Articulo de revision

Las hacterias un ejemplo de vida en comunidad
Bacteria an example of community life

Bautista A", Cruz C', Gutiérrez Sudrez J!

Recibido: 13 de noviembre de 2017
Aceptado: 12 de diciembre de 2017

Resumen

Una de las estrategias de éxito que existe en cualquier organizacion, es el trabajar por un bien
comun. Pues bien, un ejemplo claro de esta estrategia, esta soportada por diferentes escritos
en la literatura en relacion a la formacién de biopeliculas bacterianas, en las cuales se ha
demostrado una excelente comunicacion intercelular y multiples mecanismos de supervivencia
de la misma (1-14).

Podria decirse que estos pequefios seres vivos tienen tan claro su objetivo, que conocen con
certeza, que el trabajar en conjunto con otras bacterias de su misma especie o incluso especies
diferentes, conlleva a un bien comun: el colonizar, para garantizar la supervivencia continua de
su especie (14). A pesar de que esta actitud podria considerarse de seres superiores, a los que
se les dio la capacidad de pensar y analizar, las bacterias como seres vivos de tamafio micros-
copico y clasificado como seres inferiores, lo hacen por instinto natural, lo cual resulta ser una
leccidon interesante para los llamados seres superiores: los humanos.
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Abstract

One of the success strategies that exists in any organization is working for the common
good. Well, a clear example of this strategy is supported by different writings in the literature
regarding the formation of bacterial biofilms, in which an excellent intercellular communication
and multiple survival mechanisms have been demonstrated (1-14) .

It could be said that these small living beings are so clear about their objective, that they
know with certainty, that working together with other bacteria of their same species or even
different species, leads to a common good: colonization, to guarantee the continued survival
of his species (14). Although this attitude could be considered as superior beings, who were
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given the ability to think and analyze, bacteria as living beings of microscopic size and classified
as inferior beings, do so by natural instinct, which turns out to be a Interesting lesson for the

so-called superior beings: humans.

Keywords: Bacterias, Biofilms, adhesion factors, operon ica.

Introduccion

En 1684 Van Leeuwenhoek describiria un fe-
némeno microbiolégico acerca de la uniony
crecimiento de microorganismos en superfi-
cies expuestas. El identificod que los microor-
ganismos suspendidos libremente (en estado
plancténico), son mas susceptibles que los mi-
croorganismos en consorcio con otros de la
misma especie formando placa dental (biope-
licula) (1). Claude Zobell en 1943 fue el prime-
ro en describir la preferencia de las bacterias
marinas por el crecimiento sobre superficies.
La importancia médica de la biopelicula bac-
teriana fue descrita en 1978 por Bill Costerton
quien establecid la “teoria de la biopelicula”,
afirmando que las bacterias se pegan en las
superficies disponibles en biopeliculas glico-
calix-cerrados y que la poblacién de bacterias
sésiles se hace mas presente sobre todo en los
ecosistemas médicos (2). La introduccion de
la teoria de la biopelicula abridé dos lineas de
investigacion el estudio de la bioquimica y ge-
nética de las biopeliculas y, por otro lado, la
mejora del diagndstico médico y tratamiento
de infecciones centradas en la formacién de
biopelicula (3).

Segun los estudios de Jacques en 1987 es
importante revisar la formacion de biopeli-
culas como un mecanismo fundamental en la
adherencia y colonizacion de las superficies
de biomateriales, asi como también la confor-
macion de un mecanismo de virulencia que le
permite a las bacterias escapar de la respuesta
inmune del huésped (4). Gilbert P en el arti-
culo Biofilm susceptibility to antimicrobials en
1997 recalca la resistencia de las biopeliculas

a los antibidticos (5). Las biopeliculas son un
tema de gran interés en la actualidad, debido
a que hace que los antibiéticos sean 1000 ve-
ces menos efectivos, en las bacterias que la
forman. Esta resistencia frente a los antibioti-
cos convencionales, su versatilidad y virulen-
cia en comparacion a las mismas bacterias en
estado libre, hace que logren sobrevivir de-
bido a los microambientes que antagonizan la
accion de estos tratamientos (5).

La resistencia bacteriana en el ambito hos-
pitalario en Bogota y en el mundo es conside-
rado un problema de salud publica. Un aspecto
fundamental en el abordaje de esta problema-
tica es la determinacion del impacto clinico de
las infecciones causadas por microorganismos
multirresistentes. Estos desenlaces se miden
generalmente en términos de mortalidad,
morbilidad y costos (6). El Instituto Nacional
de Salud de E.U publicé recientemente que
mas del 60% de todas las infecciones micro-
bianas son causadas por biopeliculas, de igual
manera se les atribuye el 60% de las infeccio-
nes nosocomiales, incrementando la estancia
hospitalaria y los costos de atencion (7).

La formacion de la biopelicula involucra la
fijacion o union primaria y proliferacion de
microorganismos. La union inicial es mediada
por proteinas de la superficie celular de la bac-
teria, que se unen a la matriz extracelular de
proteinas del plasma del huésped, tales como:
fibrinogeno, fibronectina, colageno, vitronec-
tina y laminina. ComUnmente estas proteinas
son referenciadas como factores de adhesion
o MSCRAMMs (7).
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Dentro de los patdgenos involucrados en
infecciones se encuentran el género Sta-
phylococcus, dentro de los cuales S. aureus
y S. epidermidis son los mas comunes y se
comportan como patdégenos oportunistas en
personas inmunocomprometidas; asimismo,
presentan un gran potencial de formar biope-
liculas, debido a que estan presentes en piel
y superficies mucosas. Estos microorganismos
pueden ser introducidos a los tejidos duran-
te la implantacién de dispositivos médicos (8).
Las bacterias Gram negativas también juegan
un papel importante en la formacién de bio-
pelicula siendo las mas comunes Pseudomona
aeruginosa, Vibrio cholerae y Escherichia Coli.

Generalidades de la biopelicula.

Las biopeliculas se definen como “una comu-
nidad estructurada de células microbianas in-
crustadas en una matriz polimérica de exopo-
lisacaridos que las protege del ataque de los
antibioticos y que es producida por los pro-
pios microorganismos, que se adhiere a una
superficie inerte o viva" (7). Las biopeliculas

pueden consistir en una sola especie bacte-
riana o fungica o, mas comUnmente pueden
ser poli microbiana, es decir, contienen mu-
chas especies distintas (9, 10). Las bacterias
que forman biopeliculas son bacterias ubicuas
que producen infecciones de tipo cronico
como lo son las infecciones relacionadas con
los implantes médicos como: la endocarditis,
la osteomielitis, neumonia en pacientes con fi-
brosis quistica, infecciones de prostata, infec-
ciones urinarias, etc. (Ver tabla 1).

Las infecciones por biopeliculas normal-
mente no consiguen ser eliminadas con un
tratamiento antibiético, producen episodios
recurrentes y la mayoria de las veces debe re-
solverse con la sustitucion del implante (11).
Las biopeliculas representan un mecanismo
de resistencia y persistencia bacteriana. Gene-
ralmente estas biopeliculas estan constituidas
por una matriz de polimero extracelular que el
mismo microorganismo produce, el cual cons-
ta principalmente de agua, exopolisacaridos,
proteinas y ADN extracelular. (12, 13).

Infeccion o enfermedad

Caries dental

Peariodontitis

Infecciones dal musculo-ssquelsto
Osteomislitis

Neaumonia por fibrosis quistica
Neumonia (cuidados intensivos)
Vias arteriovenosas

Lentes de contacto

E.

Cistitis por catstaras urinarios

Catsteres centralss venosos S.
Valvulas mecdnicas del corazén S.
Dispositivos ortopadicos S.
Prostatitis bacteriana

Catétaras hickman

Injertos vascularas

Especie bacteriana formadora de biopelicula

Bactarias anasrdbicas oralas-Gram neagativas

Cocos Gram positives (Sraphyiococcus)

Espacies bactarianas v fiingicas generalments meazcladas
Bacilos Gram negativos

S. epidermidis v S. aurens

P aesruginesa v cocos Gram positivos

epidermidis

epidermidis v 5. aurenus

epidermidis v S. aurens

E.coli v otras bacterias Gram negativas
S.epidermidis v Candida albicans

Cocos Gram positivos

Tabla 1. Lista parcial de infecciones humanas en las que estan involucradas biopeliculas humanas.
Fuente. Modificada de Costerton et al, 1999.
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La composicion de estos exopolisacaridos
es diferente en cada bacteria y varia desde al-
ginato en P.aeruginosa, celulosa en S. typhi-
murium, un exopolisacarido rico en glucosa y
galactosa en V. cholerae, poli N-acetilglucosa-
mina (PIA) en Staphylococcus. Estudios recien-
tes han demostrado que incluso una misma
bacteria, dependiendo de las condiciones am-
bientales en las que se encuentre puede pro-
ducir diferentes tipos de exopolisacaridos que
van a conformar la matriz extracelular de la
biopelicula. Un elemento genético bien cono-
cido entre los Staphylococcus con respecto a
la formacion de biopeliculas es el operon icaA-
DBC que codifica un polisacarido de adhesion
intercelular el N-acetilglucosamina (PIA).

Etapas para la formacién de una biopelicula

Se han descrito 5 etapas principales para el
desarrollo de una biopelicula : (1) acondicio-
namiento de la superficie (2) Union reversi-
ble, (3) union irreversible, (4) maduracion y (5)
desprendimiento y de esta Ultima se cree que
las células retornan a su modo plancténico ce-
rrando el desarrollo del ciclo de la biopelicula
(14). En la primera etapa de acondicionamien-
to las bacterias detectan ciertos parametros
ambientales; disminucién o aumento de la dis-
ponibilidad de nutrientes y de hierro, cambios
en la osmolaridad, el PH, la tension de oxigeno
y la temperatura, que disparan la transicion de
la forma planctoénica (libres) a un crecimiento
sobre una superficie (15).

En la segunda etapa de unién reversible
las bacterias se adhieren a superficies bidticas
tales como el tejido humano o a substratos
sélidos como dispositivos médicos implanta-
dos por medio de interacciones no covalentes
entre las proteinas de la matriz humana y los
factores de adhesion MSCRAMMs que se en-
cuentran en la superficie bacteriana. Estudios
realizados en Staphylococcus aureus estable-
cieron una serie de genes que codifican para

diferentes MSCRAMMS; los genes CIfA, CIfB y
fib que codifican para proteinas de union al
fibrinégeno y las proteinas de union a la fi-
bronectina, codificadas por los genes fnbA y
FnbB (16).

En S. epidermidis se ha demostrado que
tiene una especial afinidad por las superficies
de los implantes biomédicos; especialmente
aquellos que tienen caracter hidrofébico. Den-
tro de las MSCRAMMs que han sido identifi-
cadas en S. epidermidis se tienen el siguiente
grupo de proteinas: SdrF, SdrG y SdrH (17).
Algunos de estos factores de adhesién se uni-
ran a las mismas proteinas de la matriz extra-
celular humana:

« CIfA, fib y SdrG: las primeras se uniran
al extremo C-terminal de la cadena y
del fibrindgeno y la Ultima se unira a
una secuencia de 14 aminoacidos en
el N-terminal de la cadena B del fibri-
négeno (18).

CIfB: se une a la cadena a del fibri-
négeno y a la Citoqueratina 10, una
proteina estructural de las células
epiteliales escamosas (18).

FnbA y FnbB: Son proteinas codi-
ficadas por genes estrechamente
vinculados, ya que poseen una alta
homologia en su secuencia. Tienen

la capacidad de unirse a la elastina 'y
al fibrinbgeno gracias a su dominio
N-terminal (14). También se uniran a la
fibronectina permitiendo la invasién
de células endoteliales.

Los factores de adhesion CIfA, CIfB, fib,
FnbA Y FnbB solo habian sido reportados en
S. aureus pero en un estudio realizado por Pi-
nilla 'y col. se determiné la presencia de estas
adhesinas en asilamientos clinicos de S. epi-
dermidis (CIfB en el 70%, CIfA en un 70%, Fib
en un 60%, FnbB en un 23% y FnbA en el 17%)
de los aislamientos clinicos. El anterior ha-
llazgo es importante porque se demuestra la
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capacidad de S. epidermidis de ser un impor-
tante reservorio genético y a la vez muestra
como diferentes especies bacterianas realizan
transferencia horizontal de genes favorecien-
do la formacion de biopeliculas (19).

En esta segunda etapa las bacterias Gram
negativas (Pseudomonas aeruginosa, Vibrio
cholerae, Escherichia coli, etc.) para adherirse
utilizan flagelos y fimbrias de tipo I, IV (11).

En la etapa de union irreversible y madu-
racion las células bacterianas se multiplican
produciendo una matriz extracelular conoci-
da también como ESP (sustancia polimérica
protectora) que esta compuesta de una varie-
dad de macromoléculas incluyendo algunos
exopolisacaridos especificos como los son:
PIA, eDNA (ADN extracelular), acidos teicoi-
cos, y una serie de proteinas asociadas a la
acumulacién como la Aap (20). En estas etapas
se incluye la division celular donde se forman

1.Adsorcién de moléculas organicas. -
Acondicionamiento de la superficie 2.Adhesion

Reversible

multiples capas conformando una biopelicula
gruesa. La unién celular protege a la biopeli-
cula de las condiciones ambientales (20).

La biopelicula desarrolla una forma estruc-
turada a través de canales como torres. En la
Ultima etapa del desarrollo de la biopelicula
los grupos de bacterias o las bacterias libres
pueden desprenderse de la biopelicula en un
proceso llamado dispersion o desprendimien-
to. Este proceso es estimulado por fuerzas
mecanicas, PSMs (modulinas solubles de fenol
polimerizado), nucleasas y proteasas (21). En
esta etapa también las biopeliculas maduras
excretan continuamente bacterias planctoni-
cas, microcolonias y fragmentos de biopelicu-
la, que puede dispersarse y adherirse a otras
partes de la herida o a otras superficies for-
mando nuevas colonias de biopelicula. (Ver
figura 1)

3.Adhesion Irreversible
Comunicacién
célula-célula y produccion
de material EPS
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Figura 1. Se muestran las 5 etapas que permiten el desarrollo de biopeliculas bacterianas.

Genes involucrados en la regulacion de la
formacion de las biopeliculas.

El principal sistema de comunicacion inter-
celular Bacteriano es el quérum sensing (20).
El sistema Agr es un sensor del quérum que
actia en la expresion o represion de genes.

Este sistema codifica un péptido autoinductor
el AIP quien cumplird con sefalizaciones en
la produccién y regulacion de lipasas, toxinas,
proteasas y la expresion de los genes de los
factores de adhesion (MSCRAMMSs) (23, 24).

Otros genes que son importantes en la re-
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gulacién de la biopelicula son el 0B que es un
factor alternativo sigma encontrado en Sta-
phylococcus y otras bacterias Gram positivas
y es importante en la respuesta al estrés am-
biental; es activado por altas temperaturas,
alta osmolaridad, antibiéticos y pH extremos.
Es requerido para la transcripcion del operén
ica en respuesta a altas concentraciones de
NaCl (25).

El SarA es una proteina de unos 124 ami-
noacidos. Esta proteina es un activador po-
sitivo del ica ADBC, la mutacion de este gen
resulta en el incremento de la expresién de
proteinasas y nucleasas que tienen un efecto
negativo en la formacién de biopelicula (26).
Cuando esta proteina esta ausente hay una
disminucion en la produccion de PIA/PNAG y
en la formacién de biopelicula; ademas, es un
importante elemento regulador que controla
otros factores de virulencia de Staphylococcus
epidermis que también estan involucrados en
la formacion de biopelicula.

Se ha demostrado que otros genes regula-
dores en la formacion de biopeliculas son el
CsrA en E.coli y el CytR en V.cholerae. El gen
CytR funciona como un gen represor que inhi-
be la sintesis de exopolisacaridos y el gen CsrA
afecta la formacion de la biopelicula a través
de la represion del metabolismo del glucoge-
no afectando la gluconeogénesis bacteriana
(27, 28).

¢Qué mecanismos estdn utilizando las bacte-
rias para el desarrollo de bhiopeliculas?

Las bacterias indudablemente han desarrolla-
do una resistencia adquirida al someterse a un
stress continuo, como el causado por los an-
tibidticos, que deriva en diferentes mecanis-
mos de defensa como la modificacion en su
genoma (mutacién) o la denominada resisten-
cia transmisible. Este ultimo tipo de resisten-
cia se encuentra mediada por la adquisicion

de material genético foraneo como plasmidos,
transposones o integrones, elementos movi-
les que pueden ser diseminados a bacterias
no patdgenas por transferencia horizontal o
lateral de genes (THG), en cepas de la misma
especie o entre diferentes especies o géneros
bacterianos, siendo este mecanismo el mayor
determinante en la evolucién de la patogenia
bacteriana (29).

Algunos estudios como el de Hausner y Fox
demostraron que la conjugacion puede ser
bastante prevalente en una biopelicula, pero
otros estudios como el de Christensen et al,
indicaron que la propagacion de plasmidos
conjugativos en biopeliculas y superficies de
agar esta limitado (30, 31, 32).

Se sugiere que las cepas de relevancia clini-
ca contienen plasmidos conjugativos que faci-
litan la formacion de la biopelicula un ejemplo
de ello es Escherichia coli, que codifica el plas-
mido F que actia como un factor de adhesion
en la superficie celular actuando en las inte-
racciones de célula a célula en la conforma-
cién de biopeliculas (33). Muchos organismos
que no pueden transportar plasmidos produ-
cen solo microcolonias pero no biopelicula,
pero cuando estos organismos reciben plas-
midos de bacterias donantes estos empiezan
a producir biopeliculas (34).

Otro mecanismo de transferencia genética
es a través de integrones ya que estos tienen
la capacidad de transponerse desde el ADN
bacteriano a un ADN plasmidico y viceversa,
lo que permite que la siguiente generacion de
una bacteria presente estos elementos genéti-
cos; ademas, pueden albergar multiples casets
genéticos que generan una mayor disemina-
cién especialmente por la transferencia hori-
zontal de genes (32)

Por otra parte, varios autores relacionan
que las cepas que poseen el operdon icaADBC
forman necesariamente biopelicula, mientras
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que otros, sostienen que la presencia del ope-
rén no es suficiente sino que son necesarios
otros factores como las autolisinas, MSCRAM-
Ms y demas genes reguladores que participan
en la formacion de la biopelicula (35).

¢Por qué la biopelicula facilita la resistencia
bacteriana?

Cuando las bacterias se encuentran forman-
do biopelicula forman estructuras organizadas
cubiertas por una sustancia polimérica pro-
tectora en donde en su interior hay multiples
microcolonias bacterianas, esto hace que sean
estructuras muy grandes facilitando una ba-
rrera fisica que aumenta la resistencia a las de-
fensas del huésped como lo son la opsoniza-
cién, lisis por complemento y fagocitosis (36).

Dentro de las hipotesis que intentan expli-
car la resistencia de las biopeliculas a los anti-
bidticos se encuentran:

e Penetracidn lenta o incompleta del
antibiotico: La matriz de exopolisa-
caridos constituye una barrera para el
ingreso del antibidtico. Se postula que
el antibiético logra ser desactivado
por accion de polimeros extracelulares
o puede tener una difusion limitada
dentro de la biopelicula (37).

e Causas metabélicas: las bacterias tie-
nen una baja actividad metabdlica por
limitacion de oxigeno y de nutrientes
gue causa un estado de lentificacion
o cese de su mitosis, especialmente
las bacterias que estan situadas en la
parte mas profunda de la biopelicula,
con lo cual dejan de ser susceptibles a
los antibidticos, también se ha des-
crito que una eventual acumulacion
de productos acidos en la biopelicula
conduce a diferencias significativas
de pH entre el exterior y el interior de

la biopelicula lo que interfiere con la
accion del antibidtico (36).

e Cambios genéticos: se producirian
modificaciones en la fisiologia de las
bacterias formadoras de biopelicu-
la y aparicién de genes especificos
por mutaciones o elementos gené-
ticamente moviles que potenciarian
mecanismos de resistencia a multiples
antibidticos (38, 39, 40,41). Las bac-
terias van a expresar genes que van a
transferirse entre ellas en respuesta a
cambios ambientales como cambios
de temperatura, baja disponibilidad
de oxigeno, dafios de ADN, logran-
do un mecanismo de supervivencia
especifico; un ejemplo de ello son las
bombas de difusion de multiresisten-
cia expresadas por E.coli en respuesta
al cloranfenicol (42,43).

e Formacion de esporas: se plantea la
posibilidad de la existencia de una
subpoblacion de bacterias formadoras
de biopelicula con un estado fenotipi-
co muy especial, con una diferencia-
cién por esporas; lo anterior es apo-
yado por investigaciones que muestra
resistencia en biopeliculas recién
formadas que aun no son lo suficien-
temente gruesas para constituir una
barrera de penetracién a los antibioti-
cos (37).

Estrategias futuras para ganarle la batalla a
las biopeliculas.

La mayoria de los antibidticos que se utilizan
de manera rutinaria en la clinica son seleccio-
nados por su actividad frente a bacterias en
estado plancténico pero aun no existen méto-
dos estandarizados de uso rutinario para de-
terminar la sensibilidad de las bacterias de una
biopelicula. También es muy dificil conseguir
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un cultivo in vitro, el estado metabdlico de las
bacterias dentro de una biopelicula puede im-
posibilitar por completo su cultivo (44,45, 46).

El conocer las etapas que ocurren en la for-
macion de una biopelicula ha permitido pensar
varias alternativas para frenar el desarrollo de
las mismas como el uso de agentes quelantes,
que limitan el hierro soluble el cual es nece-
sario para la adhesion de los pili por ejemplo
en Pseudomonas spp (47). Otras alternativas
incluye el uso de enzimas que disuelvan los
polimeros de la matriz, el empleo de anélo-
gos de proteinas y péptidos sefializadores que
interfieran con la comunicacién célula-célula
(quérum sensing) indispensables para la for-
macién de la biopelicula (37). También se esta
estudiando producir cambios en el medioam-
biente a través de la inhibicion competitiva
por otras bacterias por ejemplo el Streptococ-
cus gordoni dificulta la formacion de biopeli-
cula de Streptococcus mutans otro ejemplo de
ello es el gen que expresa el Staphylococcus
epidermidis el ESP una serin proteasa que ha
demostrado inhibir la biopelicula producida
por el Staphylococcus aureus (48, 49).

Finalmente se propone el uso de una molé-
cula la furanona producida por el alga Delisea
pulcra que ha demostrado bloquear la sefiali-
zacion del sistema quérum sensing bacteria-
no. En la actualidad se estan creando inhibi-
dores derivados de la furanona el problema es
que esta es extremadamente toxica (50). En
conjunto todas estas estrategias si bien han
alcanzado en alguna proporcion éxito en la in-
hibicion de la formacion de biopelicula o en la
destruccion de la misma, su efectividad se ve
afectada por varios factores, lo que conlleva a
seguir realizando investigaciones que permi-
tan encontrar la solucion a esta problematica.
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