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Introduccion

Las biopeliculas representan un estilo de vida de interdependencia
bacteriana que forma comunidades, las cuales se unen a superficies
inertes u organicas y pueden estar compuestas por una o multiples
especies microbianas. Dentro de esta comunidad forman una matriz
de sustancias poliméricas extracelulares en la que ocurren modifi-
caciones fenotipicas en la tasa de crecimiento y la transcripcién de
genes. En este ecosistema la biopelicula permite la comunicaciéon y el
intercambio de informacién genética relacionada con mecanismos de
resistencia, por lo que se convierten en complejos dificiles de erradi-
car. Esto en razén a que la respuesta inmune del individuo, asi como
los tratamientos antimicrobianos, son ineficaces contra los microor-
ganismos productores de biopelicula.

En esta publicacién se describen las caracteristicas para la for-
macién de biopelicula, asi como los componentes y los mecanismos
tanto genéticos como moleculares que utilizan los microorganismos
para la formacién y regulacién, ademas de factores de adhesion de la
biopelicula. En especial, se profundiza el tema sobre la formacion de
biopeliculas en el género Staphylococcus spp., el cual es un impor-
tante patoégeno en infecciones nosocomiales que utiliza este meca-
nismo de persistencia, virulencia y resistencia bacteriana, y la inter-
vencion del quorum sensing que actiia como un lenguaje a través de
sefnales quimicas en la regulaciéon de las biopeliculas.

Finalmente, se describen las implicaciones clinicas de la forma-
cion de biopeliculas en pacientes que usan dispositivos médicos y la
evaluacién de la respuesta inmune del huésped frente a la biopelicu-
la. Ademas, este texto incluye nuevas estrategias terapéuticas tales
como péptidos antimicrobianos con especificidad antibiopelicula.
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1 Matriz de la biopelicula

Jeannette Navarrete O.
Gladys Pinilla B.
Bibiana Chavarro P.

La biopelicula es una comunidad microbiana sésil, caracterizada por célu-
las de una o varias especies diferentes adheridas de manera irreversible a un
substrato o interfase bidtico y/o abidtico, protegidas en una matriz de sustan-
cias poliméricas extracelulares autoproducidas, la cual presenta un fenotipo
particular en relacién con la tasa de crecimiento y la transcripcién génica.

Aungque la composicién de la biopelicula es variable, su componente ma-
yoritario es agua, y en menor cantidad ADN, proteinas, restos de plaquetas,
fibrina, calcio y otras macromoléculas procedentes de la lisis de las bacterias.
La naturaleza de la matriz de los exopolisacaridos varia mucho dependiendo
de las condiciones de crecimiento, de los medios y los sustratos. La biopelicu-
la otorga ciertas ventajas a las bacterias que la conforman:

e Proteccién a un ambiente adverso.

e Resistencia ala accién bactericida de los antimicrobianos y la respues-
ta inmune del huésped.

e Cooperacién metabdlica con el intercambio de nutrientes.

Las comunidades que componen biopeliculas poseen microambientes
diferentes en cuanto a las variaciones de pH, concentraciones de oxigeno y
potenciales eléctricos que permiten nichos adecuados a todas las especies,
de modo que se favorece un intercambio de sefiales quimicas y resistencia de
forma indirecta a los mecanismos de defensa del huésped y se evita de esta
forma el reconocimiento de anticuerpos, asi como la actividad fagocitica al
bloquear la opsonizacion.

1.1 Componentes estructurales de la biopelicula

1.1.1 Polisacarido extracelular de adhesidén

La sustancia polimérica extracelular o exopolisacarido (EPS) constitu-
yen entre el 50 % y el 90 % de la estructura de la biopelicula, de manera que

Jeannette Navarrete O.
Gladys Pinilla B.
Bibiana Chavarro P.

15



16

Formacién de Biopelicula como Mecanismo de Persistencia y Resistencia Bacteriana

se trata del componente fundamental para su formacién. La componen pro-
teinas, dcidos nucleicos, lipidos y otros biopolimeros (por ejemplo, sustancias
humicas), pero, principalmente, polisacaridos, de los cuales son neutrales o
polianidnicos, tal como ocurre en las bacterias gramnegativas. En el caso de
las bacterias grampositivas, como, por ejemplo, el género Staphylococcus,
los polisacaridos son, principalmente, catiénicos en los que predomina el
polisacérido B-1,6-glucosaminoglicano.

El EPS se encuentran altamente hidratados gracias a los enlaces de hi-
drégeno, aunque los enlaces pueden ser hidréfilos e hidréfobos, lo que im-
pide la desecacién en la biopelicula. Su producciéon depende del estado de
nutrientes, del medio de crecimiento, del exceso de carbono disponible y la
limitacién de nitrégeno, potasio o fosfato. El crecimiento bacteriano lento
también mejora la produccién de EPS, el cual estd condicionado a su edad: a
mayor edad, mas produccién de exopolisacdridos. Ademas, el EPS tienen va-
rias funciones, tales como inmovilizar las células de la biopelicula, mantener
la estrecha proximidad —de manera que permita las interacciones intensas,
lo que incluye la comunicacién de célula a célula— y proporcionar estabili-
dad mecdnica, entre otras (véase la Tabla 1.1).

En general, las biopeliculas muestran propiedades visco-elasticas, y en
ellas se producen respuestas elasticas reversibles y deformacién irreversible,
dependiendo de las fuerzas que actiian sobre la matriz del los EPS. Asi mis-
mo, la interaccién de iones inorgdnicos multivalentes con EPS puede influir
mucho en las propiedades mecéanicas de las biopeliculas; un ejemplo de esto
es la presencia de iones Ca++, lo cual incrementa la estabilidad mecanica.

La biopelicula en Staphylococcus aureus muestra una cualidad eléstica
sélida frente a los estimulos de corta escala como, por ejemplo, el tiempo y el
fluido viscoso, en respuesta a estimulos a largo plazo.

Tabla 1.1 Funciones del polisacarido extracelular de adhe-
sion en la biopelicula bacteriana

94 Relevancia en la Componentes
Funcién 2z g . ]
formacién de biopelicula EPS involucrados
Favorece las primeras fases de la colo- Polisacaridos, pro-
Adhesién nizacién de superficies abiéticas y bié- teinas, ADN y mo-
ticas, asi como la fijacién a largo plazo. léculas anfifilicas

contintia (pdg. 17)



La matriz de la biopelicula

» Relevancia en la Componentes
Funcién o g , g
formacién de biopelicula EPS involucrados
Facilita la comunicacién entre las célu- Polisacéaridos,
Agregacion las y promueve la inmovilizacién tem- proteinas y ADN
de las células poral de las poblaciones de bacterias,
bacterianas el desarrollo de altas densidades de cé-

lulas y el reconocimiento célula-célula.

Cohesién de

Forma una red de polimero hidratado,
lo cual favorece la estabilidad mecani-
ca de la biopelicula y permite la comu-

Polisacéridos
neutros y cargados,
proteinas (p. ej.,

e HEHET nicacién célula-célula. amiloides y
lectinas) y ADN
Mantiene un microambiente altamen- Polisacaridos
oz te hidratado alrededor de los microor- hidréfilos y,
Retencién g q Z .
de agua ganismos que forman la blopehcula, lo pomb}emente,
que conduce a su tolerancia ala deseca- proteinas
cién en entornos con escasez de agua.
Confiere resistencia a las defensas del Polisacdaridos
Barrera huésped durante la infeccién y confie- y proteinas
protectora re tolerancia a varios agentes antimi-

crobianos.

Absorcién de

Permite la acumulacién de nutrientes

Polisacaridos y

compuestos desde el medio ambiente que contri- proteinas cargadas
organicos buye a su desintoxicacién. o hidréfobos
Promueve la formacién del gel de po- Polisacdaridos y
Absorcién lisacarido, de intercambio idnico, for- proteinas cargadas,
j macién de minerales y la acumulacién como, por ejemplo,
de iones A 4 o .
. 2 de iones de metales toxicos. sustituyentes
inorganicos . P
inorganicos (fosfato
y sulfato)
Permite la digestién de macromolécu- Proteinas
Actividad las exbgenas para la a.d/qulslcmn de
q o nutrientes y la degradacion de EPS es-
enzimatica . . s
tructural, lo que permite la liberacién
de las células de la biopelicula.
Proporciona una fuente de carbono Potencialmente,
Fuente que contiene fésforo y nitrégeno com- todos los compo-

de nutrientes

puestos que usa la comunidad que
conforma la biopelicula.

nentes del el EPS

Jeannette Navarrete O.

Gladys Pinilla B.
Bibiana Chavarro P.

contintia (pdg. 18)
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04 Relevancia en la Componentes
Funcion 22 g . g
formacién de biopelicula EPS involucrados
Intercambio Facilidades de transferencia horizon- ADN
de informa- tal de genes entre células de la biope-

cién genética

licula.

Permite la actividad redox de la matriz
de la biopelicula.

Proteinas (por
ejemplo, los pili

Electréon Y
formacién y
donante o
nanocables) y,
aceptor -
posiblemente, las
sustancias humicas
Libera material celular como resultado Vesiculas de
Exportacién de recambio metabdlico. membrana que
de los contienen acidos
componentes nucleicos, enzimas,
de la célula lipopolisacaridos y
fosfolipidos
Exceso de Exceso de carbono en carbono desequi- Polisacdaridos
energia libra a las relaciones de nitrégeno.

Unién de las
enzimas

Favorece la acumulacion, la retencién
y la estabilizacién de enzimas a través
de su interaccién con los polisacaridos.

Polisacdridos y
enzimas

Fuente: Flemming & Wingender, 2010.

En una escala de tiempo intermedio, una biopelicula aumenta la fuerza
de su matriz estructural en respuesta a las tensiones mecdanicas mediante
el aumento de la producciéon de EPS. Adicionalmente, este exopolisacarido
también contribuye a las propiedades de resistencia antimicrobiana de bio-
peliculas, al obstaculizar el transporte de masa de los antibiéticos, probable-
mente, mediante la unién directa a estos agentes.

1.1.2 Enzimas

Los sustratos de las enzimas extracelulares incluyen polimeros solubles
en agua tales como polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos, ademas de
compuestos insolubles en agua, como, por ejemlo, celulosa, quitina y lipi-
dos, o particulas organicas que se encuentran atrapadas en la biopelicula.
Existen enzimas que degradan los componentes del EPS y hace de la matriz
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de la biopelicula un sistema digestivo externo que descompone biopolimeros
a productos de baja masa molecular, los cuales luego pueden absorberse y
utilizarse como fuentes de carbono y energia. De igual manera, esta degra-
dacién de EPS promueve el desprendimiento de las bacterias de la biopelicu-
la. Otras enzimas pueden retenerse de manera eficiente gracias a su fuerte
interaccién con los polisacaridos, lo que le permite actuar como factor de
virulencia en la biopelicula durante procesos infecciosos.

1.1.3 Proteinas estructurales

Las proteinas no enzimdticas en la biopelicula, como, por ejemplo, las
asociadas a la superficie celular y las proteinas de unién a carbohidratos
extracelulares conocidas como lectinas, estdn implicadas en la formacién y
estabilizacién de la red de matriz de polisacaridos y constituyen un enlace
entre la superficie bacteriana y los EPS. En otro grupo de proteinas extracelu-
lares se reconocen las proteinas de superficie asociadas a la biopelicula, las
cuales poseen una masa de alto peso molecular, se encuentran en la superfi-
cie celular bacteriana y promueven la formacién de la biopelicula.

Otros componentes proteinicos de la matriz son los amiloides. Estos son
compuestos que se han definido como repeticiones ordenadas de moléculas
de proteinas, dispuestas a manera de fibras de longitud indefinida en una
estructura transversal-p. Los amiloides estan implicados en la adhesién a su-
perficies inanimadas a las células huésped, con su posterior invasién por su
accién citotoxica sobre la célula. También se encuentran apéndices proteicos
tales como pili, fimbrias y flagelos que actian como elementos estructurales
mediante la interaccién con otros componentes de los EPS de la matriz de la
biopelicula. Estos funcionan como estructuras de reticulacién y aportan a la
formacién de una matriz extracelular rigida que proporciona la estabilidad
a la matriz.

1.1.4 Lipidos y surfactantes

Son moléculas con propiedades hidrofébicas, fundamentales para la ad-
herencia de las bacterias a superficies inertes. A su vez, juegan un papel en
la formacién inicial y la dispersién de la biopelicula, de modo que facilitan la
migracién asociada a la superficie bacteriana.

1.1.5 Agua

Es el mayor componente de la matriz al proporcionar un entorno alta-
mente hidratado, por lo que amortigua a las células de la biopelicula contra
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fluctuaciones, asi como brinda proteccién a las bacterias que lo conforman.
A su vez, actia como un tamiz molecular en el que se secuestran cationes,
aniones, compuestos apolares y particulas; igualmente, es el medio en el que
se desarrollan las diferentes reacciones quimicas que propician, a su vez, el
desarrollo de la biopelicula.

1.1.6 ADN extracelular en la biopelicula

Los 4cidos nucleicos extracelulares (ADNe) provienen de la liberacién del
material genético de células que han sufrido procesos de autolisis y hacen
parte de la composicién del material polimérico de la biopelicula. De estos
mecanismos de liberacién por lisis se conocen dos tipos: suicido y fraticidio;
estos tienen como objetivo “sacrificar” algunos miembros de la poblacién
microbiana.

Especies como los Staphylococcus epidermidis y S. aureus utilizan ADNe en
la conformacién de la biopelicula. En el caso de S. aureus, se ha reportado
el uso del mecanismo de autolisis de tipo altruista, proceso similar a la
apoptosis en células eucariotas, ya que es la propia célula la que ejecuta la
accioén de lisis sobre ella misma, de manera que queda una subpoblacién de
células que aprovechan este material genético para la conformacién de la
biopelicula.

El mecanismo de lisis conocido como “fratricidio” consiste en la accién
de células atacantes y células objetivo, en la cual algunas células atacan a
una subpoblacién de la misma especie con el objetivo de liberar los acidos
nucleicos; este proceso se considera similar al de necrosis reportado en célu-
las eucariotas y lo emplean especies bacterianas como el Enterococcus faecalis
y el Bacillus subtilis.

E1 ADNe esimportante en la fase inicial durante el desarrollo de la biope-
licula en la especie S. epidermidis. Ademds, es el mayor componente requeri-
do para la fase inicial de unioén a las superficies, asi como en la fase inicial
del desarrollo de la biopelicula. Por otra parte, el ADNe presenta similitud
con el ADN bacteriano de tipo cromosomal, demostrada al comparar frag-
mentos amplificados por la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) y al encontrar genes comunes como YycF, srrA, sigB, saA, los cuales
se encuentran normalmente localizados en diferentes regiones del cromo-
soma de S. epidermidis. Esta observacién reafirma la hipétesis segtin la cual
el ADNe se origina a partir de una subpoblacién que ha sido lisada previa-
mente. Cabe anotar que la autolisina Atle (enzima que se activa paralisarla
pared celular en presencia de agentes activos contra las células bacterianas
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“antibiéticos”) acttia como la principal mediadora en la liberacién de ADNe,
ya que con la delecién del gen que expresa la autolisina Atle en cepas de
Staphylococcus epidermidis los niveles de ADNe disminuyen de manera dras-
tica (Figura 1.1).

Figura 1.1 Representacion grafica de los fenotipos expresa-
dos por S.aureus sensible a la meticilina (MSSA) y resistente
a la meticilina (MRSA)

MSSA MRSA
eADN

. r)Prutemas de superficie

.u. .

Superficie del dispositivo médico

Nota: En las cepas MSSA dependientes de ica la biopelicula es mediada por PIA, mien-
tras que las cepas de MRSA independientes de PIA requieren proteinas de superficie
como las proteinas de unién a la fibronectina, lisis celular mediada por Atle y ADNe
para la colonizacién de superficies y acumulacién de biopelicula.

Los mecanismos de liberacién de ADNe en S. aureus parecen ser dife-
rentes debido a que, en esta bacteria, la lisis celular depende de hidrolas-
as controladas por el operdn cid. Dos operones de S. aureus conocidos como
irgAB y cidABC regulan la lisis celular y la tolerancia a los antibiéticos de
manera inversa. El operén irg disminuye la actividad de la enzima mureina
hidrolasa e incrementa la tolerancia a la penicilina, mientras que, por otra
parte, el operén cid incrementa la actividad extracelular de la enzima mureina
hidrolasa al tiempo que disminuye la tolerancia a la penicilina. Estos opero-
nes reguladores de la actividad de la enzima mureina hidrolasa controlan,
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ademas, el tiempo y la aparicién de la lisis celular. En otros estudios se com-
probd que en S. aureus la expresién del gen cidA contribuye a la adheren-
cia tanto in vitro como in vivo al producir lisis celular y liberacién del ADN
genodmico, y destacan el papel de ADNe en la formacion de la biopelicula
y la funcién del sistema genético de los operones cid y irg en S. aureus
(Figura 1.1).

Ensayos realizados por Tetz y Tetz en el 2010 demostraron una dismi-
nucién en la densidad poblacional al medir el efecto del tratamiento con
DNAsal sobre la biopelicula en especies de S. aureus y E. coli (48). La dismi-
nucién de la concentracién de biopelicula lleva a que la infeccién o coloni-
zacién causada por la comunidad bacteriana disminuya, de modo que las
hace mas susceptibles al efecto inhibitorio de los antibiéticos.

Lo anterior confirma también que la formacién de biopelicula es un
factor de virulencia y un mecanismo de resistencia que han desarrollado
o adquirido las bacterias, debido a que esta estructura los protege contra
la influencia de los factores ambientales y reduce la penetracién de difer-
entes moléculas (lo que incluye antibidticos), permitiéndole a las bacte-
rias ser més tolerantes a los agentes antimicrobianos. Ademas de partici-
par en el desarrollo de la biopelicula y en la estabilizacién de su estructura,
el ADNe tiene una importante funcién en el mecanismo de transferencia
genética al promover la oportunidad de diseminar factores de virulencia
y mecanismos de resistencia a los antibiéticos mediante transferencia de
genes.

El ADNe se observa en la agregaciéon microbiana, en una conexién in-
tercelular o como adhesina; tiene actividad antimicrobiana, lo que causa la
lisis celular por cationes quelantes que estabilizan los lipopolisacaridos y la
membrana exterior bacteriana. El ADNe juega un papel mas importante en
S. aureus y menos fundamental en S. epidermidis, ya que al primero le confiere
integridad en la formacién de biopelicula, mientras en el segundo esta fun-
cién es propia del EPS.

1.2 Etapas de la formacion de biopelicula

La formacién de biopelicula se produce en varias etapas que implican
la adhesiéon a la superficie para ser colonizada, la posterior acumulaciéon
en multiples capas bacterianas, la maduracién de la arquitectura de las
biopeliculas y, finalmente, el desprendimiento o dispersién de las células que
pueden iniciar un nuevo ciclo de formacién de biopeliculas en otro espa-
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cio. Los factores de virulencia implicados en la adhesién y la formacién de
biopelicula son, usualmente, parte del genoma accesorio, y como tal no son
comunes para todas las cepas. Los primeros eventos implican la expresién
de adhesinas, exopolisacaridos, proteinas implicadas en la agregacién celu-
lar y la formacién de biopelicula. Una vez la biopelicula alcanza su fase final
de maduracién el exceso de autoinducir la produccién de polisacdrido de
adhesién intercelular (PIA) desencadena el inicio de la fase de dispersién,
que se caracteriza por el aumento de expresién de RNAIII con la consiguiente
produccién de proteasas extracelulares.

1.2.1 Uniédn inicial

La formacién de biopelicula comienza con la adhesién inicial y la pos-
terior agregacién en estructuras multicelulares, proceso conocido como
congregacioén, el cual consiste en el reconocimiento célula a célula, de tal
forma que las bacterias que lo constituyen puedan reconocerse y adherirse
a otras mediante adhesinas. Por tanto, requiere fuerzas adhesivas para
la colonizacién de las superficies y la interaccién de las células entre si
(Figura 1.2).

La adhesién a las superficies abiéticas, como, por ejemplo, catéteres,
se rige, principalmente, por la hidrofobicidad y las fuerzas electrostati-
cas que se dan entre las superficies celulares y el material, lo que fa-
vorece la unién a las proteinas, a las glicoproteinas o a los receptores de
polisacaridos sobre las superficies del huésped (endotelio dafiado en val-
vula nativa) o de los biomateriales (prétesis valvulares, ortopédicas, etc.).
Tal como se observa en la Figura 1.2, se produce de manera progresiva
una adsorcién pasiva. La acumulacién de multiples capas bacterianas es
un proceso activo mediado por componentes de la superficie microbiana
que reconocen moléculas de matriz adhesiva (MSCRAMM) y proteinas
de superficie (Atle, Bap, SSP-1, SSP-2, SdrG), sin embargo, la unién entre
ellas y la superficie es laxa y poco organizada, por lo que requieren de
adherencia intercelular.

La adherencia se da cuando la bacteria se une a los epitelios y forma
asi microcolonias. En ese momento, las bacterias individuales que se han
unido a los epitelios se multiplican y comienzan a emitir seflales quimi-
cas que las comunican entre si. Estas sefiales sirven para que, una vez
alcanzada una concentracién minima, se activen los mecanismos gené-
ticos de produccién de exopolisacaridos y se formen tanto microcolonias
como una biopelicula bacteriana.
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Figura 1.2 Etapas de produccién de la biopelicula. Inicio,
formacién y dispersién de la biopelicula
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1.2.2 Maduracién

La maduracioén de la biopelicula se suscita en la superficie colonizada, lo
que genera una arquitectura compleja con canales, poros y unaredistribucién
de las bacterias por fuera del sustrato. Esta maduracién comprende procesos
en los que las bacterias permanecen unidas durante la proliferacién y los
procesos disruptivos que forman canales en la estructura de la biopelicula,
los cuales son necesarios para que los nutrientes lleguen a las células en las
capas mas profundas de la biopelicula. La formacién de microcolonias y
la acumulacién de biopelicula requieren mecanismos para la agregacién
intercelular de las bacterias, en los cuales se encuentra la produccién de
exopolisacaridos que permite la adhesién.

Asi, para S. aureus y S. epidermidis el principal exopolisacdrido produ-
cido y esencial para la formacién de biopelicula se denomina polisacarido
de adhesién intercelular (PIA), también conocido como poli-N-acetil-glu-
cosamina (PNAG). El PIA tiene una carga positiva y promueve las interac-
ciones intercelulares mediante la unién a las superficies de carga negati-
va de células bacterianas. Cominmente, el PIA puede o no interactuar con
los acidos teicoicos y acidos lipoproteicos para fomentar interacciones
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intercelulares. Sin embargo, un nimero de cepas de Staphylococcus spp.
muestra la formacién de biopelicula independiente de PIA (Figura 1.2).

1.2.3 Dispersion

La dispersion de la biopelicula, por lo general, es precedida por la muerte
y la lisis de las células en el centro de la biopelicula madura. Estas células
muertas proporcionan nutrientes para las bacterias que se convertiran en
las células de dispersién. En estas, los genes que regulan las caracteristicas
del fenotipo de la biopelicula, como, por ejemplo, los exopolisacaridos, son
regulados en baja medida, mientras los genes que codifican los factores y
son importantes para un estilo de vida mévil y las proteinas implicadas en la
quimiotaxis estan altamente regulados (Figura 1.3).

Figura 1.3 Mecanismos de adherencia y dispersion bacte-
riana para la formacién de la biopelicula

MEDIO LIQUIDO

Nota: 1) adherencia inicial; 2) crecimiento, divisién y produccién de EPS; 3) adherencia;
4a) dispersién por erosion; 4b) dispersiéon por desprendimiento; 5) bacterias planténi-
cas; 6) entrada de nutrientes; 7) salida de productos.

1.2.3.1 Senales que median la dispersiéon

Entre las sefiales que median la dispersién se encuentran:

e Nutrientes. El aumento o la disminucién en la concentracién de nu-
trientes se correlacionan con la dispersién de las biopeliculas. Cuando los

Jeannette Navarrete O.
Gladys Pinilla B.
Bibiana Chavarro P.

25



26

Formacién de Biopelicula como Mecanismo de Persistencia y Resistencia Bacteriana

nutrientes son abundantes, las células dentro de la biopelicula se propagan
a través de la superficie, con lo cual se dispersa por completo, y al volver a
unirse a la superficie los niveles de nutrientes disminuyen.

e Oxigeno. La dispersién puede inducirse por falta de oxigeno, estrés am-
biental al que estdn comunmente sometidas las células en la biopelicula.

* Oxido nitrico (ON). Bajas concentraciones de ON endégeno o de fuentes
externas inducen la dispersién de la biopelicula en especies como Pseu-
domona aeruginosa, Escherichia coli, Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus, Bacil-
lus licheniformis, Serratia marcescens, Bacillus subtilis, Legionella pneumophila, Ni-
trosomonas europea y Neisseria gonorrhoeae. Una consecuencia de la dispersion
mediada por ON es que las células pierden su alto nivel de resistencia a los
antimicrobianos.

Los cambios relacionados con la dispersién de biopelicula parten de
la descomposicion parcial de la matriz, lo que permite la liberacién de las
células de dispersiéon. La produccién de las células de dispersién y los meca-
nismos de liberacién estan intimamente vinculados dentro de la biopelicula
tanto espacial como temporalmente; para esto, las bacterias han desarro-
llado una serie de mecanismos efectores, tales como enzimas, tensioactivos
y bacteriéfagos, que degradan la matriz de la biopelicula liberando ADNEe,
polisacaridos y proteinas, lo que lleva a la dispersion.

Estos efectores median los grandes cambios estructurales y metabdlicos
que una biopelicula experimenta durante la produccién y liberacién de las
células de dispersion; los cambios incluyen la destruccién de las bacterias en
el centro de las microcolonias, evacuando la biopelicula para dispersarse a
nuevos habitats. Este proceso también puede estar asociado con la pérdida
sustancial de la biomasa de la biopelicula.

1.3 Arquitectura de la biopelicula

Si bien una comunidad microbiana que desarrolle biopelicula posee ca-
racteristicas Ginicas segun su género, algunas se consideran generales en to-
dos los microorganismos. Estas comunidades se disponen de tal manera que
conforman una estructura tridimensional, soportada por una compleja sus-
tancia extracelular denominada matriz o glicocalix. Al parecer, las células
bacterianas que se encuentran en el interior de la biopelicula y componen
entre el 15 % y el 20 % de la estructura no se dividen, lo cual indica que estas
bacterias podrian adoptar un fenotipo un poco diferente al resto de las célu-
las que conforman la estructura.
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La matriz es muy hidratada debido a que incorpora grandes cantidades
de agua dentro de la biopelicula, de manera que llega este elemento a repre-
sentar hasta el 97 % de esta. Ademas de agua y células, la matriz esta forma-
da por exopolisacaridos que constituyen su componente fundamental, pro-
ducidos por los propios microorganismos integrantes. Existen también otras
macromoléculas, como, por ejemplo, proteinas, acidos nucleicos y diversos
productos que proceden de la lisis bacteriana. El conjunto de polisacéri-
dos, acidos nucleicos y proteinas se conocen bajo el nombre de substancias
poliméricas extracelulares (SPE).

La calidad nutricional del medio ambiente influye en la produccién de
SPE; por otra parte, un incremento en la concentracién de nutrientes esta
relacionado con un aumento en el nimero de células bacterianas adheridas,
asi como una disponibilidad excesiva de carbono y/o limitacién del nitrége-
no, potasio o fosfato que promueve las sintesis de SPE.

Un estudio realizado por O’ Gara (37) en el 2007 acerca de los mecanis-
mos genéticos y moleculares sobre la unién o adherencia de los microor-
ganismos, demuestra que la arquitectura de la matriz de la biopelicula no
es solida. Las bacterias que conforman la biopelicula viven en una especie
de escalones intercalados o torreones celulares que se extienden de forma
tridimensional desde la superficie a la cual estan adheridas. Estos torreones
los componen microcolonias de diferentes células bacterianas, englobadas
por exopolisacdridos y separadas unas de otras por espacios o canales que
permiten el flujo de agua, nutrientes y oxigeno, incluso hasta zonas mas pro-
fundas (Figura 1.1).

Las células situadas en las partes superiores de la biopelicula pueden
tener acceso facil a los alimentos, lo que incluye el oxigeno, y tienen po-
cos problemas con la descarga de residuos metabdlicos. Estas células son
metabdlicamente activas, de gran tamano y gozan de algunas ventajas de
la vida multicelular, en la que un sistema circulatorio primitivo entrega
los alimentos en el lugar microcolonial y quita productos metabdlicos por
el mismo proceso.

La existencia de canales de agua no garantiza que existan zonas de
la estructura de la biopelicula con diferencias en las concentraciones de
oxigeno, nutrientes y pH en donde las células mas superficiales se encuen-
tran metabdlicamente activas en comparacién con las dreas mas profun-
das. En estas ultimas, las bacterias deben adaptarse a una disponibilidad
reducida de oxigeno. Ademas, las caracteristicas del substrato al cual se
unen y algunos aspectos del medio ambiente influyen en la estructuray la
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formacién de biopelicula. De esta manera, la biopelicula, en una superfi-
cie mucosa, es fisiolégicamente diferente de aquellos formados en superfi-
cies inertes, como, por ejemplo, los biopolimeros usados en dispositivos
médicos y catéteres.

1.4 Componentes de la superficie microbiana
que reconoce moléculas de adhesién de la matriz
(MSCRAMM)

Los Staphylococcus spp. se adhieren a componentes de la matriz extrace-
lular del hospedero a fin de iniciar la colonizacién. La adherencia estd me-
diada por proteinas de la familia MSCRAMM, entre las que se encuentran
las proteinas de unién a fibronectina A y B codificadas por los genes fnbA
y fnbB, la proteina de unién a fibrinégeno, los factores cumpling A y B, codi-
ficados por los genes fib, clfA y clfB, respectivamente, que se encuentran
implicados en el proceso de infeccién valvular e invasién tisular, lo cual
permite a los microorganismos iniciar y mantener una infeccién adhirién-
dose a sitios especificos en tejidos humanos o implantes biomédicos que
persisten de manera indefinida al formar estructuras conocidas como
biopelicula.

Las uniones por parte de las MSCRAMM al peptidoglicano de la pared
celular de las bacterias se realizan de manera covalente. Estas proteinas se
reconocen por su unién a la secuencia localizada en el extremo C-terminal
que abarca la secuencia LPXTG (Leu-Pro-X-Thr-Gly); esta secuencia senial se
encuentra en el extremo N terminal, posee aminodcidos cargados de forma
positiva que se extienden en el citoplasma, un dominio que abarca la mem-
brana hidréfoba y una pared celular-regién de anclaje, todos en el extremo
carboxilo terminal.

Un dominio de unién ligando en el N terminal que estd expuesta en la
superficie de la célula bacteriana permite que algunas de estas proteinas
funcionen como adhesinas. Estas proteinas tienen propiedades antifagociti-
cas que se basan en su capacidad para unirse a la porcién Fc de la inmuno-
globulina (Figura 1.4). Ademas, contribuyen como factores de virulencia en
cuanto son prescindibles en la formacién de biopelicula. Su expresién en el
crecimiento microbiano estd dada en la fase exponencial, ya que las fun-
ciones de cada una de estas interfieren de manera directa en esta fase, lo
cual contribuye a la adherencia y permite ocupar un considerable volumen
de espacio.
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Figura 1.4 Estructura de Staphylococcus aureus
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Nota: A) superficie y proteinas secretadas (la sintesis de muchas de estas proteinas
depende de la fase de crecimiento y la controlan genes reguladores tales como AGR);
B) y C) secciones transversales de la envoltura celular. Muchas de las proteinas de la
superficie tienen una organizacién estructural similar a la del factor de aglutinacién,
lo que incluye segmentos repetidos de aminoécidos (C). TSST-1 denota la toxina del
sindrome de choque tdxico.

1.4.1 Factor cumpling

El factor cumpling estd codificado por los genes clfA y clfB, geneticamente
diferentes y que codifican tanto el factor cumpling A como el B. A conti-
nuacién, se enlistan sus caracteristicas.

e Factor cumpling A (clfA). Es un componente de las MSCRAMM, confor-
mado por tres subdominios (N1, N2, N3) que anclan a las cadenas gamma del
fibrin6geno y son reguladas por iones de calcio. El factor clfA promueve la ad-
hesién bacteriana al inmovilizar el fibrinégeno, lo que explica su papel como
factor de virulencia en modelos de infeccién y en la capacidad de generar una
fuerte respuesta inmune.

e Factor cumpling B (CIfB). Al igual que CIfA, hace parte del grupo de
MSCRAMM vy es igual capaz de unirse las cadenas alfa (o) del fibrinogeno; es
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responsable de unirse a la citoqueratina diez (CK 10), la cual se expresa en
la superficie de la célula en la fase exponencial de crecimiento (Figura 1.4).

1.4.2 Proteinas de unién a la fibronectina

Se han identificado dos proteinas de unién a fibronectina, FNBPA y
FNBPB, codificadas por dos genes estrechamente vinculados, fnbA y fnbB,
respectivamente; son similares en su organizacién, ya que poseen una alta
homologia en su secuencia. Estas proteinas trabajan de forma cooperativa,
lo cual favorece la adherencia a los tejidos de cepas bacterianas tales como
Staphylococcus aureus. De esta manera, cumplen un papel importante durante
la infeccién séptica, ya que son factores indispensables en el establecimiento
de esta infeccién analixada en modelos in vitro e in vivo (Figura 1.4).

Por otra parte, FNBPA es indispensable en la adhesién e internalizacién
de las bacterias a la célula huésped, y esta capacidad estd acorde con el nivel
de activacién de NF-kB. Por su parte, FNBPB estimula la fagocitosis y, al igual
que FNBPA, permite internalizar las bacterias. Las estadisticas muestran
que la mayoria de aislamientos clinicos (70 %) codifican tanto FNBPA como
FNBPB, mientras que el 20 % codifica solo FNBPA.

1.5 Propiedades mecanicas de la biopelicula

Los métodos moleculares demuestran que el desarrollo de la biopelicu-
la y su estructura estd claramente influenciado por varios factores regu-
lados genéticamente. Sin embargo, las fuerzas fisicas que actian sobre la
biopelicula pueden también influir en su estructura. Ensayos en los que la
biopelicula se cultiva con velocidad de flujo laminar baja, es decir, que se
someten a la influencia mecdnica de un movimiento acuoso de baja veloci-
dad, demuestran que la biopelicula presenta un comportamiento isotrépico,
es decir, evidencia cierto grado de direccionalidad o plasticidad.

Sin embargo, estudios in vitro realizados por Stoodley en 1999 sobre la
deformacién estructural de biopelicula bacteriana causada a corto plazo por
fluctuaciones en la velocidad del flujo y con una fuerza o presién de roza-
miento alta, indicaron que la biopelicula tiende a alargarse en direccién al
movimiento ejercido por el flujo de aire, de manera que forma una especie
de filamentos.

Las deformaciones en la estructura de la biopelicula causadas por las
variaciones transitorias de friccién fluida demostraron que, mecanica-
mente, la biopelicula se comporta como liquidos viscosos elésticos y puede
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modelarse a manera de hidrogeles de polimero. Esta observacién sugiere que
los exopolisacaridos no solo determinan la arquitectura, sino también algu-
nas propiedades de resistencia. La mecanica de la biopelicula es un campo
emergente a nivel de investigacién, del cual se podria extraer nuevos cono-
cimientos sobre el desarrollo o la interrupciéon mecénica en la estabilidad de
la biopelicula.

1.6 Staphylococcus spp. como modelo a nivel
clinico en la formacién de biopelicula

1.6.1 Caracteristicasdel género, fisiologiay estructu-
ra de los Staphylococcus spp

El género Staphylococcus spp. se caracteriza por ser cocos de 0,5 y 1 pm
de didmetro, son grampositivos, catalasa positiva y se agrupan en forma de
racimo de uvas. Las caracteristicas macroscépicas varian de acuerdo con la
especie, pero, en general, se puede observar colonias de 1 a 3 pm de diadme-
tro, lisas, levemente elevadas, de bordes enteros, levemente convexas y, por
lo general, pigmentadas con un color que puede ir desde el crema al ama-
rillo, en medios no selectivos, ya que no son exigentes nutricionalmente. La
especie S. aureus se caracteriza por la producciéon de pigmento, la cual se
ve favorecida con incubaciones que van desde 24 a 48 horas a temperatu-
ra ambiente. Cuando crecen en agar sangre se puede observar una zona de
6-hemolisis alrededor de las colonias, debido a las hemolisinas que ellos po-
seen. Son microorganismos aerobios o anaerobios facultativos que obtienen
energia por procesos de fermentacién y respiracion.

Este género se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza
a causa de su gran capacidad de resistir la sequedad y otros factores am-
bientales adversos. Ademas, forman parte de la flora comensal de los seres
humanos. Existen mas de 30 especies del género Staphylococcus, las cuales
se dividen en dos grupos: a) estafilococos coagulasa positiva (ECP), como,
por ejemplo, Staphylococcus aureus, el principal representante de este grupo,
o Staphylococcus intermedius, S. hyicus y S. delphini; b) estafilococos coagulasa
negativa (ECN), como, por ejemplo, Staphylococcus epidermidis, S. hominis, S.
haemolyticus y S. capitis, entre otros.

Estos tipos de microorganismos han sido asociados a procesos de coloni-
zaciéon de superficies cutdneas (50 %) y mucosas (20 %-30 %), lo cual favorece
la trasmisién persona a persona. La tasa de colonizacién depende del estado
de salud de las personas, de modo que son més susceptibles los pacientes en
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hemodialisis, los diabéticos, personas que abusan de drogas intravenosas e
inmunosuprimidos. Igualmente, se encuentran involucrados en diferentes
tipos de infecciones a nivel de la epidermis (fortnculos, celulitis e impétigo),
supurativas (formacién de pus), infecciones mas graves (neumonia, bactere-
mia, mastitis y flebitis), del tracto urinario y profundo (osteomielitis, endo-
carditis y meningitis).

Uno de los factores de virulencia importantes es su gran capacidad de
adherencia, lo cual ha hecho de este género un patégeno potencial gracias a
su facilidad para colonizar implantes médicos (p. €j., catéteres), lo que oca-
siona bacteremias o septicemias. El analisis de los implantes y tejidos afecta-
dos por este tipo de infecciones muestra que dicha colonizacién se da por la
formacién de comunidades o biopelicula en las que las bacterias se encuen-
tran protegidas de la accién de anticuerpos, células fagociticas y de la accién
de los antimicrobianos.

La estructura celular del Staphylococcus spp. es comun de las bacterias
grampositivas (véase la Tabla 1.2). El citoplasma estd rodeado por la mem-
brana citoplasmatica y la pared celular, esta Gltima reconocible en el exterior
como una capa gruesa, bastante homogénea y menos electrodensa que la
membrana citoplasmatica; quimicamente, las paredes estan formadas por
peptidoglicano y 4cidos teicoicos (véase la Figura 1.5).

La proporcién de peptidoglicano llega a ser de hasta un 50 % a 60 % del
peso seco de las preparaciones de pared; en algunos casos, se ha encontrado
la proteina A, componente caracteristico de este género.

Tabla 1.2 Componentes estructurales de Staphylococcus spp

Componente bacteriano Funcién
Cépsula Inhibe quimiotaxis y dificulta la fagocitosis.
Polisacdaridos extracelulares Facilitan la adherencia a los dispositivos médicos.
Peptidoglicano Evita lisis celular, estimula la produccién de pir6-
genos y quimiotaxis leucocitaria.
Acido teitoicos Media la adherencia a la fibronectina.

Nota: Componentes de la superficie microbiana que reconocen moléculas de adhesién
de la matriz (MSCRAMM). Aumenta la capacidad de adherencia tisular.

Fuente: tomado de Forbes (14).
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1.6.1.1 Cépsula y capa de polisacaridos extracelular

La cépsula protege las bacterias al inhibir la fagocitosis de estos microor-
ganismos por leucocitos polimorfonucleares (PMN), en donde, ademas, la
mayor parte de los estafilococos producen una biopelicula hidrosoluble laxa
(capa de polisacarido extracelular) formada por monosacaridos, proteinas y
pequenios péptidos. Esta sustancia extracelular une las bacterias a tejidos y
cuerposextranostalescomocatéteres,injertosyprétesisvalvulares, convirtién-
dose en una propiedad particularmente importante para su supervivencia.

Figura 1.5 Estructura de la pared celular de
Staphylococcus spp

Capsula o Polisacarido

Peptidoglicano

Acido Teicoico

 Proteina A

Factor de
agrupamiento

Citoplasma

Membrana
Citoplasmatica

Nota: Modificado de Epidemiologia de la resistencia a meticilina en cepas de Staphylococcus
aureus aisladas en hospitales espanoles.

Fuente: modificada a partir de Borraz C., 2006.

En cepas de Staphylococcus aureus se han identificado 11 serotipos capsu-
lares, de los cuales los serotipos con las capsulas més gruesas son el 1y el
2, que forman colonias mucoides; no obstante, estos no se asocian con en-
fermedad. Los serotipos 5 y 7 son los responsables de la mayor parte de las
infecciones humanas y, en especifico, el serotipo 5, que abarca a la mayoria
de las cepas de S. aureus resistente a meticilina (SARM).
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Ahora bien, Staphylococcus epidermidis y otros Staphylococcus coagulasa
negativos son capaces de elaborar un polisacarido extracelular que forma
una capa llamada glicocalix, una glicoproteina extracelular que favorece la
unién del microorganismo a la superficie del implante. Existen diferentes
mecanismos mediante los cuales el glicocalix crea resistencia a la terapia
antibidtica, entre los que se encuentran inhibicién de la penetracién del
agente antimicrobiano a través de la gruesa capa creada por la composicién
bioquimica de esta glicoproteina, inactivacién de la actividad inhibitoria del
antimicrobiano creado por el microambiente del glicocalix o el estado meta-
bélico de los microorganismos dentro de este. Esta capa confiere 500 veces
mas resistencia a los antibiéticos.

1.6.1.2 Peptidoglicano

El peptidoglicano es el mayor componente de la pared bacteriana de mi-
croorganismos grampositivos, al punto que representa la mitad de la pared
celular en peso. Estd formado por cadenas de glicanos, acido N-acetilmurami-
co y N-acetilglucosamina. A diferencia de lo que sucede en microorganis-
mos gramnegativos, la capa de peptidoglicano en bacterias grampositivas se
compone de numerosas capas entrecruzadas, lo que confiere mayor rigidez a
la pared celular. El peptidoglicano posee una actividad de tipo endotéxina, ya
que estimula la produccién de pirégenos enddgenos, la activacién del com-
plemento, la formacién de IL-1 por monocitos y la agregacién de neutréfilos.

1.6.1.3 Acidos teicoicos

Los acidos teicoicos son polimeros fosfatados especificos en los que el
1,3 poliglicerol fosfato sustituido en la posicién 2 del carbono glicerol con
residuos de aD-Glc y de aD Glc Nac se une de manera covalente a resi-
duos de 4cido N-acetilmurdmico de la capa de peptidoglicano, o a través de
una unién lipofilica a la membrana citoplasmatica (&cidos lipoteicoicos).
Estos acidos constituyen otro componente fundamental de la pared celular,
los cuales representan entre un 30 % y un 50 % de su peso seco. Los acidos
teicoicos actiian en la adherencia especifica de las bacterias grampositivas a
las superficies mucosas y presenta afinidad por fibronectina, en donde, en el
caso de los estafilococos, median la unién de las bacterias a las superficies
mucosas a través de su asociacién especifica cuando se encuentran unidos
al peptidoglicano. Esta adherencia a superficies mucosas ha sido evidenciada
en estudios realizados con cepas aisladas de dispositivos e implantes médi-
cos, en los cuales se encontré que algunas de estas cepas no presentaban el
locus ica o algunas que, a pesar de tener el locus, no producian PIA.
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1.6.2 Mecanismos involucrados en la formacién
y regulacién de biopelicula en Staphylococcus spp.
dependientes de ica

El operdn ica estd compuesto por los genes icaA, icaD, icaC, icaB, y el gen

represor icaR; los productos de los tres primeros se encuentran en la mem-
brana celular, mientras que el Gltimo se halla extracelularmente (Figura 1.6).

Figura 1.6 Modelo de la biosintesis de PIA
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Nota: icaA e icaD sintetizan oligémeros derivados de UDP-N-acetilglucosamina; la sin-
tesis se detiene cuando se alcanza una longitud de 10-20 residuos. En presencia del
icaC se forman polimeros mas largos que reaccionan con antisueros especificos de
PIA. Debido a la similitud de secuencia con desacetilasas, icaB podria catalizar la reac-
cién de desacetilacién.

Cada gen cumple funciones especificas en la formacién de la biopelicula:
icaA codifica la produccién de una enzima N-acetilglucosaminiltranferasa,
que tiene como funcién la sintesis del polimero N-acetilglucosamina; icaA se
coexpresa con icaD y la actividad transferasa de la enzima que codifica icaA
aumenta de manera notable. La catalisis de los oligdbmeros de N-acetil-glu-
cosamina producidos por icaAD alcanza una longitud maxima de 20 residuos
y es solo cuando icaAD se coexpresa con icaC que codifica una proteina de la
membrana putativa de cadenas de oligdmeros mds largos, aproximadamente
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30 residuos. El gen icaC es una proteina de membrana que transporta oligé-
meros IcaAD, sintetizados a través de la membrana celular. El gen icaB se en-
cuentra localizado corriente arriba del gen icaD, estd asociado a la superficie
celular bacteriana y contiene una senal de secuencia tipica para codificar
proteinas extracelulares, las cuales son secretadas cuando el microorga-
nismo se encuentra en condiciones especiales de crecimiento (medios de
cultivo, superficies de polimeros y otros).

1.6.2.1 Produccién de PIA

El polisacarido PIA lo sintetizan enzimas codificadas por el operdn ica
ADBC, un homoglicano de adhesién intercelular (PIA) también llamado
PNAG (Figura 1.7); el PIA estd localizado, principalmente, en la superficie
celular y consiste en un enlace lineal 6-1,6-glucosaminoglicano que con-
tiene dos fracciones: polisacarido I, un homoglicano lineal con residuos
de enlace 6-1,6-2-acetamido-2-deoxi-D-glucopiranosil (promedio 80 %) que
es N-acetilado; el resto es desacetilado, por tanto, posee carga positiva. El
polisacarido II (<20 %) es estructuralmente parecido al polisacdrido I, pero
tiene un menor contenido de residuos no N-acetilados, contiene residuos
sustituidos por fosfato y succinato, lo que le confiere caracteristicas anioni-
cas. A PIA lo sintetizan, exportan y modifican los productos del locus del
gen icaADBC.

Figura 1.7 Estructura de polisacarido adhesina intercelular
(PIA)
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Nota: El polisacérido es un homoglicano lineal compuesto de B-1,6-ligados residuos
de N-acetilglucosamina; el 20 % de los residuos son desacetilados y, por tanto, estan
cargados positivamente.

Fuente: Tomado de Gotz.
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1.6.3 Mecanismos de formacién de biopelicula inde-
pendientes de ica

La proteina mds importante involucrada en la formacién de biopelicula
independiente de ica es Aap, proteina de 220 kD que se divide proteolitica-
mente a una forma mas pequeiia (140 KD) para inducir la formacién de
biopelicula. E1 27 % de las cepas que forman biopelicula aisladas a partir de
infecciones articulares por medio de prétesis forman biopelicula indepen-
diente de PIA, en la mayoria de las cuales la formacién de biopelicula parece
estar mediada por Aap. Esta proteina puede ser idéntica a las proteinas SSP-1
y SSP-2 que han sido implicadas en la formacién de la biopelicula indepen-
diente de ica, ya que han demostrado formar cadenas de proteinas en la su-
perficie de S. epidermidis; por tanto, posiblemente, contribuyen a la adhesién
célula-célula a través de grandes distancias. Esta capacidad podria explicar
como las proteinas contribuyen en la etapa de agregacién durante el desa-
rrollo de la biopelicula; la formacién de estructuras de fibrillas que se ex-
tienden sobre la superficie de S. epidermidis es dependiente de Aap.

En S. aureus, obtenido de muestras de animales con mastitis, se encuen-
tra una proteina de la superficie de la envoltura de la pared celular denomi-
nada proteina asociada biopelicula Bap, la cual estd implicada en la adhesién
a una superficie de poliestireno, en la adhesién intercelular y la formacién
de biopelicula. Esta proteina también se encuentra en otras bacterias, lo cual
sugiere que la familia de proteinas de la superficie Bap puede tener importan-
cia generalizada en la formacién de biopelicula independiente de ica.

1.6.4 Condiciones ambientales para la produccién
de biopelicula en Staphylococcus

Pocas cepas de este género y que contienen el gen ica logran la produc-
cién de biopelicula in vitro, sin embargo, bajo ciertas condiciones ambien-
tales, algunas de ellas logran producirla. Estas condiciones se enlistan a con-
tinuacion.

e Condiciones aerobias o anaerobias. Existen diferencias en la produccién
de biopelicula entre los Staphylococcus, de modo que se encuentra que existe
transcripcién del ica y la produccién de PIA en S. epidermidis y S. aureus bajo
condiciones anaerobias.

e Concentracién de azucar. La produccién de PIA es mayor con la adicién de
D-glucosa, fructosa, D-galactosa, sacarosa, lactosa y maltosa en el medio de
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crecimiento. Cramton 2001 reporté que la produccién de PIA se increment6
al adicionar al medio D-glucosa, D-glucosamina o N-acetyl D-glucosamina a
concentracién de 0,1 %, y a concentraciones mayores es inhibida la produc-
cién de biopelicula.

e Presencia o ausencia de hierro. La formacién de biopelicula por S. epider-
midis se incrementa en concentraciones limitadas de hierro.

¢ Magnesio. El incremento en iones Mg* o Ca*? incrementa, a su vez, la
formacién de biopelicula, mientras que la adicién de EDTA la inhibe en S.
epidermidis. Este efecto es resultado de la afinidad en el intercambio de cargas
de la superficie y la bacteria para la adhesién primaria al sustrato.

e Estrés osmotico. El S. epidermidis incrementa la produccién de biopelicula
al incrementar la temperatura y la osmolaridad.

e Etanol. La transcripcién del operon icaADBC se incrementa con la adicién
de etanol al medio de crecimiento y este efecto depende de la actividad de
IcaR.

1.7 Mecanismos que regulan la expresioén de la
biopelicula

En el medio ambiente muchas bacterias viven en comunidades propi-
ciadas por la biopelicula. Existen senales propias del medio y proteinas re-
guladoras que afectan la iniciacién, formacién y madurez de la biopelicula;
estas difieren entre las especies bacterianas, lo que le permite a cada una
colonizar de manera eficiente en un entorno preferido.

Entre las sefiales reguladoras para la formacién de la biopelicula se en-
cuentran la disponibilidad de nutrientes y la deteccién del quorum sensing;
estas sefales permiten cambios que afectan la madurez y la adquisicién 6p-
tima de nutrientes, lo cual regula la profundidad de la biopelicula de tal ma-
nera que el méaximo nimero de bacterias en esta se hallard a concentra-
ciones subdéptimas de nutrientes.

Lo anterior significa que en un medio rico o muy pobre en nutrientes
se va a encontrar un mayor nimero de células en la fase planténica, ya que
existe mayor acceso a los nutrientes locales o puede migrar a un nuevo en-
torno. Asimismo, el control en la deteccién del quorum en la formacién de
canales y las estructuras a modo de pilares asegura la entrega eficiente de
nutrientes a las células en una biopelicula.
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1.7.1 Mecanismo de regulacién del operén ica

La regulacién de la expresién del locus icaADBC la media un nimero de
factores reguladores. Estos factores incluyen proteinas reguladoras tales
como sarA y o% al igual que factores tales como IcaR y TcaR. A continuacién, se
describen algunos de estos factores.

e Gen icaR. Este gen codifica un represor transcripcional para el operdn
icaADBC, se encuentra ubicado entre la regién promotora del operén ica y
el codén de inicio de icaA —lo que ocasiona la represiéon en la expresién del
operén— y actia como un regulador negativo en la formacién de biopelicula.
Se ha demostrado que el represor icaR se une al DNA en el extremo 5 en la
region de icaA, de manera que afecta la expresién del operén icaADBC. Ica R se
conoce como el quinto gen del operén Ica y se transcribe de manera separada
de los otros genes del operén. Los codones de inicio de icaA e icaR se encuen-
tran separados, aproximadamente, por 163 pares de bases de ADN. Es una
proteina de aproximadamente 22 KDa y perteneciente a la familia de protei-
nas reguladoras de transcripcién conocida como tetR. Cuando se inactiva el
gen icaR, los niveles de expresién de icaA aumentan, lo cual indica que icaR
puede funcionar como un represor del operén icaADBC. En cepas a las cuales
se les realizan deleciones dentro de la regién que separa los genes de icaA e
icaR no se afecta la expresion del producto de icaR, evidenciando asi que el
gen icaR no esta autoregulado, caracteristica que se conserva de igual manera
tanto en la especie S. aureus como en S. epidermidis.

La transcripcién de icaA puede ser inducida en presencia de concentra-
ciones elevadas de NaCl, glucosa o etanol. Mientras que la actividad regu-
ladora de icaR se disminuye en presencia de etanol, mas no en presencia de
NaCl o glucosa. La expresion de icaA en cepas mutadas en el locus de icaR no
se ve afectada por la presencia de etanol, pero si con la presencia de NaCl o
glucosa en la misma cepa. Esto permite concluir que la regulacién de la ex-
presién de icaR es dependiente de la presencia del etanol.

e [S256. Los elementos moviles denominados transposomas han sido
relacionados con la regulacién en la formacién de biopelicula. Esta secuencia
se denomina IS256, y se ha encontrado en varias copias en el cromosoma de
algunas especies de Staphylococcus spp, aunque su modo de accién no se ha
dilucidado por completo; se ha reportado que este elemento genético puede
estar involucrado en un mecanismo de regulacién negativa en los productos
del operdn ica.

e Mecanismos externos. Existen vias o cascadas bioquimicas que regulan la
expresion de los productos del operdn ica, debido a la presencia de sustancias,
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como, por ejemplo, el etanol y el NaCl que, adicionadas al medio de cre-
cimiento, pueden activar el operdn ica de manera dependiente de icaR. Existe
también otro represor de la transcripcién de este operén denominado TcaR,
el cual es miembro de la familia de reguladores transcripcionales MarR aso-
ciados al locus del control de la expresién de la teicoplanina.

1.7.2 Quorum sensing como regulador de la biope-
licula

Varias especies del genero Staphylococcus se han reconocido como im-
portantes agentes etiolégicos de infecciones oportunistas. Su mecanismo de
accién es complejo y se compone de un amplio nimero de sistemas regu-
ladores. En las primeras fases de la infeccién, la expresiéon de proteinas de
superficie aumenta. Estas son claves por que le permiten a la bacteria atacar
los tejidos del huésped y evadir su respuesta inmunolégica. Una vez la densi-
dad celular ha aumentado, la expresion de las proteinas celulares de superfi-
cie disminuye, lo cual permite que la expresién de los factores de virulencia
aumente.

La capacidad que tienen algunas bacterias de formar biopelicula se da
gracias a un sistema de comunicacién entre los microorganismos denomi-
nado quorum sensing, el cual actla como un auténtico lenguaje a través de se-
nales quimicas. Este sistema funciona a modo de acuerdo (quorum) entre las
células bacterianas para la activacién o represiéon de genes especificos, entre
ellos los que regulan la produccién de biopelicula mediante la liberacién y la
deteccién de ciertas sustancias llamadas autoinductores.

La respuesta de las bacterias a la comunicacién entre ellas esta controla-
da por oligopéptidos modificados que se secretan en el ambiente y sacan
una respuesta reguladora en una concentracién dada. El sistema de comuni-
cacién intercelular utilizado permite direccionar procesos especificos, como
lo son, por ejemplo, la formacién de biopelicula, la expresién de factores de
virulencia, la produccién de metabolitos secundarios y demdas actividades
que involucren densidad poblacional y sean tiles para su sobrevivencia.

Una vez las células han detectado la concentracién de estas moléculas
autoinductoras, obtienen una especie de informacién acerca de la densidad
poblacional en el ambiente debido a que la concentracién de estas sefiales es
directamente proporcional al nimero de células. En el momento en el que se
alcanza un numero poblacional minimo, es decir, ha llegado al quorum, las
células comienzan a expresar una serie de genes con el objetivo de realizar ac-
cionesconjuntasopoblacionalmenteconcertadas;poresto,cuandose presenta
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una densidad baja, las bacterias expresan los factores de la proteina que
promueve la colonizacién, mientras que en la alta densidad de la célula las
bacterias reprimen estos rasgos, asi como la secrecién iniciada de las toxinas
y de las proteasas que se requieren para la difusion.

1.7.2.1 Quorum sensing y sistemas de regulacién de dos com-
ponentes

Laformacién de biopelicula es un aspecto importante de muchas infeccio-
nes por S. aureus, incluyendo endocarditis, osteomielitis y las infecciones de
dispositivos médicos implantados. Esto no solo con respecto a la patogénesis
de la infeccién, sino, ademads, con respecto a la terapia antimicrobiana. En
efecto, la presencia de biopelicula limita la eficacia de la terapia antimicro-
biana hasta el punto en que, a menudo, se requiere intervencién quirurgica
con el fin de eliminar el tejido infectado y/o los dispositivos implantados. Por
esta razoén, la investigacién en los dltimos anos se ha encaminado a las bases
moleculares de la formacién de biopelicula en los Staphylococcus spp. Hasta
la fecha, més de 20 genes estan implicados en el desarrollo de biopelicula,
donde, aproximadamente, la mitad de ellos cumple una funcién reguladora.

Losprincipales genesimplicados enlaregulacién delaformacién de biope-
licula que presenta S. aureus y S. epidermidis son el gen regulador accesorio
(agr) y el gen regulador accesorio estafilocécico (sarA); ambos locus juegan un
papel importante en la regulacién de diferentes mecanismos que permiten
y facilitan la adhesién, diseminacién y permanencia en el tejido o sitio de
infeccién en el hospedero, asi como la evasién de la respuesta inmune.

1.7.2.2 Gen regulador accesorio (agr)

El sistema agr se compone de dos unidades que se transcriben de forma
separada, RNAII y RNAIIL, las cuales accionan los promotores P2 y P3. La tran-
scripcién de P2 cubre un operén con cuatro genes (agrA, agrC, agrD y agrB) que
son cotranscritos; agrA y agrC constituyen el médulo clésico de sefhalizacién
de dos componentes (TCS), en el que agrC es el receptor transmembranal y
agrA es el regulador responsable de la unién al ADN (Figura 1.8).

Ahora bien, agrB —una proteina transmembranal— y agrD se unen para
generar un péptido autoinductor (PAI) constituido de 7-9 aminoacidos que
contiene un anillo tiolactona, el cual, durante el crecimiento de la biopelicula
se sintetiza y se secreta a través de un mecanismo que requiere multiples
peptidasas. Una vez alcanza una alta concentracién se une a un receptor
de superficie denominado histidina quinasa, (agrC), e inicia asi una cascada
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reguladora que controla la expresién de los factores de virulencia, tales como
proteasas, hemolisinas y toxinas que provocan la dispersién de las células
de la biopelicula y, a su vez, activa agrA regulando positivamente su propio
promotor P2.

En Staphylococcus, el regulador agr es, hasta el momento, el inico sistema
que emplea un RNA regulador (RNAIII), ya que modula la expresién de los
genes de virulencia (por lo general, a nivel traduccional), de modo que in-
volucra la expresién de exotoxinas tales como 8-toxina, a-toxina, 6-Toxina,
serin proteasa, DNAsa y fibrinolisinas. La Ginica funcién conocida de agrA en
S. aureus es activar su propio promotor (P2), asi como la del promotor P3, tal
como se observa en la Figura 1.8. De esto se concluye que la autoactivacién
de agr causa un aumento exponencial en la expresién del operén P2 y los
varios cientos de genes que regula positivamente RNAIII, de manera que im-
plica una enorme carga metabdlica.

La formacién y la regulacién de biopelicula por Staphylococcus es un pro-
ceso complejo y multifacético, lo cual depende del genotipo del organismo,
asi como de las condiciones experimentales. Asi, por ejemplo, agr juega un
papel importante en el proceso de desprendimiento. En estos, mediante mi-
croscopia confocal, mostraron que el desprendimiento de las células coin-
cide con la expresién agr y se suma a la produccién de un grupo de pequeiios
péptidos anfipaticos, conocidos como los modulinas fenol solubles (MFS) que
se producen de manera agr-dependiente en S. aureus y S. epidermidis.

Cuando la biopelicula es estatica, agr suprime durante la fase exponencial
de proteinas de unién a la superficie celular que favorecen las primeras eta-
pas de la colonizacién, y aumenta la expresién de §-hemolisina, la cual tiene
un efecto negativo sobre la maduracién de la estructura de la biopelicula por
sus propiedades degradantes; ademads, sumado a la sintesis de la proteasa,
agr disminuye la biopelicula por la degradacién de proteinas fundamentales,
como, por ejemplo, las adhesinas.

La situacién es compleja en el flujo de biopelicula, aunque la expresiéon de
agr aumenta enormemente la masa de la biopelicula. A medida que aumenta
la edad de la biopelicula, la expresién de agr es significativamente menor y
muchas de las bacterias pierden su viabilidad, lo que confirma su accién en
la regulacién de la formacién de biopelicula.

1.7.2.3 Gen regulador accesorio Staphylococcico (sarA)

El gen regulador accesorio Staphylococcico (sarA) es una familia de genes
que pertenece a los TCRs, los cuales se componen de proteinas de unién al
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ADN y regulan la expresién de genes de virulencia en especies del género
Staphylococcus spp.; estas proteinas potencian la expresién durante la fase ex-
ponencial y estacionaria del crecimiento de proteinas de adhesién y toxinas
de manera directa e indirecta, actuando como un interruptor que activa la
transcripcién de genes de virulencia mientras reprime la sintesis de protei-
nas de superficie de la pared celular en S. aureus.

Figura 1.8 Proceso de autoinduccion de agr

: * agrC
P 3 \
.
D ‘* agrA
o 3
s
3
A |
u
T bl ARNII 4 ARN Il
lo* 3 P2 P33T
N bl agrA agrC agrD agrB -“
D ¥ 1 2 3 4
‘% L 4
C agrD
¢ %\ 63
'C: * agrD
E
s agrB agrB

Nota: Comienza cuando el péptido agrD es procesado, de manera que este autoinduc-
tor actla en el dominio receptor de la proteina transmembranal de agrC e induce asila
fosforilacién del dominio citoplasmaético; el fosfato es transferido a agrA, el cual activa
la trascripcién desde los dos promotores agr (P2 y P3). El promotor P2 dirige la autoac-
tivacién del circuito, mientras que el promotor P3 dirige la transcripcién de RNALIIIL al
cual regula el efector del sistema.

La familia de proteinas sarA se puede clasificar en tres subfamilias:

e Proteinas con un Unico dominio de unién al ADN (SarA, SarR, SarT,
SarV,SarX y rot);

e Proteinas de doble dominio de unién al ADN (SarS, Sar U, SarY), y

e Proteinas homologas a la proteina MarR (la cual es una proteina de viru-
lencia encontrada y caracterizada en bacterias gramnegativas) (MGRA, SarZ).
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El gen sarA estd involucrado en la regulacién de las proteinas de la pared
celular y extracelular, por tanto, su accién aumenta en la fase exponencial
durante la formacién de biopelicula. SarA se requiere para activar la trans-
cripcion del locus agr, de modo que se une a una secuencia consenso situada
entre los promotores P2 y P3 que modulan la transcripcién de las moléculas
de RNAII y RNAIIL

El gen SarA posee funciones reguladoras independientes de su interac-
cién con agr y reprime la expresién gen coldgeno adhesina (cna) mediante la
unién a elementos asociados con el promotor de cna. También se ha sugerido
que sarA controla la expresién de una manera directa. Sin embargo, parece
que sarA actda como un activador, ya que, cuando se presenta una mutacion
en el locus sarA, se produce una reducciéon concomitante en la activacion y
expresion de fnbA; también modula la produccién de varias proteasas de una
manera independiente de agr.

La accién de sarA y la de agr son opuestas en la formacién de biopelicu-
la. La mutacién de sarA puede estar relacionada con una mayor suscepti-
bilidad a la accién de diversos antibiéticos, como, por ejemplo, daptomici-
na, linezolid y vancomicina, especificamente en bacterias formadoras de
biopelicula. En condiciones in vitro, este aumento en la susceptibilidad fue
evidente incluso después de la reduccién en la capacidad de un mutante
sarA para formar una biopelicula. En contraste, la induccién en la expresién
del locus agr se muestra con el desprendimiento de células de S. aureus ais-
ladas de una biopelicula establecida, lo que resulta en el aumento de la
susceptibilidad a diversos antibidticos, incluyendo rifampicina y levoflo-
xacina. Otros informes han demostrado que los mutantes agr se acumulan
dentro de una biopelicula y, finalmente, se convierten en la subpoblacién
predominante. También se ha establecido que la pérdida de la funcién agr
puede conferir una ventaja selectiva in vivo, en particular bajo la presién de
la terapia con vancomicina.

Estos resultados sugieren que las funciones opuestas de sarA y agr en
la formacién de biopelicula pueden correlacionarse de forma directa con
la susceptibilidad a los antibiéticos; con la expresién de sarA se conduce a
la resistencia intrinseca de biopelicula, y la expresiéon de agr tiene el efecto
contrario. En razén a lo anterior, es importante definir las relaciones epis-
taticas entre sarA y agr en el contexto de la formacién de biopelicula. En con-
creto, la mutacién de agr resulta en reduccién de la produccién de estas en-
zimas, mientras que la mutacién de sarA tiene el efecto contrario. Ademads,
el ADNe ha demostrado que contribuye a la formacién de biopelicula en
S. aureus.



La matriz de la biopelicula

1.7.3 Regulacién por medio de la proteina ESP del
Staphylococcus epidermidis

El S. aureus es el agente causal de infecciones severas, ademas de que
posee cepas resistentes a la meticilina (MRSA) y a la vancomicina (VRSA)
que aumentan el nivel de dificultad del tratamiento para estos pacientes, asi
como que se incremente la tasa de mortalidad. En paises industrializados,
la tercera parte de su poblacién tiene al S. aureus como uno de los mayores
reservorios en cavidad nasal de manera asintomatica, pero la colonizaciéon
de esta bacteria incrementa el riesgo de sufrir infecciones. Esta poblacién
portadora es capaz de evadir la colonizacién del S. aureus, posiblemente, a
causa de la ecologia bacteriana y las interacciones entre microroganismos
comensales y patégenos.

El Staphylococcus epidermidis, en cuanto bacteria comensal, tiene un papel
inhibitorio sobre el patégeno S.aureus, cuando se realizan cocultivos de bac-
terias de S. epidermidis y S. aureus, o sobrenadante de cultivo de S. epidermidis
con S. aureus; en estos cocultivos se produce la inhibicién de la produccién de
biopelicula por parte de S. aureus, y con el sobrenadante su destruccién, lo
cual clasifica al S. epidermidis en tipo inhibidor o no inhibidor de la formacién
de biopelicula. El sobrenadante de cultivo de S. epidermidis tipo inhibidor
destruye la biopelicula preexistente del S. aureus.

En los humanos existe un factor inhibidor del S. epidermidis de cavidad
nasal que no permite la colonizacién del S. aureus. Este factor es una proteina
de PM de 27 kDa denominada serin proteasa (Esp), responsable de la destruc-
cién de la biopelicula producida por el S. aureus.

Por otra parte, los queratinocitos (células del sistema inmune innato)
producen péptidos antimicrobianos como la beta defensina 2 (hBD2). La Esp
no tiene acciéon bactericida y el péptido hBD2 tiene baja accion bactericida
sobre el S. aureus productor de biopelicula. Pero la accién combinada de Esp
y hBD2 hace que la accién bactericida del péptido sea efectiva en el S. aureus
productor de biopelicula. La accién de Esp esta dada en inhibir el crecimien-
to bacteriano, tiene actividad bactericida y compite especificamente por las
moleculas de adhesién bacteriana. Otras proteinas que degradan la matriz
de la biopelicula son la DNAsa bovina, la dispersina B y la lysostafina.
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2 Biopelicula:
aspectos clinicos y de laboratorio

Jeannette Navarrete O.
Liliana Mufioz M.

Como se menciond en el capitulo anterior, la biopelicula ha cobrado gran
interés en la actualidad gracias a su participacién en diferentes procesos
infecciosos, ya que incrementa los mecanismos de resistencia bacteriana
de manera que aunado a los factores de virulencia que poseen las bacte-
rias, logran sobrevivir exitosamente a tratamientos con antibiéticos o a la
respuesta inmune del organismo infectado.

Los microorganismos productores de biopelicula requieren de una varie-
dad de entornos que proporcionan limites de difusién para la bacteria y micro-
gradientes ambientales que le permiten a su fisiologia individual adaptarse.
Ademas, la proximidad bacteriana dentro de la biopelicula lleva a que se origi-
nen comportamientos coordinados en los que se da comunicacién celular por
medio de senales, entre las cuales la mas documentada es el quorum sensing.

2.1 Importancia clinica de la biopelicula

Aunque normalmente se asocian las biopeliculas bacterianas a procesos
infecciosos, es necesario senalar que algunas de estas tienen un papel pro-
tector. Es asi como las biopeliculas de lactobacilos presentes en la vagina fer-
mentan el glucégeno producido por las células epiteliales al ser inducidas por
los estrégenos, de modo que producen 4cidos que disminuyen el pH vaginal
y previenen de esa manera la colonizacién por microorganismos patégenos.
La desaparicién de esta biopelicula, con la consiguiente neutralizacién del
PH, suele venir acompanada del desarrollo de microorganismos patégenos,
como, por ejemplo, Gardnerella vaginalis y otros microorganismos anaerobios.

Otro ejemplo de biopeliculas benéficas lo constituye la biopelicula for-
mada sobre la superficie de los dientes, la cual los protege de la colonizacién
por otros patdégenos exdgenos. Esta biopelicula suele estar compuesta por 20
a 30 especies bacterianas distintas, entre las que se destacan los Streptococcus
y Actinomyces spp.
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La infeccién de endodoncia causada por bacterias productoras de biope-
licula en el sistema de conductos radiculares y en la superficie son de dificil
erradicacién y se hacen resistentes a una variedad de productos de higiene
oral. Para evitar la produccién de biopelicula es necesario prevenir la caries
dental, la gingivitis y la periodontitis.

Actualmente, los microorganismos de la flora normal de los seres hu-
manos son los que, a menudo, se han relacionado con la infeccién y la colo-
nizacién de implantes médicos, muy comunes en la medicina moderna. En
Estados Unidos se han reportado cerca de 100 millones de dispositivos utili-
zados por ano en solo catéteres uretrales. La tasa de infeccién en sondas ure-
trales sin cobertura antibiética es cerca del 28 %, y en catéteres puede llegar
a ser hasta de un 100 %, lo que provoca una alta tasa de mortalidad.

Por otra parte, existen numerosas evidencias epidemiolégicas que rela-
cionan las biopeliculas con distintos procesos infecciosos (véase la Tabla 2.1)

. Entre estas se encuentran los procesos infecciosos con biomaterial colo-
nizado con bacterias adhesivas y formadoras de biopelicula; resistencia me-
diada por la biopelicula bacteriana a los mecanismos de defensa del huésped
y a la terapia antibidtica; infecciones persistentes y resistentes al tratamien-
to antimicrobiano causadas con mucha frecuencia por Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis y Pseudomonas aeruginosa; asi como presencia de in-
flamacién, tejido celular danado y necrosis en la interfase tejido-implante
generado por particulas debridadas del biomaterial.

Ademads de los microorganismos mencionados que se relacionan con
procesos infecciosos y la biopelicula, le sigue un cierto namero de especies
emergentes como, por ejemplo, S. hominis, S. haemolyticus, S. capitis, S. warneri
y algunas especies de Enterococcus spp. También, ocasionalmente, algunas
especies de levaduras del género Candida spp. La frecuencia relativa de la in-
feccién depende, en cierta medida, de la ubicacién del dispositivo, pero S.
epidermidis es el microorganismo aislado més frecuente.

Tabla 2.1 Lista parcial de infecciones humanas en las que es-
tan involucradas biopeliculas bacterianas

Infeccién Especie bacteriana formadora
o enfermedad de biopelicula
Caries dental Cocos grampositivos (p. €j., Streptococcus)
Periodonditis Bacterias anaerdbicas orales gramnegativas

contintia (pdg. 55)
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Infeccién
o enfermedad

Especie bacteriana formadora
de biopelicula

Otitis media

Cepas no tipables de Haemophilusinfluenzae

Infecciones del musculo-
esqueleto

Cocos grampositivos (p. €j., Staphylococcus)

Fascitis necrotizante

Estreptococos grupo A

Osteomelitis

Varias especies bacterianas y fungicas

Prostatitis bacteriana

Escherichia coli y otras bacterias gramnegativas

Endocarditis de la valvula
nativa

Streptococcus del grupo “viridans”

Neumonia por fibrosis
quistica

Pseudomonas aeruginosa y Burkholderia cepacia

Meloidosis

Pseudomona spseudomallei

Infecciones asociadas a atencion en salud (IAAS)

Neumonia (cuidados
intensivos)

Bacilos gramnegativos

Suturas

Dispositivos ortopédicos

Prétesis del pene

Orificios de salida

Vélvulas mecéanicas del
corazén

Vias arteriovenosas

Staphylococcus epidermidis y aureus

Bucles esclerales

Cocos grampositivos

Lentes de contacto

P. aeruginosa y cocos grampositivos

Cistitis por catéteres urinarios

Escherichia coli y otros bacilos gramnegativos
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Infeccién Especie bacteriana formadora

o enfermedad de biopelicula
fs;i‘;czln itis por dialisis peri- Una variedad de bacterias y hongos
DIU Actinomyces israelli y entre otros
Tubos endotraqueales Una variedad de bacterias y hongos
Catéteres hickman S. epidermidis y Candida albicans
Catéteres centrales venosos S. epidermidis y otros
Injertos vasculares Cocos grampositivos
Bloqueo del conducto biliar Una variedad de bacterias entéricas y hongos

Fuente: Wolcott R, et al. 2013.

De los cocos grampositivos, los Staphylococcus coagulasa negativa (SCN)
son los patégenos aislados en un alto porcentaje en IAAS. Corresponden en
un 80 % a S. epidermidis y se encuentran también en infecciones crénicas y
aislados en pacientes inmunocomprometidos. La patogénesis de la infeccién
por S. epidermidis parece estar vinculada a la capacidad de formar comuni-
dades en multicapas en la superficie de los polimeros. En el 2002, Da Silva et
al. (35) realizaron un estudio comparativo de los microorganismos de flora
normal y los aislados de hemocultivo en el que reportaron que el 79 % de
los aislados de hemocultivos fueron productores de biopelicula, en compa-
racién con el 58 % de los aislados de la flora de la piel de infantes infectados y
no infectados. Adicionalmente, reportaron que nifios con bacteremia fueron
colonizados con mas frecuencia con S. epidermidis.

El S. aureus se relaciona con mayor frecuencia a infecciones de dis-
positivos biomédicosa causa de la abundancia de las toxinas que elimina,
moléculas adhesivas y otros factores de virulencia expresados por este mi-
croorganismo que contribuyen a la morbilidad por implantes biomédicos, a
pesar de que coloniza en forma no patdgena, boca, nariz y oidos en gran
parte de la poblacién sana.

Estos estudios permiten evidenciar las altas tasas de incidencia de in-
fecciones nosocomiales a nivel mundial. Datos tomados por el sistema de
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vigilancia m 1lr4445 Alemania desde enero de 1990 hasta mayo de 1999
muestran que los Staphylococcus spp. fueron los patégenos aislados de manera
mas frecuente con un 37 %, de los cuales el 12 % eran Staphylococcus aureus
provenientes de infecciones del torrente sanguineo de las unidades de cuida-
dos intensivos; sin embargo, el reconocimiento de la infeccién se ve obstacu-
lizada por la dificultad para distinguir la cepa infectante de la flora normal.

De acuerdo con el Sistema Nacional de Vigilancia Nosocomial, en el 2003
el 80 % de las infecciones nosocomiales en las unidades de cuidado intensivo
fueron causadas por S. aureus resistente a la meticilina, lo que dificulta las
opciones terapéuticas al reducirlas a antibioticos tales como la vancomicina
y la teicoplanina. Sin embargo, el uso incrementado de este antibiético resul-
to en Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA). La rata de preva-
lencia de MRSA en los hospitales de Estados Unidos ha lacanzado el 50 %, en
trabajadores de la salud en el Reino Unido se ha aislado en un 44 %, mientras
que en Japén se ha aislado en el 60-70 % de los pacientes hospitalizados.

En paises desarrollados se ha reportado que entre el 5 % y el 10 % de los
pacientes que ingresan a los centros de atencién en salud tienen el riesgo
de contraer una o més infecciones. Las infecciones asociadas a dispositivos
invasivos, utilizados de manera especial en las UCI, constituyen una grave
amenaza para la seguridad de los pacientes. Segiin un informe del Siste-
ma Nacional de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales del Centro para el
Control de Enfermedades (CDC) de Atlanta, las tasas medias acumuladas de
infecciones relacionadas con el uso de ventilacidn mecéanica, catéteres cen-
trales y catéteres urinarios fueron de 3,9, 4,0 y 5,4 por 1000 dias de uso, res-
pectivamente.

Por otra parte, la produccién de biopelicula impone una limitacién en
el uso y disefio de dispositivos oculares tales como los lentes intraoculares,
lentes de contacto posterior, hebillas esclerales, tapones conjuntivales, dis-
positivos de intubacién lagrimal e implantes orbitales. En la ausencia de ma-
teriales abidticos, la biopelicula se produce en la cdpsula y en el estroma
corneal, por tanto, se ha convertido en una prioridad desarrollar nuevas es-
trategias orientadas a evitar o prevenir su formacién o a erradicar la infec-
cién por el microorganismo productor de biopelicula.

En Colombia, segtin reportes del Boletin Epidemiolégico Distrital del 2010
acerca de infecciones asociadas al cuidado de la salud de la Secretaria Distri-
tal de Salud de Bogot3, las infecciones asociadas a dispositivos invasivos en
las UCI tienen una tasa de septicemia asociada a catéter central de 5,1 casos
por cada 1000 dias de uso de catéter, y en segundo lugar se encuentran las
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infecciones urinarias asociadas a sonda vesical con una tasa de 3,9 casos por
cada 100 dias.

2.2 Biopelicula e implantes médicos

Las biopeliculas sobre implantes médicos pueden estar compuestas por
una Unica especie o por multiples especies bacterianas tanto grampositivas
o gramnegativas como de levaduras. Estos microorganismos proceden de la
piel del propio paciente, del personal sanitario, del ambiente o de procesos
infecciosos, especialmente de sepsis. Cuando un implante se contamina con
bacterias, varios factores influyen en que se desarrolle una biopelicula sobre
este. Inicialmente, los microorganismos deben adherirse a la superficie del
implante el tiempo suficiente para que la adherencia sea irreversible.

Esta adherencia depende del flujo de liquido al que esta sometido el im-
plante, del nimero de bacterias que se adhieren y de sus caracteristicas fisi-
co-quimicas. En el caso de catéteres venosos centrales, la superficie del caté-
ter acaba recubierta de proteinas del plasma y otras proteinas de los tejidos
como, por ejemplo, fibronectina, fibrinégeno, laminina, etc., las cuales van
a favorecer la unién de las bacterias que posean adhesinas para ellas. En el
caso de sondas urinarias, la fuente de contaminacién puede ascender desde
labolsa recolectora y entrar en el lumen del catéter a través del exudado en el
punto de entrada del catéter. En este caso, las bacterias se unen directamente
al material del catéter sin que intervengan proteinas del paciente.

Otra caracteristica importante es la hidrofobicidad de la superficie bacte-
riana frente al implante médico, las fuerzas de Van der Waals y la polaridad. La
interaccién directa entre la bacteria y la superficie del polimero juega un papel
critico en las primeras etapas de los procesos de adhesién in vitro y, probable-
mente, también in vivo (Figura 2.1). El crecimiento de la biopelicula sobre su-
perficies sintéticas de los implantes médicos produce consecuencias clinica-
mente serias que llegan a ser persistentes y culminan en infecciones crénicas.

El Staphylococcus spp. es el género més comun causante de la formacién
de biopelicula en implantes ortopédicos, incluyendo prétesis de articulacio-
nes, alambres, fijadores externos, placas, tornillos y clavos, entre otros. Sin
embargo, otros dispositivos médicos permanentes son propensos a la in-
feccidén por Staphylococcus spp. formadores de biopelicula, e incluyen: venti-
ladores, catéteres intravenosos, las unidades de presién arterial invasiva,
bombas de infusién, desfibriladores cardiacos, valvulas cardiacas mecani-
cas, marcapasos, aspiradores, materiales de puntadas, derivaciones del
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sistema nervioso central, implantes quirdrgicos cosméticos e implantes de
pene, entre otros.

Una vez adherida, la biopelicula actia como una fuente de infeccién, so-
bre todo en pacientes inmunocomprometidos. Los mecanismos por los que la
biopelicula produce los sintomas de la enfermedad aumentan en razén a la alta
susceptibilidad que se produce, puesto que activan las defensas del huésped y
estimulan la liberaciéon de mediadores inflamatorios, citoquinas, radicales de
oxigeno y enzimas lisosomales; como consecuencia, ocurre dafno proteico ti-
sular e inflamacién crénica, lo que, posteriormente, se agrava por actividades
bacterianas y toxinas. A su vez, se liberan grupos de bacterias al torrente san-
guineo que se vuelven resistentes a la accién fagocitaria de las células del sis-
tema inmune (tema que se trata a profundidad en el capitulo 3) y, por otra parte,
constituyen un nicho para la aparicién de cepas resistentes a los antibioticos.

Figura 2.1 Modelo esquematico de las fases que intervienen
en la formacién de biopelicula S. epidermidis y factores
bacterianos implicados
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Nota: 1) fijacién de la superificie del polimero (fuerzas de Van der Waals, interacciones
hidrofébicas, SSP-1/SSP-2: proteinas de superficie del Staphylococco; Atle:autolisina; PS/A:
polisacarido/adhesina); 2) acondicionamiento de la biopelicula (fibrina, fibrinégeno, fi-
bronectina, vitronectina, factor Von Willebrand); 3) fijacién de la superficie del polimero
cubierta con proteinas de la matriz extracelular (Atle, 4cido teicoico, Fbe: fibrinégeno-
proteina de unién, SdrG: proteinas G con repeticiones serina-aspartato); 4) proliferaciéon
bacteriana en multiples capas: adhesina de polisacarido intercelular; acumulacién de
proteinas asociadas).

Fuente: modificado de Von Eiff, Peters y Heilmann.
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2.3 Biopelicula e infecciones adquiridas en hos-
pital (IAH)

Uno de los habitats que usan los microorganismos para producir biope-
licula es el cuerpo humano, donde se estima que mas del 65 % de las infec-
ciones producidas en él estan relacionadas con la producciéon de biopelicula;
en su mayoria, estas infecciones afectan el tracto urinario, los pulmones y la
sangre, a través de catéteres o ventiladores.

Las infecciones adquiridas en hospital (IAH) o nosocomiales, segiin la Or-
ganizacién Mundial de la Salud, son las que se contraen durante una estan-
cia en un centro de salud y si aparecen al menos 48 horas después del ingreso
a dichas instalaciones. Este periodo puede extenderse hasta los 30 dias si en
el paciente se realizé una cirugia y se debe controlar por un afio si se colo-
caron en proétesis, valvulas cardiacas etc. Los pacientes quirdrgicos igual-
mente estan altamente relacionados con infecciones urinarias asociadas a
catéteres de duracién prolongada, producidas por gérmenes productores de
biopelicula. Se estima que mas del 60 % de las IAH estan relacionadas con
microorganismos productores de biopelicula, lo que conlleva a prolongar los
dias de hospitalizacién e incrementar los costos por paciente.

En los neonatos que se encuentran en unidades de cuidado intensivo se
ha observado que el mayor agente causal de estas infecciones es el Staphy-
lococcus epidermidis, debido a la propiedad que tiene de producir biopelicula.
Se ha observado que esta bacteria produce biopelicula in vivo gracias a la
influencia ambiental, asi como a la concentracién de glucosa en el sitio de
persistencia bacteriana.

Los Staphylococcus coagulasa negativa son las bacterias que con mayor
frecuencia causan infecciones asociadas a dispositivos médicos y bactere-
mias nosocomiales. Estos microorganismos estdn involucrados en el 57 %
de las infecciones del sistema nervioso central, en el 60 % de las infecciones
relacionadas con catéter, en el 45 % de las infecciones de prétesis de vélvulas
cardiacas y en el 35 % de las infecciones de prétesis articulares.

Las caracteristicas generales de las infecciones agudas y crénicas, asi
como varios ejemplos relacionados con bacterias productoras de biopelicula
se describen en la Tabla 2.2.

El Staphylococcus aureus, agente causal de infecciones nosocomiales de
areas quirurgicas y adquiridas en la comunidad, son en la actualidad un
grave problema de salud publica; este agente se adhiere a implantes médicos
y a tejido del huésped, de modo que establece la biopelicula y esto permite
la persistencia de las infecciones crénicas, la resistencia a antimicrobianos y
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la evasién de la respuesta inmune del huésped, lo cual hace que estas infec-

ciones sean de dificil erradicacién.

Tabla 2.2 Ejemplosdeinfeccionescrénicasoagudasrelaciona-
das conmicroorganismos productores de biopelicula
Modelos
Patologia | Agente | Caracteristicas | Curso |Tratamiento
. Resolucién raplda Antibidtico
Tipos de con drenaje .
Aguda . . S. aureus . Dias por corto
infeccién y antibiéticos Hempo
apropiados P
T
g El huesped
fracasa en la
P eliminacién del
o .
patégeno ol
S L . . M. intracelular. Hay | Meses a Antibiético
Crénica |Tuberculosis . L - por largo
tuberculosis reactivacién anos Hempo
de la infeccién P
d latente con
compromiso
€ inmunitario
Habilidad del
! Infecciones A organismo Remover
n . P. mirabilis | para migrar en . . s
Por en catéter MRSA el dispositivo Dias | dispositivoy
f| produccién | urinario enfermedad antibiético
= . de’ subyacente
c | biopelicula
. asociada a .. .
. | dispositivo Infec:c101.1 P'{lesgolcile Antibidtico
1 en protesis, . o infeccién )
, < S.epidermidis . Semanas| remocion
é valvulas secundaria y dirtireica
w cardiacas de embolia 4 &
Caries Inicio incierto, Fisico, pre-
Por .. dental S. mutans desequilibrio Anos ventivo
prod:ecqon ecolégico (dieta/higiene)
biopelicula Antibioti
no Pneumonia Deterioro de n;; lztlgo
a_SOCEIad? a | con fibrosis | P.aeruginosas | la funcién del Afos ptiem §
dispisotivo | quistica higado [emPpo,
fisioterapia
Fuente: Modificado de Ebrey, Hamilton y Lappin-Scott.
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Los enterococos, que colonizan el intestino y lo pueden lograr en torrente
sanguineo produciendo bateremia, son resistentes a la vancomicina y no es-
tan asociado a hospitalizaciones ni tratamientos previos con antibiético; los
pacientes son colonizados en la comunidad y tienen un factor que predis-
pone a la infeccién clinica.

2.4 Mecanismos de resistencia de la biopelicula

La biopelicula se considera un mecanismo de resistencia adaptativo en el
que, debido a la proximidad espacial entre las células bacterianas, se puede
llegar a incrementar la transferencia horizontal de genes por plasmidos o
fagos. La infeccién por biopelicula es dificil de erradicar dada su resistencia,
definida como la habilidad de un microorganismo para crecer en presencia
de una elevada concentracién de antimicrobiano o un pequeno grupo de ce-
pas, en las cuales la concentracién minima inhibitoria (MIC) se ha incremen-
tado. No obstante, en la biopelicula no es necesario que se cumplan estos
criterios convencionales, pues en ella se entiende como un incremento de la
resistencia de las células atacadas.

Los mecanismos por los cuales se hacen resistentes atin no son comple-
tamente claros, pero se han considerado los siguientes: la inactivacién de
antibidticos por polimeros extracelulares o modificaciones enzimaticas; la
baja disponibilidad de nutrientes, lo que contribuye a una baja tasa de cre-
cimiento; los cambios fenotipicos que adquiere la poblacién bacteriana den-
tro de la biopelicula, y la persistencia bacteriana; solos o en combinacién,
estos factores se usan para explicar la supervivencia de las bacterias dentro
de estas comunidades.

La biopelicula contiene en su interior una gran cantidad de agua y so-
lutos del tamaiio de los antibidticos, por lo cual estos podrian difundirse
facilmente dentro de la matriz. Sin embargo, la movilidad fisica de los an-
tibidticos en la biopelicula no asegura que el antibiético penetre dentro de
este. La penetracién es restringida debido a que la matriz de exopolisacari-
dos limita la difusién de sustancias y la unién del antimicrobiano, de modo
que proporciona una efectiva resistencia a las células en su interior contra
grandes moléculas tales como antimicrobianos, proteinas, lisozimas y com-
ponentes del sistema inmune del hospedero como lo son, por ejemplo, las
proteinas del sistema de complemento.

Por otra parte, la carga negativa de los exopolisacaridos es muy efectiva
en la proteccién celular contra antibiéticos cargados positivamente como
los aminoglucésidos, a causa de la restriccién de la permeabilidad durante
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toda la unién. En otros casos, como, por ejemplo, en biopeliculas formadas
por pseudomonas, se ha podido demostrar un sinergismo entre la difusién
retardada del antibidtico y la degradacién de este en el interior. La matriz
de exopolisacaridos puede actuar como una barrera retardando la difusién
del antimicrobiano, lo que disminuye la concentracién del antibiético que
ingresa a la biopelicula a fin de que en su interior enzimas semejantes a las
lactamasas lo destruyan y lograr asi una resistencia efectiva.

Este sinergismo es andlogo al que existe entre el interior de la membrana
y la resistencia a fdirmacos por las bombas de exclusién que transportan an-
timicrobianos a través de esta barrera permeable, tales como los descritos
para E. coli (AcrAB-TolC), localizados tras la membrana, que actian como una
bomba de multirresistencia semejante a la bomba de exclusién del cloram-
fenicol CmlA localizada en el citoplasma, la cual capta el cloramfenicol y se
lo presenta a la bomba Mex, que se encarga de expulsarlo de la célula.

Un factor considerado responsable de la resistencia de la biopelicula es la
disminucién de la tasa de crecimiento; virtualmente, todos los antibiéticos
son muy efectivos en el ataque rapido de las células en crecimiento, con-
dicién que es absolutamente requerida por algunos antibiéticos para estar
en capacidad de atacar.

Otro mecanismo por el cual la disminucién del crecimiento contribuye a
la resistencia de la biopelicula es el gradiente quimico que se establece aden-
tro. El oxigeno es conocido por modular la accién de los aminoglucésidos y
los gradientes de pH pueden impactar de forma negativa la eficiencia de los
antibidticos.

El ultimo factor considerado recientemente es la persistencia y la tole-
rancia, en los cuales las bacterias de la biopelicula no solo evaden el ataque
de los antibiéticos, sino que también resisten desinfectantes quimicos tales
como el hipoclorito y el glutaraldehido. Las células persistentes pueden cons-
tituir una pequena fraccién de la poblacién total, pero estas pocas células
son altamente protectoras, semejantes al estado de espora de los Bacillus.

2.5 Métodos de diagnéstico de biopelicula

2.5.1 Deteccién genotipica de la biopelicula: mode-
lo de estudio S. aureus

2.5.1.1 Determinacién genotipica del operén icaADBC

Como se analizé en el primer capitulo, mediante estudios moleculares
se ha evidenciado que el operdn ica es fundamental para la codificacién del
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exopolisacarido que envuelvelas microcoloniasbacterianas. Este operénlo con-
forman cuatro genes estructurales denominados icaADBC y un gen regulador
conocido como icaR, el cual codifica un represor trascripcional para icaADBC
que se encuentra limitando la regiéon promotora del operén y el codén de ini-
cio de icaA, de modo que actiia como un regulador negativo en la expresion.

Si se tiene en cuenta la importancia inherente a la funcién reguladora
del icaR en la sintesis de la biopelicula bacteriana, asi como la falta de es-
tudios para usarse como blanco terapéutico alternativo a la terapia antimi-
crobiana en sepsis ocasionadas por Staphylococcus spp, el grupo REMA de la
Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca se ha propuesto como objetivo
de investigacién el andlisis de produccién de biopelicula, asi como el disefo
y el uso de péptidos antimicrobianos (PAM) dirigidos hacia la inactivaciéon
del icaR, con el fin de inhibir la formacién de biopelicula de Staphylococcus
epidermidis y aureus en un modelo in vitro. Esta estrategia se presenta como
una alternativa terapéutica frente al uso de antibiéticos que en la actualidad
son ineficaces debido a la resistencia bacteriana, lo cual se considera un pro-
blema de salud publica.

Para la deteccién genotipica del operon icaADBC e icaR se utiliz6 la técnica
dereaccién en cadena dela polimerasa (PCR) a partir de ADN aislado, de acuer-
do con el protocolo del fabricante (Easy-DNA Kit de Invitrogen, Kit Wizard®
Genomic DNA Purification A1123 PROMEGA), adicionando inicialmente 2 mg/
mL de lisozima. Se utilizé como control negativo la cepa ATCC 12228 de S.
epidermidis y como control positivo la cepa ATCC 35984. El protocolo de PCR se
realizé tal como se describe a continuacién.

2.5.1.1.1 Disefio de cebadores para la determinacién del ope-
rén icaADBC e icaR

En la base de datos de Genbank se tuvo que realizar una busqueda de cin-
co secuencias diferentes para cada uno de los genes descritos de los opero-
nes icaABDC e icaR en Staphylococcus; luego, en cada gen se ingresan las se-
cuencias encontradas en el programa Clustal W, con el fin de someterlas a
alineamiento multiple y determinar la homologia entre ellas. Luego de esto
se disenan los primers para los genes icaC e icaB en el programa Primer3
(véase la Tabla 2.3). Un modelo de este disefio se explica a continuacién.

En la obtencién de los primers para los genes icaB e icaC se utilizé la base
de datos del NCBI; se toman cuatro reportes del gen completo para cada gen
en bacterias grampositivas y se realizan los alineamientos respectivos me-
diante el programa MultAling con el fin de buscar la secuencia consenso
(véanse las figuras 2.2 y 2.4).



Biopelicula: aspectos clinicos y de laboratorio

Tabla 2.3 Secuencia de primer par la deteccién del operon
icaADBC, elemento regulador icaR e IS256

ATG TAG GTC CAT AAG AAC GGC-3°

.. Tamano de
. . Localizacién . .2
Gen Secuencia del primer . amplificacién
en el locus ica
en pb
Forward 5'- 107
. TAA TCC CGA ATTTTT GTG AA -3".
icaR N 469
Reverse: 5 - 575
AAC GCA ATA ACCTTATTT TCC-3"
Forward 5'- 1824
icap |ACA GTC GCT ACG AAA AGA AA -3 103
Reverse 5 - 1926
GGA AAT GCC ATA ATG ACA AC-3"
Forward 5°- 1963
icaD ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG -3° 198
Reverse 5'- 2160
CGT GTTTTC AAC ATT TAATGC AA -3°
Forward 5'- 2494
. CTG ATC AAG AAT TTA AAT CAC AAA-3’
icaB < 302
Reverse 5'- 2795
AAA GTC CCATAA GCCTGTTT-3"
Forward: 5 - 3131
icac | CTT ATC ACC GCT TCT TCT TTT-3' 403
cat | Reverse: 5'- 4120
CGG AAA CAG CGA TAA ATA AA -3°
Forward: 5'- 124
1S256 TGA AAA FCG AAG AGATTC AAA GC-3 1102
Reverse: 5'- 1226

icaB
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Figura 2.2 Alineamiento de secuencias de Staphylococcus
spp. Para el gen icaB

1 10 20 30 ao s0 so 70 80 90 100 110 120 130
A GARACC T T T CAnAT TR LT T TR T TAG AT TGAT G AT AR T A CACG AT CCAA A AT AT CACACC AR T 6L TCARGC TANT GARGARAACARGARGT TARAGTACGARAARAATAGCS
ATGARACCTTTCARRA CGARTGCAACACCARTATCACACC TGARTGLTCARGC TARTGARGARARCARGAAGT TARAGTACGRARARARA TAGLG

ATGRANCCTTTCARRTTARTCTTTATTAGCCCAT T mnl5nm"nnmnmncmml:nnuu:mnmn:m:nm:mnmm:n:nm;nnmEnm:nnnnmnmnmmnnﬁmmnmnnnnmntn
GAATGE TCARGC TART GARGARAARC ARGAAGT TARAGTACGARARRRATAGLG

15 epi2
Sisienis

CRERCCTGNRTOCTCARGE TANTGRAGARARCARGANGTTARRGTACGARNARARTRGEG
131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 2a0 250 260

CACTCGCGT TARACTATCACAGAGTARGARRRRAGGATCCTTTGARTGACT T TATATCATTACTATCTGGGAGTARGGARAT TARARAT TATAGTGTCACTGATCAAGART T TRARTCACAART TCAATG

Fuente:

CACTCGCGTTARACTATCACAGAGTARGARAARAGGATCCTTTGARTGACTTTATATCATTACTATCTGGGAGTARGGARAT TARARAT TATAGTGTCACTGATCAAGART T TARATCACAARRTTCAATG
261 270 280 290 300 310 320 330 3d0 350 360 370 380 390

GCTTARAGCACACGACGCARAGTTT TTARCTT TGAARGAAT TTATTARATATARRGARARAGGTARATTTCCTAARAGARGTGT T TGGATTARCTTTGATGATATGGATCARACGAT T TATGACAATGLC

TG G T T T T T T T GG AT T T AT T AT AT ARG C T AT T T CC T A ACANG T o T TCGA T TAACTT TGATCATATGOATCARACGATTTATSACAATEEC
GCYTARAGCACACGACGCARAGTTT TTARCTT TGAARGAAT TTAT TARATATARRGAARRRAGGTARATTTCCTARRAGARGTGT T TGGATTARCTTTGATGAT ARACGATTTATGACARTGCC
BCTTANAGCAEACGRCGCARAGTTT TTANCTTTGARAGANT T TATTAAATATARNGANAAAGGTARATTTCCRANAAGAAGTGT TTOGATTAACTTTGATGATATCGATCARNCGATTTATGACARTREE
GCTTARAGCACACGACGCARAGTTTTTARCTTTGRARGAAT TTAT TRRATATARAGAARRRGGTARAT TTCCLARRAGARGTGT T TGGATTARCTTTGATGATATGGATCAAACGAT T TATGACARTGCC

391 400 410 a0 430 440 450 460 a70 80 a0 500 510 520
nn:\:n:lnvmnnnnnmrcnmrn:mnr.nm:nns'rTTcn‘mmcﬁnncmmnnsncmccnnnnmmnnmnnnmcnvcnnnnnnﬁmmmcmsmmsmmmncnaﬁn

TTCCTGTTTTGARRARATATCATATTCCAGEH \CGAACCACH ACCAR CTTTC AT TAGATGAAAT GTATGARRCAGGCT
TerccTeTTTIGARR avcumn cnnt m ncn nm: RAC tacnmnnun tna" n:mnnvnnnnr"ncnmnnnn m;z:nnnm:n GRARTETATGRARCAGGC
TTICCTGITITGA CTACCAATTTTCATAA ATGARRCAGECT
T CT eI T CARRARATATCAT ATTCCACCARCACCTTT TCTTATTACCARCCACATTCATTCTACCARTTTTCATARTTTARATTTACTTTCARRARAGCARTTACATCARAT G TATCARRCAGGCT
521 530 540 550 560 570 580 590 500 610 620 630 640 650

TATGGGACT TTGARTCTCATACTCATGAT TTACACGCTC T TARGARRGGCARTARRTCGAAGT TTTTAGAT TCGTCTCARTCTGTTGC TAGTARAGATAT TARRANARGCGAACAC TATT TARATARARR
TATGGGACTTTGARTC TCATACTCATGAT TTACACGCTC T TARGARRGGCARTARRTCGARGTTTT TAGAT TCGTCTCAATCTGT TGCTAGTARAGATAT TARAARARGCGARCAC TATT TARATARARR
TATGGGACTTTGAATC TCATACTCATGAT TTACACGCTC T TAAGARAGGCARTARATCGARGT TTT TAGAT TCGTCTCAATCTGT TGCTAGTARAGATAT TARRARARGCGARCAC TATT TARATARARA
TATGGGACT TTGARTC TCATACTCATGAT T TACACGCTC T TARGARRGGCARTARRTCGARGT TT T TAGAT TCGTCTCARTCTGT TGCTAGTARAGATATTARARAARGCGAACAC TATT TARRTARAAR
TATGGGACTTTGARTCTCATACTCATGAT TTACACGCTCTTARGARRGGCARTARRTCGARGTTTTTAGATTCGTCTCARTCTGTTGCTAGTARRGATAT TARRRRAAGCGARCAC TATT TARATARARA

651 660 670 680 630 200 710 720 730 740 750 760 770 780
CTACCCARARRATGAACGCGCACT TGCT TACCCATACGGAT TAATTAATGACGACARARTARARGC TATGARRAAAAATGGART TCARTATGGGTTTACACT TCAGGARRRAGCTG TCACACCAGATGCC
CTACCCARRRRATGARCGCGCACT TGCT TACCCATACGGAT TAAT TAATGACGACARARTARARGC TATGARARARAAT GGART TCARTATGGET TTACACT ICAGGARRRAGCTG I CACACCAGATGLC
CTACCCARARRATGARCGCGCACT TGCT TACCCATACGGAT TAATTAATGACGACAGARTARAAGC TATGAARRARARTGGART TCARTATGGGTTTACACT TCAGGAARRAGCTG TCACACCAGATGLC
CTACCCARRRRATGAACGCGCACT TGCT TACCCATACGGAT TAAT TAATGACGACARAATARARGC TATGARARARAATGGART TCARTATGGGTTTACACT ICAGGAARRAGCTGTCACACCAGATGLC
CTACCCARARAATGARCGCGCACT TGCT TACCCATACGGAT TAATTARTGACGRACASARTARAAGC TATGARARARAATGGART TCARTATGGGTTTACACT TCAGGARRRAGCTGTCACACCAGATGCC
781 730 800 810 820 830 840 850 860 870

Elaboracién propia.

Una vez se obtiene la secuencia consenso, se determina el tamano del

primer

mediante el programa Primer 3.

LEFT PRIMER GCGCACTCGCGTTAAACTAT
RIGHT PRIMER ACTTTGCGTCGTGTGCTTTA

PRODUCT SIZE:

156

Luego se confirma el primer realizando un Blast, tal como se muestra en
las figuras 2.3y 2.5.

Primer Primer 1

Figura 2.3 Confirmacién de primers para el gen icaB me-
diante el programa Blast

Autocomple- | Autocomple-

o 11 ] o
Secuencia (5>3) Longitud| Tm | GC% mentariedad edad 3

PTImer | - - ACTCGCGTTAAACTAT, 20 159,36 | 50,00 5,00 2,00
avance
PIIMeT | )~ TGCGTCGTGTGCTTTA] 20 | 58,71 45,00 3,00 2,00
reverso

contintia (pdg. 67)
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Producto sobre plantillas

>NC_002976.3 Staphylococcus epidermidis RP62A genoma completo

Longitud de producto = 156

Caracteristicas asociadas con este producto: proteina B de adhesién intercelular
Primer de avance 1. GCGACTCGCGTTAAACTAT. 20

Modelo. 2335851........................ 2335870

Primer reversa. 1. ACTTTGCGTCGTGTGCTTA. 20

Modelo. 2336006. .............ccevvvvrrennnnnnnnnn..... 2335987

Nota: Primer Izquierdo ATCGCTGTTTCCGGTAGTGA. Primer derecho TGAAATCGC-
CAAGAAAACAA. Tamano del producto 249.

Fuente: Elaboracién propia.

Luego se confirma el primer realizando un Blast como se muestra en la
Figura 2.5.

icaC: Alineamiento mediante programa MultAling

Figura 2.4 Alineamiento de secuencias de Staphylococcus
spp. para el gen icaC

1 10 20 30 an 50 50 70 a0 a0 100 110 120 130

%
i
!

:

T T A TG TG T T T TG T T T T G T C A T AT TG AC A T T T ARCSC AT AL T T T AGARAAT SARCAGATGTC TEATRGTTCACTCATATTSCART
AT R R T TG TG T T TACG T CE T T T T T TG T CA T AATCA TG TGACHCAC T TAC TARCGL AT CACT T TNGANAT GANCAGNTGTCTGNTAGT TCNETCATATTGCRAT
ERRCRRRARTRAACTTGART TAGT A TAT T TREGTREET T TRTT TG TET ERTRATEATEE TGRCRERCT TRETAREGCRAATERE TTTROARAATGARCAGATTCT R TRETTEAETEATATTGERRT
a3 190 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
AT R AT T T L T T T T T TR T A T A AT T AT TACaAA TCAG TAACT A TAAATTHTCT TTTTTCAMATT TRRETATATTTTTATTCE
ATTATATACGCAATATTTTTATTTTCGGCACCCC TAGT TTTATARTAT TGTCTCANTTAT TARCARCATTARAT T TATCTTTITTCARGATTTARGTATATTT
T TR TTICOCRN T Y T 1T AT T TCHGCRCEECTRGT 1T TN TR TRY TG TE TCRIT TATTRACIACAT TRAT TRCGANTCRG TRRCT T AR T TATET 1111 TCANGAT 1 TRRGYRTAT T TTATTEC
261 270 280 290 300 310 azo 330 340 as0 £ az0 380 380
AT G TG T TR A T TR TR T CAC T T AT R T T T T T T T YA ARG RO T TR T CORRAR TG T TG T T TTAGGAERATA TATGEE TRTTTCATTRTCATARTTATGEAG
TTGTTCTATAGT TRTAGTGARTCAC T TRTCACCGCTTCT TCT TTTARRARGCAGT TTATCGARAATGT TGT TTTAGGACARTGE TATGH TTCATTATCATART TATGCAG
ATATCI T TARTCEECTTCTTCTATRGT AT AGTCRRTCAC T TATERCCOE T TET TET1T1AARARCCAGT T TRTECARAATCTTE 1 111 AGCACRATGE TATGOETAT I TERTTATCATART TRTELAG

391 400 aLo 20 a0 490 50 B0 a7 80 490 500 510 520

?

m
i

44
i
aié

i

T T AT T T T T R TG TT AT A AT T TG TG T T Y AGC AT TR AGT L CARCRATCT TATC TACATTATTT TTTGARTAATGACACTTTTCATC
TTCTTTGTTCTATC! CATTTACARARTTRATTT TAGATTG’ AATCTTATCTACATTATTITTT ATGACACTTTTCATC
T TG TTCTRT Y TRTATCRTTTACAARRTTRATTTTAGATTGTTCANTAGTARAATY F10ETGCTTTTRGCAT TN AGTCCARCARTCTTATCTACATTRTI 11 GARTANTGACACTTTTERTC
521 530 590 550 560 570 el 590 600 610 620 630 640 650
AR AT TR T TR T A T AR R T AT G T T TG T AT AT T TAC T T T T T TAGa T GG T TACAT T GaC TAT AT TATGARRRARTATTATC T TTCTTRAGARRRATATT TAAT

TTCATGACTCATTA ARTACAATGATAT TAGGATGGATATTCTACTTTTTCTTAGGTGGT TACATTGGC TATART TATGRAAARATA TTTCTTRGARRARTAT T TART
ARTTCATIACTENT AT TATCCNT TAGCOANMRTAEART N AT TROGATGOATI TG §1T1CT THGGTRG | TR T 1 GETATRAT TR TORANRARTATTATETT1CTTRGRRARATAT | THAT
651 660 670 680 630 700 710 720 730 740 750 FEO 770 780

£ie
3
i

szz
iii

1
i

TG TR TR TR E T GGG TR 6T T TR T TATCGG TG 1T CCoGTAG TR THT TGOARTI TCACAAGE T T TAC TTATACG T TRACATTATATAATAGTGTCATGT ICTICTTATTRCTA
TRATAGT TATTATGTTARCT T TAGGCGCATATGTT T TATTTATEGCTGT TTCCGGTAGTI T TGGAATGTE ACTTATACGT TARCA ATGTTCTTCTTATTACTA
TATRCTTATTATGTTARET T TROGCOEATATTT 1 TAT TTATEEE TR T1CCOGTAGTCAT TATTOGART A TERCRAGET T TACTTATAEGT TRRCATTATATARTAGT BTEATET1ETTET TATTRETA

781 790 BOO BLO B20 B3I a0 as0 BE0 870 /80 /90 200 10

i

T T T G T A TG T T T T T T T T TG T T T T AT T T AT T TG T TG CAC AN TATC T TAGAT TCTCTTTT TG TTACRCCARCATATTTGARG
GGAGTCTGTATGCACTTTARRACTATGT TAT TARATACTAT TARAGC TATTAGTGCAT TTICCTITTTCATTTATTTGTT AATTATCT TAGAT
O PG TCTOTATCRETTTARANCTATGT TATTRRATACTATTARAGETATTRGTCERTTTTCCTTTITCATTTATT TGTTGCRCCERATTATCT TAGATTCTCT I TGETT RCRCCARCATATTTEAG
a11 920 930 a0 G50 960 a0 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
shlS.medt AT AR T Ty O T AT Y A AT T YRR T T TG T AT AaC Y CE oA T BT (T TARGASAG T TT T ATATAT TCAGAT T TOTAAT T GEARARCARCCRTACARGTTACAATT
gbl5_haed ATARTACARTTGTTTTCTIGGCGATTTCACT TTTAATGAT CHGARTGATGT TAAGAGAGT TTTATATAT TCAGAT T TGTART T GGARRACARCCGTACARGT TR
Bonaoncus NTRRIACART 10111 TCTTGGCORT1TCACT 1T TRRTGRTTCTRGGANTT 10T RTRGOCS TCOURRTONT(TTHHGRGHG 11T TRTATRY TCHGATY 1011 TOGARARCIRCEG TRCAGT FRCIRT T
1041 1050 1060
=== m e e g |
ebiS.epdl TGACCARTACCAGCCTAACTGGARTTAA

o5 hes3  ToRCCRATACCHG CTGGARTTAR
aneua  1GAECARTACCAGEC TRAC GOART THA

§ie
&
i

Fuente: Elaboracién propia.

Primer 3
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Figura 2.5 Confirmaciéon de primers para el gen icaC me-
diante el programa Blast

Autocomple- | Autocomple-

5 ia (5>3 I itud| T GC%
ecuencia (5>3) ongita m & mentariedad \mentariedad 3

Primer

ATCGCTGTTTCCGGTAGTGA| 20 |59,11 50,00 4,00 1,00
avance
PIIMeT |-\ ATCGCCAAGAAAACAA| 20 | 5431 35,00 2,00 0,00
reverso

Producto sobre plantillas

>NC_002976.3 Staphylococcus epidermidis RP62A genoma completo

Longitud de producto = 249

Caracteristicas asociadas con este producto: proteina C de adhesién intercelular
Primer de avance 1. ATCGCTGTTTCCGGTAGTGA. 20

Modelo. 2337270 ... ..o 2337289

Primer reversa. 1. TGAAATCGCCAAGAAAACAA. 20

Modelo. 2337518 .....coouiiiiiiiiiiiiiiieciie 2337499

>NC_007350.1 Staohylococcus saprophyticus subsp. Saprophyticus ATCC 15305,
complete genome

Longitud del producto = 4676

Caracteristicas asociadas con este producto: proteina hipotética
Reglador transcripcional

Primer de avance. 1. ATCGCTGTTTCCGGTAGTGA. 20

Modelo. 2506931 C....A.....A...... Goverereeie 2506950

Primer de reversa. 1. TGAAATCGCCAAGAAAACAA. 20

Modelo 2511606. A........... AT.... T C. 2511587

>NZ_KE150417.1 Staohylococcus spp. HGB0015 genomic scaffold acztz-super-
contl.1. whole genome shotgun sequence

Longitud del producto = 2923
Primer de avance 1. ATCGCTGTTTCCGGTAGTGA. 20
Modelo. 1378235. .. .. TT.T.... A C. 1378254

Fuente: Elaboracién propia.
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2.5.1.1.2 Condiciones de PCR para la determinacién de los ge-
nes icaADBC e icaR

El grupo REMA, en sus estudios realizados para la deteccién genotipica del
oper6on determind que para la normalizacién de la PCR se debe utilizar una
cepa control (p. €j., la cepa USA 300), la cual contiene los cinco genes de estudio
importantes en el andlisis de los genes responsables de la produccién de biope-
licula. La cantidad de DNA utilizada en estas investigaciones para la amplifi-
cacién de icaADBC e icaR fue de 150 ng/unidades en un volumen final de 20 ul.

La mezcla debe contener buffer 1X, Taq polimerasa 1U, oligonucleétidos
0,6 pM dNTPs 200 pM, DNA 200 ng, MgCl, 3 mM para un volumen final de 20
BL. Las condiciones de ciclado de amplificacién sugeridas son de 30 ciclos de
30 segundos de denaturacién a 94 °C, hibridizacién por 30 segundos a 57 °Cy
elongacién por 14 segundos a 72 °C y una elongacién final por cinco minutos.
Se utilizé como control positivo una cepa ATTC 35984.

Figura 2.6 Condiciones de PCR para la amplificacién de
los genes icaADBC e icaR

94°C 72°Cc | 72°C
30 seg .
57°C 14 seg 5 min
30 seg
30 ciclos

Fuente: Elaboracién propia.

2.5.1.1.3 Condiciones de PCR para la determinacién de 1S256

Los disenios yexperimentosrealizados por el grupo deinvestigacién REMA
permitieron estandarizar la PCR de IS256, bajo las siguientes condiciones:
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la mezcla debe contener buffer 1X, Taq polimerasa 2,5 U, oligonucleétidos 0,6
pM dNTPs 200 uM, DNA 200 ng, MgCl, 3 mM en un volumen final de 20 ulL.
Las condiciones de amplificacién para este gen son 29 ciclos de un minuto
de denaturacién a 95 °C, hibridizacién por un minuto a 52 °C y elongacién
por un minuto a 68 °C. El control positivo usado es la cepa de S. epidermidis
ATCC 35984 y como control negativo la cepa de S. epidermidis ATCC 12228. La
amplificacién de los fragmentos se llevé a cabo en el termociclador PTC-100
(MJ Research, Inc).

Para lograr la visualizacién de los fragmentos se realizé una electrofore-
sis en gel de agarosa al 1,8 % con buffer de corrido al 1X (0,9 M Tris-Borato,
0,002 M EDTA pH 8,0). Se siembran 10 ul de cada amplicén y 5 ul de PPM (Hy-
perLadder IV) en el gel y se corre a un voltaje de 100 V durante 50 minutos. La
tincién del gel se hizo con bromuro de etidio 0,5 mg/ml durante 20 minutos
(véase la Figura 2.7).

Figura 2.7 Corrido electroforético de los genes del operén
1caADBC e icaR de 103 pb, 156 pb, 198 pb, 259 pb y 469
pb, respectivamente, para la cepa USA 300. Carril 1: PPMV;
carril 2: icaA; carril 3: icaB; carril 4: icaD; carril 5: icaC;
carril 6: icaR

PPM PPM

icaA icaB icaD icaC icaR

1000 Pb

500 Pb

100 Pb

Fuente: Elaboracién propia.
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En los estudios realizados por el grupo REMA se ha encontrado el gen
icaR en el 74 % de las cepas estudiadas; aunque el papel del icaR en la for-
macién de biopelicula atin no ha sido determinado, la secuencia de aminoéa-
cidos sugiere que es un regulador transcripcional y que, potencialmente, la
respuesta del represor es controlar el nivel de susceptibilidad a antibiéticos
hidrofébicos y detergentes. Se sabe que en presencia de estas sustancias y
condiciones ambientales adversas, como, por ejemplo, la limitacién de nutri-
entes, las bacterias promueven la formacién de biopelicula.

Para el grupo REMA ha sido de gran interés estudiar la sepsis neonatal
causada por Staphylococcus coagulasa negativa y su capacidad de adherencia
a cuerpos extranos, por lo cual realiz6 un estudio a partir de hemocultivos y
cultivos de puntas de catéter provenientes de recién nacidos de una unidad
neonatal en un hospital de tercer nivel en Bogotd, Colombia, en busca de
la determinacién genotipica y fenotipica de bacterias formadoras de biope-
licula. Asi, se determind en cepas clinicamente productoras de sepsis de ais-
lamientos clinicos la presencia del operén icaADBC, icaR, el elemento de IS256
y la formacién fenotipica de biopelicula por el método de rojo congo y la téc-
nica de microplaca.

2.5.1.2 Diseno y evaluacién de PCR multiples para detectar los
genes que codifican factores de adhesién en aislamientos de
Staphylococcus spp

Investigaciones realizadas por el Grupo REMA determinaron en cada ais-
lamiento Staphylococcus spp. la presencia de los genes que codificaban para los
factores de adhesion clfA, clfB, fib y fnbB. Como se indicé en el capitulo ante-
rior, las proteinas de unién a fibronectina A y B codificadas por los genes fnbA
y fnbB, proteina de unién a fibrinégeno, factor cumpling A y B, codificadas
por los genes fib, cIfA y clfB, respectivamente, se encuentran implicados en el
proceso de infeccién valvular e invasion tisular, lo que permite a los microor-
ganismos iniciar y mantener una infeccién adhiriéndose a sitios especificos
en tejidos humanos o implantes biomédicos, los cuales persisten de manera
indefinida al formar estructuras conocidas como biopelicula.

2.5.1.2.1 Primers utilizados para la determinacién de los fac-
tores de adhesién (clfA, clfB, fib y fnbB)

El disefio de los primers para determinar estos factores se realizé por
medio del programa Primer 3, teniendo en cuenta algunos criterios, como,
por ejemplo, el tamaiio de los primers entre 18 a 22 base (véase la Tabla 2.4).
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Tabla 2.4 Secuencias y tamanos de primers utilizados para
factores de adhesién

Tamano
Gen Secuencia del primer de amplificacién
en pb
ATTGGCGTGGCTTCAGTGCT
clfA 292

CGTTTCTTCCGTAGTTGCATTTG

ACATCAGTAATAGTAGGGGGCAAC
clfB 205
TTCGCACTGTTTGTGTTTGCAC

CTACAACTACAATTGCCGTCAACAG
Fib 404
GCTCTTGTAAGACCATTTTCTTCAC

GTGAAGTTTTAGAAGGTGGAAAGATTAG
fnbB 524
GCTCTTGTAAGACCATTTTTCTTCAC

GTAACAGCTAATGGTCGAATTGATACT
fnbA 643
CAAGTTCGATAGGAGTACTATGTTC

Fuente: Elaboracién propia.

2.5.1.2.2 Condiciones de PCR muiltiples para la amplificacién
genes de factores de adhesion

A fin de emplear la técnica de PCR multiples se usaron las cepas USA 300
y la ATCC 12228 como controles positivo y negativo. Las condiciones de la
PCR estan en Tm (temperatura melting) entre 58 °C y 64 °C, y porcentaje de
guanina-citosina de 40 -60 % (véase la Figura 2.8). También se verificé que
las secuencias de los primers no formen estructuras secundarias tales como
corrimientos, harpin o dimeros que puedan interferir en la realizacién de las
PCR multiples.
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Figura 2.8 Condiciones de PCR multiple para la amplifi-
cacién de los genes de los factores de adhesion
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Fuente: Elaboracién propia.

Posteriormente, se visualizan los productos por medio de una electrofore-
sis tenida con bromuro de etidio, tal como se menciond (véase la Figura 2.9).

Figura 2.9 Amplificaciéon por PCR de los genes que con-
forman en cepas de Staphylococcus aureus. Carril
1. 2 3 4 5 6. 7. 8 9.-10. 11. 12

Carriles

524 ph
404 pb
292 pb

205 pb

Nota: 1) marcador de peso molecular hiperlader IV Bioline; 2) control positivo cepa
USA 300 S. aureus, con cuatro factores de adhesién buscados (clfA, clfB, fib y fnbB); 3) S.
epidermidis con dos factores de adhesién clfA, clfB; 4) S. epidermidis, con cuatro factores
clfA, clfB, fib y fnbB; 5) S. aureus posee los factores clfA, cIfB y fib; 7) S.epidermidis con clfA, clfB
y fib; 8) S. aureus con clfA, clfB, fib y fnbB; 9) S. epidermidis posee los factores clfA, clfB, fib
y fnbB; 10) S. aureus posee los factores clfA, clfB, fib; 11) S. epidermidis posee los factores
clfA, cIfB, fib y fnbB; 12) control ne-gativo H,0 ultrapura.
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2.5.2 Determinacién fenotipica de la biopelicula

2.5.2.1 Determinacién cualitativa de la biopelicula por el mé-
todo agar rojo congo (ARC)

Seguin Freeman, Falkiner y Keane (16), quienes estandarizaron una téc-
nica en la que cepas se siembran por agotamioento en un medio de cultivo
compuesto por agar BHI (agar infusién cerebro corazén), colorante rojo congo
y sacarosa o glucosa al 0,5-1 %, usada para la deteccién de la produccién de glu-
cano, estos unidos intensifican la produccién de exopolisacaridos bacterianos
en microorganismos productores de biopelicula que, en el caso de Staphylo-
coccus epidermidis, se denomina PIA. El colorante tiene la funcién de tenir el
exopolisacdrido originando un color en la colonia segin se produzco o no PIA.

Luego de incubar las bacterias en el agar rojo congo a 37 °C durante 24 y 48
horas, se observa el crecimiento de las bacterias que no producen biopelicu-
la, las cuales adsorben el colorante y toman un color rosa, mientras que las
bacterias que la producen no adsorben el colorante debido a la produccion de
exopolisacdridos, por lo cual el color de la colonia es negro brillante de consis-
tencia seca. En los cultivos se puede observar un resultado indeterminado para
la produccién de bipelicula cuando las colonias tienen un pequeno pigmento
oscuro en el centro conocido como “ojo de buey”. Cuando es positivo en este
medio se observaran colonias negras circulares de consistencia seca arida de
aspecto cristalino y bordes filamentosos (véase la Figura 2.10).

Figura 2.10 Agar rojo congo

-

Nota: La muestra de la derecha presenta el color caracteristico negro intenso de cepas
formadores de biopelicula. La de la izquierda el color caracteristico rosado de cepas
no formadoras de biopelicula .
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En un estudio realizado por el Grupo REMA en Colombia, se analizaron
las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de aislamientos de Staphylococcus
coagulasa negativa provenientes de pacientes con bacteremia y de cultivos
de punta de catéter. Los resultados de la prueba fenotipica estudiados por el
método de rojo congo se muestran en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5 Caracteristicas genotipicas y fenotipicas de aisla-
mientos de Satphylococcus coagulasa negativa pro-
venientes de bacteremias y puntas de catéter

Ensayos genotipicos n (%) Ensayos fenotipicos n (%)
icaR | icaA | icaD | icaB | icaC |IS256 Aac6: Rojo Microplaca Microplaca
aph2”| congo + glucosa
Pos | Pos 8 F5(10 %) | F6(12%) | F6(12 %)
8(16 %)| (16 %) Pos8 | Pos8 | Pos8 | Pos7 | Pos 5 13(6%) | 12(4%) 12(4 %)
Pos 18 Pos 23|Pos 25| F 14
(36 %) 46%) | (50%)| (28%) | F16
Neg 27 | Neg 27 |Neg 27 |Neg 27
(54 %) | (54 %) | (54 %) | (54 %) 17 (14%)| 16 (12%) | 15(10%)
Neg 9 Neg 4 | Neg 4
(18%) €% | @% | N6 NF 6 F6
(12 %) (12 %) (12 %)

Nota: Gen icaR, icaA, icaD, icaB, icaC presentes en el operén nica, elemento de in-
sercién 256 (IS256), gen de resistencia a aminoglucésidos (aac6-aph2”), formador de
biopelicula (F), indeterminado (I), no formador de biopelicula (NF). Aminoglucésidos.
Fuente: elaboracién propia.

2.5.2.2 Determinacién cuantitativa de la biopelicula por el mé-
todo de titulacién en microplacas de poliestireno

La produccién de biopelicula valorada cuantitativamente por investiga-
ciones realizadas por el Grupo REMA en cepas productoras de biopelicula se
desarrollé mediante la técnica de adherencia descrita por Freeman et al. (16).
En estos estudios se tomé como control negativo la cepa ATCC12228 y como
control positivo la cepa ATCC 35984; las cepas bacterianas estudiadas fueron
colocadas en caldo infusién cerebro corazén (BHI) sin glucosa y con glucosa al
0,1 %, en diluciones seriadas 1/25,1/50,1/100 por duplicado agregando 0,2 mL
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de cada una en microplacas para Elisa (Microtest III, Falcon N.° 3072; Becton
Dickinson Labware, Oxnard, Calif.) e incubadas durante 24 horas a 37 °C.

Posteriormente, el contenido de cada pozo fue aspirado y lavado tres
veces con agua destilada. La adherencia de los microorganismos se fijé con
paraformaldehido y se coloreé con 200 pL de cristal violeta a una concen-
tracién de 0,04 %; el exceso de colorante fue retirado por inversién y se lavo
tres veces con agua destilada. Luego las placas fueron leidas por absorbancia
a una densidad éptica de 490 nm en un lector Elisa (Awareness Tecnology
Stat Fax® 2100 Microplate Reader, Palm City, Florida); el valor que se obtuvo en
las lecturas en cada una de las cepas estudiadas se clasificé de acuerdo con
su densidad éptica como formadoras, no formadoras e intermedias.

La habilidad de las cepas para adherirse y formar biopelicula fue cuantita-
tivamente probado por microtitulacién con medio de cultivo BHI y BHI al 1 %
con glucosa. Teniendo en cuenta los criterios propuestos por Freeman, si la ab-
sorbancia de cada lectura era > 0,240 nm se clasificé6 como cepa formadora de
biopelicula; si se encontraba dentro del rango de 0,239 a 0,120 nm se consideré
indeterminada; si su lectura fue < 0,119, se valoré como cepa no formadora de
biopelicula, tal como lo confirmaron Costerton JW., et. al. en el afio 2005.

Figura 2.11 Prueba de cristal violeta. Representacion de
la deteccién de biopelicula en placa de poliestireno tenida
con cristal violeta

ﬂ CEPA PRODUCTORA DE

BIOPELICULA

CEFA NO PRODUCTORA
DE BIOPELICULA

Fuente: Modificado de Pefia y Uffo.
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3 Estrategias antibiopelicula:
respuesta inmune del
huesped y péptidos antimicrobianos
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3.1 Respuesta inmune en la biopelicula

Las bacterias formadoras de biopelicula causantes de procesos infec-
ciosos, por lo general, activan de manera continua la reaccién inflamatoria
del huésped, lo cual favorece la produccién y acumulacién de plasma y exu-
dados que contienen componentes importantes para la nutricién de las célu-
las bacterianas que se encuentran en estas comunidades. Sin embargo, son
pocos los estudios que existen sobre la respuesta inmune en presencia de
infecciones en las que se produce biopelicula.

Las infecciones agudas son causadas por agentes planténicos que pueden
ser diagnosticados y tratados de manera rapida y eficiente. Caso contrario
sucede con las bacterias productoras de biopelicula, las cuales usan como
nutriente los exudados plasmaticos y causan una inflamacién aguda en el
hospedero.

La respuesta del huésped a la infeccién involucra componentes inmu-
nolégicos innatos, inflamatorios y adaptativos, cuyo papel debe proporcionar
la respuesta adecuada en contra de los microorganismos agresores. En algu-
nos casos, la funcién inmunolégica tendra poca o ninguna respuesta frente a
lainfeccién, la cual depende de la propia naturaleza del huésped y del agente
agresor. En algunos individuos y con microorganismos especificos se activara
Unicamente la respuesta inmune innata; en otros casos se requerira de la
respuesta inflamatoria, mientras que otros requeriran la respuesta inmune
adaptativa celular o humoral, o ambos, para eliminar el agente infeccioso.
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Sin embargo, la eficiencia de este tipo de respuestas se hace mas compleja
debido a la presencia de biopelicula.

En infecciones nosocomiales se ha observado que el agente causal de
estas infecciones que con mayor frecuencia se encuentra es el Staphylococcus
epidermidis. Como factor de virulencia central y mecanismo de evasién de la
respuesta inmunitaria del hospedero frente al S. epidermidis esta la formacién
de biopelicula, cuyo componente principal es el polisacarido de adhesina in-
tercelular (PIA) que constituye la matriz principal de la biopelicula. Si bien
se ha observado un efecto proinflamatorio potente a causa de la activacién
del complemento por parte del PIA, existe una disminucién en la activacién
de granulocitos y de la produccién de citoquinas por accién del PIA, lo que
puede contribuir a la permanencia del agente infeccioso.

Un mecanismo de resistencia contra la biopelicula es la accién de los
leucocitos, los cuales se creia que eran deficientes en la penetracién de esta.
Este concepto es refutado en la actualidad, ya que se ha comprobado que los
leucocitos se agrupan, penetran y producen citoquinas en respuesta a la ma-
duracién de la biopelicula del S. aureus.

Se ha observado que, en la respuesta inmune contra bacterias produc-
toras de biopelicula, como, por ejemplo, en el caso de la Pseudomona aerugi-
nosa, los polimorfonulceares neutréfilos (PMN) y los macréfagos se encuen-
tran disminuidos en funciones tales como la penetracién, la acumulacién,
la fagocitosis, el estallido respiratorio y la muerte de la bacteria. En varios
estudios in vitro e in vivo de bacterias causantes de infecciones clinicas se ha
demostrado que se activa la respuesta innata y adaptativa contra el agente
productor de biopelicula (véase la Figura 3.1).

En la respuesta inmune innata es importante la accién del sistema de
complemento, asi como de las células que pertenecen a este tipo de respues-
ta como son los PMN, los macréfagos y las células dendriticas, entre otras.

Esel caso de las infecciones respiratorias causadas por Pseudomona aerugi-
nosa productora de biopelicula, en las que, a pesar de la limitada respuesta
inmune, se ha observado procesos inflamatorios causantes de dano tisular.
En estas infecciones, en los alveolos donde se encuentra este patégeno, el
dafio se encuentra rodeado de PMN, macréfagos y células dendriticas (CD)
(véase la Figura 3.1).
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Figura 3.1 Respuesta inmune innata y adaptativa en infec-
ciones causadas por bacterias productoras de biopelicula
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Fuente: Modificado de Jensen et al., 2010.

Los macréfagos alveolares inician la respuesta inmune innata producien-
do citoquinas tales como la interleuquina (IL) IL1, IL 6, el factor de necrosis
tumoral (FNT o) IL8 y el factor estimulante de colonias granulociticas (G-CSF)
(véase la Figura 3.1).

Por otra parte, las CD toman el antigeno, maduran y migran hacia tejidos
linfoides secundarios con el fin de realizar la presentacién del antigeno a
linfocitos T ayudadores para activar la respuesta inmune adaptativa. Los lin-
focitos T ayudadores hacen mitosis y generan poblaciones Th1, Th2 y Th17,
entre otras. En la respuesta frente a estos agentes se observa mayor predo-
minancia de clonos Th1,los cuales activan la respuesta inmune celular por ac-
cién del interferén gamma (IFNy), en el cual se observa una mayor activacién
de los macréfagos; este tipo de respuesta reduce la enfermedad por comple-
jos inmunes, incrementa la fagocitosis de PMN, reduce la inflamacién y el
dano tisular. Por otra parte, la respuesta inmune humoral es estimulada por
accién de las citoquinas que producen los linfocitos Th2, como, por ejemplo,
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la IL4, IL5, IL9 e IL13, de lo que resulta la activacién de los mastocitos y eo-
sinéfilos, la produccién de los anticuerpos por los linfocitos B y la activacién
persistente de los PMN (Figura 3.1).

Los microorganismos como bacterias y hongos sobreviven en la natu-
raleza gracias a la formacién de la biopelicula. Este consorcio estructurado
e integrado por una matriz de polimero que el mismo microorganismo pro-
duce consiste en polisacarido, proteina y el ADN extracelular. Esta biopelicu-
la es un eficiente mecanismo de resistencia que tiene el agente para evadir la
accion de los antibiéticos, productos quimicos desinfectantes y mecanismos
de la inmunidad innata tales como la fagocitosis, la respuesta inflamatoria
y la accién de otros componentes del sistema de defensa del organismo hos-
pedero.

3.1.1 Respuesta inmune innata y biopelicula

3.1.1.1 Fagocitosis

Un mecanismo de la respuesta inmune innata afectado por la presencia
de biopelicula es la fagocitosis. Cuando un microorganismo sobrepasa las
barreras naturales (piel y mucosas), la fagocitosis entra en accién como un
segundo mecanismo de defensa. La fagocitosis se define como el proceso me-
diante el cual las células especializadas del sistema inmune identifican e in-
gieren microorganismos o particulas extranas a su citoplasma para destru-
irlos. Los polimorfonucleares neutréfilos (PMN) y los macréfagos (M¢) son
conocidos como fagocitos profesionales, ya que poseen una alta capacidad
fagocitica y son indispensables para controlar las infecciones.

Ahorabien, la fagocitosis se considera una delas primeraslineas de defen-
sa y, asimismo, es un puente entre la inmunidad innata y la adaptativa reali-
zado por las células presentadoras de antigeno. Es asi como al terminar de
cumplir su funcién fagocitaria, el PMN maduro muere por lisis o por apopto-
sis; sin embargo, ocurre algo diferente con el M¢, que no muere al fagocitary
presentar los péptidos al linfocito T y activar la respuesta inmune especifica.

La fagocitosis de los PMN puede valorarse en el laboratorio por medio de
varias técnicas, como, por ejemplo, la de fagocitosis y muerte intracelular
de candida, por la que se puede observar como el PMN fagocita y usa la via
NADPH oxidasa para matar las candidas, las cuales se visualizan en la prue-
ba mediante la tincién con azul de metileno, de manera que colorea las can-
didas muertas de color azul, mientras que las candidas que fueron fagoci-
tadas pero permanecen vivas se observan refringentes (véase la Figura 3.2).
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Por medio de esta prueba se puede valorar en los PMN la funcién fagociti-
ca y la efectividad de la muerte intracelular mediante el siguiente calculo:

fndice de fagocitosis = 1 PMN x n. total de cidndidas fagocitadas
(vivas y muertas)

100 PMN
% de muerte intracelular = n.2 de cidndidas muertas x 100 %

N.° total de cdndidas fagocitadas (vivas y muertas)

Figura 3.2 Microtécnica de fagocitosis y muerte intrace-
lular de candida: polimorfonucleares neutréfilos (PMN) que
han fagocitado candidas. Se observa la muerte celular de las
levaduras cuando son tenidas con el azul de metileno

Candida muerta

Candida viva

Fuente: Tomado de Ossa, 2011.

Otra prueba que permite valorar la funcién fagocitica de los PMN es la
reduccién de azul de tetrazolium o NBT. En esta prueba se valora la via hex-
osa monofosfato que utiliza el PMN para realizar la digestién del microorga-
nismo fagocitado. Mediante el uso del colorante azul de tetrazolium el PMN
lo fagocita y reduce produciendo precipitados de color azul.
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Figura 3.3 Prueba de fagocitosis NBT (reduccién de nitroazul
de tetrazolium)
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Fuente: Tomado de Ossa, 2011.

Esta funcién de eliminacién del agente por medio de la fagocitosis se
encuentra disminuida por la presencia de biopelicula, sin embargo, estudios
han demostrado que el PMN reconoce la biopelicula y activa reacciones aso-
ciadas al ataque contra el microorganismo, como, por ejemplo, la degranu-
lacién con la liberacién de lactoferrina y elastasas.

Se ha observado en Staphylococcus aureus productor de biopelicula que los PMN
se mueven a través de esta y toman las bacterias, mientras que con el Staphylo-
coccus epidermidis los PMN fueron bastante inméviles y la funcién fagocitica se
limita a bacterias que estan estrechamente asociadas con la membrana del neu-
tréfilo, concluyendo que los S. aureus productores de biopelicula son mas sensi-
bles al ataque de los PMN comparados con los S. epidermidis, y que estos tipos de
biopelicula no son protectores absolutos del ataque de las células fagociticas.

En modelos in vitro en los que se genera biopelicula de S. aureus, usando
videos mediante microscopia en lapso de tiempo y microscopia laser confo-
cal, se observé la migracién de los PMN a través y dentro de la biopelicula,
asi como la eliminacién de la biopelicula por accién de la fagocitosis. Esta
funcién inmune es mas eficiente en biopeliculas jévenes en comparacién con
las biopeliculas maduras, es decir, la biopelicula del S. aureus no esta total-
mente protegida de la respuesta inmune del huésped. Los PMN reconocen la
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biopelicula y activan la respuesta inmune por medio de la fagocitosis, la de-
granulacién de lactoferrina y elastasas, y el incremento de ADN bacteriano.

Las biopeliculas producidas por S. epidermidis inician con una respuesta
local inflamatoria con infiltrados de PMN que se adhieren a la biopelicula,
fagocitan y degranulan productos como la lactoferrina. A diferencia de este
proceso, con las células planténicas la opsonizacién de la biopelicula con
anticuerpos y moléculas de complemento no es necesaria para la activacién
de los PMN, lo cual indica que la biopelicula contiene componentes proteicos
que activan la accién de los PMN in vitro.

Los macréfagos (M¢s) son células del sistema inmunolégico de infil-
tracién primaria que responden rapidamente en la herida, asi como en la im-
plantacién de biomateriales y estan directamente implicados en la respuesta
inflamatoria del huésped infectado. Los M¢s se adhieren a superficies del
dispositivo y permanecen en la interface de tejido de implantacién durante
varios dias para realizar sus funciones. De ahi que la interaccién entre M¢s
y biomaterial contaminado con bacterias es crucial en el desarrollo de infec-
ciones asociadas a biomaterial. Una biopelicula madura se forma con menor
probabilidad si los macréfagos son capaces de eliminar y destruir microor-
ganismos que se adhieren sobre un dispositivo implantado.

Una de las evidencias mas sélidas de la activacién de la respuesta inmune
innata la realizaron Jesaitis et al. en el 2003, cuando evaluaron la actividad de
macréfagos y polimorfonucleares sobre Pseudomonas aeruginosa productoras
de biopelicula. Este modelo tiene la capacidad de ocasionar infecciones clini-
cas de gran severidad, es resistente a los antibiéticos de primera eleccién y
la biopelicula puede ser resistente a productos de oxigeno téxico, como, por
ejemplo, H,0, que rapidamente es convertido en O, por la accién de la cata-
lasa y la superéxido dismutasa.

En pacientes con fibrosis quistica puede causar infecciones respiratorias
con gran produccién de moco espeso, que contiene alginato de calcio y célu-
las inflamatorias. Alli los neutréfilos son probablemente el componente mas
significativo de la defensa del huésped, a causa de su actividad fagocitica y la
secreciéon de componentes téxicos de oxigeno, enzimas de degradacién, de-
fensinas y lipidos mediadores de la inflamacién, aunque a menudo su accién
es ineficaz para combatir la infeccién. De hecho, los neutréfilos en muchos
casos contribuyen a la severidad de la patologia pulmonar por accién de es-
tos componentes de la respuesta celular, los cuales proporcionan una fuente
de ADN extracelular y proteinas que contribuyen a la formacién y viscosidad
del moco. Este proceso justifica también la presencia de leucositosis e infla-
macién aguda de los tejidos en los que se estd formando la biopelicula.
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En biopelicula producida por P. aeruginosa mucoide se encuentra una alta
concentracién de alginato, el cual se considera un potente factor de virulen-
cia de la Pseudomona. Sin embargo, los PMN pueden responder a este efecto
por la elevada accién del estallido respiratorio; ademas, el alginato con-
tribuye también a activar los monocitos para la produccién de citoquinas.

Experimentos in vivo e in vitro han podido comprobar que en procesos
infecciosos causados por Pseudomona aeruginosa se observa un gran agregado
de bacterias productoras de biopelicula rodeadas por un elevado nimero de
neutrofilos, pocas bacterias planténicas que son fagocitadas por los PMN,
disminucién de oxigeno intracelular causado por activacién del estallido
respiratorio en el que las moléculas de oxigeno son reducidas a anién su-
perdxido, lo que demuestra la respuesta efectora de los neutréfilos frente a
bacterias productoras de biopelicula.

También se ha observado que la respuesta de los PMN que rodean la su-
perficie de la biopelicula degranula parcialmente, hay un incremento en el
consumo de oxigeno y poca concentracién de factores microbicidas como el
H,0, Por otra parte, se ha observado que el IFN gama puede activar la fagoci-
tosis de macroéfagos contra P. aeruginosa productora de biopelicula, sin em-
bargo, elevadas concentraciones de alginato pueden incrementar la muerte
de macréfagos activados por IFN gama.

Investigadores han observado, ademas, que los neutréfilos pueden ser activa-
dos por contacto directo con la bacteria, por anticuerpos unidos a lipopolisacari-
dos, por presencia de alginatos, por endotoxinas bacterianas, por la accién de
moléculas solubles de la inmunidad innata tales como las citoquinas proinflama-
torias (p. €j., el factor de necrosis tumoral alfa [FNTo/, la interleuquina 8 [IL 8]) y
mediadores de la inflamacién (leucotrieno B4 y factor activador de plaquetas).

Ahora bien, la biopelicula de hongos como, por ejemplo, la Candida albi-
cans, estd constituida por un complejo de ultraestructuras tridimensionales
que consiste en una red densa de levaduras, hifas y pseudohifas integradas
en una matriz de polisacédridos, proteinas y otros componentes aun no defi-
nidos. Una de las caracteristicas principales de la biopelicula es que propor-
ciona resistencia a agentes antifingicos como, por ejemplo, los azoles y la
B amfotericina. Las interacciones fagocitosis-biopelicula en hongos son ain
desconocidas; se ha observado que existe una interaccién entre antifingicos
y células fagociticas, las cuales actian de manera reciproca contra la cdndida
con la produccién de citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis
tumoral (FNT) a y quimioquinas como la interleuquina-8 (IL-8).

3.1.1.2 Toll like receptor (TLR)

Otro mecanismo que usa la inmunidad innata para reconocer los mi-
croorganismos son los receptores de reconocimiento de patrones (RRP), los
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cuales reconocen patrones moleculares conservados de la estructura celular
de patégeno (patrén molecular asociado al patégeno PAMP). Estos activan la
respuesta inmune innata de manera constante al ser reconocidos por los re-
ceptores Toll (TLR), lo que arroja como resultado la produccién de citoquinas
proinflamatorias y favorece el reconocimiento del patégeno por parte de los
neutréfilos.

Los TLR pueden producir respuesta cuando entran en contacto con los
componentes de la biopelicula y/o con los componentes producidos por la
bacteria. Sin embargo, estudios realizados en pacientes con fibrosis quistica
causada por bacterias productoras de biopelicula han evidenciado incremen-
to de la expresién de TLR 5 en la membrana de los PMN, posiblemente por
accién de la IL-8, del FNTa, del factor estimulante de colonias granulociticas
(G-CSF) y por la accién conjunta del TLR1 y el TLR2, los cuales reconocen li-
poproteinas bacterianas (véase la Figura 3.4).

Figura 3.4 Reconocimiento de los patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMP) por los TLR sobre la membra-
na de las células de la inmunidad innata para la produccion
de citoquinas proinflamatorias

LIPOPEPTIDOS LPOPEPTIDOS BACTERIAS
UROPATOGENAS

TRIACYLADOS  DIACYLADOS FLAGELINA

CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS

Fuente: Modificado de O’Neill.
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Por otra parte, cuando se encuentran los PMN con biopelicula no mucoide
in vitro, la ausencia funcional del flagelo induce la muerte bacteriana por
elevadas concentraciones de lactoferrina, lo cual favorece la inhibicién de la
formacién de biopelicula y el ADN de la bacteria productora de biopelicula
puede activar los PMN, ya que estos poseen el TLR9, lo que lleva a la produc-
cién de IL8.

En investigaciones realizadas en bacterias productoras de biopelicula —
como el Staphylococcus aureus— mediante catéteres en modelos murinos, se
analizé la importancia funcional de los receptores TLR2 y TLR9 como activa-
dores de la respuesta inmune en la formacién de biopelicula. Las citoquinas
producidas no afectan la densidad bacteriana, es decir, el S. aureus usa la
biopelicula como mecanismo de evasién de la respuesta inmunitaria. Igual-
mente, en estos modelos se da una reduccién significativa de citoquinas tales
como IL-1 3, TNF-a y quimioquinas como CXCL2, asi como la expresiéon CCL2
durante la infeccién con biopelicula comparada con la respuesta obtenida
por catéteres estériles.

Adicionalmente, se ha encontrado que la biopelicula contribuye en limi-
tar la invasién por parte de los macréfagos, asi como de los mecanismos mi-
crobicidas dados por la éxido nitrico sintetasa. Al atenuar la respuesta pro-
inflamatoria el microorganismo persiste en el huésped inmunocompetente.
Sin embargo, otros estudios han encontrado que el TLR2 y TLR4 participan
en la activacién de los monocitos al reconocer el dcido polimérico manuréni-
co componente del alginato producido por la P. aeruginosa.

3.1.1.3 Sistema de complemento

El sistema de complemento tiene como objetivo producir la lisis del mi-
croorganismo que lo estimulé y activar el proceso de inflamacién, pero, en
razon a la presencia de biopelicula, esta funcién se ve limitada y no con-
tribuye en la eliminacién del agente.

En algunos modelos analizados con P. aeruginosa se ha observado que hay
activacién del sistema de complemento con las formas planténicas de las
bacterias, mas que con la biopelicula del microorganismo, lo que permite de-
sarrollar mecanismos de resistencia contra el sistema del complemento; sin
embargo, se ha encontrado que la secrecién de la proteasa alcalina y elastasa
bacteriana inactivan este sistema.

Otromecanismodeevasién delaaccién del complementose daenrespues-
ta a la elevada concentracién de alginato que no permite la opsonizacién
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mediada por los componentes del sistema, mecanismo observado igual-
mente en infecciones por S. epidermidis productor de biopelicula. En la for-
macién de biopelicula se inhibe el depésito de anticuerpos, lo que conlleva a
una disminucioén en la activacién de la via clasica del complemento.

3.1.1.4 Citoquinas

Investigaciones recientes han demostrado que bacterias productoras de
biopelicula, en diferentes escenarios experimentales in vitro, pueden inhibir
la produccién de citoquinas proinflamatorias como la interleuquina (IL) IL12
o el factor de necrosis tumoral (FNT) a, producidas por los linfocitos, las célu-
las dendriticas y los macroéfagos.

En pacientes con fibrosis quistica producida por P. Aeruginosa se ha obser-
vado una marcada disminucién del interferén gamma (IFN y), lo que conlleva
a una disminucién de la activacién de los linfocitos T ayudadores 1 (LTh1).
Por otra parte, se ha observado el incremento de la IL 4, activador de los
linfocitos Th2, es decir, en estos pacientes existe una mayor proporcién de
linfocitos Th2 que Th1 activados.

La biopelicula producida por Pseudomona aeruginosa induce una elevada
produccién de FNT a e IL 1 B, lo que aumenta la infiltracién de PMN causan-
do dano tisular, la cual estd determinada por la concentraciéon de malon-
dialdehido, lactato deshidrogenasa y el contenido de glutatién, lo que con-
tribuyen a la persistencia bacteriana en comparacién con sus homélogos
plancténicos.

En modelos experimentales murinos en los que se induce pielonefritis
causada por P. aeruginosa productora de biopelicula se encontr6 significativa-
mente disminuida la produccién de IL10 comparada con las células planténi-
cas; este hallazgo sugiere que la produccién de IL 10 es una nueva estrategia
usada por las células productoras de biopelicula para causar dafio tisular y
persistencia bacteriana, ya que mantiene regulada la respuesta inmune del
hospedero.

Leucocitos peritoneales de ratén estimulados con toxinas de S. aureus
planténicas o de biopelicula demostraron la produccién y la funcién inmu-
nomoduladora de las citoquinas FNT q, IL6, IL10, MCP1 y MCP1q, lo que indi-
ca que la alteracién en la produccién de las citoquinas no podian ser la tinica
razén para que la funcién de la fagocitosis no se realice de manera adecuada
por la presencia de biopelicula.
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Estudios realizados in vitro con biopelicula dental y células epiteliales
gingivales humanas observaron que las citoquinas IL1b, IL6 y las quemo-
quinas CXCL8 fueron degradas por la biopelicula después de cuatro horas de
exposicién. Después de 24 horas de exposicién con biopelicula de S. aureus se
observo una reduccién en la producciéon de citoquinas por parte de los quer-
atinocitos. Los resultados de este estudio revelan que la produccién de cito-
quinas proinflamatorias es diferente en el estimulo dado por la biopelicula
al del estimulo de las células plantdnicas, y esto podria tener implicaciones
para la formacién y la persistencia de las heridas crénicas.

Especies de Streptococcus orales, cuando son productores de biopelicula o
como formas planténicas, expresan perfiles diferentes de respuesta inmune
comparados con otras especies. Por lo general, estos microorganismos inhi-
ben la produccién de quemoquinas, mientras que otras estimulan la produc-
cién de citoquinas proinflamatorias como la IL1a, IL6 e Il 8, entre otras. En
el caso de la biopelicula producida por P. aeruginosa, ésta induce una elevada
produccién de FNT a e IL 6 mas que en forma planténica.

Por otra parte, se ha encontrado que los lipopolisacaridos (LPS) aislados
de bacterias productoras de biopelicula inducen la produccién de citoquinas
proinflamatorias mas que los LPS aislados de bacterias planténicas.

3.1.2 Respuesta inmune adaptativa y biopelicula

Larespuesta inmune adaptativa contra un agente productor de biopelicu-
la y uno no productor radica en la alteracién de la funcién de la respuesta in-
mune y la colaboraciéon de sus componentes para eliminar el agente agresor.
Un ejemplo de esto han sido los resultados de estudios que han reportado
disminucién de la blastogénesis de los linfocitos T y B por la presencia del
exopolisacérido del Staphylococus epidermidis.

3.1.2.1 Linfocitos B y anticuerpos

En las bacterias productoras de biopelicula se ha observado deficiencia
en la accién de los anticuerpos en su funcién opsonizante y promotora del
movimiento dirigido o quimiotaxis, lo cual repercute en la actividad fagociti-
ca de los leucocitos.

Los anticuerpos neutralizantes dirigidos contra un gran numero de
factores de virulencia de los patégenos productores de biopelicula son los
mayores causantes de dafio tisular en el huésped infectado.
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En pacientes con fibrosis quistica se producen anticuerpos contra la
elastasa, lipopolisacaridos, flagelos, etc., lo cual indica que estos antigenos
son neutralizados en una infeccién crénica y en infecciones pulmonares
causadas por Pseudomona aeruginosa, en las que se ha observado una accién
deficiente de la IgG2 e IgG3.

Otros estudios relacionados con Staphylococcus aureus productores de
biopelicula han demostrado el efecto opsénico de la IgG frente a esta bacte-
ria, de manera que resulta de esta interaccién la activacién del sistema de
complemento, sin afectar la adhesioén de los PMN a la biopelicula o incremen-
tar la degranulacién o la fagocitosis. No obstante, se ha observado un au-
mento en la produccién de radicales de oxigeno, la cual dependia del reves-
timiento de la biopelicula por los anticuerpos IgG.

En otros estudios se ha observado que datos preclinicos y clinicos su-
gieren que los anticuerpos juegan un papel importante en contra de S. aureus,
por tanto, pacientes hipogamaglobulinémicos tienen un alto riesgo de pade-
cer infecciones por estafilococos. Este estudio generé una hipétesis segiin la
cual la proliferacién de linfocitos B, inducida por la proteina A del Staphylo-
coccus y por la continua exposicién al antigeno sin la participacién de los LT
ayudadores mediante el estimulo dado por las citoquinas lleva a la delecién
de LB activados por el antigeno y a la anergia.

3.1.2.2 Linfocitos T

Se ha observado una disminucién de la actividad de las células dendriti-
cas para estimular la sefializacién de los linfocitos T. En el caso de biopelicu-
la producida por Staphylococcus aureus existe un incremento de las citoquinas
inductoras de la respuesta de los linfocitos T ayudadores 1 (LTh1) como la
IL12, IFN gama, FNT e IL8.

Pacientes con infecciones causadas por agentes productores de biopelicu-
la demostraron que la respuesta inmune inflamatoria es dependiente de los
linfocitos Th1 con concentraciones elevadas de PMN, IFNy, G-CSF y proteina
de macréfago estimuladora de la inflamacion 1beta en mucosas nasales.

En la enfermedad periodontal se ha observado la produccién de biope-
licula y la respuesta inmune en la periodontitis; esté relacionada, predomi-
nantemente, por los linfocitos B, mientras que en las lesiones por gingivitis la
respuesta inmune esta mediada por los linfocitos T. En el caso de la periodon-
titis, existe una senalizacién por parte de los linfocitos T con un predominio
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de la activacién de los linfocitos Th2 para que se dé la respuesta inmune
humoral por parte de los LB. Por otra parte, en el tejido periodontal se han
observado células T reguladoras (T reg) y linfocitos Th17, los cuales son im-
portantes en la inmunorregulacién de la enfermedad periodontal causada
por gérmenes productores de biopelicula.

Los productos de las células LTh17 incluyen IL-17, IL-22 e IL-26, los cuales
actian en defensa de infecciones con bacterias planténicas, de modo que
producen la migracién de los PMN al tejido infectado y la produccién de estas
células en la médula ésea por estimulo del G-CSF, mientras que en infec-
ciones crénicas producidas por bacterias productoras de biopelicula las Th17
contribuyen al incremento de la lesién del tejido afectado.

3.2 Estrategias antibiopelicula

3.2.1 Estrategias para combatir infecciones por im-
plantes médicos y agentes que degradanlabiopelicula

Los microorganismos pueden colonizar la prétesis en el momento de su
colocacién por inoculacién directa durante la manipulacién del implante o
por contaminacién aérea de la herida, después del implante por diseminacién
hematégena y durante una bacteriemia o por extensién directa o partir de
un foco adyacente de infeccién. Las estrategias utilizadas para combatir la
formacién de biopelicula consisten en evitar la adherencia (manejo de mate-
riales, uso de antibidticos o anticoagulantes), evitar la diferenciacién y con-
gregacién bacteriana (antagonistas del quorum sensing o uso de lactoferrina),
la eliminacién de la matriz (uso de enzimas) y, lo que supone una novedad, la
administracién de bacteriéfagos especificos.

La contaminacién del implante en el momento de la intervencién quirir-
gica se puede evitar mediante quimioprofilaxis quirdrgica y/o la utilizacién
de quiréfanos dotados de flujo laminar. La posible contaminacién posterior
se puede evitar mediante el diagnéstico y el tratamiento precoz de las in-
fecciones y mediante el uso de quimioprofilaxis en intervenciones y proce-
dimientos médicos que pueden llevar a bacteriemia.

El tratamiento antibiético sistémico, en general, no consigue la erradi-
cacién de la biopelicula, pero disminuye la posibilidad de colonizacién que,
en general, se debe implantar para destruir las bacterias que pasan al tor-
rente circulatorio. El tratamiento antibidtico sistémico debe ser, inicialmente,
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de amplio espectro, asi como debe sustituirse por antibiéticos especificos
cuando se informe la identificacién y la susceptibilidad del microorganismo
causante de la infeccién. Dado que un nimero muy elevado de infecciones
asociadas a implantes estdn causadas por bacterias grampositivas del gé-
nero Staphylococcus spp., la vancomicina y teicoplanina son los antibiéticos de
primera eleccién para el tratamiento de estas infecciones.

Asimismo, la produccién enddgena de enzimas permite la degradacién
de exopolisacaridos de la biopelicula para lograr la dispersiéon de microor-
ganismos y dar lugar a la generacién de una nueva colonia. Una vez que la
biopelicula estd madura, se produce un nuevo ciclo de desarrollo, el cual per-
mite deducir que es viable el uso de diferentes enzimas para la degradacién
de biopelicula y, subsecuentemente, combatir la infeccién; sin embargo, de-
bido a la heterogeneidad del exopolisacarido, es necesario utilizar una mez-
cla de enzimas para su degradaciéon. Entre las mas utilizadas se encuentran
proteasas, glucosidasas y pectinasas, entre otras.

En los ultimos anos se ha destacado una propuesta diferente para el
tratamiento de biopelicula: el uso de bacteriéfagos, virus especificos para
las bacterias que al replicarse en su interior producen lisis celular. Estudios
realizados con el bacteriéfago T4 han mostrado que este puede infectar y
replicarse en Escherichia coli, disgregando la morfologia de la biopelicula y
lisando las bacterias. Las ventajas del uso de bacteriéfagos radican en que se
elimina la necesidad de expresar, purificar y entregar grandes dosis de enzi-
mas a sitios especificos de infeccién que dificultan su acceso por la presencia
de la matriz extracelular.

Otras estrategias antibiopeliclua incluyen:

e Proteinas DNABII. A estas proteinas se les ha atribuido la capacidad de
facilitar la formacién de estructuras en forma de tejido o malla conforma-
das por el DNA extracromosomal proveniente de la biopelicula producida por
Haemophylus influenzae durante el transcurso de una infeccién. Las proteinas
que hacen parte de esta estructura se dividen en dos subtipos, la HU y la HIF,
y han sido postuladas como blanco para crear una vacuna, ya que las pro-
teinas DNABII juegan un papel importante en el mantenimiento estructural
de la biopelicula. Adicionalmente, la utilizacién de una vacuna anti-HIF en
conjunto con amoxicilina ha mostrado una clara accién bactericida.

e Degradacion de PIA. Algunas bacterias producen una enzima denomina-
da dispersin B que degrada el enlace beta de la N-acetilglucosamina del PIA.
Esta enzima ha sido encontrada en Actinobacillus actinomycetemcomitans y se le
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ha atribuido un efecto potencial antibiopelicula, mediante su desensamblaje
en muchas cepas de S. epidermidis y S.aureus.

e Lisostafina. Esta enzima degrada el peptidoglicano de los estafilococos.
La forma de accién no es bien conocida, pero se cree que la matriz extrace-
lular producida por cocos grampositivos puede tener moléculas que hacen
parte de la pared celular, sobre los cuales actda la lisostafina.

e Proteinasa K, Tripsina y DNAsa. La proteinasa K y la tripsina facilmente
pueden alterar la biopelicula en el S. epidermidis, destruyendo proteinas de
la biopelicula en superficies inertes. Ademas, la DNAsa I también ha tenido
éxito en el desamblaje de la biopelicula en S. aureus, destruyendo el DNA
extracelular presente en las biopeliculas. Este hallazgo contribuye como evi-
dencia de que las proteinas DNABII y el eDNA son importantes componentes
estructurales de la matriz de la biopelicula.

¢ Recubrimiento de la superficie de dispositivos médicos. Se ha propues-
to cubrir los dispositivos médicos con antibidticos u otras sustancias anti-
bacterianas como estrategia para alterar la superficie del dispositivo. Estos
enfoques han tenido un éxito limitado, a causa de los diversos mecanismos
de resistencia bacteriana. Por esta razodn, los esfuerzos deben enfocarse tan-
to en los estudios basicos moleculares de formacién de biopelicula como en
las diferentes estrategias para su control.

e Vacuna antiPIA y antiproteinas de union a la fibronectina (LPXTG). Se han
producido sueros antiPIA que utilizan anticuerpos tipo IgG1 y varias protei-
nas de la superficie tales como proteinas de unién a la fibronectina (LPXTG)
Ay B, pero solo se ha demostrado su eficacia en modelos de infeccién animal.

e Vacuna anti-acido lipoteicdico. Consiste en un anticuerpo tipo IgG dirigido
contra el acido lipoteicéico de los estafilococos. El acido lipoteicéico intervi-
ene en la adherencia de la bacteria a la fibronectina. Esta vacuna ha mostra-
do una buena actividad en neonatos y se encuentra en fase de validacién
para su utilizacién generalizada.

e Alginato liasa. Es una enzima producida por la P. auriginosa utilizada para
degradar polimeros de la matriz de la biopelicula durante la etapa de ma-
duracién. Se ha demostrado que al utilizar esta enzima junto con DNAsa y
con medicamentos como la amikacina aumenta notablemente la accién del
antimicrobiano sobre las bacterias que conviven en la biopelicula. También
puede ser til para el tratamiento de la fibrosis quistica, en la que se acumula
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polisacérido alginato en los pulmones de las personas infectadas por la Pseu-
domona auriginosa.

* Oxido nitrico. Es resultado del metabolismo anaerobio bacteriano y se
ha demostrado que sirve como senal de dispersién de las bacterias que
conviven en la biopelicula. El nitroprusiato de sodio, cuando se metaboli-
za, produce 6xido nitrico. La utilizacién del nitroprusiato interviene en el
desprendimiento de las colonias formadas en la biopelicula y potencia los
tratamiento de los antibiéticos.

* Quorum sensing. En cuanto mecanismo de produccién de factores de
virulencia, lo que implica la produccién de biopelicula como respuesta a la
poca actividad de agar en su efecto regulador de biopelicula. Se ha eviden-
ciado en superficies abiéticas la capacidad de inducir el sistema agar para la
inhibicién de la formacién de la biopelicula. Del mismo modo, se conoce que
los factores de virulencia agar-dependientes tienen su verdadera importan-
cia en superficies bidticas, al momento de inducir infeccién, lo que conlleva
a realizar mas estudios in vivo.

e A101. Es un polisacarido capsular que estd presente en Vibrio sp; este
exopolisacdrido, compuesto por galacturénico, acido glucurénico, ramnosa
y glucosamina, inhibe la formacién de biopeliculas en una amplia gama de
bacterias gramnegativas y grampositivas sin poseer actividad antibacte-
riana. A101 tiene la capacidad de afectar la biopelicula ya producida por la
Pseudomona aeruginosa e inhibe la interaccién de la superficie celular de S.
aureus. Esta molécula se esta probando para el recubrimiento de dispositivos
médicos.

¢ Exoproducto bacterianos. Las Pseudoalteromonas spp. son conocidas como
productoras de varios compuestos extracelulares biolégicamente activos, lo
que incluye agentes antibacterianos. Un ejemplo es la proteina ABPP, que
juega un papel importante en la Gltima etapa de formacién de biopelicu-
la en medios marinos. ABPP ha demostrado que induce la alteracién en la
biopelicula producida por bacterias gramnegativas, ademas de afectar la via-
bilidad celular de las bacterias que conviven en esta.

Las cepas de E. coli productoras de capsulas del grupo II liberan un
polisacérido que previene la formacién de biopeliculas en bacterias grampos-
itivas y bacterias gramnegativas. Este polisacarido actia tanto en la adhesién
inicial al debilitar los contactos de la superficie celular y en la posterior for-
macién de biopelicula, mediante la reduccién de interacciones célula-célula.
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Un lipopéptido obtenido a partir de una cepa de Bacillus circulans de origen
marino demostré propiedades antiadhesivas contra diversas bacterias, pero
su efecto sobre la formacién de biopeliculas no se ha investigado.

Por otra parte, se encontrd que los extractos de Kingella kingae inhiben la
biopelicula de los siguientes microorganismos: Aggregatibacter actinomycetem
comitans, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Candida albicans y K. kingae. En estos casos, la biopelicula se pudo inhibir gra-
cias a la modificacién de las propiedades fisicoquimicas de la superficie de
la célula, especificamente a nivel de la matriz de la biopelicula y el sustrato,
mediante la actividad de un polisacarido. En la estructura del extracto se
encuentran dos polisacaridos: un polisacarido lineal con la estructura - 6)-
a- D -GlcNAcp - (1 > 5)-6- D-Ocla p - (2 -, idéntico a un polisacarido capsular
producido por Actinobacillus pleuropneumoniae serotipo 5; adicionalmente, un
polisacarido lineal, designado PAM galactano, el cual muestra propiedades
de surfactante que inhibe la formacion de biopeliculas en diversas bacterias
y hongos.

3.2.2 Péptidos antimicrobianos

Una de las estrategias antimicrobianas que los organismos vivos han
utilizado es la de los péptidos antimicrobianos (PAM) que conforman una
serie de moléculas del sistema inmune innato que permite la defensa contra
diversos agentes al agredir su membrana y afectar funcionalmente al mi-
croorganismo, como, por ejemplo, en la sintesis de proteinas o al inhibir su
replicacién. Los péptidos antimicrobianos son producidos por células como
los polimorfonucleares neutréfilos y los macréfagos, entre otros, los cuales
producen PAM de menos de 200 aminodcidos con un alto potencial para uso
clinico, ya que ejercen multiples mecanismos de accién sobre el agente infec-
cioso, con amplio espectro de actividad y bajo potencial de resistencia.

Segun su estructura y su composicién, los PAM se clasifican en lineales
(posiblemente con ldminas beta), alfa hélice y algunos tienen giros y bucles.
Seguin su carga se clasifican en aniénicos o catiénicos (véase la Tabla 3.1).
Los PAM catidénicos, segin su estructura, su tamano y el tipo de aminodacidos
que lo componen se clasifican en: péptidos con predominio de un aminoa-
cido (prolina, triptéfano, arginina, histidina); péptidos con predominio alfa
helicales con regiones anfipaticas (cecropina, maganina, LL-37); péptidos con
estructura pB-plegada con predominio de puentes disulfuro intramoleculares;
y péptidos con estructura extendida; péptidos con estructura de bucle (loop)
por un puente disulfuro en la mayoria de los casos.
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La manera en la que los PAM actiian sobre los microorganismos es de-
formando la membrana celular, de modo que inhiben la sintesis de ADN y
ARN, asi como la sintesis de proteinas de la pared y la funcién ribosomal, y
bloquean la funcién de las chaperonas y las mitocondrias.

Para que los PAM tengan la capacidad antibacteriana deben poseer una
carga neta positiva que les permite interactuar con los fosfolipidos aniénicos
de la membrana del microorganismo; igualmente, deben tener regiones apo-
lares con aminodacidos hidréfobos (anfipaticidad) y regiones con cargas posi-
tivas que contengan aminodcidos catiénicos tales como la arginina, lisina e
histidina, caracteristicas que favorecen la interaccién entre el péptido anti-
microbiano y la membrana del microorganismo.

Tabla 3.1 Clasificacién de los PAM

Tipo de péptido
antimicrobiano Ejemplo y origen
PAM
L. e Maximin de anfibios.
Péptidos - L - . . (-
T e Pequetios péptidos aniénicos ricos en acido glutdmico y
aspartico, provenientes de ovejas, ganado y humanos.
e Cecropinas (A), andropin, moricin, ceratotoxina y mellitin
de insectos.
¢ Cecropin P1 de nematodos Ascaris spp.
Péptidos e Magainin, dermaseptin, bombinin, brevinin-1, esculenti-
catiénicos lineales nas y buforin II de anfibios.
alfa hélice * Pleurocidin de la secrecién mucosa de la piel de peces.
e Plasmina seminal, BMAP, SMAP (SMAP29, ovispirin),
PMAP del ganado, ovejas y cerdos.
e L137 de humanos.
e Péptidos que contienen prolina, incluyendo la abaecina
de las abejas.
sptid e Péptidos que contienen prolina y arginina, incluyendo
PeRn s0L apidaecinas de las abejas, drosocin de Drosophila spp., pi-
ca'tlonlc.zs rrocoricin del chupasavia europeo, bactenicinas del gana-
Gele(RISELEE do (Bac?), ovejas y cabras, y PR-39 de cerdos.
con aminoacidos L. . . . .
T ¢ Péptidos que contiene prolina y fenilalanina, incluyendo
pecificos )
profenina del cerdo.
e Péptidos que contienen glicina, incluyendo a himenop-
taecina de las abejas.
contintia (pdg. 102)
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Tipo de péptido
antimicrobiano
PAM

Ejemplo y origen

Péptidos catiénicos
enriquecidos
con aminodcidos
especificos

e Péptidos que contienen glicina y prolina, incluyendo co-
leoptericin y holotripcina de escarabajos.

e Polipéptidos salivales pequenos ricos en histidina, inclu-
yendo histatinas del hombre y algunos primates mayores.

Péptidos anidnicos
y catiénicos que
contienen cisteina
y forman puentes
disulfuro

e Péptidos que contienen un puente disulfuro, incluyendo
brevinina.

e Péptidos con dos puentes disulfuro, incluyendo protegri-
nas del cerdo y taquiplesinas del cangrejo cacerola.

e Péptidos con tres puentes disulfuro incluyendo alfa defen-
sinas de humanos (HBD1, DEFB118), ganado, ratén, rata, ca-
bra y aves de corral; y la 0-defensina rhesus del mono rhesus.

Péptidos aniénicos
cationicos que son
fragmentos de
proteinas mayores

e Lactoferricina de la lactoferrina I.
e Casodicina I de la caseina humana.

e Dominios antimicrobianos de la alfa lactoalbimina bovi-
na, hemoglobina humana, lisosima y ovoalbiimina.

Fuente: Tomado de Tellez y Castafio (42).

El péptido puede ejercer su accién sobre la membrana del microorga-
nismo mediante la atraccién entre ellos por uniones electrostaticas y, poste-
riormente, se da el anclaje formando poros transmembranales.

Algunos de los efectos de los PAM sobre las bacterias se encuentran en
la Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Ejemplos de PAM y su efecto sobre la bacteria

PAM Efecto sobre la bacteria
Neutralizacién o disgregacién de los lipopolisacari-
Polimixina dos (LPS): afecta la permeabilidad de la membrana de
Gram (-) por unién al lipido A de los LPS.
Lantibiéticos
Tipo A (nisina, subtilina, Inhibicién de la sintesis de la pared celular: se produ-
epidermina y Pep5) ce dafio membranal e inhibicién de la produccién de
Tipo B (mersacidina and | enzimas.
cinnamicina)

contintia (pdg. 103)
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PAM Efecto sobre la bacteria

Alameticina, ceratotoxi-

na magainina, catelicidi-

na, HPA3 C, cecropina P1,
caerina 1.1 y LL37.

Alteracién o permeabilizacién de la membrana.

Inhibicién de proteinas involucradas en la divisién
celular por accién de péptidos ricos en prolina para
inhibir la ATPasa Dnak, esencial para iniciar la repli-
cacién del ADN cromosomal.

Pirrocoricina

Inhibicién en la sintesis de macromoléculas por la
interaccién con dcidos nucleicos: interactian directa-
mente con el material genético para inhibir su fun-
cién.

Buforina II,
PR-39, indolicidina y el
tPMP

3.2.3 Péptidos antibiopelicula contra Staphylococcus
Spp.

Los materiales inertes, como, por ejemplo, catéteres o cualquier disposi-
tivo médico, en contacto con el flujo sanguineo y dependiendo del tiempo
que duren implantados y el estado inmune del paciente, sirven de vehiculo
en la formacién de la biopelicula, lo cual va a limitar la actividad de los an-
tibidticos tanto en bacterias gramnegativas como grampositivas. El Staphylo-
coccus epidermidis, especie mayormente aislada en neonatos con sepsis, puede
producir un polisacarido de adhesién intercelular (PIA) que, en presencia de
glucosa, va a favorecer la formacién de biopelicula; su sintesis es mediada
por el operén icaADBC, con un gen regulador represor negativo ica R, tal como
se describié ampliamente en el primer capitulo.

Este regulador negativo (icaR) pertenece a la familia de proteinas repre-
soras de tretraciclina (TetR) que actiian como sensores quimicos citosélicos
y responden a sefiales en ambientes especificos. Es un homodimero predo-
minantemente alfa helical (cada monémero posee dos cadenas alfa), en el
cual las alfa hélices 2 y 3 conforman su dominio N-terminal y corresponde
a un dominio de unién a ADN con estructura hélice-giro-hélice (HTH), que
ha sido encontrada en varios reguladores transcripcionales de bacterias y
arqueobacterias tales como el represor de resistencia a tetraciclina.

A partir de la correlacién entre el mecanismo de accién actualmente
conocido de icaR y los péptidos antimicrobianos catidénicos y/o anidénicos
se pretende disenar péptidos analogos a icaR, es decir, con especificidad
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antibiopelicula, los cuales podrian tener la capacidad de desestabilizar tanto
las biopeliculas como las membranas de las células por la generacién de po-
larizaciones en estas. Esta podria llegar a convertirse en una nueva estrate-
gia de tratamiento, ya que, como es conocido, la biopelicula hace que el anti-
bidtico sea 1000 veces menos efectivo.

A continuacion, se describe cémo se ha aplicado esta iniciativa de uso de
péptidos antibiopelicula en el grupo de investigacién REMA de la Facultad
de Ciencias de la Salud de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca,
en alianza estratégica con el Departamento de Quimica de la Universidad
Nacional de Colombia.

3.2.3.1 Péptido nativo de la secuencia protéica de icaR

Se obtuvieron imagenes moleculares de la proteina icaR mediante el pro-
gramaUCSF Chimeraysebuscaronlosdominiosfuncionalesenlaproteinaem-
pleandolaherramientainformatica Smart, talcomo se observaenlaFigura3.5.

Figura 3.5 Representacion esquematica en superficie de
Conolli de un dimero de la proteina icaR que actia como re-
presor de la familia TetR. El dominio TetRN (rojo) muestra el
sitio de unién al ADN

Fuente: Tomado de Pinilla et al.
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Se identificé el dominio del represor de resistencia a tetraciclina (TetRN)
basandose en su similitud a nivel de secuencia con IcaR en el extremo amino-
terminal entre los residuos 5 y 51, cuya secuencia corresponde a [IDNAITLF-
SEKGYDGTTLDDISKSVNIKKASLYYHYDNKEEIYRKS.

Tras la busqueda del fragmento con mejor caracter antimicrobiano deri-
vado de IcaR para ser sintetizado, se presentan las diez mejores secuencias
halladas mediante el servidor AntiBP, ordenadas a partir del score indicativo
de su potencial antimicrobiano (véase la Tabla 3.3).

Tabla 3.3 Lista de los diez fragmentos con mejor potencial
antimicrobiano obtenidos del servidor AntiBP deri-
vados de la secuencia de icaR

N.° Posicién de inicio Secuencia de 15 aa Score
1 21 TLDDISKSVNIKKAS 0,930
2 161 GIIEDSKNRFKDQVY 0,868
3 20 TTLDDISKSVNIKKA 0,827
4 159 KFGIIEDSKNRFKDQ 0,702
5 29 VNIKKASLYYHYDNK 0,599
6 25 ISKSVNIKKASLYYH 0,585
7 169 RFKDQVYSLLNVFLK 0,574
8 156 FSQKFGIIEDSKNRF 0,568
9 170 FKDQVYSLLNVFLKK 0,530
10 120 HDELIKYYDPTHIAL 0,502

De la tabla anterior se seleccioné el fragmento n.° 1 de 15 residuos (de-
nominado IR1), el cual presentd mejor score antimicrobiano (0,930), y se tomd
como la secuencia patrén nativa de la cadena A de IcaR. A partir de esta se
disenaron péptidos alternos mediante el reemplazo de aminoéacidos, tratan-
do de optimizar las caracteristicas requeridas a fin de potenciar el caracter
antimicrobiano y antibiopelicula. Para esto se tuvo en cuenta la preferencia
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registrada de todos los aminoacidos naturales para cada posicién de acuerdo
con el andlisis propuesto por Sneh Lata para péptidos de 15 residuos exami-
nados desde el N-terminal del péptido nativo derivado de la proteina. Ademas,
con el fin de mejorar la estructura secundaria de IR1, se tuvo en cuenta el
registro Chou-Fasman que evidencia la predisposicién de cada uno de los ami-
noacidos naturales para formar a-hélices, favorables para la interaccién con
membranas bacterianas, tal como se sustenté (véase la Tabla 3.4).

Tabla 3.4 Aminoacidos naturales con predisposicién para
formar a-hélices
.. Afinidad hacia .. Afinidad hacia
Aminoacido 1. Aminoacido L1
alfa hélices alfa hélices
Alanina 1,29 Lisina 1,23
Leucina 1,30 Fenilalanina 1,07
Metionina 1,47 Acido aspartico 1,04
Acido Glutamico 1,44 Arginina 0,96
Histidina 1,22 Isoleucina 0,97

Fuente: Tomado de Chu, Mei y Chia (9).

Segun el andlisis de los resultados mostrados en la Tabla 3.4 se pueden
retomar nuevos y mayores cambios que, combinados entre si, dan como re-
sultado las mejores modificaciones, a fin de concentrar en la menor cantidad
de secuencias las correcciones mads efectivas para elevar el score antimi-
crobiano. Tales fragmentos de 15 residuos decisivos para la eleccién final
se muestran en la Tabla 3.5, acompanados de los respectivos datos de carga
neta, prediccién de estructura secundaria y anfipaticidad revelada mediante
el diagrama de helical wheel.

En este modelo, de todas las secuencias que podian reunir una buena car-
ga, una prediccién de estructura secundaria helical completa y los puntajes
mas altos posibles de alcanzar en una anfipaticidad bien distribuida se esco-
gieron solo dos péptidos para continuar junto con IR1, denominados a partir
de ahora como IR2 e IR3 (dos y tres atribuidos a la segunda y tercera secuen-
cia, respectivamente, seleccionadas para llevar a término la investigacién).
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En la Tabla 3.5 se muestran las tres secuencias escogidas (modificaciones
resaltadas en amarillo) para ser sintetizadas y sus correspondientes propie-
dades. Las convenciones de los colores que aparecen en las graficas de helical

wheel son:

e Anaranjado: residuo no polar;

e Verde: residuo polar, sin carga;

e Rosa: residuo acido, y

e Azul: residuo bésico.

Tabla 3.5 Tablas de los péptidos escogidos para ser sintetiza-
dos (IR1,IR2 e IR3) con sus respectivas caracteristicas

Datos Péptido 1 Péptido 2 Péptido 3
Nombre IR1 IR2 IR3
Secuencia TLDDISKSVNIKKAS | TLIDKLKSVGRKKAK | TLIDKLKSKGRKKAS
Nativo de la
secuencia de la Derivado Derivado
Origen cadena A de IcaR, a partir a partir
desde el residuo 21 de IR1 de IR1
al 35
TR 0,930 3,057 3,426
antimicrobiano
C C C
H H H
H H H
H H H
H H H
H H H
H H H
Estructur.a H H H
secundaria
H H H
H H H
H H H
E H H
E H H
C H C
C C C
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Datos Péptido 1 Péptido 2 Péptido 3
Peso molecular
1618,85 1685,09 1637,03
(PM)
Punto isoeléctrico 9,86 11,00 11,00
Carga +1 +5 +5
Th Thr
Ser Tlhr . Ser lr . . Ser l In .
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Fuente: Tomado de Botero (6).

3.2.3.2 Sintesis de péptidos en fase sélida (estrategia Fmoc)

El péptido nativo de la secuencia proteica de IcaR y los dos péptidos
analogos disenados y mejorados a partir de este se sintetizaron mediante sin-
tesis quimica en fase sélida, por la estrategia Na-Fmoc, descrita previamente
por Merrifield y modificada por Houghten. Se utilizaron como disolventes
diclorometano (DCM), isopropanol (IPA) y N,N’-dimetilformamida (DMF);
también se usa acido trifluoracético (TFA), 1-hidroxibenzotriazol (HOBt),
N,N’ diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 1,2-etanoditiol (EDT) como reactivos
de sintesis. Como soporte sélido se usé resina Rink Amida (sustitucion:
0,46 mmol/g); de igual manera, se usan los diferentes L-o-aminoacidos
(Fmoc-aminoacidos) de elevada pureza. El protector del grupo a-amino ter-
minal de cada uno de los aminodcidos es el grupo 9-fluorenilmetoxicarbonilo
(Fmoc). El protector de la cadena lateral para la lisina (K) usada es el tertbu-
toxicarbonilo (Boc), para la Serina (S) es el grupo tertbutilo (tBu), y el resto de
aminodacidos usados no poseen proteccién en su cadena lateral.

Las reacciones de acoplamiento se realizan a temperatura ambiente,
por activacién del grupo carboxilo de cada aminoécido con DCC y HOBt (1:1)
en DMF con excesos. En los acoples que tengan alguna dificultad se puede
realizar una segunda activacién con DCC y HOBt (1:1) en DMF-DCM (1:1)
con siete excesos, usando en todos los casos ensayo de la ninhidrina para
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verificacién. La desproteccién del péptido se realiza con solucién de acido
trifluoroacético (95 %), triisopropilsilano TIS (2,5 %) (Merck) y agua desioni-
zada (2,5 %).

3.2.3.3 Purificacién de los péptidos

Mediante cromatografialiquida de altaeficienciaenfasereversa (RP-HPLC)
se realiz6 la purificacién de los péptidos, a través de una columna analitica
RP18 (marca Waters), en la que se colocaron 20 pL (2mg/mL) de la muestra
y como solventes grado HPLC utilizados fueron acetonitrilo, agua, metanol
y acido trifluoracético; la muestra fue eludida por un sistema de gradiente
A/B de 0a70 % B (A: agua desionizada TFA 0,05 %, B: acetonitrilo TFA 0,05 %)
durante 45 minutos con un flujo de solvente de 1,0 mL/min a temperatura
ambiente.

A partir de esta primera corrida en la columna analitica se identifica-
ron los tiempos de retencién de los péptidos crudos, a fin de llevar a cabo el
resto de la purificacién en columnas de Sepak C-18 con 40 pg de cada pép-
tido, eluidos en la solucién manual del gradiente de acetonitrilo con el corre-
spondiente porcentaje, determinado con anterioridad mediante la columna
HPLC-RP. La deteccién de las senales se logra mediante un detector UV-VIS
(ultravioleta visible) con un seguimiento a 220 nm de acuerdo con el protoco-
lo establecido previamente (datos no mostrados).

3.2.3.4 Caracterizacion de los péptidos

Mediante espectometria de masas (MALDI-TOF) se logra la caracteri-
zaciéon del peso molecular de los péptidos IR1, IR2 e IR3 aplicando pulsos de 3
ns con un laser de N2 a 337 nm sobre la mezcla sélida péptido-matriz (DHB).
El voltaje de aceleracién y del reflector que se debe aplicar es, respectiva-
mente, +17,5 kV y 20 kV. El espectro se obtiene sumando 20 pulsos de laser
para lograr condiciones comparables.

Por medio de la técnica de dicroismo circular se obtienen los espectros de
los péptidos y se analizan mediante el programa Jasco. Las condiciones para
la captura del espectro deben ser: corrimientos de 0,2 nm, ancho de banda 1
nm, respuesta 2 s, sensibilidad estadndar, rango de 160-190 nm, el barrido de
20 nm/min y, previo al registro, tres acumulaciones del espectro. Para cada
péptido se prepara una solucién stock de 2 mm, de la cual se parte para pre-
parar una solucién acuosa de 200 pM en TFE al 30 %. Se registra el espectro
para cada muestra y su polimero en las mismas condiciones.
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3.2.3.4 Evaluacién de la toxicidad de los péptidos

Para que los PAM tengan aplicaciones farmacolégicas se requiere que po-
sean actividad antimicrobiana, pero que no muestren actividad citotéxica
contra las células normales del huésped. Los péptidos evaluados muestran,
en general, una baja toxicidad, siendo el péptido IR3 el mas seguro, eviden-
ciado por el ensayo de hemdlisis que demostrd poca capacidad de los pépti-
dos para lisar glébulos rojos, lo que significa que no causaria una respuesta
significativa de tipo inmune; asimismo, en el ensayo de citotoxicidad los pép-
tidos presentan una CL, por encima de 1000 pg/mL, lo que facilita su uso
inocuo, siendo menos téxicos que la gentamicina, aminoglucésido de refer-
encia para el control bacteriano.

Al tener en cuenta la secuencia, el score antimicrobiano de los pépti-
dos obtenidos y el bajo grado de toxicidad, estos podrian postularse como
moléculas candidatas en el diseno de nuevos farmacos antimicrobianos y/o
antibiopelicula, por su posible actividad andloga a la regulacién negativa del
represor nativo icaR, responsable de la formacién de biopelicula en Staphylo-
coccus spp.
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BIOPELICULA

COMO MECANISMO DE PERSISTENCIA

Y RESISTENCIA
BACTERIANA

En esta publicacién se describen las caracteristicas para la formacion de
biopelicula, asi como los componentes y los mecanismos tanto genéticos
como moleculares que utilizan los microorganismos para la formacién y
regulacion, ademaés de factores de adhesion de la biopelicula. En especial, se
profundiza sobre la formacién de biopeliculas en el género Staphylococcus
spp., el cual es un importante patégeno en infecciones nosocomiales que
utiliza este mecanismo de persistencia, virulencia y resistencia bacteriana, y

la intervencion del quorum sensing que actiia como un lenguaje a través de
senales quimicas en la regulacién de las biopeliculas.

Finalmente, se describen las implicaciones clinicas de la formacién de
biopeliculas en pacientes que usan dispositivos médicos y la evaluacién de la
respuesta inmune del huésped frente a la biopelicula. Ademas, este texto

incluye nuevas estrategias terapéuticas tales como péptidos antimicrobianos
con especificidad antibiopelicula.

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
SELLO EDITORIAL



