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Resumen

Dentro del estudio de la patogenia de los Staphylococcus, el biofilm como factor de virulencia ha reci-
bido gran atenciéon en los Ultimos anos, debido a la elevada incidencia de infecciones relacionadas a
dispositivos plasticos, al incremento en los costos de la atencién y el aumento del riesgo de complica-
ciones en estos pacientes, lo cual se atribuye a una respuesta inadecuada al tratamiento antimicrobiano
ante la presencia de biofilm.

Actualmente, se ha caracterizado la estructura molecular del biofilm, los genes que codifican la infor-
macién para su expresion, los genes responsables de su regulacion, los quimicos que lo inducen y su
interaccién /n vitro con los mecanismos de defensa del cuerpo y con los antimicrobianos. Sin embargo,
aun no se determina su importancia en la clinica y los efectos pronésticos sobre la respuesta terapéu-
tica y la persistencia y uso del dispositivo plastico.

Se reviso la literatura sobre este tema, se exponen los resultados descritos en algunos estudios y se

comparan con los obtenidos con Staphylococcus spp. aislados de pacientes pediatricos.
Palabras clave: Biofilm, slime, Staphylococcus, infeccion de dispositivos plasticos.

Abstract

The study of the pathogenesis of Staphylococcus, includes biofilm as a virulence factor. It has received
great interest in recent years, mainly related to the high frequency of infections associated to plastic
devices, the high costs of the infections, and the elevated risk of complications in these patients, in part
attributed to a bad therapeutic response in the presence of biofilm

The molecular structure of biofilm has been described, along with the pathway of production, the re-
sponsible genes involved in its expression and the mechanisms of regulation. Some studies include
induction by chemicals and /n vitro interactions with the mechanisms of defense of the host and anti-
microbials. Despite the number of publications; the clinical relevance and the prognostic implications
regarding the response to treatment and its role in the adherence to the plastic device remains to be
defined.

We performed a review of the literature, analyze the results of published studies and compared them

with our assays with Staphylococcus spp. isolated from pediatric patients.
Keywords: Biofilm, slime, Staphylococcus, plastic devices associated infections.
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Durante su evolucién, las bacterias han modificado
constantemente su metabolismo y caracteristicas
fisicas, adaptandose practicamente a todos los am-
bientes del planeta.’ ?

Asi, tenemos bacterias capaces de sobrevivir en can-
dentes géiseres de origen volcanico o en suspensio-
nes hiperosmolares extremas de algunos lagos, o a
grandes profundidades marinas, donde se adaptan
perfectamente. Ademas, se encuentran practica-
mente en cualquier parte: en suelos, agua, y en los
seres vivos, en simbiosis permanente.’?

A diferencia de lo que se piensa cominmente, son
pocas las bacterias con capacidad de producir en-
fermedad en los seres humanos, y si tomamos en
cuenta que la gran mayoria se comportan como
patégenas —no por modificaciones inherentes al
microorganismo, sino por alteraciones en los me-
canismos de defensa de las personas—, el nUmero
de microorganismos capaces de causar enfermedad
es aun menor.

El biofilm es una poblacion bacteriana (generalmente
una clona), envuelta por una matriz glucoprotéica,
qgue tiene la capacidad de adherirse a superficies,
interfases u otras. Estas colonias son semejantes a
las observadas en los hongos, en las que el micelio
forma una intrincada red en constante comunicaciéon
entre si y con el medio externo. Se puede observar
que en el biofilm hay microcolonias rodeadas de ca-
nales llenos de agua, y su funcién es semejante a la
de un sistema circulatorio primitivo, permitiendo el
acceso de nutrientes, la eliminacién de desechosy la
comunicaciéon con otras microcolonias.™

Esta matriz glucoprotéica no sélo permite el intercam-
bio de metabolitos entre microcolonias y el exterior,
sino que ademas les confiere una barrera protectora
contra ambientes adversos, como falta de nutrientes,
medio hiperosmolar, anaerobiosis, presencia de anti-
cuerpos, macréfagos y antibidticos. Sin embargo, las
bacterias sacrifican su capacidad de crecimiento vy
desplazamiento dentro del biofilm.™®

El biofilm es responsable de la formacién de las placas
de sarro, de la suciedad de los tanques de almace-
namiento y de atascar las tuberias de las casas.’ %8

Varias son las bacterias capaces de formar biofilm,
tanto gram positivas como gram negativas, asi como
también patdégenas y no patégenas (Cuadro |)." 26

BIOFILM: s AMENAZA LATENTE O FACTOR DE PROTECCION®

Cuadro |
Bacterias de interés médico con
la capacidad de producir biofilm

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas fluorescens

Escherichia coli

Vibrio cholerae

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Enterococcus sp

Streptococcus mutans

El interés emergente para la medicina es la obser-
vacion de que las bacterias patégenas se adhieren
a dispositivos plasticos (prétesis ortopédicas, val-
vulas cardiacas artificiales, marcapasos, lentes de
contacto, injertos plasticos y dispositivos intraveno-
sos temporales o permanentes). Una vez adheridas,
comienzan a formar el biofilm, que impide la accién
no soélo de fagocitos y anticuerpos que tratan de
eliminarlos, sino ademas de antibiéticos indicados
como tratamiento. Se ha encontrado que al obtener
cultivos de estas bacterias, son sensibles in vitro a
los tratamientos convencionales; sin embargo, las
grandes moléculas de antibiéticos no logran atrave-
sar la estrecha red de glucoproteinas del biofilm para
llegar a su sitio de accién.® 689

Por tanto, el biofilm le otorga a las microcolonias un
mecanismo de resistencia diferente a los habitual-
mente descritos (que son de indole bioquimica), siendo
extremadamente efectivo; confiriéndole a las bacterias
una resistencia de hasta unas 500 veces mas de lo ha-
bitual. 481

Una de estas bacterias —que mas se estudia en el
mundo actualmente por su capacidad de producir
biofilm y ser causa de multiples enfermedades— es
el Staphylococcus epidermidis y otras del género Sta-
phylococcus, incluyendo aureus.

Los Staphylococcus son un género de la familia de
los Micrococcaceae, junto con Micrococcus y Plano-
coccus. El Staphylococcus aureus fue descrito como
patégeno entre 1880 y 1882 por Ogston,® y posterior-
mente identificado como coco gram positivo que se
ordena en tétradas (de ahi su nombre: racimos de
uvas). Se caracteriza por su alto contenido de peptiglu-
cano y bajo contenido lipidico en su pared celular.®
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Los Staphylococcus son generalmente inocuos en
condiciones normales. Sin embargo, al perderse la
continuidad de piel o mucosas, rompiéndose las
barreras naturales de defensa del organismo, se fa-
vorece la invasion bacteriana y en consecuencia el
riesgo de desarrollar infecciones, como celulitis, abs-
cesos, bacteriemia e incluso choque séptico. Los
Staphylococcus son capaces de producir infeccién
en cualquier lugar del organismo, que en pacientes
con alteraciones inmunolégicas o enfermedades de-
bilitantes pueden ser mortales.! 347911

Fue a principios de 1972 cuando Baysston y Penny
notaron que los Staphylococcus coagulasa negativa
(SCN), aislados de sistemas de derivacion ventricu-
loperitoneal, elaboraban un material mucoide, pro-
bablemente un polisacarido.’? Posteriormente otros
estudios mostraron que los SCN aislados de infec-
ciones de dispositivos plasticos producian esta sus-
tancia a la que se le denominé s/ime (limo) y que los
SCN aislados de piel no la producian.! 13 14.15.16

Esto llamd la atencion de diversos grupos de in-
vestigadores que buscaron, en primera instancia,
determinar la estructura bioquimica de este slime,
encontrando que se trataba de un polimero al que se
denominé adhesina, que semeja a la estructura de la
celulosa; esto predice un polimero con forma menos
compacta y méas flexible. La arquitectura no enlazada
puede proporcionar los contactos y las interacciones
de largo alcance entre la pared de las bacterias, a
semejanza de la lectina en la superficie de las células
animales.5 8 13.14.18

Junto a lainvestigacion de la estructura molecular del
slime, también se desarrollaron varias técnicas para
identificar a las bacterias productoras de biofilm; una
de estas técnicas, muy difundida por su sencillez y
bajo costo es la siembra de la colonia sospechosa
en agar de rojo Congo, en donde las colonias pro-
ductoras toman un color negro opaco y las negativas
un color rojo-rosa brillante; incluso se puede percibir
una modificacién en su morfologia, encontrando a
las colonias positivas firmemente adheridas al agar
y las negativas tienen una consistencia laxa.’® Otra
manera de determinar la presencia o no de slime es
el método de fotodensitometria en cultivos de caldo
tefidos con safranina, descrito en la década de 1980,
el cual tiene la ventaja de ser méas exacto al propor-
cionar un valor cuantitativo sobre la produccion de
slime; sin embargo, es mas costoso y laborioso en
su realizaciéon.?

Posteriormente se detectaron los genes encargados
de codificar las enzimas que sintetizan las glucopro-
teinas del slime.?" 22

Actualmente se busca determinar la importancia del
biofilm en la virulencia y patogenicidad de los Sta-
phylococcus, para proponer mejores alternativas de
manejo en caso de que esté presente. Existe eviden-
cia de que diversos factores inducen la formacién de
biofilm en cepas de Staphylococcus, como la presen-
cia de aminas vasoactivas, condiciones de anaero-
biosis, incremento en la concentraciéon de azlcares
como glucosa, y diversas concentraciones de anti-
bidticos, realizados todos ellos en cepas sobre pla-
cas de agar.>?%

Actualmente se sugiere que el biofilm tiene un papel
fundamental en la virulencia de los Staphylococcus.
En este género, el biofilm se forma en dos fases: la
primera, o de ataque inicial r4pido a la superficie po-
limérica, tiene una adherencia reversible a la superfi-
cie de contacto. Existen varios factores involucrados
en esta adherencia inicial, como la hidrofobicidad de
la superficie, proteinas de adhesién y polisacéaridos
capsulares; la segunda, de multiplicacién celular y
produccién del polisacarido de adherencia intercelu-
lar (PIA), que implica la adhesién entre bacterias, da
como resultado la formacién de una microcolonia y
la compleja arquitectura del biofilm 681118

La primera fase

Después de que las bacterias se han adherido a la
superficie, gracias a las adhesinas de superficie, és-
tas se multiplican y forman microcolonias; sin em-
bargo, la unién entre ellas y la superficie es laxa y
poco organizada, por lo que requieren de adheren-
cia intercelular. Las adhesinas estan formadas por
proteinas de membrana codificadas por genes es-
pecificos del cromosoma bacteriano, entre los que
destacan el atlE, que ha sido identificado como parte
de los primeros pasos en la formacién del biofilm.
La arquitectura no enlazada puede proporcionar los
contactos y las interacciones de largo alcance entre
la pared de las bacterias.?® %

Muchas proteinas superficiales se han identificado
como causales de la capacidad de adherencia a las
superficies plasticas. Se ha descrito que las adhesi-
nas semejantes a las fimbrias SSP-1 y SSP-2 contri-
buyen a la adhesion al plastico.8 2930
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La segunda fase

La segunda fase inicia la produccion del polisacérido
de adherencia intercelular; una vez que las bacterias
estan adheridas a una superficie, éstas se multipli-
can y forman microcolonias con estructuras que in-
crementan paulatinamente su organizaciéon en forma
de mosaicos, llegando a alcanzar una alta organiza-
cion que requiere de adherencia intercelular.

El polisacarido de adherencia intercelular (PIA) es un
polimero de glucosamina con una estructura bioqui-
mica de -1, 6-N-acetil-glucosamina.® ' '® La produc-
cion del PIA se debe a la accién de una compleja ca-
dena de enzimas, alin no identificadas por completo,
codificadas por una regién constante del genoma
bacteriano de los Staphylococcus, organizado en un
operdn del grupo de adhesinas intercelulares (ICA,
por sus siglas en inglés: Intercellular Cluster Adhe-
sin) (Figura 1).8 "

Figura 1. Modelo hipotético de la sintesis de PIA.
Las enzimas codificadas por los genes /ca A e lca D
forman oligémeros dentro de la célula bacteria. La
enzima /ca C une a esos oligbmeros en grandes po-
limeros entrelazados y los moviliza al exterior celular.
La enzima del /ca B podria catalizar una reaccién de
acetilacion que estabiliza la molécula.®

Figura 1
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El operdn de /ca esté constituido por un componen-
te operador /cafR y un grupo estructural de cuatro
genes, lca A, Ica B, Ica C e lca D. Estos genes del
operén de /ca fueron descritos por primera vez en
1996.%2

En todos los microorganismos la expresién génica
esta controlada por una gran variedad de mecanis-
mos. Las células procariotas por lo general regulan
la cantidad y la actividad de las enzimas que parti-
cipan en una via metabdlica especifica a través de
sustratos inductores o de productos finales repre-
sores. Los inductores y represores actlan en genes
reguladores, controlando el inicio de la trascripcion
de un grupo pequeno de genes estructurales que in-
tervienen en una misma via metabdlica. El conjunto
de genes estructurales y reguladores constituye un
operén. Los genes reguladores estdn formados por
una secuencia que codifica para una proteina repre-
sora o represor, cuya funcién consiste en bloquear la
expresion génica cuando se une a un sitio especifico
en el ADN que recibe el nombre de operador, ade-
més, cada operdn tiene al menos un promotor, que
actla como sitio de unién de la RNA polimerasa y
en consecuencia no se lleva a cabo la trascripcién.
Los operones pueden tener un control positivo o
negativo, dependiendo de la accion de las proteinas
reguladoras que pueden actuar como inductores o
represores. El operén, por tanto, constituye una uni-
dad genética de trascripcion coordinada.™

Se ha tratado de identificar la funcién de las enzimas
producidas por cada uno de estos genes, sin lograr-
lo adecuadamente. La hipdtesis més aceptada su-
giere que el /ca A codifica una N-acetil-glucosaminil
transferasa que es la enzima clave para la sintesis de
PIA; el lca B produce secuencias de sefales tipicas
que se secretan al medio, y los /ca C y D codifican
proteinas que exhiben caracteristicas de proteinas
de membrana. Desafortunadamente las funciones
especificas de los genes /ca B, C y D son aun des-
conocidas. Se presume que todas las enzimas pro-
ductoras de PIA son transmembranales (Figura 1).
Ademas, se ha observado en bacterias mutantes,
generadas en el laboratorio, que los genes Ay D son
indispensables para la formacién del PIA. La expre-
sion fenotipica del operén de /ca es la produccion
de PIA; sin embargo, se ha visto que algunas cepas
de Staphylococcus son fenotipicamente negativas y
que posterior a varios pasos de cultivos, expresan
de nuevo la produccion de PIA. De la misma forma
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se observd que las bacterias que eran positivas en
un principio, tras varios pasos en agar dejaban de
producir slime y no formaban biofilm.3' 32

Otros estudios mostraron que los Staphylococcus que
no producian biofilm al ser sometidos a un medio am-
biente adverso, como anaerobiosis o bajas concentra-
ciones de antibidticos, expresaban los genes de /ca y
producian slime y formaban biofilm. Esto hizo que a
finales de la década pasada se reportara la presencia
de un elemento trasladable (transposén) dentro del
operdn de /ca que tenia la capacidad de moverse a
diferentes lugares, y dependiendo de donde se ubi-
cara, se expresarian los genes del operdn de /ca o se
"apagarfan”. Otra regién del operon es el gen /caR,
que tendria una funcién de regulacion 8 1" 2°

A este elemento genético activamente mévil que in-
fluye en la expresion del gen de /ca se le denominé
elemento de insercion /S256 (por sus siglas eninglés,
y el nimero consecutivo del registro de transposo-
nes en el genoma bacteriano).® ' 2° La presencia de
este elemento de insercién /S256 en el operdn de /ca
explicaria por qué existe la capacidad de producirlo o
no, segln el medio ambiente en el que se encuentre
la bacteria.

Desafortunadamente la importancia clinica de es-
tos avances es aln incierta y controversial. Existen
muchos factores involucrados en la capacidad de
los Staphylococcus de adherirse a las superficies
plasticas, como los Staphylococcus productores de
hemaglutininas que tienen la capacidad de rodear el
biofilm de eritrocitos, lo que le confiere a la colonia
mayor proteccién contra los mecanismos de defen-
sa del huésped.® "

Actualmente se han publicado algunas series en las
cuales se muestra que los antibiéticos que tienen
una estructura molecular més pequena, como el
caso de rifampicina, superan a otros como la vanco-
micina y linezolid para erradicar la infeccién. Estos
Ultimos necesitan altas concentraciones y no son
100% efectivos.? 273

En nuestro hospital, el problema de infecciones rela-
cionadas a dispositivos plasticos —principalmente ca-
téteres venosos centrales, temporales o permanen-
tes— es severo e implica riesgos y altos costos en la
atencion de los pacientes con enfermedades graves
o cronico-degenerativas. La mayoria de estas infec-
ciones son causadas por Staphylococcus epidermi-
dis y otras especies de SCN y en menor frecuencia
por S. aureus.

A pesar de tener el aislamiento del microorganismo
causal y la sensibilidad in vitro y proporcionar la me-
jor opcién terapéutica, segun lo establecido en la
literatura mundial, no se obtiene erradicacién micro-
biolégica. Esto obliga a retirar el dispositivo plasti-
co, situacién en ocasiones imposible en pacientes
en estado critico, con accesos vasculares limitados
y que dependen de la infusidén intravenosa para man-
tener sus condiciones hemodinadmicas, o bien en pa-
cientes con dispositivos permanentes, lo cual impli-
ca retrasar el tratamiento que reciben e incrementar
los costos de atencién.

En la mayoria de los estudios se ha relacionado el
biofilm con la persistencia de la infeccion en estos
dispositivos, por lo que se inicié una linea de inves-
tigacion para analizar diferentes cepas de SCN con
la finalidad de determinar la frecuencia de cepas pro-
ductoras de slime y la presencia de los genes del
operdn del /ca en nuestro hospital, asi como la posi-
cion del elemento de insercién /S256.

Encontramos una frecuencia de 19% de cepas pro-
ductoras de slime y por especie de 32% en S. ep/-
dermidis. Al tratar de establecer una relacion entre la
falla terapéutica en pacientes con infeccion relacio-
nada a dispositivos plasticos, la capacidad de las ce-
pas de producir slime, la presencia de los genes del
/ca y la posicidon del elemento de insercién /S256, no
se pudo demostrar en 100 cepas aisladas de pacien-
tes una mayor frecuencia de produccioén de biofilmy
la falla terapéutica. Al parecer la falta de produccion
de biofilm por parte de las cepas de S. epidermidis
condiciond un mayor numero de fallas terapéuticas,
a diferencia de las cepas productoras que tuvieron
un porcentaje menor de fracasos. Esta diferencia de
porcentajes, al compararse mediante prueba de X?,
dio un resultado estadisticamente significativo (OR
0.16, 1C 0.03-0.82, p < 0.009).*4

Aparentemente en un escenario clinico la coloniza-
cién de dispositivos plasticos por cepas formadoras
de biofilm confieren cierta proteccion al individuo e
incluso responden mejor al tratamiento antimicrobia-
no establecido, a diferencia de las no productoras,
que tienen un porcentaje de falla terapéutica mas
alta, con indicacion de retiro del dispositivo pléstico.
Posiblemente éste se debe a que —in vitro y probable-
mente /in vivo—, el biofilm interfiere con la accion de
los antibidticos, los cuales presionan selectivamente
para que las colonias sobrevivientes lo formen. Estas
bacterias se encuentran adheridas firmemente a la
superficie plastica interna del catéter, lo que impide
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gue tengan contacto con el sistema inmunolégico
y en consecuencia no hay sintomatologia clinica de
infeccion. Cuando la colonia llega a un determinado
punto critico, desprende bacterias al torrente circu-
latorio y éstas causan la respuesta inflamatoria; pero
al ser poco numerosas y de lento crecimiento, son
rapidamente depuradas por los fagocitos y/o antibio-
ticos, a diferencia de lo que pudiera suceder con las
no productoras, que se adhieren laxamente a la su-
perficie plastica interna, con liberacién de gran can-
tidad de bacterias, e inducen una respuesta inflama-
toria més intensa. Ademas, estas bacterias tendrian
una capacidad normal de crecimiento, logrando co-
lonizar diferentes 6rganos del cuerpo.

Estos resultados nos llevan al cuestionamiento sobre
la importancia real del biofilm como factor de virulen-
cia en infecciones asociadas a dispositivos plasticos.

BIOFILM: sAMENAZA LATENTE O FACTOR DE PROTECCION®

Es necesario estudiar el comportamiento del operdn
en cepas que se encuentran adheridas a los catéte-
res y no sélo de las bacterias que se desprendieron
al obtener el cultivo. También es necesario determi-
nar si existen estrategias terapéuticas superiores a
las que habitualmente se recomiendan para el mane-
jo de estas infecciones, con el fin de lograr un menor
numero de fallas.

En conclusién, no podemos individualizar los dife-
rentes factores de virulencia que existen y que evo-
lutivamente han sido disefados para permitir la so-
brevivencia de las bacterias. La interaccion de éstos
es compleja y en constante evolucién, por lo que alin
necesitamos comprender mucho mas de la “fisiolo-
gia” bacteriana para disefar armas mas eficaces que
nos permitan ofrecer respuestas terapéuticas ade-
cuadas; empero, la mejor terapéutica sigue siendo

la prevencion.
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