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RESUMEN

Los biofilmes bacterianos o biopeliculas son comunidades estratificadas de células embebidas en un polimero extracelular y adheridas a una
superficie sdlida en un medio acuatico; estan constituidos por una Unica especie o por especies diferentes. Se organizan en comunidades
complejas autorreguladas gracias a un eficaz sistema de comunicacion, protegiéndose frente a los agentes hostiles mediante la construccion
con materiales propios, de una estructura de arquitectura particular y dotada de una red interior de canalizaciones, que garantiza el abaste-
cimiento de agua, nutrientes y gases a la mayoria de los integrantes. Ademas, a través de modificaciones de estas sefiales quimicas, células
individuales o pequefios grupos se destacan en avanzadas sobre el terreno vy, tras afianzarse sobre la posicién, retoman la pausada pero
inexorable invasién de un habitat. El deterioro de los cascos de los buques de guerra; la biocorrosion del armamento y de otros materiales de
aleacion —o no metalicos— susceptibles de humedecerse; la biodegradacion de excedentes de trinitrotolueno; la presentacion de infecciones
alimentarias por contaminaciones cruzadas; la incidencia de patologias bucodentales; las infecciones pertinaces en las heridas crénicas; la
contaminacion de las redes de distribucion de agua de los acuartelamientos; la aparicion de limos en las paredes de los dep6sitos de insta-
laciones interiores, en los aljibes o en las fuentes de los comedores colectivos militares; la persistencia de Legionella spp. en las torres de
refrigeracion o la antibiorresistencia de infecciones surgidas tras la implantacion de prétesis articulares o de cualquier otro dispositivo de
uso clinico, son situaciones frecuentes en cuya gestacion y evolucion posterior, intervienen microorganismos formando biofilmes. En este
trabajo se describen las distintas etapas que conducen a su desarrollo, los mecanismos de regulacion y las estrategias que les permiten so-
brevivir en un medio desfavorable, venciendo la accion de los biocidas o la respuesta inmunitaria del hospedador.
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Biofilms, scenarios of biodiversity

SUMMARY: Bacterial biofilms are stratified microbial communities imbibed in an extracellular polymer and adhered to a solid surface in
an aquatic environment. They might be integrated by one or several species and are organized in complex communities self-regulated by an
efficient communication system. They protect themselves against hostile agents assembling with their own materials a peculiar architecture
with an interior network of channels guaranteeing the supply of water, nutrients and gases to the majority of its components. Moreover,
through the modulation of these chemical signals, individual cells or small groups detach themselves and occupy new grounds initiating
the slow but inexorable invasion of a habitat. The damage to the warships’ hull; biocorrosion of the weaponry and other alloy materials — or
non metallic ones- susceptible to moisture; biodegradation of excess of trinitrotoluene; foodborne diseases due to cross contaminations; oral
pathologies; persistent infections in chronic wounds; contamination of the water supply in military barracks; development of slime on the
walls of the water tanks, in cisterns or fountains of the military barracks dining-halls; persistence of Legionella spp in the cooling towers or
the antibiotic resistance in infections after implantation of joint prosthesis or any other clinical device; these are frequent situations in which
biofilm-producing microorganisms participate in their emergence and evolution. In this article the different phases leading to their develop-
ment are described, the regulation mechanisms and the strategies that allow their survival in a hostile environment against the action of the
biocides or the immune response of the host.
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INTRODUCCION vamos con atencién, encontramos multitud de ejemplos de su desa-

rrollo. Aparecen formando las estructuras pegajosas que se generan

De muchos, uno: unidad en la diversidad, unidad en la comple-
jidad. Nos referimos a los biofilmes o biopeliculas y los tapetes mi-
crobianos, comunidades estructuradas de microorganismos y forma
habitual de crecimiento de las bacterias en la naturaleza. Si obser-
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en los desaglies de los fregaderos, en las cortinas de las duchas,
en las conducciones de agua, son responsables del oscurecimiento
superficial de las cerdas de los cepillos de dientes. Se encuentran en
las mucosas, en los bordes anfractuosos de las heridas infectadas,
en las infecciones vaginales y recubriendo las vias respiratorias de
los enfermos de fibrosis quistica, en la lengua, en los dientes, y en
los implantes médicos. Estan presentes sobre la superficie de las
rocas de las zonas umbrias himedas, en los cascos de los barcos, en
el interior de los aljibes, en las superficies de aspecto limoso de las
carnes crudas fileteadas, y aunque no se aprecien a simple vista, en
los filos de los cuchillos de cocina, en las tablas de corte y sobre las
superficies donde se manipulan alimentos. Se trata de poblaciones
de microorganismos que viven adheridos a una superficie sélida o
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interfaz liquido-aire o aceite-agua, embebidas en una matriz de po-
limeros extracelulares, estructuradas y autorreguladas como si de
minusculas ciudades se tratara. Surgen siempre que dispongan de
humedad y de nutrientes suficientes; y su formacion y desarrollo
se hallan regulados mediante un sistema molecular de sefiales cuyo
patron de expresion génica difiere del de sus homologos planctoni-
cos o de vida libre. Por tanto, dado que los biofilmes representan a
la mayoria de las bacterias en casi todos los ecosistemas, no parece
razonable extrapolar sobre éstos los resultados obtenidos en los es-
tudios de formas planctonicas.

Pero ¢de donde proviene el concepto de biofilme? ;en qué mo-
mento empezaron a interesarnos? Si el 95-99% de las bacterias for-
man habitualmente biofilmes en la naturaleza, ¢por qué son precisa-
mente ahora objeto de tanta atencion? ¢es posible que estemos tan
acostumbrados a convivir con ellos, que hayan pasado desapercibi-
dos?* ;O que por el contrario, que su estudio haya sido recurrente
durante el pasado siglo, siempre que se aplicasen métodos directos
de observacion de las poblaciones naturales de los microorganismos
en sus ecosistemas reales?? Contemplando los avances cientificos
desde la atalaya de la perspectiva historica, se observa como los
conceptos cientificos son el resultado del desarrollo histérico del
pensamiento y los avances técnicos de cada época.

Cuando en septiembre de 1675 Anton van Leeuwenhoek ob-
servaba la presencia de diminutos «animélculos» en el agua de
lluvia retenida en una bafiera o, en 1692, los describia en el sarro
de los dientes, los biofilmes entraban en la historia de la Ciencia.
No obstante, la idea de que las bacterias crecen preferentemente
adheridas a las superficies, en sus ecosistemas, no llegd hasta dos-
cientos cincuenta afios después. Las limitaciones intrinsecas a su
naturaleza microscopica hacian preciso separarlas de sus ecosis-
temas nativos, siendo necesario para su identificacion aislarlas en
cultivos axénicos o puros, donde crecen fundamentalmente como
células planctonicas o de vida libre (flotando, en cultivos liquidos).
Los trabajos de Louis Pasteur en 1981 y de Robert Koch en 1883,
sobre el aislamiento e identificacion de las bacterias en cultivo
puro y en medios solidos, que abrieron el camino para el estudio
de la diversidad microbiana y el desarrollo de los métodos de cla-
sificacion y de la etiologia de las enfermedades, dieron lugar al pa-
radigma del «cultivo puro». Este se mantuvo hasta los afios treinta
del siglo XX, en que S. Winogradsky, N. Cholodny, H. J. Conny A.
T. Henrici, observaron que el crecimiento de las bacterias del suelo
adheridas a portaobjetos diferia de las cultivadas a partir de la fase
acuosa, y que la mayoria de las bacterias del agua no estan flotando
libremente sino adheridas a superficies®®. Empezaban a estudiar-
se las bacterias en sus medios naturales. Entre los afios treinta y
cuarenta, los trabajos de E. C. Zobell —uno de los pioneros de la
microbiologia de los biofilmes a los que denomino filmes adheri-
dos™®-, contribuyeron decisivamente a un cambio de paradigma.
La importancia de las interacciones entre los microorganismos,
los nutrientes y su adhesion a las superficies, adquirieron un gran
protagonismo. En estos afios se va produciendo un cambio en el
pensamiento y enfoque cientificos que cristalizan, en 1978, con la
definicion por J. Costerton de la vida microbiana en la naturaleza
«en funcion de las relaciones que los microorganismos mantienen
entre si —en asociaciones estructuradas— y con el medio ambien-
te»®. Se produce, por tanto, una transicion desde una aproximacion
reduccionista a una percepcion holistica de los sistemas bioldgicos
como sistemas integrales que interaccionan y evolucionan conjun-

tamentel®!L, Este cambio de paradigma ilustra como el pensamien-
to cientifico ha cambiado a lo largo de la historia y especialmente
desde los afios treinta hasta hoy, evolucidon anticipada por Karl Po-
pper'? en «La légica del pensamiento cientifico» y por Ludwick
Fleck® en «La génesis y el desarrollo de un hecho cientifico». Para
L. Fleck «el progreso del conocimiento consiste en el desarrollo
colectivo incesante del estilo de pensamiento». Fue precisamente
en la obra de Fleck en la que Thomas S. Kuhn* bas6 su «Estructu-
ra de las revoluciones cientificas», donde se analiza qué hace que
un grupo de cientificos abandone una tradicion de investigacion
a favor de nuevos paradigmas, considerados «como realizaciones
cientificas universalmente reconocidas que, durante cierto tiempo,
proporcionan modelos de problemas y soluciones a una comuni-
dad cientifica».

CONCEPTO DE BIOFILMEY DE BIOTAPETE

Los biofilmes y los tapetes microbianos se definen como comu-
nidades complejas, diferenciadas y estratificadas, de células embe-
bidas en polimeros extracelulares y adheridas a una superficie sélida
en un medio acuatico®, en la interfaz liquido-aire o liquidos de dife-
rente densidad como aceite-agua. Pueden estar constituidos por una
Unica especie o por un abanico de especies diferentes?s,

En general, los biofilmes cubren superficies solidas, la mayoria
estan formados por microorganismos heterétrofos que dependen de
la superficie o del agua circundante como fuente de nutrientes y al-
canzan un grosor maximo de unos pocos milimetros. En cambio, los
tapetes microbianos o biotapetes suelen establecerse sobre los sedi-
mentos de las aguas poco profundas, de condiciones hidrodinamicas
estables. Son habituales en habitats que muestran unas condiciones
ambientales extremas, tales como los manantiales de aguas termales
0 las aguas hipersalinas'’. Presentan una alta densidad de poblacién
de microorganismos fotoautotrofos localizados en los estratos su-
periores, que actian como productores primarios y desarrollan la
matriz del tapete, pudiendo adquirir un espesor de varios centime-
tros (Tabla I).

A pesar de estas diferencias fundamentales, ambos comparten
muchas caracteristicas. Representan comunidades con estrategias
complejas, adaptadas a la vida microbiana sobre superficies someti-
das a gradientes extremos de variables fisicoquimicas. Han sido de
maxima importancia a lo largo de las distintas eras geoldgicas para
la evolucidn de la vida en nuestro planeta, en la mayoria de los eco-
sistemas acuéticos®®. Se encuentran en todos los ambientes donde
existan bacterias: en el medio natural, en el sanitario o en el indus-
trial y s6lo requieren un entorno hidratado y una minima presencia
de nutrientes, puesto que pueden desarrollarse sobre superficies hi-
dréfobas o hidrofilas y organicas o inorgéanicas®.

BIOFILMES COMO MODELO DE DIFERENCIACION
Y DESARROLLO

El «desarrollo microbiano» puede definirse como «los cambios
en la forma y en la funcidn que son esenciales en el ciclo de vida
del organismo, inducidos por sistemas de sefializacion ambientales»
(Shimkets y Brun?). Hasta el momento, los modelos microbianos
para el estudio de la diferenciacion, el desarrollo y el comporta-
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Tabla I. Clasificacion de los biofilmes y tapetes microbianos?

Interfase Estructura Microorganismos
Monocapa Una o varias especies. Citrobacter y Pseudomonas aeruginosa
Fotosintéticos
Metandgenos
Tapete
Sulfato-reductores
Solido-liquido Procedentes de estaciones de tratamiento de aguas residuales
Placa dental Cerca de 700 especies
Con forma de cinta Poblaciones bacterianas mixtas
Con forma de seta Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens
Sedimentos: benténicos y de lechos fluviales; y copos en suspension  Diversas especies
Capa primitiva sobre interfase Vibrio spp., Bacillus spp.
Hongos medusomicetos
Liquido-aire Masas deformes («Kombuchax: simbiosis de bacterias del 4cido acético y levaduras)
Biofilmes de consistencia ligera o laxa Bacillus y otros géneros

miento celular mejor conocidos son : Caulobacter crescentus y Dic-
tyostelium discoideum.

Caulobacter crescentus es una bacteria Gram negativa oligotro-
fa, distribuida ampliamente en el suelo, el agua dulce y el agua ma-
rina, que desempefia una funcién importante en el ciclo del carbono.
Desarrolla un ciclo vital dimérfico en el que el proceso de division
es intrinsecamente asimétrico (Figura 1a), dando una progenie mor-
folégicamente distinta y con diferentes trayectorias: formas natato-
rias y células sésiles. Las primeras disponen de un flagelo con el que
pueden nadar, son incapaces de dividirse, pero se pueden diferenciar
a una forma sésil. S6lo en las células no nadadoras se produce la re-
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L L Tallo
Inicio replicacion

DNA

Célula
Sésil

Célula
Predivisional

plicacion del genoma y la division celular; éstas pueden mantenerse
fijas a una superficie mediante una especie de tallo que segrega un
material adhesivo en el extremo y dar origen a células nadadoras?'.
Dictyostelium discoideum es un hongo mucoso perteneciente a
un grupo monofilético independiente (Mycetozoa), vive habitual-
mente en el suelo, se alimenta de bacterias y se multiplica por fisién
binaria. En ausencia de nutrientes, las células inician un programa
de desarrollo que implica una comunicacion celular (Figura 1b). Las
formas ameboides se agrupan dando lugar a un «seudoplasmodio» y
posteriormente forman un cuerpo fructifero (estructura multicelular
gue contiene esporas) generalmente unido a un tallo compuesto por
formas ameboides muertas. La germinacion de las esporas origina
nuevas formas ameboides y el ciclo se completa. EI agente quimio-
tactico (AMP ciclico) atrae a otras formas ameboides del entorno
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Figura la. Ciclo de vida de Caulobacter crescentus.
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Figura 1b. Ciclo de vida de Dictyostelium discoideum.
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que convergen y forman un monticulo o cimulo, aglutinando hasta
100.000 células. La estructura se compacta, se alarga y se convierte
en una forma mucosa capaz de desplazarse en busca de luz y de con-
diciones adecuadas para terminar su desarrollo. La estructura final
consta de un tallo unido a un esporocarpo con miles de esporas; pre-
senta al menos dos tipos celulares perfectamente diferenciados: las
células del tallo y las esporas. Las proteinas de Dictyostelium discoi-
deum implicadas en estas rutas comparten homologia de secuencia
y funcién con las de los metazoos, por lo que esta especie también
constituye un modelo interesante para el analisis de los procesos
comunes a todos los organismos eucarioticos?22,

En la actualidad, varios autores consideran la formacién de los
biofilmes como un nuevo sistema modelo de diferenciacion?*26,
ya que se caracteriza por las cuatro etapas comunes a todo proce-
so de desarrollo: adhesion y agregacion; produccion de una matriz
extracelular; expresion génica coordinada y comunicacion; y hete-
rogeneidad morfoldgica. Si bien los mecanismos moleculares que
regulan dichas etapas varian segun las especies, los resultados son
similares.

La observacion de los biofilmes desarrollados en ecosistemas na-
turales, muestra una organizacion basica en la que las células crecen
embebidas en una matriz y separadas por una red de canales de agua
circulante; y pueden desplazarse o disgregarse para colonizar otros
habitats (Figura 2). La importancia de esta fantastica estructura radi-
ca en que demuestra un complejo nivel de organizacidn que requiere
de un sistema sofisticado de comunicacion intercelular y un alto gra-
do de especializacion celular. Se trata de un proceso de desarrollo
Unico en Biologia, ya que supone que la actividad coordinada de
varios genomas procariéticos, dé lugar a una comunidad microbiana
multicelular funcional. Apenas se ha empezado a descifrar el siste-
ma de sefiales ambientales y de respuestas fenotipicas que modelan
las comunidades de multiespecies microbianas, predominantes en la
mayoria de los ecosistemas, pero las mismas comunidades muestran
un proceso de diferenciacion y desarrollo llamativamente comple-
jo. Para Stoodley et al.?, este concepto alteraria la posicion de las
bacterias en la jerarquia de los seres vivos, puesto que las células
individuales que tan tenazmente se han estudiado en los cultivos
planctonicos, son realmente miembros de comunidades multicelula-
res coordinadas cuya complejidad y sofisticacion esta comenzando
a apreciarse ahora. Los cambios celulares para adaptarse a la vida
adherida a una superficie, constituyen la esencia del desarrollo en la
formacion de los biofilmes, por lo que podrian considerarse como
un nuevo sistema modelo para el estudio del desarrollo y diferencia-
cién microbianos.

FORMACION DE BIOFILMES: FASES DE DESARROLLO

Un biofilme inicia su formacion cuando algunas bacterias de
vida libre se adhieren a una superficie. La capacidad de asenta-
miento de las células depende, entre otros, de factores ambientales
como la temperaturay el pH; y de factores genéticos que codifican
las funciones motrices, la sensibilidad ambiental o la presencia
de adhesinas y de otras proteinas®. Tras la adhesion inicial, las
células se multiplican originando una monocapa sobre la super-
ficie y formando —al mismo tiempo— microcolonias. Las células
modifican su comportamiento y dan lugar a la compleja arquitec-
tura del biofilme maduro, mediante la produccién de una matriz de

exopolimeros —constituida principalmente por exopolisacaridos—
que cementara todo el conjunto y hara que otros microorganismos
queden atrapados?’. La morfologia de los biofilmes varia segun las
especies y depende de factores microbianos, nutricionales, fisicos
y ambientales.

Si las condiciones ambientales son las adecuadas, el biofilme se
extiende hacia zonas no colonizadas o libera algunas células, que
recuperan las propiedades plancténicas y colonizan nuevas superfi-
cies. Durante el proceso de formacion de un biofilme se han identi-
ficado cinco fases que transcurren de forma sistematica (Figura 2).
Una primera fase en la que tiene lugar la adsorcion reversible de
las bacterias a la superficie, seguida de una unién irreversible, ma-
duracién (crecimiento y division), una segunda produccion de exo-
polimeros, y el desarrollo final del biofilme con la dispersion de las
células «colonizadoras»?.

Adsorcion reversible

La primera fase en la formacion de biofilmes consiste en la adsor-
cion reversible de las bacterias plancténicas a una superficie, atrai-
das por quimiotaxis. Dicha adsorcion depende de diversos factores y
puede realizarse por varios mecanismos, segun las bacterias.

Tipos de factores

Los factores que influyen sobre la formacion de los biofilmes
pueden agruparse en tres categorias: factores ambientales, puesto
que la capacidad de asentamiento de la célula depende de sefiales
ambientales que varian entre organismos, como la existencia de de-
terminados nutrientes, la temperatura, la osmolaridad, el pH o la
presencia de hierro y de oxigeno; factores biéticos, ligados a las
propiedades del microorganismo; y otros factores relacionados con
el flujo de liquido y la superficie de fijacion.

La respuesta de las bacterias frente a las variaciones cuantitati-
vas y cualitativas de los nutrientes en el medio es diferente segln la
especie e incluso la cepa considerada. Por ejemplo, Pseudomonas
aeruginosa forma biofilmes casi bajo cualquier circunstancia que
permita su crecimiento, algunas cepas de Escherichia coli K-12 y
Vibrio cholerae requieren medios suplementados con aminoacidos
y Escherichia coli 0157-H7 s6lo crece en biofilmes cuando se en-
cuentra en medios oligotréficos?.

El efecto de la temperatura sobre la adhesién microbiana es al-
tamente especifico para cada especie considerada. Se conocen dos
modelos de dependencia de la temperatura. Segun el primero, el na-
mero méaximo de células fijadas coincide con la temperatura 6ptima
de crecimiento, es decir los microorganismos se adhieren en condi-
ciones normales para su crecimiento. Este modelo de dependencia
se ha observado en algunas cepas de Pseudomonas fluorescens y
Enterobacter cloacae. En el segundo tipo la maxima adhesion trans-
curre a temperaturas que no son las dptimas, e incluso a temperatu-
ras elevadas incompatibles con el crecimiento de estos microorga-
nismos, como es el caso de Staphylococcus epidermidis®.

De igual manera, la accion del pH sobre la adhesién de las bacte-
rias depende de la especie considerada. Asi, para Enterobacter cloa-
cae, el pH 6ptimo de adhesion fluctta entre 5,5y 7, y por encima de
este rango la adhesion es minima®.
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Figura 2. Fases del desarrollo de un biofilme. Modificado de Harrison et al.79 y Ghigo JM80.

En cuanto a la osmolaridad, un incremento de la fuerza iénica
de la solucion aumenta la adhesion cuando es baja (concentracio-
nes inferiores de NaCl 0,1M). Por encima de esta concentracion los
resultados varian en funcion de la especie bacteriana®; por ejemplo
la adhesion de Pseudomonas fluorescens se inhibe y la de Staphylo-
coccus epidermidis se incrementa®.

Las concentraciones de oxigeno también pueden afectar a la
adhesidn, al igual que ciertos compuestos toxicos y la radiacién
ultravioleta. Parece como si aquellos factores que se consideran es-
tresantes para un microorganismo sean, precisamente, los que tie-
nen un efecto positivo sobre la adhesion y en consecuencia sobre la
formacion del biofilme.

También se han investigado los efectos de los factores bidticos
sobre la adhesion. La fase de crecimiento de un cultivo bacteriano
determina en gran medida las propiedades adhesivas de sus células.
Para las bacterias anaerobias la capacidad de adherencia se incre-
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menta en la fase inicial del crecimiento logaritmico, se reduce con
la edad, y es muy baja a medida que se agotan los nutrientes en el
medio. Asi mismo, a mayor movilidad y disponibilidad de nutrien-
tes, se observa una mayor adherencia®.

Por otra parte, la formacion de biofilmes esta regulada de modo
especifico. Existen genes cuya expresion se induce tras la adhesién
y s6lo son activos en los biofilmes®. Algunos reaccionan ante una
adhesion reversible, mientras que la fijacion irreversible ocasiona
un cambio sobre la actividad de otros. La presencia de sistemas de
regulacion especifica se ha observado en Escherichia coli, estafilo-
COCOS Yy estreptococos®33,

Otros autores dan mayor importancia a los flagelos y las fimbrias
de tipo IV, y a moléculas especificamente «pegajosas», como las
lectinas y las adhesinas®.

Asimismo, el proceso de adhesion se regula por la presencia
de antiadhesinas, metabolitos extracelulares especificos que evi-
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tan la adhesion reversible, estudiados en diferentes especies como
Pseudomonas fluorescens, Actinobacillus, Bacillus licheniformis
y Bacillus subtilis®’-%. Las adhesinas sirven tanto para regular la
adhesion de los organismos productores de antiadhesinas como
para obstaculizar la entrada de los competidores en el biofilme ya
formado.

El flujo del liquido es el principal factor que afecta al despla-
zamiento tanto de los microorganismos méviles como de los in-
moviles. La adhesion a las superficies sélidas es independiente de
la velocidad del flujo. Otros factores que favorecen la adherencia
son: las fuerzas de capilaridad entre las paredes de las bacterias
y las de la superficie sélida, la hidrofobicidad celular elevada, la
presencia de cationes Fe3+ sobre la superficie y la movilidad de
los microorganismos. En cambio, los fendmenos de sedimentacion
que se presentan en las aguas de flujo lento y las cargas negativas
en la superficie de las bacterias, reducen considerablemente su ca-
pacidad de fijacion?.

La adhesion de un biofilme no depende tanto de la naturaleza
de la superficie (particulas organicas, mucosas, plasticos, cristal,
metales, minerales y otros) como de las caracteristicas estructura-
les de los microorganismos; y concretamente de las proteinas es-
pecificas de la envoltura celular y de las fimbrias y flagelos extra-
celulares. Arnold et al.®® observaron que el acero inoxidable eran
tan susceptible de ser colonizado por biofilmes como el plastico.
En condiciones naturales, una superficie sélida inmersa en agua
se cubre inmediatamente por un mal llamado «filme acondiciona-
dor» o biofilme primario, que modifica sus propiedades fisicas y
quimicas®. La formacidn de esta capa de moléculas constituye la
primera etapa, que precede a la formacion del film bacteriano en
sentido estricto. Por ejemplo la formacién completa de la placa
dental se produce sélo en presencia de saliva. Las proteinas de
la saliva forman la capa superficial sobre la que se adheriran las
bacterias colonizadoras®®.

Tipos de mecanismos

La formacion del biofilme puede tener lugar al menos, a través
de tres tipos de mecanismos. En el primero, las células fijadas se
redistribuyen moviéndose por la superficie. Un segundo mecanismo
seria consecuencia de la fision binaria de las células adheridas y su
dispersion hacia abajo y hacia arriba desde la superficie de adhe-
sion para formar agrupaciones de células (microcolonias) similares
a las colonias de los cultivos axénicos o puros en medios sélidos.
Un tercer mecanismo de agregacion implicaria el reclutamiento de
células desde el medio liquido circundante hacia el biofilme en de-
sarrollo®.

La adhesidn de los microorganismos a un sustrato puede ser ac-
tiva (mediada por los flagelos, fimbrias (pili), adhesinas, capsulas
y cargas eléctricas) o pasiva (fuerza de la gravedad, fenémenos de
difusién y de dinamica de los fluidos). En condiciones normales,
las células bacterianas son repelidas por fuerzas electrostaticas de
las superficies. No obstante si encuentran el area «acondicionada»,
forman con ella una unién reversible mediante fuerzas de van der
Waals, electrostaticas, de interacciones acido base y de dispersion®..
Si dicha union se mantiene durante suficiente tiempo, aparecen nue-
vas estructuras fisicas y quimicas que la haran permanente e irre-
versible?®.

Union irreversible

El proceso de diferenciacion que transforma pequefios grupos
de bacterias «adherentes» en un biofilme, encerrado en una matriz
sobre una superficie colonizada, se percibe por una serie de cambios
morfoldgicos. Las células que inician la formacion del biofilme es-
tan rodeadas por pequefias cantidades de material exopolimérico,
y muchas son capaces de desplazarse a «saltitos» por flagelos, o
deslizarse en ausencia de estructuras visibles y sin cambiar su mor-
fologia®. Estas células adherentes alin no se han «comprometido»
con el proceso de diferenciacion que conduce a la formacion del
biofilme, y muchas pueden, realmente, abandonar la superficie y
reanudar su vida plancténica. Durante la etapa de fijacion reversi-
ble las diferentes especies bacterianas muestran comportamientos
especificos entre los que se incluyen rodar, avanzar gradualmente,
apilarse, antes de comenzar a excretar exopolisacéridos y adherirse
de manera irreversible.

Con la maduracion del biofilme se desarrolla la arquitectura ba-
sica de los canales de agua y de las microcolonias y muchas células
modifican sus procesos fisioldgicos (por ejemplo, crecer anaerdbica-
mente) en respuesta a las condiciones de sus nichos particulares?.

La irreversibilidad de la union supone el anclaje de los flagelos
y las fimbrias bacterianos y la produccion de exopolimeros. Para
algunos autores, como Stoodley et al.?, el concepto de irreversi-
bilidad deberia ser revisado, puesto que mediante microscopia de
secuencia temporal (time-lapse) demostraron los desplazamientos
dinamicos a «saltitos» de las células individuales sobre la superficie,
en las microcolonias del biofilme mediante movimiento flagelar, el
flujo de microcolonias completas a lo largo de las superficies y la
continua disgregacion de células individuales y de microcolonias
desde biofilmes maduros.

En 1943 Zobel*? puso de manifiesto, por primera vez, esta evolu-
cion desde una adhesion reversible a una unién irreversible; actual-
mente algunos investigadores sugieren que dicha transicion puede
estar acompariada de cambios fisioldgicos profundos. Sauer et al.*®
mostraron en 2001 mediante andlisis de la expresion génica dife-
rencial e inmunodeteccion (Western blot), como podia inducirse en
Pseudomonas putida la union irreversible a una superficie, modifi-
cando la movilidad por flagelos en una movilidad gradual producida
por fimbrias de tipo IV. Probablemente, las interacciones de unas
bacterias con otras en una superficie, formando grupos de células,
ayudan a fortalecer el grado de fijacién® y en especies como Sta-
phylococcus epidermidis la formacidn del polisacarido intercelular
adhesina, aglutina a las células y facilita la formacion de microcolo-
nias y la maduracion del biofilme*.

Para un microorganismo, el cambio de una forma de vida libre
o0 planctdnica a la de una comunidad organizada y compleja como
puede ser un biofilme, supone la activacion de diferentes genes es-
pecificos responsables de su adhesion y de otras propiedades, como
la resistencia a la accion de los antibiéticos y los desinfectantes®.
Gracias a los recientes avances en gendémica y proteémica se han po-
dido identificar hasta 800 proteinas que modifican su concentracién
durante las cinco fases del desarrollo del biofilme*. De éstas, mas
de 300 se detectan en biofilmes maduros, pero son indetectables en
bacterias de vida libre. Las proteinas identificadas pueden incluir-
se en cinco grupos que intervienen en: metabolismo, biosintesis de
fosfolipidos y lipopolisacaridos, transporte de membrana y secre-
cién, y en mecanismos de adaptacion y proteccion*’. En otro estudio
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Figura 3. Micrografias de la estructura de un tapete microbiano de un manantial mineromedicinal al microscopio electrénico de barrido
a bajas temperaturas (LTSEM). De la Rosa MC, Rodriguez C, Sanchez M, y Mosso MA.

realizado por Whiteley et al“®y publicado en Nature en 2001, se
compararon los &cidos nucleicos (DNA) de biofilmes maduros de
Pseudomonas aeruginosa frente a sus homélogos procedentes de
cultivos en quimiostato. Mas de 70 genes mostraron alteraciones
en la expresion, y estaban sobreexpresados aquellos que codifican
protefnas implicadas en la traduccion, el metabolismo, el transporte
de membrana o la secrecion y la regulacion génica.

Crecimiento, division y maduracién

Durante el crecimiento y la division celular, se inicia la pro-
duccién de una mezcla de polimeros polianiénicos que se excretan
al exterior formando una matriz muy hidratada que envuelve a las
células. Esta matriz, generalmente llamada exopolimero (EPS, Ex-
tracellular Polymeric Substances), mantiene a las bacterias unidas
entre si y a la superficie, retiene los nutrientes, permite la circulacion
de fluidos y ofrece una mayor proteccion frente a la accion de los
biocidas y los antibidticos; y contribuye a la evasion de la respuesta
inmunitaria del hospedador°.

La observacion de la matriz resulta casi imposible mediante mi-
croscopia optica, dadas sus caracteristicas. Intentemos, por ejemplo,
examinar una pelicula fina de agar o de gelatina adherida a una la-
mina de cristal e inmersa en agua; la capa de gel transparente moja-
da desaparece. EI microscopio electronico convencional a menudo
proporciona imagenes de fibras que interconectan a las células en
el biofilme, pero se trata de estructuras colapsadas que se originan
como consecuencia de la deshidratacion, la fijacion y post-fijacion
quimicas, durante la preparacion de la muestra. Actualmente, nue-
vas técnicas de alta resolucion como son la microscopia electrénica
de barrido a bajas temperaturas (LT-SEM) y en combinacién con
la modalidad de electrones retrodispersados (SEM-BSE) (Figura
3), nos permiten observar la estructura tridimensional de los bio-
filmes, la disposicion de los microorganismos en ellos y los EPS
en su estado nativo. Las técnicas para observar los EPS estan evo-
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lucionando. Quiza la mejor manera de contemplarlos sea mediante
lectinas marcadas con fluorocromos. Las lectinas son proteinas de
origen vegetal capaces de fijar residuos glucidicos especificos de
los polisacaridos. Cuando se marcan con un compuesto fluorescen-
te, se pueden poner de manifiesto los constituyentes especificos de
la matriz extracelular®.

Composicion de la matriz de exopolimeros

Su composicion es variable, consta de polisacaridos o glicopro-
teinas de diversos azlcares, como la manosa, glucosa, xilosa, y ribo-
sa en diferentes combinaciones®:. También puede contener proteinas
libres, fosfolipidos y &cidos nucleicos (DNA), &cidos teicoicos o
acidos micdlicos>53, Este material extracelular puede sintetizarse o
secretarse directamente o proceder de la lisis de una fraccion de las
células del biofilme. Cuando se trata de biofilmes en una infeccion,
los componentes de la matriz también pueden provenir de las células
hospedadoras; por tanto, la composicion de la matriz varia en fun-
cion de las especies y del entorno.

En la mayoria de los biofilmes la matriz estd compuesta princi-
palmente de polisacaridos extracelulares. La celulosa es un compo-
nente esencial en el caso de Salmonella typhimurium, S. enteritidis
y Escherichia coli, y confiere una mayor resistencia a los antimi-
crobianos. En Acetobacter xylinum y Sarcina ventriculi parece pro-
tegerlos del ambiente y de las defensas del hospedador®. Diversos
polisacaridos son fundamentales para la adhesion de los biofilmes
en Staphylococcus spp., Pseudomonas aeruginosa y Candida albi-
cans; en esta Ultima también parecen ser importantes las proteinas
Hwply Als3.

Entre los componentes del EPS mejor caracterizados se encuen-
tra el alginato, implicado en la formacion de biofilmes de Pseudo-
monas aeruginosa en las infecciones pulmonares y en los sistemas
de agua en procesos industriales. En Pseudomonas aeruginosa la
produccion de alginato es un evento temprano en la formacion de un
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biofilme. A través de diferentes experiencias bajo factores ambien-
tales diversos se ha observado que la hiperosmolaridad del medio
activa uno de los genes promotores de su sintesis, el gen algC, y que
esta regulacion se verifica tras la fijacion de la bacteria al sustrato, en
menos de 15 minutos®. Con frecuencia se producen modificaciones
enzimaticas de los polisacaridos, por la incorporacion o la elimina-
cién de grupos alquilo que alteran sus propiedades fisicoquimicas.
Por ejemplo, la viscosidad del alginato sintetizado por las cepas mu-
coides de Pseudomonas spp. se incrementa en gran medida, debido
a la O-acetilacion de los residuos de acido manurénico que acontece
en la fase final del proceso®. Las bacterias mutantes que no son
aptas para realizar la acetilacion, se muestran incapaces de generar
biofilmes. Un importante polisacarido presente en los EPS de los
biofilmes estafilocécicos, se sintetiza a partir de mondmeros de N-
acetilglucosamina. Cuando el polimero recién sintetizado abandona
la célula, se eliminan enzimaticamente algunos grupos acetilo, pro-
porcionando al polimero carga positiva®’. La formacion de biofilmes
resistentes depende de esta etapa.

Cada vez resulta mas evidente que las bacterias sintetizan multi-
ples sustancias poliméricas extracelulares. Por ejemplo, la matriz de
los biofilmes de Escherichia coli posee fimbrias de tipo rizado (cur-
li), y polisacaridos como el &cido colanico (cargado negativamente),
la celulosa, y una poliglucosamina (con carga positiva). En los bio-
filmes formados por Staphylococcus epidermidis, el interés de los
investigadores se ha centrado sobre una molécula con carga positiva,
la poliglucosamina. Un estudio reciente destaca la existencia de un
segundo componente mayoritario de los EPS de esta bacteria, los
acidos teicoicos®. Son polimeros de glicerol fosfato con carga ne-
gativa. Cuando interaccionan polimeros de cargas opuestas, se for-
man estructuras resistentes denominadas complejos polielectrolito,
de manera similar a lo que ocurre cuando se mezclan una resina
epoxi y un endurecedor. Los microorganismos tienen la capacidad
de controlar la adhesividad de la matriz, regulando las proporciones
de los dos polimeros sintetizados o ajustando la densidad de carga
de cada polimero. En este modelo, andlogamente a lo que ocurre en
la matriz de alginato, se produce la interaccién entre hebras separa-
das del EPS, lo que parece ser un requisito general para la cohesion
de la estructura.

Para algunas especies, la formacién de la matriz depende de
otros tipos de moléculas. Por ejemplo, Mycobacterium smegmatis
requiere la sintesis y la secrecion de &cidos micélicos para for-
mar biofilmes maduros®-%, Sorprendentemente, en el caso de los
biofilmes de P. aeruginosa, la matriz también estd compuesta por
DNAG61-62. Este DNA, que puede ser excretado o proceder de la
lisis celular, acta manteniendo la integridad de los biofilmes. El
tratamiento con DNasa inhibe la formacion de biofilmes pero no el
crecimiento celular. Esto explicaria la eficacia del tratamiento con
DNasa en los pacientes con fibrosis quistica, cuyo epitelio pulmo-
nar esta colonizado por biofilmes de P. aeruginosa®. Ademas de la
funcidn estructural, la presencia de DNA extracelular en la matriz
de los biofilmes de P. aeruginosa ejerce otras dos funciones: a) actlia
como quelante de cationes (Mg2+, Ca2+ 0 Mn2+) contribuyedo a
crear un gradiente ionico que favorece la lisis celular, al alterar la
integridad de la membrana externa (LPS); y b) induce la resistencia
a ciertos antibiéticos, mediante interaccién ionica con péptidos anti-
microbianos catiénicos (como polymixina B y colistina) y aminogli-
césidos (como gentamicina y tobramicina), o mediante la induccién
de operones especificos de resistencia a antibidticos®.

No es éste el Unico caso en los que el DNA es protagonista de
la composicion del EPS, también aparece en biofilmes de P. putida,
Rhodococcus erythropolis y Variovorax paradoxus®. Recientemen-
te, Pinchuk et al.% han descrito la utilizacion del DNA como Unica
fuente de carbono, de fésforo y energia por Shewanella spp. Dado
que esta bacteria también produce biofilmes, S. putrefaciens en ali-
mentos y S. oneidensis en ecosistemas acuaticos, se podria espe-
cular sobre la posibilidad de que en aquellos consorcios en los que
el DNA integre la matriz, también pudiese ser utilizado por otras
especies como fuente de nutrientes.

Maduracion

Finalmente, durante la etapa de la maduracién, la estructura se
permeabiliza con unared de poros y de canales atravesados por agua,
residuos microbianos, enzimas, nutrientes, metabolitos y oxigeno.
En la periferia de la estructura se localizan la mayoria de las células
viables, cuyo nimero se reduce con la edad del biofilme. Asi, en un
biofilme joven se ha detectado un 80% de células viables®, mientras
que en un biofilme antiguo su nimero se reduce hasta el 50%. La
comunidad, en division continua, libera periddicamente unas pocas
células, junto con residuos y nutrientes que seran usados para acon-
dicionar nuevas superficies y alimentar a otras células. Esta coloni-
zacion esta relacionada con la evolucion y la supervivencia de las
bacterias a largo plazo.

Desprendimiento y dispersion

Desprendimiento, dispersion y disgregacion son términos gené-
ricos empleados para describir la liberacion de células, ya sea de
manera individual o en grupos, desde un biofilme o sustrato; y puede
realizarse de diferentes formas (Figura 4). La separacion activa es un
proceso regulado fisiologicamente, pero existen pocos estudios que
demuestren sus bases hiologicas. Allison et al.%, sefialaron que si-
guiendo una incubacién prolongada, los biofilmes de Pseudomonas
fluorescens experimentaban fenémenos de desprendimiento, coinci-
diendo con una reduccion en la liberacion de EPS. Se ha observado
que la falta de alimentos puede conducir a la separacion de células
mediante un mecanismo desconocido que permita a las bacterias
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Figura 4. Modelos de dispersion de los biofilmes. Modificado de
Stoodley y Dirckx®:,
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buscar otros habitats ricos en nutrientes?*. Esta hipotesis coincide
con los estudios realizados por Sauer et al.”, en los que se compa-
raron los patrones de proteinas en electroforesis bidimensional, para
demostrar que las células liberadas de Pseudomonas aeruginosa son
mas parecidas a las células de vida plancténica que a las que forman
parte de biofilmes maduras. Estos hallazgos indican que las células
del biofilme en disgregacion, regresan a la forma de crecimiento
plancténico, cerrando asi, el ciclo vital de desarrollo®’.

Se ha visto que Streptococcus mutans produce una enzima li-
beradora de proteinas de superficie (SPRE) que interviene en la sa-
lida de las células desde los biofilmes®. Otros estudios realizados
sobre Pseudomonas aeruginosa, mostraron que una sobreexpresién
de la alginato liasa, ocasionaba la degradacion del alginato, permi-
tiendo la eliminacion de los biofilmes formados mediante un suave
aclarado de las superficies. Cabria pensar que el incremento en la
concentracion de una molécula inductora estimula la produccion de
enzimas que degradan la matriz polimérica, desembocando en la li-
beracion de células desde el biofilme?.

El nivel de estrés ambiental y la transicidn entre entornos dife-
rentes, constituyen los factores principales que influyen en la libe-
racion celular?,

REGULACION DEL DESARROLLO DE BIOFILMES:
QUORUM SENSING

Tras la colonizacién inicial, otros microorganismos quedan in-
cluidos en la matriz estructural polimérica. Las diferentes especies
conviven en un nicho ecoldgico minimo, constituyendo una comuni-
dad metabolica altamente especializada que coopera y se comunica
de manera compleja y fascinante, mediante un sistema de sefializa-
cién denominado quorum sensing (QS) o «percepcién de quérums.

Quorum sensing es el término inglés que designa el mecanismo
de regulacion dependiente de la acumulacion en el medio ambien-
te de moléculas sefializadoras o autoinductores, que hacen que las
bacterias sientan (perciban) la densidad de la poblacién existente,
y cuando dicha densidad ha alcanzado un valor critico para dar una
determinada respuesta, seglin un programa controlado genéticamen-
te. Las respuestas pueden consistir en: la emision de luminiscencia
(bacterias luminiscentes); la secrecion de sustancias viscosas que
las adhieren unas a otras y a un sustrato (bacterias que forman bio-
filmes); el inicio de la formacion de nddulos radicales (bacterias
fijadoras de nitrégeno simbidticas de plantas). Las bacterias se co-
munican excretando al medio unas moléculas sefializadoras que son
reconocidas por otras (Tabla Il). Pero no se trata de un unico «len-
guaje» (sic®® «mira quién habla»), ya que se conocen varias clases
de moléculas sefializadoras y el mensaje emitido por una bacteria
puede no ser captado por otra, si ésta no dispone del mecanismo de
reconocimiento adecuado.

Aunque el fendmeno se conoce desde hace mas de 30 afios, el
término inglés quorum sensing es reciente. Aparecio por primera vez
en una revision que W. C. Fuqua, S. C. Winans y E. P. Greenberg™
publicaron en 1994. Segln Greenberg™, el término fue idea de una
persona ajena al mundo de la Biologia. Su colaborador Winans, en
una reunion familiar navidefia, explico a su cufiado —abogado de
profesion-— el tipo de investigacion en el que trabajaba, y a éste se
le ocurrié que la expresion quorum sensing (darse cuenta de que se
habia alcanzado el nimero minimo para algo) describia mejor que
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«autoinduccién» el fendmeno que ponia en marcha el dispositivo
para que las bacterias actuasen.

¢Coémo expresar el fenémeno en castellano? En el foro de de-
bate de MedTrad-200172, se plante6 la necesidad de buscar una
equivalencia en castellano que evitase el uso del término inglés.
Surgieron varias propuestas: «densitodeteccion», «densitocepcions»
(percepcion de densidad) y «nocién de quérum» o «percepcion de
quérum». Esta Gltima parece expresar mejor la idea del fenémeno
que se quiere describir, por lo que la Asociacion Internacional de
Traductores y Redactores ha propuesto a la Real Academia de Cien-
cias Exactas, Fisicas y Naturales la inclusion del término «percep-
cién de quérum» en su Vocabulario cientifico y técnico.

Existen tres mecanismos moleculares de QS: el sistema Luxl/
LuxR en Bacterias Gram negativas, el sistema de péptidos en bacte-
rias Gram positivas y el sistema hibrido (Tabla II).

Bacterias Gram negativas (LuxI/LuxR): En los Gltimos 25 afios
se ha identificado el sistema de quorum sensing en unas 25 especies
de bacterias Gram negativas que, a excepcion de Vibrio harveyi, si-
guen el modelo de la bacteria simbionte V. fischeri. Este modelo de
QS opera a través de proteinas homologas a las proteinas Luxl y
LuxR (de V. fischeri) actuando como molécula sefial una acil homo-
serina lactona (acil-HSL).

Un buen ejemplo de este sistema es Pseudomonas aeruginosa
(Figura 5), dotado de dos sistemas las y rhl de QS que controlan un
total de 39 genes, es decir, del 6 al 11% de su genoma73. Dichos
sistemas operan a través de los autoinductores N-(3oxododecanoil)-
L-homoserina lactona (30C,,-HSL) y N-butiril-L-homoserina lac-
tona (30C,-HSL). La sintesis de estas moléculas sefializadoras se
encuentra regulada por los genes lasl y rhll, respectivamente. Da-
vies et al.68 demostraron, en 1999, que P. aeruginosa requiere del
producto del gen lasl (30C,,-HSL) para desarrollar biofilmes nor-
males. Asi, suprimieron la actividad de este gen en cepas mutantes y
observaron que al no generarse la molécula sefial, el biofilme que se
formaba tenia el 20% del grosor del originado por la cepa silvestre.
En cambio, si el autoinductor se afiadia al cultivo de los mutantes
lasl, éstos generaban biofilmes indistinguibles de los producidos
por sus homologos silvestres. Ademas, si la cantidad y la naturaleza
de los polimeros de la matriz influyen sobre esta estructura, los fené-
menos de autoinduccion seran al menos parcialmente responsables
de la sintesis de los EPS.

Un segundo sistema de comunicacién intercelular se relaciona
con esta hipdtesis, habiéndose observado que los genes responsables
de la sintesis de alginato algC y algD (componente de la matriz de
EPS) son inducidos por los productos génicos de las y rhl (30C,-
HSL y 30C,-HSL, respectivamente). En un estudio diferente, Olve-
ra et al.” confirmaron que la proteina activadora de la transcripcion
RhIR asociada al sistema rhl, activa la expresion del gen algC, que
a su vez interviene en la sintesis de ramnolipidos, componentes de
la matriz de EPS. Estos hechos destacan la funcion del quorum sen-
sing como un sistema de transduccion de sefiales, a través del cual
P. aeruginosa inicia la produccion de alginato y de otros tipos de
EPS durante el desarrollo de biofilmes.

Existe, ademas, un tercer compuesto aislado por Pesci et al.™,
en 1999 —de cultivos de P. aeruginosa— que interviene como sefal
de comunicacidn intercelular. Se trata de la 2-heptil-3hidroxi-4-qui-
nolona o «quinolona sefial de Pseudomonas» (PQS). Esta molécula
controla multiples factores de patogenicidad, como la produccién de
la elastasa (lasB) y parece ser un enlace de regulacion entre los siste-
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Tabla Il. Sistemas de Quorum-sensing en bacterias: sistema LuxI/R en bacterias Gram negativas (columna izquierda), sistema de oli-
gopéptidos en bacterias Gram positivas (columna central), y sistema hibrido (columna derecha). Abreviaturas: (HPt) histidina- fosfo-
transferasa; (P), fosfato; (RR) regulador de respuesta; (SHK) sensor histidina-kinasa; (AHL) acil homoserina lactona; (30C12-HSL)
N-(3oxododecanoil)-L-homoserina lactona; (30C4-HSL) N-butiril-L-homoserina lactona; (Al-2) Autoinductor-2. Modificado de Miller®,

Henke®® y Williams®
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Figura 5. Sistemas de quorum sensing en Pseudomonas aeruginosa.

mas las y rhl. La elastasa es una proteasa secretada por las bacterias
cuando colonizan los pulmones de los enfermos de fibrosis quistica,
desarrollando su accién sobre muchas de las proteinas que inter-
vienen en los mecanismos de defensa del hospedador y lesionando
el propio epitelio respiratorio’7”. Cuando el 30C,,-HSL alcanza la
concentracién umbral, se produce la sintesis de la proteina activado-
ra transcripcional o proteina R, LasR, que activa la expresion del gen
LasB responsable de la sintesis de la elastasa LasB. En la activacion
transcripcional del gen LasB también interviene la proteina R, RhIR,
inducida por la molécula sefial 30C,-HSL. La sintesis de PQS, que
se produce a través de multiples operones (pgsABCDE, phnAB y
pgsH), promueve la sintesis de la proteina activadora transcripcional
PgsR, responsable parcialmente de la activacién de la expresion del
gen lasB. Los autoinductores de los sistemas las y rhl obran dife-
rentes efectos sobre la actividad de los operones de la PQS. Asi, la
30C,-HSL ejerce un efecto regulador negativo reduciendo la con-
centracion de PQS, mientras que la 30C,,-HSL tiene efecto positivo
sobre la transcripcion de los operones, al igual que la presencia de la
proteina PqsR73 (Figura 5).

Bacterias Gram positivas (sistema de péptidos): Las bacterias
Gram positivas también responden al aumento en la densidad de
poblacion regulando muchos procesos. Sin embargo, a diferencia
de las bacterias Gram negativas, usan la secrecion de péptidos como
autoinductores en lugar de las acil-HSL (Tabla Il). Estos sistemas
de QS estan implicados en la regulacién de procesos tan diversos
como la patogenicidad de Staphylococcus aureus (inhibicion de la
colonizacién y activacién de la produccion de toxinas), la compe-
tencia para la captacion de DNA en Bacillus subtilis y Streptococ-
cus pneumoniae, la esporulacion en B. subtilis y la produccion de
bacteriocinas (nisina) en bacterias del &cido lactico. En Staphylo-
coccus aureus, por ejemplo, la sefializacion se realiza mediante oli-
gopéptidos modificados, secretados al medio mediante un sistema
de transporte de tipo ABC (ATP-binding cassette). Un «sistema pro-
teico de dos componentes» detecta las sefiales, que se transducen
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via fosforilacion-desfoforilacion a los genes diana, activandolos o
reprimiéndolos segun los casos.

Sistema hibrido: Este sistema posee caracteristicas tanto del
sistema QS de bacterias Gram negativas como de Gram positivas
(Tabla I1). Ejemplos de este sistema son Vibrio harvey y V. cholerae.
En V. cholerae se han descrito tres sistemas de regulacion del QS:
el primer sistema, mediado por las proteinas CsgA (sintetasa del
autinductor CAI-1) y CgsS (sensor quinasa hibrido que responde a
CAI-1); el segundo, LuxPSQ transcurre por una cascada de fosfo-
rilacion a través de LuxU y LuxO; y un tercero aun no bien carac-
terizado, pero se piensa que responde a una sefial intracelular que
interacciona con LuxO (donde convergen los tres sistemas)’. Estos
sistemas acttian de modo que cuando la densidad de células es baja,
LuxO activa la expresion de genes de patogenicidad; mientras que
si es elevada, LuxO esta inactivado y los genes de patogenicidad no
se expresan.

Por ultimo, los sistemas de percepcion de quérum estan sien-
do utilizados como bhiosensores y podrian usarse en nano-robots.
Ademas, el conocimiento de estos mecanismos supone una nueva
via para tratar las infecciones bacterianas por otros mecanismos
distintos a la inhibicidn del crecimiento, actuando como dianas an-
timicrobianas en el disefio de nuevas estrategias terapéuticas, que
interfieran la sefializacion celular y controlen la expresion de los
genes de patogenicidad.

CONCLUSION

En este trabajo se ha dado una vision general de las comunida-
des microbianas denominadas biofilmes. En él se han descrito su de-
sarrollo, qué especies los forman, como se comunican y se regulan
todos estos procesos.

Al igual que en la vida en general, el éxito en el mundo micro-
biano radica en la conjuncion de tres factores: cohesion, comunica-
cion y medios. Tienen éxito los individuos que se unen formando
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comunidades con un objetivo comin, comparten un sistema de co-
municacién eficaz (quorum sensing) y pueden obtener los recursos
necesarios para la supervivencia. De hecho, la forma de vida pre-
dominante de las bacterias en la naturaleza es formando biofilmes.
Al tratarse de comunidades complejas que aparecen en todos los
ecosistemas, es preciso estudiarlos en su conjunto; es decir, con-
siderando la interaccion de las diferentes células que integran los
biofilmes de una misma especie y la interaccion de diferentes espe-
cies en las comunidades heterogéneas. Este cambio conceptual de
paradigma se inscribe en la Biologia de sistemas, como nueva vision
de la Ciencia. Queda un largo camino por recorrer en el estudio de
los biofilmes. Se abren numerosos interrogantes sobre los mecanis-
mos moleculares que los regulan, cuéles son los fenotipos celulares
especificos de los mismos y sus origenes genético y epigenético; asi
como el esclarecimiento de las interacciones que se establecen entre
dichas especies. Todos estos aspectos son esenciales para lograr una
comprension mas profunda de su evolucion y ecologia. Al ampliar
nuestro conocimiento de la diversidad microbiana, de los biofilmes
y su control, contribuiremos a elaborar el inventario completo de la
biodiversidad microbiana, sus efectos y aplicaciones en beneficio de
la ciencia, la tecnologia y, en suma, de la sociedad.
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