio 1987, se creia
que los biofilms eran simples cimulos de material polimérico dentro del cual se
encontraban embebidas aleatoriamente las células microbianas sin ningun tipo de
organizacion (5). Durante esta primera etapa de estudio del biofilm, una pregunta
permanecia inconclusa: ;De qué manera las bacterias dentro de la matriz polimérica tenian
acceso a los nutrientes, entre ellos, el oxigeno? Esta pregunta fundamental fue respondida
cuando se obtuvieron las primeras imagenes de biofilms in vivo con el microscopio
confocal de barrido (SCLM), demostrando que las bacterias sésiles crecen dentro de
microcolonias embebidas en una matriz polimérica que incluye canales abiertos. Este tipo
de estructura abierta permite que el agua, presente en el ambiente en donde se desarrolla el
biofilm, pueda penetrar a través de los canales y por lo tanto los nutrientes lleguen a zonas
profundas de la microcolonia dentro de la comunidad del biofilm. El intercambio de
nutrientes, facilitado por la arquitectura del biofilm, permite que estas comunidades
desarrollen un espesor y una complejidad considerable mientras que las células
individuales que las componen se mantienen en Optimas condiciones nutricionales, en
muchas ubicaciones dentro del biofilm.

La formacion del biofilm puede ocurrir por al menos tres mecanismos. Uno de
ellos es la division binaria de las células adheridas (27). ElI segundo mecanismo es la
redistribucion de las células adheridas mediante la movilidad superficial (28). Es decir que
a medida que las células se dividen, las células hijas se desplazan sobre la superficie para
formar cumulos celulares, de manera similar a lo que ocurre en la formacion de colonias en
las placas de agar. Un tercer mecanismo de agregacion es la captacion de celulas
planctonicas a partir del fluido hacia el biofilm desarrollado (29). La contribucion relativa
de estos tres mecanismos depende de los organismos involucrados, la naturaleza de la
superficie colonizada y las condiciones fisicas y quimicas del medio ambiente e impacta

sobre la estructura del biofilm.

1.4. Desarrollo del biofilm: Etapas.

En la mayor parte de la literatura, se describe la formacién de biofilms sobre
superficies a través de una serie de etapas (5, 9, 14, 30-32). Tradicionalmente, se aceptaba

que la formacién de la biopelicula comienza con el transporte de los microorganismos
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hacia una superficie pero, en la mayoria de los ecosistemas estudiados, el transporte de
masa esta precedido por la adsorcion de una fina pelicula orgéanica sobre dicho sustrato
(33). Esta pelicula puede cambiar drasticamente las caracteristicas fisicoquimicas del
sustrato dependiendo del tipo de moléculas adsorbidas sobre la superficie (Etapa 1 en la
Figura 1.1). La segunda etapa corresponde a la adhesion reversible de microorganismos
(Etapa 2 en la Figura 1.1). La repulsion neta entre la superficie celular y el sustrato puede
ser superada por interacciones moleculares especificas mediadas por apéndices
extracelulares (por ejemplo, pilis, fimbrias y flagelos). Muchas de estas células son capaces
de movilizarse independientemente (34) mediante los apéndices celulares llamados pilis
con movimientos del tipo twitching o gliding (del inglés movimiento con contracciones o
deslizamiento, respectivamente). Estas células todavia no se encuentran en proceso de
diferenciacion y pueden abandonar la superficie para volver al estado planctonico. Durante
esta etapa reversible (35) (Etapa 2 en la Figura 1.1), las bacterias presentan ciertos
comportamientos especificos como, por ejemplo, rodar, reptar, formacion de agregados e
hileras bacterianas (36) antes de comenzar a exudar material polimérico extracelular (EPS)
y adherirse irreversiblemente (Etapa 3 en la Figura 1.1).

Las células adheridas que inician la formacion del biofilm sobre una superficie
estan rodeadas por pequefias cantidades de EPS. Este material polimérico esta compuesto
por polisacaridos, proteinas y &cidos nucleicos. Los autores Davies y Geesey (37) han
demostrado que en Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), los genes responsables de la
produccién de alginatos comienza a regularse después de los 15 min del primer contacto
celular con la superficie. A medida que el biofilm madura, se desarrolla la estructura tipica
de las microcolonias con los espacios intercelulares o canales (Etapa 4 en la Figura 1.1) y
muchas células alteran sus procesos fisioldgicos (por ejemplo crecer anaerébicamente en
las zonas profundas del biofilm) en respuesta a las condiciones particulares del ambiente
dentro del biofilm. Posteriormente algunas microcolonias pueden desprenderse de la
superficie o pueden liberarse células individuales revirtiendo su estado a bacterias
planctonicas que se desprenden de la matriz extracelular dejando espacios entre las
microcolonias que pueden actuar como canales dentro de la estructura del biofilm (Etapa 5
en la Figura 1.1). Estos procesos no necesariamente se encuentran sincronizados a traveés
de todo el biofilm sino que generalmente ocurren de manera tal que en cualquier momento,

una region de las colonias esta ocupada por biofilm en distintos estadios del desarrollo.
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Figura 1.1. Esquema representando las etapas presentes durante el desarrollo de un biofilm sobre un sustrato

Las 5 fases en el desarrollo de una biopelicula (Figura 1.1) y los procesos

involucrados en ellas se describen en detalle a continuacion.

ETAPA 1. Acondicionamiento de la superficie.

Existen factores externos que afectan la adhesion de las bacterias desde un medio

liquido sobre un sélido.

e Factores fisicos: Los factores fisicos mas importantes son la tension de corte,
temperatura, rugosidad, topografia y carga superficial. Estos factores influencian el
transporte, los fendmenos interfasiales, el desprendimiento y las reacciones en la
interfase (38).

e Factores quimicos: Los factores quimicos son numerosos, algunos de los mas
importantes son: la composicién de la superficie del sustrato, la composicién del
medio en el que se desarrolla el biofilm, el pH, el oxigeno disuelto (38).
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La materia organica presente en el agua se adsorbe sobre las superficies y forma
lo que se conoce como “pelicula acondicionante” (conditioning film), cambiando las
propiedades quimicas Yy fisicas de la interfase sustrato/fluido y tornandola mas amigable

para la adhesion bacteriana.

ETAPA 2. Adhesion reversible.

La adhesion primaria (reversible) de bacterias a una superficie o a un sustrato
puede ser de dos maneras:

e Activa: La motilidad, otorgada por flagelos, fimbrias y pilis tipo 1V, ayudaria a la
bacteria a alcanzar la superficie en las etapas iniciales de la adhesion, siendo su
funcién principal vencer las fuerzas de repulsion mas que actuar como adherente.
Sin embargo, la motilidad no parece ser un requisito esencial para el acercamiento
al sustrato, puesto que bacterias Gram-positivas inmdviles, como estafilococos,
estreptococos y micobacterias, también poseen la capacidad de formar biofilms. En
el caso de las bacterias Gram-positivas se ha descrito, en esta primera etapa, la
participacion de proteinas de superficie. Una vez que llegan a la superficie pueden
desplazarse sobre ella mediante movimientos individuales o grupales.

e Pasiva: Factores externos tales como la gravedad, difusion, precipitacion de
particulas y dinamica de fluidos pueden favorecer la adhesion de los
microorganismos a cualquier superficie.

Las propiedades fisicoquimicas de la superficie también pueden ejercer una fuerte
influencia en el grado y extension de la adhesion, que se analizara en particular en la
Seccion 1.4 del presente capitulo. En la adhesion bacteriana primaria pueden también
influir, tal como se menciond previamente, variaciones en la velocidad de flujo,
temperatura del agua, y concentracion de nutrientes. Asi, por ejemplo, se ha encontrado
que la variacion en la concentracion de diversos cationes (sodio, calcio, hierro) afecta la
adhesion de Pseudomonas spp a superficies de vidrio (39).

Una vez que las bacterias se encuentran cerca de la interfase, interacciones de
largo alcance entre las células y la superficie del solido determinan si la célula sera atraida
o repelida desde la interfase (40-42).

Frecuentemente, se tiende a predecir o interpretar el mecanismo de adhesion
microbiana mediante los conceptos desarrollados en la literatura de coloides (43-45). Al

respecto debe tenerse en cuenta que generalmente, se considera que las fuerzas de largo
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alcance gobiernan la velocidad de deposicién de una particula coloidal cargada sobre una
superficie. Estas fuerzas incluyen las interacciones de van der Waals de largo alcance y las
fuerzas electrostaticas de doble capa que constituyen la base de la teoria DLVO
(Derjaguin, Landau, Verway y Overbeek (46)). Las fuerzas de van der Waals son
generalmente atractivas y resultan de las interacciones entre dipolos inducidos entre
moléculas de la particula coloidal y moléculas de la superficie. Las fuerzas eléctricas de
doble capa se generan a partir del solapamiento de las nubes electrénicas de los contraiones
de las superficies cargadas y el cambio en la energia libre a medida que las superficies se
alejan o se acercan. El resultado es una fuerza neta de atraccion entre superficies cargadas
opuestamente y una fuerza neta repulsiva entre superficies de cargas de igual signo.

Las expresiones basadas en la teoria DLVO para aproximar las interacciones y la

energia potencial como funcion de la distancia de separacién han sido desarrolladas y
validadas para sistemas ideales en donde se asume que las superficies que interactian son
homogéneas, uniformemente cargadas y molecularmente planas. Evidentemente, estas
aproximaciones claramente no se verifican para las bacterias reales, por lo que la
naturaleza real de las fuerzas de largo alcance puede ser significativamente diferente. De
hecho, debido a la estructura heterogénea macromolecular de las superficies celulares,
existe un gran ndmero de limitaciones al momento de aplicar la teoria DLVO en las
predicciones cuantitativas de la adhesion microbiana. Entre ellas pueden mencionarse:

1. EIl concepto de distancia de separacion requiere un limite definido entre la
superficie y el medio; sin embargo, el punto de referencia para determinar la
distancia de separacion no es evidente en el caso de las bacterias. Por ejemplo,
las cargas involucradas en cualquier interaccion electrostatica pueden estar
difusamente dispersas en el glicocélix (material filamentoso que recubre a
ciertos microorganismos) de la célula en vez de presentarse en una capa plana.

2. La longitud de la escala a partir de la cual las fuerzas ejercen su influencias
(menor que 1 nm para las fuerzas electrostaticas en una solucion fisiologica)
es generalmente menor que el tamafio caracteristico de las macromoléculas
ubicadas en la interfase bacteria/sustrato.

3. Las interacciones estéricas o de enlace entre las macromoléculas de la
interfase, particularmente las de los apéndices extracelulares (pilis, fimbrias y

flagelos) pueden dominar sobre cualquier interaccién tipo DLVO.
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4. Las expresiones resultantes de la teoria DLVO que predicen las fuerzas vs. la
distancia de separacion asumen que las interacciones celula-sustrato se
encuentran en un equilibrio termodinamico para cualquier distancia de
separacion. Sin embargo, a medida que la célula se acerca a la superficie, se
requiere una significativa cantidad de tiempo para que las macromoléculas en
la interfase se unan a la superficie del sustrato y se reorganicen durante dicho
estado transitorio para obtener las configuraciones de menor energia (47-48).

Por todas las razones mencionadas anteriormente, no resulta sorprendente que la

aplicacion de la teoria DLVO a los estudios de adhesion microbiana haya dado resultados
no coincidentes aun en el caso de la prediccién de tendencias cualitativas. Por lo tanto, se
necesitan teorias mas detalladas y realistas que tengan en cuenta la estructura
macromolecular de la superficie celular y las interacciones de enlace discretas o las
repulsiones estéricas en la interfase asi como otros factores biologicos. El avance hacia este
tipo de teorias requiere técnicas sofisticadas de medidas de fuerzas entre las superficies,
algunas de estas fuerzas podrian llegar a determinarse con un microscopio de fuerza

atémica.

ETAPA 3. Adhesion irreversible.

El cambio desde la adhesion reversible a irreversible se produce por la transicion
desde una interaccion débil de la célula con el sustrato hasta un enlace permanente,
frecuentemente mediado por la presencia de polimeros y apéndices extracelulares.
Investigaciones recientes han sugerido que la transicion hasta la adhesion permanente a
una superficie esta acompafiada por cambios fisioldgicos profundos (49). En esta segunda
fase de adhesion, predominan las reacciones moleculares entre las estructuras superficiales
bacterianas y la superficie del sustrato. Estas reacciones implican una adhesion firme entre
la bacteria y la superficie mediadas por estructuras poliméricas superficiales como, por
ejemplo, capsulas, fibrilas, fimbrias, pilis y EPS. La adhesion irreversible especifica puede
ser definida como la union especifica entre las adhesinas bacterianas (un componente
especifico molecular de la superficie bacteriana) y un receptor del sustrato (un componente
especifico de la superficie del material o tejido superficial) estando menos afectada por
factores ambientales (pH, electrolitos y temperatura).

Debe tenerse en cuenta que la pared celular de una bacteria Gram-negativa como

las Pseudomonas consta de tres regiones, una membrana exterior, una monocapa de

10
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peptidoglicano y una membrana interior plasmética. Estas dos membranas pueden mostrar
continuidad en varios puntos de adhesion y pueden también estar unidas por los cuerpos
basales del flagelo.

Las capsulas bacterianas son estructuras superficiales compuestas por
polisacaridos y proteinas (50-51). En varios trabajos se ha sugerido que los polisacéridos y
proteinas de la superficie celular pueden actuar como adhesinas bacterianas (50, 52).

El sello distintivo que diferencia a los biofilms de las bacterias simplemente
adheridas a una superficie es que los biofilms contienen EPS que rodea a las bacterias
residentes. EI EPS microbiano consiste en polimeros biosintéticos que pueden variar su
composicion quimica y también polisacaridos sustituidos y no sustituidos, proteinas
sustituidas y no sustituidas, acidos nucleicos y fosfolipidos (53). La composicion del
exopolisacarido es diferente en cada bacteria y varia desde alginato en P. aeruginosa,
celulosa en Salmonella typhimurium, un exopolisacérido rico en glucosa y galactosa en
Vibrio cholerae hasta poly-N-acetilglucosamina en Staphylococcus aureus. Ademas,
estudios recientes han puesto de manifiesto que una misma bacteria, dependiendo de las
condiciones ambientales en las que se encuentre, puede producir distintos exopolisacaridos
como componentes de la matriz de la biopelicula (5, 54-56).

El material extracelular exudado por las bacterias, es liberado por las células y
luego se dispersa parcialmente en medio liquido (57). Las especies bacterianas que no
producen EPS son menos adherentes y menos patogénicas (58-59). Se ha sugerido que la
produccién de EPS es importante durante la conexion intercelular durante la colonizacion
superficial (60), proteccion contra fagocitosis e interferencia contra la respuesta inmune
celular y la reduccion de los efectos de los antibioticos.

Entre los componentes del EPS mejor caracterizados se encuentra el alginato, que
estd involucrado en la formacion de biofilms por parte de P. aeruginosa en infecciones
pulmonares y en sistemas de aguas industriales. La produccion de alginatos esta regulada
en respuesta a una variedad de factores ambientales y puede activarse, por ejemplo,
durante la limitacién de nitrégeno, por perturbacion de la membrana inducida por etanol, y
en presencia de soluciones de alta osmolaridad (61-62). La produccién de alginatos ocurre
en la etapa inicial del desarrollo del biofilm de P. aeruginosa, y se supone que forma parte
de la estructura necesaria para la maduracion del mismo.

Las fimbrias (o pilis) son un grupo de apéndices rigidos, rectos y filamentosos
sobre la superficie bacteriana. Estos pilis, pueden observarse generalmente mediante

11
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microscopia electronica de barrido. Sobre la superficie celular pueden encontrarse cientos
de fimbrias (63-65). Se encuentran principalmente en las bacterias Gram-negativas y se
cree gue son estructuras adhesivas importantes sobre la superficie celular. Las fibrilas son
apéndices celulares méas amorfos que no presentan la estructura filamentosa regular de las
fimbrias. Las estructuras fibrilares se han observado en la superficie de varios Streptococos
y se ha reportado que contribuyen para una mejor adhesion en sustratos de hidroxiapatita.
(66). Los pilis sexuales son apéndices proteinaceos que se presentan en bacterias donoras y
cuya presencia estd determinada por la presencia de plasmidos conjugados. Los flagelos
estan compuestos por polipéptidos que forman parte del filamento (20 nm de didmetro) y
un cuerpo basal complejo que interactda tanto con la membrana interior como la exterior
(67).

Uno de los mecanismos de transicion de adhesion reversible a irreversible esta
mediado, en algunos microorganismos como las Pseudomonas, por los pilis tipo 1V. El pili
polar tipo IV puede extenderse y contraerse, impulsando al microorganismo a través de la
superficie. La movilidad superficial tipo twitching es una forma de desplazamiento
mediado por pilis utilizada por P. aeruginosa. Los autores O’Toole y Kolter (34) sugieren
que este tipo de movilidad es uno de los factores responsables de la formacion de
microcolonias. Proponen, ademas, que las interacciones entre bacterias sobre la superficie,
formando grupos ordenados de células, refuerzan el grado de adhesion a una superficie. En
el caso del microorganismo Staphylococcus epidermidis, se ha demostrado que las células
adherentes producen un polisacarido intercelular que une a las células entre si y facilita la
formacion de microcolonias y la maduracion del biofilm. Por lo tanto, durante estas
primeras etapas de formacion del biofilm es de suma importancia tanto la movilidad
superficial como la organizacién de los microorganismos sobre la superficie del sustrato.

Los movimientos individuales y grupales de las bacterias se discutiran
especificamente en las secciones siguientes del presente capitulo junto con las formas de
comunicacion célula-célula que intervienen tanto en los estadios iniciales de adhesion
reversible como en la adhesion irreversible, durante el desarrollo de biofilm maduro y

frente a cambios en el medio circundante.

ETAPA 4. Maduracion del biofilm
La siguiente etapa del desarrollo del biofilm corresponde a la maduracién que da

como resultado una arquitectura compleja, con canales, poros y redistribucion de bacterias
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en el sustrato (37). La densidad global y la complejidad del biofilm aumenta a medida que
los organismos adheridos se replican, mueren y los componentes extracelulares de las
bacterias interactian con las moléculas organicas e inorganicas presentes en el medio
ambiente circundante.

El potencial crecimiento de cualquier biofilm esté limitado por la disponibilidad
de nutrientes en el ambiente inmediato, la penetracion de estos nutrientes dentro del
biofilm y la eliminacién de residuos. Otros factores que pueden controlar la maduracion
del biofilm son el pH interno, la penetracion de oxigeno y fuentes de carbono y la

osmolaridad.

ETAPA 5. Desprendimiento de bacterias

El término desprendimiento es un término que se utiliza para describir la
liberacion de células (ya sea individualmente o en grupos) de un biofilm o sustrato. El
desprendimiento activo es un evento fisiologicamente regulado, pero s6lo pocos estudios
(68) han demostrado la base bioldgica para este proceso. Allison y colaboradores (69) han
reportado que luego de una extensa incubacion, los biofilms de P. fluorescens pueden
desprenderse y al mismo tiempo reducir la produccion de EPS. Se ha sugerido que la
necesidad de nutrientes o la presencia de sustancias agresivas puede conducir al
desprendimiento de células en busca de ambientes nutritivamente ricos 0 menos nocivos
mediante un mecanismo aun desconocido (9). Las células del biofilm dispersadas pueden
revertir su estado al crecimiento plancténico, por lo que, el desarrollo de vida del biofilm
se transforma en un ciclo completo (10).

Otro punto a tener en cuenta es que una microcolonia en division continua libera
residuos y nutrientes que podran utilizarse para acondicionar las superficies desnudas y
para alimentar a otras células. Si las condiciones de flujo hidrico lo permiten, se establece
el equilibrio entre el crecimiento de la colonia y el flujo laminar del agua que favorece la
liberacion de pocas células, pero con un flujo intenso o turbulento se pueden desprender
muchas mas.

Los tres principales mecanismos para generar el desprendimiento serian: (a)
erosion: remocion continua de pequeiias partes del biofilm; (b) separacion: remocion
rpida y masiva; y (c) abrasion: liberacion por colision de particulas suspendidas en el
liquido circundante con el biofilm. La separacion es menos frecuente que la erosion, y se

piensa que derivaria de la disminucion de nutrientes u oxigeno en el interior del biofilm. Se
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observa preferentemente en biofilms voluminosos, que se han desarrollado en
medioambientes ricos en nutrientes.

La separacion y erosion proporcionarian los mecanismos para que las bacterias
migren desde zonas densamente colonizadas a areas desnudas que podrian favorecer mejor
su desarrollo, logrando asi formar nuevos biofilms en sitios distantes. Un ejemplo de este
tipo de desprendimiento es la sepsis recurrente en un paciente con un catéter infectado.

La forma en que se produce la dispersion afectaria, aparentemente, las
caracteristicas fenotipicas de los microorganismos. Los conglomerados desprendidos desde
el biofilm conservarian, probablemente, ciertas caracteristicas de éste, tales como la
resistencia antimicrobiana. En cambio, las células bacterianas liberadas aisladamente
parecen volver rapidamente a su fenotipo planctonico, tornandose nuevamente susceptibles

a las defensas del huésped y a los antimicrobianos.

1.5. Influencia de las caracteristicas fisicoquimicas del

sustrato en la adhesidn microbiana.

Por su impacto en las etapas iniciales de crecimiento del biofilm es importante
analizar en detalle la influencia de las caracteristicas superficiales del sustrato sobre las
mismas. Al momento de analizarlas surgen inevitablemente las siguientes preguntas: ¢Es
posible que la pelicula organica inicial actie como amortiguador de las propiedades del
material y enmascare sus caracteristicas, produciéndose una adhesién muy similar
independiente del sustrato?. ¢Es posible que el sustrato transmita sus caracteristicas
fisicoquimicas a la pelicula modificando el proceso de adhesion?.

Existen estudios que apoyan estas preguntas en ambos sentidos. En los parrafos
siguientes se analizaran caracteristicas fisicoquimicas tales como energia superficial,
rugosidad y carga superficial y su relacion con la adsorcidén de compuestos organicos sobre

el sustrato y la adherencia bacteriana.

a. Energia superficial. Hidrofobicidad
Existen superficies con alta energia superficial como el acero inoxidable o el
oro y otras, como las resinas, con baja energia superficial. Una alta energia
superficial del sustrato favoreceria condiciones de hidrofilia y una baja energia
superficial, la hidrofobia. Si la energia superficial de la bacteria es superior
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que la del medio, la adhesion se ve favorecida por la hidrofilia. Por el
contrario, en condiciones de hidrofobia, la energia superficial de la bacteria
debe ser menor que la del medio circundante para favorecer la adhesion. De
forma general, las bacterias con mayor energia superficial tendran mayor
afinidad por sustratos con mayor energia superficial y viceversa. Sin embargo,
cuando el sustrato es revestido por el film proteico, éste tiene la cualidad de
bajar la energia superficial de aquellos sustratos con alta energia superficial y
subir la de los sustratos con baja energia superficial. Es decir, tiene un efecto
amortiguador que puede enmascarar los efectos del material.

Otros estudios confirman que s6lo pequefas diferencias en la peliculas, pero
importantes, dependen de la cepa bacteriana. Por ejemplo, una rica capa de
mucinas, favorece la adhesion de Streptococcus mutants y baja la adhesién de
Streptococcus sanguis (70). Estas observaciones confirmarian que algunas
propiedades fisicoquimicas del sustrato pueden ser transferidas a la pelicula
condicionante alterando la composicién, la densidad y la configuracién de la
pelicula adquirida en cuanto al tipo de proteinas, y en consecuencia, tener una

influencia en las etapas iniciales de adhesion.

b. Rugosidad
En general, una gran diversidad de trabajos reportan que aquellas superficies
mas rugosas tienen la capacidad de retener mayor cantidad de
microorganismos. Por ejemplo, la microtopografia de sustratos de acero
inoxidable examinada por técnicas como microscopia electrénica de barrido
(SEM) (71) y microscopia de fuerza atomica (AFM) (72) ha revelado que la
existencia de grietas superficiales podria proveer mayor area para la adhesion
celular y, posiblemente, proteccion frente a la limpieza y la fuerza de corte del
fluido. Los autores Verran y Whitehead (73) han determinado que las
superficies con rayas y grietas de tamafio similar al tamafio de las bacterias
adheridas retienen mayor cantidad de células que las superficies con
caracteristicas topograficas de dimensiones algo mayores. Varios grupos han
observado una adhesion bacteriana superior en superficies rugosas y por lo
tanto concluyeron que la rugosidad superficial es un factor importante durante

la adhesion bacteriana (74-75). Por el contrario, los autores Mafu y
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colaboradores (76), Vanhaecke (77) y Flint (78) han propuesto que no existe
una correlacién entre la rugosidad del sustrato y la adhesion microbiana sobre
superficies inertes. Por lo tanto, no se ha encontrado adn, si existe, una clara

correlacion entre la rugosidad, topografia y la adhesion microbiana.

c. Carga superficial.

Las células bacterianas tienen, en general, una carga negativa neta en su pared
celular a pH 7 (79). Sin embargo, la magnitud de esta carga varia entre
especies y esta influenciada generalmente por las condiciones de cultivo (80-
81), la etapa del cultivo (82), la fuerza idnica (83) y el pH (84). La carga de la
superficie celular se determina generalmente mediante la evaluacion del
potencial zeta, calculado a partir de la movilidad de la célula bacteriana en
presencia de un campo eléctrico bajo concentraciones definidas de sales y pH.
La mayoria de las bacterias tienen potenciales zeta negativos a un pH
fisiolégico (80, 85-86). Se han reportado explicaciones disimiles con respecto
a la relacion entre la carga superficial del microorganismo y la adherencia a un
sustrato. Una justificacion para este hecho podria ser que la carga superficial
bacteriana viene dada por la disociacion de los grupos acidos como los
carboxilos, fosfatos, y grupos aminos como también de los grupos basicos que
se encuentran en la membrana celular. En consecuencia, el potencial zeta de la
bacteria depende de la fuerza idnica del medio. A mayor fuerza ionica, la
disponibilidad de iones para proteger y luego neutralizar la carga superficial es
mayor. La carga superficial de los sustratos inertes sobre los que las bacterias
se adhieren probablemente tenga también un rol en la adhesion microbiana.

Narenan y colaboradores (87) han reportado que la adhesion bacteriana no
puede ser explicada sélo por la influencia de la carga superficial celular y
sugieren que la adherencia de microorganismos es un mecanismo complejo

con muchos factores involucrados.

La interaccion entre una superficie y una célula bacteriana parece estar mediada
por un arreglo complejo de interacciones fisicas y quimicas, y cada una de ellas se
encuentra afectada por las caracteristicas fisicas y quimicas del ambiente al cual estan

expuestos tanto el sustrato como la bacteria. Los multiples factores involucrados en la
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adhesion celular reversible e irreversible dificultan la caracterizacion del rol y la

importancia que tiene cada factor en el proceso de adhesion.

1.6. Comunicacion célula-célula durante la formacion del

biofilm.

La comunicacion célula-célula ejerce también un marcado impacto sobre las
distintas etapas del desarrollo del biofilm. Las bacterias utilizan una amplia variedad de
mecanismos para comunicarse entre ellas y en los casos de infecciones, con sus huéspedes
eucariotas. En algunos casos, las interacciones sociales permiten la sincronizacion del
comportamiento de todos los miembros del grupo y por lo tanto actuar como organismos
multicelulares. Por el contrario, algunas organizaciones sociales promueven la
individualidad entre algunos de los miembros del grupo y por lo tanto la diversidad de los
mismos. Existen varios tipos de mecanismos de comunicacion: canales de sefiales quimicas
de largo y corto alcance; comunicacion en un sentido, en ambos sentidos y en multiples

sentidos y sefializacién mediada por el contacto, que se describiran a continuacion.

a. Quorum sensing (QS)

Los resultados observados por los autores Tomasz (88) y Hastings vy
colaboradores (89) sugieren que ciertas bacterias utilizan la produccion, liberacion,
intercambio y deteccion de moléculas sefializadoras para medir la densidad poblacional y
controlar su comportamiento en respuesta a las variaciones en el nimero de células.
Durante aproximadamente 20 afios se considerd que el fendmeno de sefializacion quimica
entre células estaba limitado a un cierto grupo de especies. Actualmente, se sabe que la
comunicacion intercelular no es excepcional sino que es una norma en el ecosistema
bacteriano y este proceso conocido como quorum sensing (QS) es fundamental en la
formacion de biofilms (90).

El desarrollo de interacciones célula-célula se facilita por la estrecha proximidad
existente entre las bacterias del biofilm. Esta interrelacion, via pequefias moléculas
mensajeras beneficia a la bacteria al permitirle percibir la presencia de microorganismos
vecinos, determinar la densidad de la poblacion existente y responder a eventuales
condiciones cambiantes. El proceso QS funciona debido a que cada bacteria que se une a

una superficie produce una molécula sefial, de manera tal que mientras méas bacterias se
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unen, se incrementa la concentracion local de esta sefial. Una vez logrado esto, se inducen
diferentes fendmenos en la bacteria, para finalmente activar la diferenciacion en el
biofilm.

Los procesos que controla el mecanismo de QS son en general improductivos a
nivel de las bacterias individuales pero efectivos cuando se llevan a cabo por el grupo
celular. Su objetivo es coordinar determinados comportamientos o acciones entre
microorganismos del mismo género, de acuerdo a su nimero. A menos que esté presente
un numero adecuado de células bacterianas en la vecindad, los costos de la produccion de
un biofilm para una bacteria individual superan los beneficios (7, 13, 91).

Las principales moléculas sefializadoras o auto-inductoras que son empleadas para
comunicarse con las demas bacterias son las acil-homoserina-lactonas, que predominan en
bacterias Gram-negativas, mientras que oligopéptidos modificados prevalecen en gérmenes
Gram-positivos. Las bacterias también poseen un receptor que puede detectar
especificamente el auto-inductor respectivo. Cuando éste se une al receptor, activa la
trascripcién de determinados genes, incluyendo aquellos para la sintesis del inductor (92).

Los primeros microorganismos en quienes se observé QS fueron especies de
Myxobacterias y Streptomyces. Sin embargo, el ejemplo méas conocido es la regulacion de
la produccion de luz en el Vibrio fischeri (V. fischeri), una bacteria bioluminiscente que
vive como un simbionte en el 6rgano generador de luz del calamar hawaiano. Cuando el V.
fischeri se encuentra en estado plancténico, el auto-inductor esta en baja concentracion vy,
de este modo, carece de luminiscencia. En cambio, en el 6rgano luminoso del calamar
estdan muy concentrados (niveles mayores que 10 células/ml), induciéndose la
trascripcion enzimatica y generandose bioluminiscencia.

El estudio de esta relacion simbiodtica comenzé a revelar algunos de los misterios
de sefiales célula-célula. En el V. fischeri se identificaron dos sistemas QS: luxl y luxR.
Estos sistemas de sefializacion se han encontrado en casi todas las bacterias Gram-
negativas, mientras que moléculas mensajeras célula-célula han sido detectados en mas de
30 especies de bacterias Gram-positivas.

Los sistemas lux se han estudiado extensamente en Pseudomonas spp Yy
Escherichia coli (E. coli), y se les considera necesarios para la maduracion del biofilm y
activacion de numerosos genes de factores de virulencia. Davies (37) demostré que en la
formacion de biofilm en P. aeruginosa estan implicados dos sistemas diferentes de
sefializacion célula-célula: lasR-lasl y rhIR-rhll (reguladores globales de la expresion
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genética en P. aeruginosa). Una vez conseguida una densidad suficiente de poblacién,
estas sefiales alcanzan las concentraciones requeridas para activar los genes implicados en
la diferenciacion del biofilm. Los mutantes incapaces de elaborar ambas sefiales producen
biofilms notoriamente mas delgados y sin su arquitectura tipica. Ademas, pueden ser
removidos mucho més facilmente de superficies mediante uso de surfactantes. La adicion
de lactona homoserina al medio que contiene los biofilms mutantes da origen a biofilms
similares a los de bacterias no mutantes confirmando la participacion de este tipo de

moléculas en el desarrollo y estructuracion del biofilm.

b. Comunicacion de corto alcance

En el extremo opuesto del QS se encuentran las sefiales de corto alcance que
requieren el contacto directo entre las células individuales para el intercambio de
informacion. Un ejemplo de este tipo de comunicacion es la formacion de una estructura
multicelular por parte de Myxococcus xanthus. Este tipo de comunicacion promueve un
movimiento cooperativo celular de deslizamiento sobre la superficie (gliding) que
finalmente culmina en un cumulo de células en el cual se lleva a cabo el proceso de
formacion de esporas. Durante este tipo de comunicacion es esencial el contacto y la
alineacion entre bacterias (93-94).

Uno de los primeros mecanismos de comunicacion contacto-dependiente celular
conocidos es la conjugacion mediada por los pilis sexuales. Las células bacterianas
también pueden producir una serie de pilis diferentes y moléculas adhesivas encargadas
principalmente de las interacciones bacteria-huésped. Sin embargo, es posible que algunos
de estos apéndices celulares también estén involucrados en la comunicacion
interbacteriana. Por ejemplo, investigaciones recientes han demostrado que algunas
bacterias presentes en suelos y metalo-reductoras pueden expresar redes complejas de pilis
eléctricamente conductivos conocidos como nanowires (64-65). Se ha propuesto que los
nanowires podrian actuar en la transferencia de electrones desde el medio ambiente hacia y
entre bacterias dentro de una poblacion celular definida. También se ha sugerido que ese
sistema podria ser capaz de transmitir sefiales entre bacterias como un posible mecanismo
para coordinar el comportamiento bacteriano grupal. Los nanowires, como cualquier otro
pili, podrian también facilitar la formacion de biofilms, independientemente de la
transferencia electrénica (95). Datos recientes sugieren que la expresion de estos apéndices

celulares se encuentra extensamente difundida entre grupos bacterianos metabdlica y
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taxondmicamente diferentes (64-65). Esto plantea la posibilidad de que estas estructuras
puedan impactar en muchos procesos bacterianos, incluyendo la patogenicidad.

1.7. Movimientos individuales y cooperativos de bacterias.

En la naturaleza, las bacterias deben enfrentarse generalmente a condiciones
ambientales desfavorables. Para ello han desarrollado sofisticados mecanismos de
cooperacion. Henrichsen ha estudiado la movilidad superficial en mas de 40 especies
bacterianas perteneciendo a 18 géneros diferentes y consiguié identificar varios tipos de
movimiento: swimming, swarming, gliding, twitching, sliding (96). Los modos swimming y
swarming dependen de la presencia de flagelos; twitching es individual y requiere la
presencia de pilis tipo 1V y el movimiento tipo gliding es cooperativo y se produce a lo
largo del eje mayor del microorganismo sin ayuda de flagelos ni de pilis. Este tipo de
movimiento parece haber evolucionado independientemente en varias lineas celulares pero
en general involucra el movimiento del cuerpo celular a través de complejos de adhesion
focal que se unen a la superficie. La movilidad tipo sliding es una forma pasiva de
desplazamiento sobre la superficie que no requiere un motor activo sin embargo se
requiere la presencia de surfactantes que reduzcan la tension superficial y permita la
propagacién de la colonia desde el origen mediante la presion ejercida por la duplicacion
celular. Sliding puede confundirse con swarming y puede ocurrir cuando se pierde el
flagelo en bacterias que normalmente se desplazan mediante el movimiento tipo swarming.

Las bacterias que nadan en medio liquido (swimming) lo hacen en forma
individual, pero durante el swarming los microorganismos se desplazan en grupos de
células conectadas entre si lateralmente conocidos como rafts (97). La formacién de este
tipo de raft es un proceso dinamico. Esto indica que ninguna sustancia o0 matriz mantiene la
estabilidad del agregado microbiano sino que las bacterias sélo se mantendrian unidas
mediante la utilizacion de los flagelos bacterianos.

Swarming es una manera eficiente de colonizacién rapida de superficies debido a
la naturaleza cooperativa del movimiento (98). Los fenotipos asociados a este proceso
incluyen la elongacion de células, la produccion de dos o maés flagelos por célula y la
formacion de patrones de colonias. Ademas muchas de estas bacterias excretan
surfactantes que permiten el desplazamiento sobre las superficies. Este tipo de movilidad

requiere el contacto con una superficie solida. Aun existen muchas preguntas asociadas a
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este tipo de desplazamiento y cabe destacar ademas que todos los desplazamientos
microbianos sobre superficies han sido estudiados principalmente sobre superficies de
agar. El estudio del desplazamiento tipo swarming es muy importante ya que el mismo esta
asociado a la formacion de biofilms sobre superficies y a ciertos mecanismos de resistencia
bacteriana frente a antibioticos como asi también para profundizar en el conocimiento de la
fisiologia del comportamiento multicelular de los microorganismos. Este tipo de

comportamiento se describird con mayor detalle en el Capitulo 8.

1.8. Intercambio génico.

Las bacterias de los biofilms poseen una expresion génica diferente respecto a sus
contrapartes plancténicas, que da lugar a bacterias fenotipicamente distintas respecto a
aquéllas. En los ultimos afios diversos grupos de investigadores han orientado sus
esfuerzos intentando identificar, tanto los genes responsables de la transicion
biofilm/planctonica, al igual que aquellos que estan expresados Unicamente en biofilms y
que son indispensables para mantener su particular estructura. Se ha encontrado que hasta
el 30% de los genes puede expresarse de manera diferente entre la misma bacteria
desarrollada en condiciones planctonicas o en un biofilm (1-3, 16).

Los biofilms hospedan un medioambiente muy dindmico, donde se intercambia
material genético tal como plasmidos (&cido desoxirribonucleico extracromosémico),
enzimas y otras moléculas. Estudios recientes postulan que la matriz de biofilms de P.
aeruginosa contiene acido desoxirribonucleico como constituyente principal (99-101).
Estos estudios, combinados con otros que muestran una tasa de transferencia génica
mediada por plasmidos, enormemente incrementada entre las bacterias de los biofilms
(102), sugieren que la redistribucion de genes entre éstas es un proceso continuo con
importantes consecuencias en su adaptacion evolutiva.

Se ha planteado que cepas bacterianas de importancia clinica unidas a plasmidos
desarrollan biofilms mas facilmente (103-104). Se ha observado, ademas, que cepas
portadoras de plasmidos transfieren éstos a organismos receptores, generando la formacion
del biofilm. Sin plasmidos asociados, estos mismos gérmenes producen Unicamente
microcolonias de escaso desarrollo. Debido a que los plasmidos pueden codificar
resistencia a maltiples antimicrobianos, su asociacion al biofilm proporciona también un

mecanismo para seleccion e incremento de la resistencia bacteriana a los antibi6ticos.
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1.9. Resistencia de los biofilms.

Para desarrollar estrategias capaces de erradicar los biofilms es necesario analizar
previamente los mecanismos de resistencia que los caracteriza. Se ha podido demostrar que
las células de las biopeliculas pueden resultar entre 10 y 1000 veces més resistentes que las
células planctdnicas correspondientes a un gran nimero de antibidticos de amplio espectro
(ampicilina, estreptomicina, tetraciclinas, gentamicina, etc.) y de biocidas oxidantes del
tipo del cloro, el yodo o el ozono (105-111). Se han descripto dos tipos de resistencia
bacteriana, la correspondiente a las bacterias planctonicas que son resistentes a los
medicamentos y que estd asociada a alguna mutacion de genes y la de las bacterias que
crecen dentro de biopeliculas presentando una mayor barrera frente a biocidas,
desinfectantes o agentes antimicrobianos que las células que viven en forma plancténica
(112-113).

En el caso de las bacterias plancténicas o pequefios grupos de cepas, la resistencia
se entiende como la habilidad de los microorganismos para crecer en presencia de una
elevada concentracion de biocida 6 al incremento de la concentracion minima inhibitoria
(MIC) de dicho agente antimicrobiano, necesaria para detener el crecimiento celular. Los
biofilms en cambio, presentan diversos mecanismos de resistencia que se describen a
continuacion.

o Penetracion restringida y degradacién de antibioticos.

La penetracidn de los agentes antimicrobianos en el biofilm esté restringida por la
presencia de exopolisacaridos de la matriz que limitan la difusion de sustancias y por la
unién del antimicrobiano a las bacterias externas proporcionando una efectiva resistencia a
las celulas del interior de la biopelicula.

° Baja tasa de crecimiento.

Generalmente todos los antibidticos son mas efectivos en el ataque rapido de las
células en crecimiento, condicidon que es absolutamente requerida para que algunos
antibioticos puedan atacar. Por ese motivo, la disminucién de la tasa de crecimiento dentro
de ciertos sectores del biofilm es una estrategia efectiva para la supervivencia de dichas
células. Otro mecanismo que contribuye indirectamente a la disminucion del crecimiento
es el gradiente de concentracion de oxigeno y pH que se establece dentro del biofilm. Asi
por ejemplo el oxigeno es conocido por modular la acciéon de los aminoglucésidos y los

gradientes de pH pueden impactar negativamente sobre la eficiencia de ciertos antibioticos.
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° Cambios fenotipicos.

Las bacterias expresan genes en respuesta a fluctuaciones ambientales como
cambios de temperatura, oxidacion, baja disponibilidad de oxigeno, dafios de ADN, los
cuales se transfieren entre ellas logrando un mecanismo de supervivencia especifico y la
resistencia al ataque de numerosos agentes. Entre ellos pueden mencionarse la
galactocidasa, la cual es expresada en respuesta al Imipenen (114) y la Piperamicina, asi
como las bombas de difusion de multiresistencia a los medicamentos como la expresada
por E. coli en respuesta al cloramfenicol (115).

o Persistencia bacteriana.

La persistencia, ultimo factor considerado recientemente, se relaciona con la
capacidad de un cierto nimero de células del biofilm de resistir al ambiente agresivo. Las
bacterias de las biopeliculas no solo evaden el ataque de los antibidticos, también resisten a
los desinfectantes quimicos.

Estos factores son usados tanto solos o en combinacion para explicar la

supervivencia de las bacterias dentro de estas comunidades.

1.10. Nuevas estrategias para erradicacion de biofilms.

A través del conocimiento de las caracteristicas y etapas de desarrollo de los
biofilms se posibilita la busqueda de enfoques novedosos para el tratamiento y prevencién
tanto en el &mbito médico como el industrial. Asi por ejemplo, una posible alternativa
quimica para disminuir la fijacion de Pseudomonas sp a superficies incluye el uso de
agentes quelantes, que limitan el hierro soluble, el cual es necesario para la adhesion de los
pili (91). El xilitol, un alcohol natural del azicar administrado bajo la forma de jarabe o
goma de mascar, ha mostrado una efectividad clinica significativa en prevenir caries y
disminuir la incidencia de otitis media en nifios, posiblemente via reduccion de
mecanismos de adhesion bacteriana.

Debido a que la persistencia que presenta el biofilm depende de la agregacion de
bacterias en comunidades multicelulares, una alternativa puede ser desarrollar estrategias
para impedir la formacion de su estructura compleja. Si la multicelularidad del biofilm es
inhibida, es posible que las defensas del huesped sean capaces de resolver la infeccién

logrando, de esta manera, restituir la eficacia de los antibioticos.
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Otras terapias potenciales incluyen enzimas que disuelvan los polimeros de la
matriz, reacciones quimicas que bloqueen la sintesis de la matriz del biofilm y el empleo
de analogos de proteinas y péptidos sefializadores que interfieran con la comunicacion
célula-célula, indispensables para la formacion de un biofilm (105).

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

Finalmente, otras dos estrategias promisorias son cambios en el medioambiente a
través de la inhibicion competitiva por otras bacterias (116-117) (por ejemplo,
microorganismos competidores como Streptococcus gordoni dificulta la formacion de
biofilm de Streptococcus mutants reduciendo su accién como agente productor de caries) o
el incremento de la presion de oxigeno (118) (en pacientes con tubos de timpanostomia).

Se ha identificado una molécula denominada “furanona”, producida por el alga
Delisea pulcra, con una estructura similar a las acil-homoserinalactonas. Estas moléculas
bloguean el sistema quorum sensing y la consiguiente formacion de biofilm. En la
actualidad se intenta desarrollar inhibidores de la formacion de biofilm basados en
derivados de la furanona, ya que esta molécula es extremadamente toxica (119).

La Ilamada biomedicina, asi como otras nuevas disciplinas, como la
biotecnologia, la genomica o la proteindmica, persiguen también la creacion de nuevos
materiales que puedan dar lugar al desarrollo, por ejemplo, de tejidos y 6rganos artificiales
biocompatibles, células madre, contenedores de tamafio molecular e inteligentes para la
dosificacion controlada de farmacos, proteinas bioactivas y genes, chips de ADN,
dispositivos de bombeo, valvulas altamente miniaturizadas, los polimeros, altamente
biodegradables y medioambientalmente limpios, a partir de microorganismos para evitar la
utilizacion de derivados del petréleo como materia prima, y un sinfin de posibilidades.

Por dltimo, un campo muy promisorio para desarrollar materiales y planificar

estrategias para la erradicacion de biofilms es la micro y la nanotecnologia.
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1.11. Impacto de micro/nanofabricacion en sistemas
bioldgicos.

La micro/nanotecnologia, es uno de los campos que promete cambios
espectaculares en la fabricacion de nuevos materiales. La nanotecnologia y la
microtecnologia consisten en fabricar (nanofabricar o microfabricar, segin la escala) y
controlar estructuras y maquinas a nivel molecular.

La utilidad de la micro/nanotecnologia en las ciencias biomédicas reside en la
posibilidad de crear materiales y disefiar dispositivos capaces de interactuar con el cuerpo a
escalas celular y sub-celular con un alto grado de especificidad. La nanotecnologia ofrece
muchas oportunidades revolucionarias en la lucha contra todo tipo de cancer, trastornos
cardiacos, enfermedades neurodegenerativas, infecciones y otras enfermedades. Otras
aplicaciones que contemplan el desarrollo de pequefios laboratorios en forma de circuito
integrado, en los cuales se realiza una secuencia de reacciones quimicas y de pruebas
analiticas, permitirian realizar analisis in situ, obtener los resultados inmediatamente y
facilitar el diagnostico y la terapia. Muchas sustancias bioldgicamente relevantes necesitan
ser detectadas o actuar ellas mismas como sensores. Un biosensor es un sistema (no
necesariamente microfabricado) que convierte una sefial biol6gica en una sefial eléctrica
generalmente. Algunos ejemplos de biosensores pueden ser los sensores para moléculas
pequefias (oxigeno, pH y glucosa) o grandes moléculas (inmunosensores). ElI campo de los
biosensores se encuentra ampliamente desarrollado y ha sido estudiado durante los ultimos
30 afios. Los nanotubos de carbono pueden ser utilizados para monitorear la actividad
enzimatica. Actualmente, algunos grupos ya han conseguido inmovilizar proteinas sobre
las paredes de los nanotubos de carbono (120). Asimismo, durante los Gltimos afios, ha
sido muy importante la investigacion en el desarrollo de materiales especialmente
disefiados para que puedan ser implantados en el cuerpo humano y provocar respuestas
bioldgicas especificas para la regeneracion de los tejidos. Los materiales utilizados en el
cuerpo humano deben poder adaptarse continuamente a los cambios dinamicos que ocurren
dentro de él. Los materiales nanoestructurados y bioactivos tienen la habilidad de
interactuar con el tejido vivo y son los mas promisorios para la formacion de una interfaz
fuerte y perdurable entre el implante y el tejido vivo que lo rodea. Nuevos materiales

nanoestructurados podrian ser empleados para fabricar huesos, cartilagos y pieles
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artificiales que, ademas de no ser rechazados por el organismo, facilitarian la regeneracion
de ciertos tejidos (121-122).

En el futuro préximo, una de las aplicaciones clinicas méas importante de la
nanotecnologia sera probablemente el desarrollo farmacéutico. Estas aplicaciones
aprovechan las propiedades de las nanoparticulas o nanocépsulas para disefiar nuevas
estrategias de liberacion controlada, direccionalidad de farmacos, y resguardo de aquellas
drogas con baja disponibilidad (123-124). Estas estructuras podrian ser utilizadas para
almacenar y transportar medicinas al lugar exacto donde se necesite ya que de esta manera
se podrian atenuar los efectos secundarios de los actuales medicamentos.

El desarrollo de bactericidas nuevos y mas eficientes es muy importante debido al
reciente aumento de cepas bacterianas resistentes a los antibioticos. En la actualidad las
nanoparticulas de plata se utilizan como agentes bactericidas en la instrumentacion médica
(125-126) (catéteres, implantes, etc). También como agente cicatrizante y bactericida en
vendajes, cremas y geles o en la fabricacion de productos textiles con propiedades

antimicrobianas que reducen la proliferacion de hongos y bacterias en la ropa (127-128).

1.11.1 Micro/nanofabricacidon en sistemas de células eucariotas.

Recientemente, una gran variedad de técnicas de microfabricacion han sido
utilizadas para el disefio superficial de materiales que permitan regular funciones celulares.
Esta tecnologia es una herramienta muy importante para estudiar diferentes factores como
la adhesion y el crecimiento celular y para producir cultivos de células organizadas para su
aplicacion en ingenieria de tejidos. Aunque los sustratos con patrones topograficos
definidos se utilizan principalmente en el cultivo celular, este tipo de estructuras ha
despertado interés en areas tecnologicas relacionadas con los implantes medicos, ya que la
interaccién entre las células y la superficie de los materiales es muy importante durante la
integracion o rechazo del implante.

Los factores topogréaficos de la superficie juegan un rol muy importante no sélo en
la orientacion de células y biocompatibilidad sino también en factores como la expresion
de proteinas y diferenciacion celular (129-131).

Existen numerosas técnicas que permiten crear patrones superficiales, tanto
topograficos como quimicos, en la micro/nanoescala (132). Entre estas técnicas se pueden

mencionar:
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(i) Fotolitografia, que consiste en cubrir el sustrato de interés con un material
sensible a la luz ultravioleta (UV); luego se coloca sobre éste una mascara
perforada en la que se encuentra el disefio a transferir y se irradia con luz UV.
Las zonas de interés se tratan con un revelador adecuado, que disuelve
selectivamente ya sea las zonas irradiadas o las zonas enmascaradas.

(i)  Impresion por microcontacto (microcontact printing), que consiste en la
utilizacion de un sello o stamp elastomérico que contiene en relieve el patron
micrométrico a transferir. Luego se sumerge el sello en una solucién
conteniendo la molécula a transferir y se apoya sobre la superficie del sustrato.
De esta manera las moléculas son transferidas a la superficie del sustrato
siguiendo el patrén del sello.

(iii) Moldeo y replicacion, que consiste en generar un molde polimérico del patron
a transferir y luego depositar el material de interés sobre este molde, de modo
de obtener una réplica de la estructura original. En este trabajo de Tesis se
utilizaron técnicas de moldeo y replicacidén que seran descriptas en el Capitulo
3.

Se han realizado diversos estudios que involucran el analisis de la respuesta del
organismo frente a materiales cuyas superficies han sido modificadas en la
nano/microescala. Los autores VVan Kooten y colaboradores han demostrado que el empleo
de sustratos de polidimetilsiloxano (PDMS) microestructurados puede reducir
significativamente el encapsulamiento de los materiales implantables (133). Un estudio in
vivo realizado por Cheroundi y colaboradores con materiales microtexturados (134) ha
demostrado que dichos materiales implantables inducen el crecimiento y la invaginacion
epitelial alrededor del implante. También, la respuesta de los fibroblastos se encuentra
significativamente afectada por las dimensiones de la microestructura superficial del
sustrato.

La migracién celular (velocidad y orientacion del movimiento) también se
encuentra afectada por la topografia superficial. Tan y colaboradores han demostrado que
la velocidad del movimiento de células neutrofilas depende de la microestructura y
dimensiones de los canales superficiales disefiados sobre el sustrato (135). Los patrones
topograficos superficiales tanto en la micro como en la nanoescala presentan una marcada

influencia en las interacciones celulares con el sustrato. La regulacion de diferentes
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actividades celulares como la proliferacion, adhesion y apoptosis podria ser muy util para
el disefio de dispositivos médicos, implantes y biomateriales.

Algunas técnicas de microfabricacion permiten la modificacion quimica de las
superficies. Los patrones quimicos han sido ampliamente utilizados para estudiar la
interaccion de las células con sustratos (136-138). Estas técnicas han sido aplicadas en la
produccion de patrones de biomoléculas para el estudio y la manipulacion de las
interacciones celulares con diferentes sustratos. Por ejemplo, el disefio de microestructuras
con factores de crecimiento celular ha resultado muy interesante ya que se ha demostrado
que las proteinas de factor de crecimiento inmovilizadas pueden regular funciones

celulares sin la internalizacion de las células (139).

1.11.2 Micro/nanofabricaciéon en sistemas de células procariotas.

La microtecnologia también ha comenzado a impactar significativamente en la
microbiologia. Su escala de tamarfios coincide perfectamente bien con las dimensiones de
la mayoria de los microorganismos y las herramientas disponibles en la microescala hacen
posible la manipulacion y exploracién de células individuales, su ambiente inmediato
extracelular asi como su forma y organizacion interna. Se cree que el desarrollo de técnicas
fisicas, incluyendo aquellas basadas en las microestructuras, seran un complemento
esencial para la genética y la gendmica, incluyendo nuevas técnicas para aislar, manipular,
crecer y estudiar células aisladas y estructuras multicelulares como los biofilms.

Como ya se ha mencionado, varias técnicas de micro/nanofabricacion permiten la
fabricacion de materiales biocompatibles con caracteristicas topogréaficas coincidentes con
las dimensiones celulares. Estas herramientas de microfabricacion ofrecen nuevas
capacidades para la microbiologia y especialmente para el entendimiento de la fisiologia y
comportamiento de los microorganismos.

Algunas de las aplicaciones en microbiologia se describen a continuacion.

. Inmovilizacion de bacterias sobre superficies

La inmovilizacion vy el disefio de patrones de bacterias sobre superficies ofrecen
nuevas oportunidades para la deteccion de biomoléculas utilizando las células completas y
para el estudio de las interacciones célula-célula y las interacciones entre las células y sus
alrededores. Las monocapas autoensambladas (SAMs) han sido utilizadas para inmovilizar
células sobre superficies en el estudio de interacciones huésped-patdgeno. La unién
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covalente de los ligandos bioldgicos a las regiones terminales de las SAMs permite
controlar la densidad del ligando sobre la superficie y lo més importante es que estos
ligandos mantienen su actividad biolégica. Un ejemplo reciente describe la aplicacién de
las SAMs para medir las fuerzas de adhesion entre bacterias patogenas de E. coli con pilis
tipo IV y SAMs con manosa como grupo terminal (140).

La combinacion de técnicas de impresion por microcontacto y las SAMSs han sido
empleadas para inmovilizar células bacterianas selectivamente sobre superficies. Por
ejemplo, los autores Rowan y colaboradores han utilizado sellos de PDMS para generar
patrones de SAMs hidrofébicos y reactivos sobre Au para generar sitios especificos que
atrapen a las células de E. coli (141). Varios grupos han empleado la impresion por
microcontacto para capturar y detectar organismos patdgenos (142-144).

o Patrones de bacterias utilizando hidrogeles.

El agar y la agarosa forman hidrogeles. Este tipo de polimeros tiene dos
caracteristicas especificas que son particularmente atiles en microbiologia. Por un lado, las
células que crecen en estas superficies permanecen hidratadas y por otro lado, los
nutrientes, gases y productos secundarios del metabolismo difunden a través de la red
polimérica del gel. Existen también muchos otros hidrogeles con diversas aplicaciones en
microbiologia. Por ejemplo, los autores Heo y colaboradores han llenado canales de PDMS
con una solucién fotoreactiva de un prepolimero de polietilenglicol (PEG) que contiene
células de E. coli y luego expuestos a luz UV (145). La exposicion a la luz UV produce la
fotopolimerizacion , haciendo que las células queden atrapadas dentro de los microcanales
de PEG.

. Microfluidica: movilidad, quimiotaxis, quorum sensing, y dinamica
de poblacién.

La microfluidica (microfluidics) presenta muchas caracteristicas interesantes para
su empleo en el estudio de las células (146-147). La microfluidica trata con el disefio y la
fabricacion de dispositivos que puedan canalizar los flujos muy pequefios
(nano/microlitros) de fluidos. Mao y colaboradores han empleado un flujo laminar de
moléculas atractivas y repelentes dentro de microcanales como medio para estudiar la
quimiotaxis bacteriana (148). Los autores encontraron que los sistemas microfluidicos son
tres Ordenes de magnitud mas sensibles que los ensayos capilares de quimiotaxis
tradicionales.
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Como se ha mencionado anteriormente, las bacterias pueden alterar
colectivamente la expresion genética cuando la densidad de células alcanza un cierto nivel
(quorum sensing). Como parte de este proceso, las células se comunican mediante la
liberacion de pequefias moléculas dentro del medio circundante. Los autores Park y
colaboradores estudiaron el crecimiento de E. coli en dispositivos microfluidicos de
PDMS vy encontraron que las células se acumulaban en areas cerradas (149-150),
concluyendo que la quimiotaxis entre células permite alcanzar la densidad de bacterias
requerida para el proceso de quorum sensing.

Los sistemas microfluidicos también tienen aplicaciones en el estudio de la
dinamica de poblaciones bacterianas. En un estudio reciente, se fabricé un ambiente
microestructurado para generar heterogeneidades en los habitats bacterianos y permitid
estudiar como las bacterias se adaptan a distintas regiones del ambiente (151). También se
han utilizado este tipo de dispositivos para el crecimiento de células con diferentes formas
mediante el confinamiento de las bacterias en microcamaras de agarosa (152). Asimismo
se ha utilizado la microfluidica para estudios genéticos y para la deteccion especifica de
células bacterianas (153-155). Las plataformas microfluidicas presentan varias
caracteristicas interesantes para la investigacion genética como por ejemplo, el empleo de
pequefios volimenes de reactivos, la produccion de pequefias cantidades de residuos, bajo
costo, cortos tiempos de reaccién y la capacidad de analisis de células individuales.

Teniendo en cuenta los estudios descriptos arriba, la micro/nanofabricacion
presenta grandes posibilidades para el desarrollo de nuevas técnicas microbioldgicas y
materiales que faciliten el estudio de la fisiologia y el comportamiento de los

microorganismaos.

En el presente trabajo de Tesis se estudi6 el impacto de las micro vy
nanoestructuras generadas en el Laboratorio sobre las primeras etapas de formacion del
biofilm. Se plantea entonces como objetivo analizar la influencia de la topografia y
rugosidad de superficies micro y nanoestructuradas de distinta composicion quimica sobre
la adherencia y colonizacion bacteriana de dichos sustratos con el fin de poder seleccionar
una estrategia adecuada para lograr inhibir la formacion de biofilms sobre superficies
solidas y mejorar la eficacia de los antibidticos sobre los mismos.

Los sustratos empleados se obtuvieron a través de procesos de micro y

nanofabricacién que permitieron obtener superficies de Au, poliisobutilcianoacrilato
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(PBCA) y Cu con micro y nanotopografias sobre los que se estudiaron las primeras etapas
de formacién de biofilms de Pseudomonas fluorescens tal como se describira en los

capitulos posteriores.
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