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RESUMEN

Los biofilms son comunidades complejas y estructuradas de microorganismos,
impregnados en una matriz extracelular de produccién propia. Desde un punto de vista
sanitario, los biofilms suponen un verdadero desafio pues, su estructura tridimensional,
confiere a las bacterias que la forman, una elevada tolerancia a condiciones adversas,
entre ellas, generar resistencia a antibidticos o frente al propio sistema inmune. Por este
motivo, los biofilms representan un problema de gran importancia clinica, donde han
sido relacionados con infecciones nosocomiales en pacientes portadores de catéteres o
protesis de larga duracion. Entre las bacterias que forman biofilms sobre catéteres
destaca Staphylococcus epidermidis, un patégeno oportunista que forma parte de la
microbiota normal comensal de nuestra piel. En este trabajo se presenta un estudio
retrospectivo sobre algunos de los aspectos moleculares implicados en la formacién y
desarrollo de biofilms producidos por Staphylococcus epidermidis cuando coloniza
catéteres durante largos periodos de tiempo. Asimismo, se propone una hipdtesis de
trabajo segun la cual, la produccion de anticuerpos especificos frente a proteinas
superficiales de la bacteria productora de biofilm, podria impedir la formaciéon de éstos

en los diferentes tipos de catéteres.

Palabras clave: biofilm — catéter venoso central (CVC) — infecciones del torrente

sanguineo relacionadas con el catéter (CRBSI) — Staphylococcus epidermidis



ABSTRACT

Biofilms are complex and structured communities of microorganisms embedded
in a self-produced extracellular matrix. From a health point of view, biofilms pose a real
challenge because their three-dimensional structure gives the bacteria that form them
a high tolerance to adverse conditions, including generating resistance to antibiotics or
to the immune system itself. For this reason, biofilms represent a problem of great
clinical importance, where they have been related to nosocomial infections in patients
with long-term catheters or prostheses. Bacteria that form biofilms on catheters include
Staphylococcus epidermidis, an opportunistic pathogen that forms part of the normal
commensal microbiota of our skin. This paper presents a retrospective study of some of
the molecular aspects involved in the formation and development of biofilms produced
by Staphylococcus epidermidis when it colonises catheters during long periods of time.
In addition, a working hypothesis is proposed according to which, the production of
specific antibodies against the surface proteins of the biofilm-producing bacteria could

prevent the formation of biofilms on different types of catheters.

Key words: biofilm — central venous catheter (CVC) — catheter related

bloodstream infections (CRBSI) — Staphylococcus epidermidis



1. INTRODUCCION

Los biofilms bacterianos se definen como complejas comunidades de
microorganismos que crecen impregnados en una matriz de exopolisacaridos y pueden
adherirse a una gran variedad de superficies inertes y tejidos vivos. Es de destacar que
los biofilms se pueden producir no solo de forma extracelular sino también de forma
intracelular en células vivas, seglin lo observado en un estudio de Vestby et al., 2020.
Los biofilms permiten a las bacterias vivir en condiciones ambientales hostiles:
mostrando alta tolerancia a los antibiéticos, a los productos quimicos desinfectantes o
incluso resistencia a la fagocitosis y a otros elementos del sistema inmunitario. Debido
a su especial resistencia y a constituir un reservorio de bacterias, los biofilms son
capaces de causar una gran variedad de problemas al humano. Por ejemplo en el
contexto sanitario, la infeccidon bacteriana, a partir de los biofilms, es considerada una
de las principales causas de enfermedad nosocomial en pacientes
inmunocomprometidos, pudiendo afectar a cualquier sistema, ya sea el auditivo, el
cardiovascular, el digestivo, el tegumentario, el reproductivo, el respiratorio o el urinario
(Roy et al., 2018; Vestby et al., 2020).

Entre las principales causas de enfermedades bacterianas nosocomiales
encontramos la formacién de biofilms sobre superficies de instrumental médico como
los catéteres y las protesis. En particular, los catéteres son de especial importancia al
encontrarse continuamente expuestos a ser colonizados por biofilms bacterianos y es
donde centraremos nuestra atencion. El catéter venoso central (CVC) es un dispositivo
gue se usa en pacientes, como por ejemplo los oncolégicos, para la administracién de
liquidos intravenosos como la medicacidén o para extraer sangre (Jamshidi, 2019). Este
dispositivo se trata de un tubo flexible y delgado que se introduce en el interior de una
vena, como se observa en la Figura 1 (Diccionario de cancer del NCI, 2015) sirviendo de
conexion fisica entre el sistema circulatorio del paciente y el exterior. El CVC, a pesar de
su clara ventaja para la administracién de tratamientos, la transfusién de sangre y la
nutricién parenteral, presenta serias limitaciones como el riesgo de infecciones del
torrente sanguineo relacionadas con el catéter (CRBSI: Catheter related Bloodstream
Infections) o infecciones del torrente sanguineo asociadas a la via central (CLABSI:
Central Line-associated Bloodstream Infections). Estas infecciones ocurren con mayor

frecuencia cuando los catéteres se insertan de manera urgente omitiendo las técnicas



asépticas (Boll etal., 2021; Hgiby etal.,, 2010). Los catéteres se contaminan
principalmente por cuatro rutas distintas: la contaminacion del conector del catéter
durante su manipulacién, el desplazamiento de la flora normal de la piel hacia la
superficie externa del catéter en el momento de colocarlo, la contaminaciéon de la luz
del catéter con fluidos infectados y por siembra hematdgena del catéter (Farrag et al.,
2019; Wolcott, 2021). Las complicaciones con los catéteres llevan asociadas, ademas del
riesgo considerable e incluso la muerte del paciente, a una hospitalizacion prolongada,
un tratamiento costoso econdmicamente, una mayor carga del sistema sanitario y un
riesgo afnadido debido a la capacidad de los microorganismos para generar resistencia a

los antibidticos en el ambiente hospitalario (Corréa Carvalho et al., 2022).
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Figura 1.- Diagrama de un catéter venoso central (CVC) pasando
por debajo de la clavicula derecha hasta insertarse en la vena
cava superior (Diccionario de cancer del NCI, 2015).

Entre los pacientes sensibles a infecciones con origen en los catéteres, podemos
destacar a los oncoldgicos. Existen varios factores que los predisponen a esta patologia
como son: la insercién de catéteres de larga duracién y de uso frecuente, estancias
largas fuera del control sanitario y normalmente pacientes con sistemas inmunes
deprimidos debido a las quimioterapias y radioterapias.

Debido a la importancia evidente para el paciente, asi como para el sistema
sanitario presente y futuro que posee la infeccion de CVC, esta investigacion
bibliografica se centrara en el estudio de la formacién de biofilms bacterianos sobre
superficies plasticas, concretamente de los catéteres. Siendo el objetivo final establecer

una hipodtesis de trabajo para interferir con la formacién de biofilms en catéteres,



reduciendo las tasas de infecciony los problemas derivados sobre los pacientes

oncoldgicos.

2. OBIJETIVOS

Con esta investigacion bibliografica trataremos de proponer una solucién al gran
desafio clinico, tanto para el profesional sanitario como para los pacientes, que suponen
los biofilms sobre los catéteres de uso prolongado. Para ello, primero proponemos
conocer la problematica clinica de la infeccién bacteriana, en forma de biofilm, de los
catéteres de larga duracién implantados en pacientes oncoldgicos. A continuacidn,
investigaremos en profundidad sobre los mecanismos moleculares necesarios para la
formacidn de los biofilms. Y, por ultimo, desarrollaremos una hipétesis de trabajo para
interferir con la formacion de biofilms bacterianos sobre las superficies plasticas de los

catéteres de uso médico.

3. PROBLEMATICA DE LA FORMACION DE BIOFILMS EN CATETERES

Los biofilms bacterianos en el ambito sanitario constituyen una pieza relevante
de los problemas vigentes a nivel mundial. Un ejemplo muy comun lo encontramos en
los pacientes con cancer, los cuales sufren infecciones del torrente sanguineo asociadas
a la via central (CLABSI). En 2015, de los 15 millones de pacientes que vivian con cancer
en Estados Unidos, al menos 4 millones tenian un catéter venoso central (CVC)
permanente. De estos, la tasa de CLABSI fue de 1,5 por cada 1000 CVC al dia y la tasa de
mortalidad oscilé entre el 12% y el 25% en EE.UU, segun la Red Nacional de Seguridad
Sanitaria (Malek & Raad, 2020). Asimismo, los catéteres que cuentan con una
permanencia de mas de 30 dias, es decir de larga duracién, poseen un numero de CLABSI
gue podria llegar a alcanzar al menos 400.000 episodios al afio en Estados Unidos, segln
una estimacién reciente de Raad et al. (Raad & Chaftari, 2014). La mortalidad en estos
casos es variable y depende de otros factores como el tipo de catéter, el microorganismo
gue causa la infeccion y las comorbilidades del paciente. Este tipo de infecciones son las
responsables de mas de 60.000 muertes evitables al afio en Estados Unidos, de las que
entre el 65% y el 70% podrian haberse prevenido segun el estudio realizado por Malek
et al. publicado en 2020. En el futuro se espera que estas infecciones asociadas a CVCs

continden siendo un problema sanitario mundial importante y que afecte



negativamente a la prevalencia de las infecciones asociadas a la asistencia sanitaria, las
tasas de mortalidad, la duracién de la estancia hospitalaria y el coste de la asistencia
sanitaria. Es evidente concluir que necesitamos encontrar soluciones para la prevencion

de infecciones por biofilms asociadas a CVCs (Malek & Raad, 2020).

3.1. FACTORES DE RIESGO RELACIONADOS CON LOS CATETERES

Existen dos tipos de factores de riesgo que influyen en el inicio de una CLABSI,
los intrinsecos y los extrinsecos. Los de riesgo intrinseco son aquellos que estan
relacionados con el huésped y no pueden ser modificados por intervencién externa.
Estos incluyen el sexo del paciente, siendo los hombres los que poseen un riesgo
mayor de sufrir una infeccion relacionada con el catéter que las mujeres; la edad,
donde los nifios tienen mayor frecuencia de presentar algun tipo de estas
infecciones en comparacion con los adultos; las enfermedades subyacentes, como
las enfermedades hematoldgicas y gastrointestinales que estan relacionadas con un
riesgo elevado de CLABSI. Por otro lado, estan los factores extrinsecos, los cuales
pueden llegar a ser modificados empleando buenas précticas, pues estan asociados
a la insercién y el mantenimiento de los CVCs. Esto significa que factores como el
lugar de insercidn del catéter, el cumplimiento de las normas de higiene y de
esterilizacién o un tiempo de implantacion prolongado afectardn significativamente
los riesgos extrinsecos al paciente, incrementando la probabilidad de padecer
complicaciones a lo largo del uso del catéter (Malek & Raad, 2020).

Cabe destacar que las infecciones asociadas a los catéteres suelen ser mas
comunes en las salas de urgencias y en las unidades de cuidados intensivos (UCI),
debido tanto a la urgencia con la que son implantados, no siempre respetando los
procedimientos de asepsia recomendables, como a que los CVCs suelen ser
necesarios durante un periodo de tiempo mds prolongado que en otras unidades
como las hospitalarias y ambulatorias. En contraste, en los casos clinicos que utilizan
los CVCs por un periodo corto de tiempo, lo que es considerado como menos de tres
dias, el riesgo de infeccién es casi inexistente. Es ldgico concluir que el riesgo de
complicaciones incrementa proporcionalmente con el tiempo de uso del dispositivo

(Corréa Carvalho et al., 2022; Dadi et al., 2021).



3.2. RESISTENCIA BACTERIANA Y BIOFILMS

La resistencia a los antibidticos es un problema sanitario especialmente
preocupante y aun lo es mas en el contexto de los biofilms puesto que, como
veremos a continuacidn, estos favorecen la resistencia debido a multiples aspectos.

Los antibidticos son los medicamentos que se utilizan para la prevencién y el
tratamiento de forma eficaz de las infecciones bacterianas. Sin embargo, la
resistencia bacteriana hoy en dia es una amenaza a nivel mundial representando un
serio riesgo para la integridad de la salud humana. Este problema es un fenémeno
evolutivo natural de los microorganismos, causado mayoritariamente por el uso
indebido que el humano hace de los fdrmacos. El resultado es que cada vez son mas
frecuentes las infecciones comunes que presentan resistencia (tuberculosis,
gonorrea, neumonia, etc.) y que tienen que gestionarse con tratamientos de ultima
generacion o multitratamientos complejos (Antibiotic Resistance, 2020). El efecto de
generaciéon de resistencia se encuentra acentuado en los biofilms bacterianos,
donde ademas los términos de tolerancia y persistencia cobran una gran
importancia, pues son la base principal de la recurrencia bacteriana asociada al
biofilm. Las células tolerantes y persistentes se corresponden con aquellas que
sobreviven a una agresion, por ejemplo al tratamiento antibidtico, volviendo a
crecer cuando esta agresion se retira, constituyendo por tanto una fuente potencial
de resistencia (Ciofu et al., 2017; Yan & Bassler, 2019).

El biofilm facilita la resistencia bacteriana a partir de diferentes cualidades
Unicas. Desde un punto de vista fisico, la matriz del biofilm se caracteriza por ser un
refugio para las células que lo componen, dado que su principal objetivo es
protegerlas y mantenerlas unidas a las superficies. Esta matriz juega un papel
esencial en la tolerancia y persistencia, pues presenta una interaccion relevante con
el antibidtico. El tipo de interaccién se determina por la composicidén de la matriz
(polisacdridos, proteinas, ADN extracelular, etc.) y las propiedades fisico-quimicas
del antibidtico (tamafio, carga eléctrica neta, etc.). Por ejemplo, los antibidticos que
presentan cargas catidnicas reaccionan con los polisacaridos y el ADN extracelular
de la matriz, ya que estos componentes presentan carga anidnica. La consecuencia
de esta unidn es la reduccion de la velocidad de difusiéon de las moléculas de

antibidtico hacia el interior del biofilm o incluso actian como auténticas barreras



quimicas. La generacidén de estos gradientes de antibidtico hace que las células
bacterianas del biofilm logren activar las respuestas adaptativas al estrés, que se
explicardn mas adelante, sobreviviendo. Ademds de este mecanismo bdsico de
barrera que impide la penetracion de sustancias externas, la matriz evita la pérdida
de moléculas hacia el exterior del biofilm, actuando como reservorio generando
microambientes favorecedores. Por ejemplo, puede concentrar enzimas
modificadoras de antibidticos (ej. B-lactamasas), cuya funcién es inactivar los
antibidticos antes de que lleguen a las células bacterianas de las capas internas del
biofilm (Ciofu et al., 2022; Yan & Bassler, 2019).

Unido a los factores fisico-quimicos descritos, existen otros factores
moleculares implicados en la generacién de resistencia a los antibidticos que se ven
favorecidos en los biofilms, como es el caso de las mutaciones y la transferencia de
genes entre microorganismos. Por ejemplo, la transmisidn horizontal de genes es
mas eficaz en los biofilms y esto explicaria, por medio de mecanismos de resistencia
habituales, la multirresistencia de las bacterias asociadas a los biofilms (Hgiby et al.,
2010). Por su parte, la mutagénesis puede surgir de forma espontanea o estimulada
por la activacién de las respuestas al estrés adaptativo, inducido por la escasez de
nutrientes en la parte interna del biofilm. Esta mutagénesis adaptativa unida a la
mutagénesis que surge en la poblacion de crecimiento rapido, que se encuentra en
las capas externas del biofilm, provoca altas tasas de mutacién incrementando, en
consecuencia, las probabilidades de supervivencia y resistencia de los
microorganismos (Ciofu et al., 2022).

Como hemos empezado a introducir, la estratificacion de las bacterias dentro
del biofilm juega un papel relevante en su evolucion y afecta a multiples aspectos
moleculares de los microorganismos. Sabemos que la capa externa se compone de
poblaciones bacterianas metabdlicamente activas y de rapido crecimiento, mientras
gue en las capas internas encontramos poblaciones de bacterias metabodlicamente
inactivas y de crecimiento lento. Estas diferencias son debidas al gradiente de
consumo metabdlico de oxigeno y nutrientes producido en la superficie exterior y
que limita la disponibilidad de los recursos en la parte interna. Este gradiente es
capaz de generar capas estratificadas de microorganismos con diferentes

susceptibilidades a los antibioticos (Ciofu et al., 2022; Hgiby et al., 2010). Asociado a
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este gradiente de nutrientes y oxigeno en el biofilm, encontramos diferentes

respuestas adaptativas al estrés, pudiendo ser de tres tipos: la respuesta estricta, la

respuesta SOS y la respuesta general de estrés RpoS. Todas ellas perjudican a la
eficacia de los antibidticos, incrementando la tolerancia del microorganismo (Ciofu

et al., 2022).

a) La respuesta estricta se dispara por la falta de nutrientes y hierro, activando la
produccién de guanosina 3’, 5’-bispirofosfato (ppGpp), lo que regula la fisiologia
celular de la poblacién bacteriana con baja actividad metabdlica (capas internas
del biofilm).

b) La respuesta SOS se activa bajo dafio al ADN incrementando la tolerancia a las
condiciones adversas. En los biofilms, la penetracién de los antibidticos se ve
reducida de forma que aquellos, como los B-lactamicos, que poseen mecanismos
de accién que incrementan las ROS, lo hacen pero en menor medida. Las bajas
concentraciones de ROS producen leves dafos sobre el ADN y activan la
respuesta SOS, protegiendo a la bacteria contenida en los biofilms contra
agresiones futuras mas severas.

c) Larespuestageneral de estrés mediada por RpoS regula la transcripcién de genes
y se activa frente al dafio del ADN, a la aparicion de ROS y al estrés osmético. En
los diferentes casos RpoS expresa: el gen xthA que codifica una exonucleasa que
se encarga de la reparacion del ADN, eliminando los monofosfatos 5’ del ADN
dafiado; las catalasas HPIl y HPIl que actuan sobre las ROS, convirtiéndolas en
agua y oxigeno; y la trehalosa que interviene como osmoprotector. Todos estos
mecanismos restablecen los dafios causados por el antibiético e incrementan la
tolerancia bacteriana (Ciofu et al., 2022).

El incremento de la resistencia bacteriana a los mecanismos de defensa del
sistema inmune también se encuentra asociada a los biofilms. Por ejemplo, los
neutrdfilos pueden fagocitar particulas inferiores a 10 um, sin embargo, los biofilms
cuentan con un tamafio bastante mayor (100 um aproximadamente). Por tanto, los
neutrofilos no pueden realizar su funcién de defensa o, en cualquier caso, deben de
fragmentar el biofilm en trozos mas pequefios para poder acceder a las bacterias de
su interior. En este sentido, los neutréfilos solo pueden ejercer un estrés de 1 kPa

mientras realizan la fagocitosis, por lo que los biofilms, gracias a sus propiedades
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mecanicas superiores, son resistentes. Esto obliga al sistema inmune a acceder al
biofilm empleando otros medios o simplemente lo hace inaccesible (Ciofu et al.,
2022; Yan & Bassler, 2019).

La presencia, cada vez mas frecuente, de resistencia bacteriana nos obliga a
tomar medidas urgentes. Si este problema sigue evolucionando tan rapido como
hasta ahora, las infecciones comunes y algunas lesiones de cardcter leve volveran a
ser una causa de mortalidad inevitable. Debido a que los biofilms son una fuente
especialmente alta de formas resistentes, son una diana ideal de intervencion para
reducir todo tipo de complicaciones sanitarias. La prevencién de la formacién de
biofilms es la forma mas eficaz de evitar que el paciente llegue a evolucionar hacia
infecciones avanzadas. Entre las medidas aconsejadas podemos mencionar una
profilaxis adecuada (insercion del catéter en condiciones asépticas, extremo cuidado
en la zona de insercidn, etc.), una terapia antibidtica de caracter temprano y agresivo
o el empleo de terapias de supresion crénicas (Hgiby et al., 2010).

Ante los retos que se nos plantean en el futuro préximo, cabe considerar
nuevas fuentes de antibidticos naturales, o incluso otras terapias alternativas como
seria el caso del ajo. Curiosamente, los productos naturales del ajo podrian sustituir
a los antibiodticos abriendo nuevas posibilidades en la prevencién de la formacion de
biofilms. Farrag et al., demostraron que el efecto combinado de la alicina
(componente antibacteriano del ajo) y los aceites esenciales del ajo son capaces de
penetrar las membranas celulares de las bacterias, interfiriendo con la sintesis de

ARN y bloqueando enzimas esenciales (Figura 2) (Farrag et al., 2019).
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¢. Inhibition of biofilm formation on polyurethane sheets
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Figura 2.- Representacion estadistica de la inhibicion de los biofilms en laminas de poliuretano
(material que forma el CVC) gracias al extracto de ajo fresco en diferentes concentraciones
(Farrag et al., 2019).

4. ASPECTOS MOLECULARES DE LA FORMACION DE BIOFILMS

La formacion de biofilms cuenta con 3 fases, independientemente de la
superficie donde se genere: la inicial o adhesién, la de maduracién y proliferacién y por
ultimo la de dispersion (Figura 3). La fase inicial se trata de un proceso reversible
caracterizado por la adherencia a la superficie (bidtica o abidtica) de las células
planténicas. En el caso de los catéteres, la superficie se recubre, en 24 horas, por una
pelicula de macromoléculas organicas del huésped que incluyen piruvato, glucosa y
fibrinégeno (Ciofu etal., 2022; Gominet etal., 2017). Esta pelicula organica y la
superficie bacteriana, tanto en bacterias Gram positivas como Gram negativas,
interaccionan mediante distintos tipos de estructuras como los flagelos, las fimbrias
(homopoliméricas y heteropoliméricas) y las grandes adhesinas bacterianas (Beloin
et al., 2017). Cabe destacar algunas proteinas, asociadas a la superficie bacteriana, como
OmpA, proteinas de unién a la fibronectina, proteina A, SasG, proteina asociada al
biofilm (BAP) y otros factores, que estan involucrados en esta etapa inicial de adhesion
a la superficie (Roy etal.,, 2018). En esta primera fase, las bacterias todavia son
vulnerablesy, por tanto, susceptibles al tratamiento con antibiéticos (Hgiby et al., 2010).

Durante la fase de maduracion y proliferacién se producen cambios fisioldgicos
y metabdlicos en las bacterias que promueven la transicion desde el crecimiento

planténico al crecimiento en el biofilm. Por ejemplo, en el caso de las bacterias Gram
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negativas, estos cambios estan inducidos por la diguanosina-5’-monofosfato (c-di-GMP),
un mensajero secundario ciclico que se encarga de controlar la natacion libre de las
bacterias en su forma planténica. De esta manera, cuando se encuentra niveles elevados
de c-di-GMP se estimula la formacién del biofilm. Por el contrario, niveles bajos de c-di-
GMP produce la dispersion bacteriana. Las células adheridas a la superficie se
multiplican y comienzan a producir matriz extracelular de composicion compleja
promoviendo la agregacion de las células (Beloin et al., 2017; Ciofu et al., 2022; Hgiby
et al., 2010). El resultado final es la formacion del biofilm maduro, con una estructura
tridimensional en forma de columna. Estas columnas poseen pequeiios canales, por los
que circulan agua, nutrientes y residuos, y pequeiias cavidades que dan refugio a las
bacterias plantdnicas (Roy et al., 2018). Dependiendo de la composicidn y estructura de
la matriz extracelular obtendremos diferentes gradientes de nutrientes, oxigeno y
productos de desecho, promoviendo la estratificacion fisiolégica comentada
anteriormente. Es decir, las células de crecimiento rapido dispuestas en la superficie del
biofilm y las células de crecimiento lento en su interior, con las consiguientes
adaptaciones asociadas. A partir del establecimiento de la matriz extracelular, la uniéon
del biofilm a la superficie se vuelve irreversible, confiriéndole la maxima resistencia
(Beloin et al., 2017; Ciofu et al., 2022; Hgiby et al., 2010).

Unido a la complejidad descrita hasta ahora, dentro del biofilm existe
comunicacion entre las células bacterianas, llevandose a cabo a través de moléculas de
la percepcion del cuérum (QS: Quorum Sensing). El QS permite la comunicacién entre
bacterias de una misma o diferentes especies y consiste en un mecanismo de regulacion
de la expresion de los genes en funcion de la densidad celular. Cabe decir que esta
sefializacion funciona tanto entre células de la misma o diferente especies, como sobre
la misma célula de donde ha sido liberado cada gen (Beloin et al., 2017; Hgiby et al.,
2010). QS es de especial relevancia en las especies bacterianas que no se pueden adherir
por si mismas a una superficie, pero si pueden anclarse a otra matriz o colonias
preexistentes. Para ello, requieren de la ayuda de moléculas del QS habilitando las
interacciones celulares (Roy et al., 2018).

En la dltima fase de los biofilms, la dispersién, este se fragmenta y desprenden
las bacterias no unidas a la superficie. Normalmente esta fase se inicia por factores

ambientales e induce la nueva formacion de biofilms en otros puntos, por liberacién de
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células planténicas adherentes. Estos sitios nuevos de adhesién pueden ser tanto tejidos
cercanos a la infeccidn principal como ubicaciones mas alejadas (Beloin et al., 2022;

Hgiby et al., 2010; Roy et al., 2018).

Hygiene, skin antisepsis, chlorhexidine-
releasing dressings

1

Catheter hub

Vessel Catheter tip
Catheter

exit-site

REVERSIBLE IRREVERSIBLE

ADHESION ADHESION MICROCOLONY MATURE BIOFILM
| T T AU
i Antibiotic-impregnated Jamming with ALT
l catheters, ALT Quorum-Sensing Anti-matrix compounds
Synthetic antimicrobial signals (enzymes, EDTA) or anti-
peptides, anti-adhesive persisters (ADEP4, sugars, ...)
| molecules, c-di-GMP inhibitors

Figura 3.- Representacion de la formacidon de biofilms en la superficie de un CVC. Se observan las
posibles vias de contaminacion: infeccidn del torrente sanguineo (colonizacién endoluminal) (a), piel
del paciente (colonizacidn extraluminal) (b) o conducto del catéter (colonizaciéon endoluminal) (c). En
la parte inferior se observan las fases de la formacion del biofilm: adhesion reversible e irreversible
de la bacteria plantdnica a la superficie del catéter (d), multiplicacion de los microorganismos
formando una microcolonia y a continuacion el biofilm maduro (e), generando asi la formacién de la
matriz extracelular y las sefiales de deteccion de quérum (f). Por ultimo, se produce la dispersién del
biofilm, lo que produce la infeccidn del torrente sanguineo y/o de otras zonas del cuerpo. Lo que esta
representado en negrita hace referencia a enfoques prometedores que actualmente no son utilizados
en la clinica (Beloin et al., 2017).
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5. BACTERIAS QUE FORMAN BIOFILMS EN CATETERES

Existe una gran variedad de microorganismos con capacidad para formar
biofilms, pudiendo ser bacterias Gram negativas, Gram positivas o levaduras. Algunos
géneros como Pseudomonas, Listeria, Enterobacter, Flavobacterium, Alcaligenes,
Staphylococcus y Bacillus forman biofilms de manera rdpida. En este estudio nos
centraremos en la especie Staphylococcus epidermidis (Gram positiva) perteneciente a
la familia Staphylococcaceae, normalmente presente en forma de cocos agrupados, no
moviles, anaerobios facultativos y productores de catalasa. Staphylococcus epidermidis
es de naturaleza no patdgena y comensal, que se encuentra en la flora cutanea y en las
membranas mucosas de los seres humanos y mamiferos, junto con otras especies de
estafilococos coagulasa negativos. Ademas de ser una bacteria abundante en nuestro
organismo, destaca por su facilidad para formar biofilms, siendo por ello la especie mas
comun responsable de la infeccion de catéteres y, a largo plazo, principal agente de las
infecciones nosocomiales. Se comporta como patégeno oportunista en pacientes
inmunodeprimidos y neonatos con catéteres de larga duracion, haciendo facil deducir
el perjuicio sanitario que provoca (Buttner et al., 2015; Nuryastuti, 2018; Takahashi
et al., 2021).

A continuacién, profundizaremos en los mecanismos de formacion de biofilms

por Staphylococcus epidermidis en catéteres venosos centrales.

5.1. PRIMERA FASE DE FORMACION: ADHESION

En la fase de adhesidn, S. epidermidis se une la superficie plastica del catéter
recubierta por proteinas séricas humanas. Esta adhesidn esta mediada por la familia
de proteinas ancladas a la pared celular (CWA), caracterizadas por la presencia del
dominio LPXTG, que es reconocido por la enzima sortasa, la cual se encarga del
proceso de anclaje de la proteina al peptidoglicano de la bacteria. Las proteinas CWA
se dividen en dos familias: la familia de componentes de la superficie microbiana
qgue reconocen moléculas de matriz adhesiva (MSCRAMM; Microbian Surface
Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules) y la familia de proteinas con
repeticiones Gs-E. Las proteinas MSCRAMM constituyen un factor importante en la
interaccion bacteria-superficie durante la fase de adhesién. La estructura de los

MSCRAMM se compone por dos regiones, la A y la B, localizadas en el N-terminal.
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Estas regiones estan continuadas por repeticiones del dipéptido de serina-aspartato
(SdrG, SdrF y SdrH; Figura 4) (Mirzaei et al., 2020; Ortega-Pena et al., 2020).

SdrG (Fbe) es una proteina que ejerce su funcién en la adhesidn inicial de la
formacién del biofilm y se relaciona con las infecciones, no con la vida comensal de
la bacteria, de modo que podria ser un marcador distintivo de las cepas patdgenas.
Contiene el motivo LPXTG unido covalentemente a la superficie bacteriana y es
imprescindible para adherirse a las superficies cubiertas por fibrinédgeno (Fg), de
modo que SdrG también se denomina proteina de unién al fibrinégeno. SdrG esta
formada por cinco regiones, pero la regién A es la que contiene la actividad de unién
al Fg. Por otro lado, la regién B favorece la adhesion y agregacidn de las plaquetas
que puede inducir S. epidermidis. Ademas, las cepas portadoras de SdrG pueden
adherirse a las células osteoblasticas mediante la proteina integrina osteoblastica
aVB3, produciendo infecciones relacionadas con los huesos (Bittner et al., 2015;
Mirzaei et al., 2020; Ortega-Pefa et al., 2020).

SdrF consta de una estructura similar a SdrG y participa también en la
adhesidn inicial, encargandose de la unién al coldgeno del huésped. A diferencia de
SdrG, la regién B de SdrF es la responsable de la unidn al colageno. La adhesién de
SdrF a superficies abidticas aumenta en plasticos que se encuentran con carga
positiva siendo el pH 7,4 el 6ptimo. Segun un estudio de Bilittner et al., en 2015 sobre
un modelo in vivo, se comprobd que el tratamiento con anti-SdrF inhibid la unidn de
S. epidermidis a la superficie en un 50%, sugiriendo la existencia de otros factores
involucrados en la unidén al colageno (Blittner et al., 2015; Ortega-Pefia et al., 2020).

Por su parte la proteina SdrH sigue siendo desconocida. Sabemos que posee
una secuencia primaria, diferente a SdrG y SdrF, que contiene una regién C
hidrofdébica, pero sin el motivo LPXTG (Ortega-Pefia et al., 2020).

Dentro del grupo de proteinas CWA, la familia de repeticiones Gs-E, se
caracteriza, como el nombre indica, por poseer un dominio repetido Gs-E. A esta
familia pertenece la proteina asociada a la acumulacion (Aap (SesF)). Aap es una
proteina extracelular implicada en la unién primaria como en la agregacién celular.
La podemos encontrar en la superficie celular en forma de mechones o libre dentro

de la matriz del biofilm. Estructuralmente presenta un dominio A, que tiene una
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funcién relevante en la adhesion inicial y un dominio B que participa en la fase de
agregacion celular (Mirzaei et al., 2020; Ortega-Peiia et al., 2020).

SesC es otra proteina que se clasifica en el grupo de proteinas sin
repeticiones, con un papel importante en la formacion de biofilms. En un
experimento similar al descrito anteriormente, el anticuerpo anti-SesC inhibid la
formacion del biofilm, aunque aun se desconoce la etapa exacta en la que participa
durante la formacién (Khodaparast et al., 2016; Ortega-Pefia et al., 2020).

Existen otras proteinas, menos estudiadas, pertenecientes al CWA como la
Bhp (SesD), un homodlogo de la proteina Bap en S. aureus y, aunque su funcién
especifica aun no se conoce, podemos prever que poseen funciones parecidas. Bap
incrementa la adhesién de la bacteria a las células epiteliales y ayuda a su

internalizacién celular, a través de la uniéon con el receptor GP96 del huésped.
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Figura 4.- llustracién de las proteinas de superficie (Ses) y sus funciones en la virulencia de Staphylococcus
epidermidis. A la izquierda se observa la implicacién en el proceso de infeccién, mientras que a la derecha
podemos ver la participacion en la fase de adhesion celular y acumulacion durante la formacién del biofilm.
Ademads, aparecen los anticuerpos que bloguean estos procesos (Ortega-Pefia et al., 2020).

18



S. epidermidis presenta otras proteinas de superficie que intervienen en la
fase de adhesidn, pero no contienen el motivo LPXTG de manera que no se unen al
peptidoglicano, como son las lipoproteinas, AtlE, Embp, la lipasa GehD, etc. (Blittner
et al., 2015; Foster, 2020; Ortega-Pefia et al., 2020). AtIE es una adhesina/autolisina
bifuncional que pertenece a un grupo de hidrolasas del peptidoglicano. Se cree,
basado en evidencias genéticas, que esta autolisina fomenta la unién bacteriana al
poliestireno no modificado, aunque todavia no se conocen con certeza los detalles.
Otras funciones conocidas son la unién a la vitronectina y la liberacién a través de
lisis celular del ADNe que se encuentra en la matriz (Bittner et al., 2015; Ortega-
Pefia et al., 2020; Van kerckhoven et al., 2016). El ADNe funciona como una adhesina
intercelular que ayuda a la estabilizacién del biofilm, siendo critica durante la fase
acumulativa temprana. Su funcidn queda patente en los experimentos donde se
agregd ADNasa |, dentro de las primeras 6 horas de acumulacién del biofilm,
presentando actividad desintegradora. Realmente el ADNe no tiene un impacto en
la adhesion primaria del biofilm pero si posee un papel fundamental durante la
transicidn hacia la acumulacién (Buttner et al., 2015; Ortega-Pefia et al., 2020).

Embp se encarga de la unién a la fibronectina y los anticuerpos anti-Embp
inhiben la formacién de biofilms (Buttner et al., 2015). Por ultimo, la lipasa GehD

participa en la adhesién a los coldagenos tipo |, Il y IV (Mirzaei et al., 2020).

5.2. SEGUNDA FASE DE FORMACION: MADURACION

Esta etapa se caracteriza por la produccién de matriz extracelular y la
adhesidn intercelular, lo que conduce a la agregacion y a la estructuracion del biofilm
en multicapas. Ademds se forman canales, llenos de liquido, que separan los
diferentes agregados bacterianos y que transfieren los nutrientes, el oxigeno y
controlan el pH dentro del biofilm (Buttner et al., 2015; Mufioz, 2017).

La produccién de matriz extracelular esta liderada por un conjunto de
proteinas de membrana. IcaA pertenece a la familia de las glicosiltransferasas y
necesita a IcaD para ser activa. IcaD se cree que es una chaperona que controla el
plegamiento y la insercidn en la membrana de IcaA y actia como enlace entre IcaA
e IcaC. Esta ultima, podria estar involucrada en la externalizacién y elongacién del

polisacdrido en crecimiento y que formara parte de la matriz. Finalmente, IcaB forma
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parte de la familia de las desacetilasas de polisacdridos y se encarga de la des-N-
acetilacion del polisacarido de adhesion intracelular (PIA), algo imprescindible para
su funcién en la formacién del biofilm y para la virulencia de S. epidermidis (Figura

5) (Bittner et al., 2015; Van kerckhoven et al., 2016).

Extracellular space

Cell wall

Cytoplasm

L @)
°O d Poly-GIcNAc
UDP-GIcNAC
IlcaR
icaR icaA icaD icaC icaB

Figura 5.- Representacion gréfica de la codificacion genética y la biosintesis de PIA. Se observa como
el operdn icaADBC esta controlado por el producto del gen icaR, codificado aguas arriba. A su vez,
icaR esta controlado por condiciones ambientales y por multiples reguladores. Por otro lado, IcaA e
IcaD son dos proteinas de membrana que se encargan de sintetizar una cadena poli-GIcNAc en
crecimiento a partir de unas unidades precursoras de GIcNAc activadas. Probablemente esta cadena
es exportada por otra proteina de membrana, IcaC. Por ultimo, IcaB es una enzima que se une a la
superficie de la bacteria y se encarga de introducir cargas positivas en PIA, de modo que si esto no
ocurriera seria neutra y el caracter cationico es vital para la funcionalidad y adherencia de PIA
(Nguyen et al., 2020).
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El componente mas importante de la matriz extracelular de S. epidermidis es
el PIA (Figura 6), que se sintetiza por los productos génicos del operdn ica y funciona
como el “pegamento” del biofilm. La produccién de una molécula de PIA requiere
de la expresidn de los cuatro genes icaADBC y se puede ver aumentada por factores
que incluyen el incremento de temperatura, la osmolaridad, la glucosa, la
anaerobiosis y el etanol. PIA estd formado por un polisacarido principal | (80%) y por
un polisacdrido secundario Il (20%), donde el polisacarido | presenta carga positiva y
el polisacarido Il tiene carga negativa, favoreciendo asi la interaccién idnica entre

moléculas (Bittner et al., 2015; Nguyen et al., 2020; Van kerckhoven et al., 2016).
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Figura 6.- Estructura de PIA. Un homopolimero de residuos de N-acetilglucosamina (GIcNAc)
con enlace B-1-6. Aproximadamente entre el 15% y el 20% de los residuos de GIcNAc estdn
desacetilados. En verde, se puede observar los grupos acetilo y en rojo aparece el grupo amino
libre que se forma tras la desacetilacion catalizada por IcaB y cuenta con carga positiva a un pH
neutro o basico (Nguyen et al., 2020).

Cabe destacar que conocemos cepas que utilizan otros mecanismos de
formacién de biofilms independientes de la sintesis de PIA. Sin embargo, estos
biofilms son mas débiles y menos estables que aquellos conteniendo PIA (Nguyen
et al., 2020). Aunque PIA es el componente fundamental de la matriz, existen otras
moléculas que intervienen en la fase de maduracion como el ADN extracelular
(ADNe) o las proteinas Aap. En esta fase, el dominio B de Aap es el principal actor,
donde Aap es sometida a protedlisis, para eliminar el dominio A, dejando expuesto
el dominio B, el cual forma un dimero con otro dominio B en presencia de Zn?*,
activandolo y favoreciendo la agregacion celular (Ortega-Peiia et al., 2020). Este

fendmeno explica por qué a partir de la década del 2000 se han identificado
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estafilococos PIA negativos que también forman biofilms (Blttner et al., 2015; Van

kerckhoven et al., 2016).

5.3. TERCERA FASE DE FORMACION: DISPERSION

La tercera fase de formacidn del biofilm consiste en el desprendimiento de
las células bacterianas que lo componen. Para ello, existen diversos factores
enfocados a destruir las sustancias poliméricas extracelulares que forman la matriz
extracelular. Estos factores pueden estar relacionados con fuerzas mecdnicas del
flujo sanguineo, interrupcion de la sintesis de los exopolisacdridos, factores
enzimaticos o surfactantes. Como consecuencia, al destruir la matriz extracelular se
favorece la dispersion de las bacterias que forman el biofilm, asi como la dispersion
del patdgeno en el organismo, pudiendo colonizar otras superficies. La dispersion
supone el estimulo de otros factores de virulencia en S. epidermidis, como la

resistencia a los antibidticos (Mufioz, 2017).

6. PROPUESTA DE INTERFERIR EN LA FORMACION DE BIOFILMS EN CATETERES

Alo largo del presente trabajo hemos discutido la importancia de los biofilms en
el contexto sanitario y su importancia en desarrollar la resistencia bacteriana. También
hemos presentado los mecanismos moleculares mas relevantes en la formacién de
biofilms por S. epidermidis, la bacteria que causa mayores problemas en infecciones
nosocomiales derivadas del uso de catéteres de larga duracion. Actualmente, se utilizan
medidas preventivas para prevenir la formacién de los biofilms en este contexto pero,
ninguna de ellas, elimina el biofilm una vez ha sido formado. Existen estudios que
persiguen encontrar una estrategia eficaz en la erradicacién de los biofilms, pero la tasa
de éxito es bastante limitada, quizas debido al desconocimiento de cémo S. epidermidis
se adapta en cada fase temporal de formacidn del biofilm.

De acuerdo con ello y, con el objetivo de contribuir al conocimiento de las
caracteristicas moleculares de S. epidermidis durante el proceso de formacion de
biofilms, se propone una hipdtesis de trabajo que podria cumplir dicho propdsito v,
como consecuencia, podria ayudar al descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas.

Antes de desarrollar esta hipdtesis, es necesario conocer las medidas

preventivas, actualmente en uso, frente a la formacién de estos biofilms. En este
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sentido, el proyecto Bacteriemia Zero actualizado en 2021 y liderado por las Sociedades
Espafiolas de Medicina Intensiva Critica y Unidades Coronarias (SEMICYUC) y de
Enfermeria Intensiva y Unidades Coronarias (SEEIUC), recomienda utilizar las medidas
gue se recogen en la Tabla 1. Estas medidas se clasifican en 3 grupos: obligatorias, es
decir, aquellas que deben realizarse bajo cualquier situacién; opcionales, actuaciones
qgue solo deben considerarse en situaciones especiales (p.ej., pacientes
inmunodeprimidos); y, por ultimo, aquellas que no deben realizarse bajo ningun

concepto (Bacteriemia Zero, 2021).

* Higiene adecuada de manos
* Uso de solucion alcohdlica de clorhexidina en la preparacion
de la piel

MEDIDAS ¢ Uso de medidas de barrera total durante la insercion de los

OBLIGATORIAS cvC
* Preferencia de la vena subclavia como lugar de insercién

* Retirada de todos los catéteres venosos centrales innecesarios
* Manejo higiénico de los catéteres

* Uso de catéteres impregnados con antimicrobianos

* Uso de apdsitos impregnados con clorhexidina

MEDIDAS OPCIONALES (PRI tampones con solucién antiséptica en los conectores
* Higiene corporal diaria con clorhexidina

* Uso de la ecografia durante la insercion del catéter

* No utilizar profilaxis antibiética para la insercién de los CVC
* No realizar cambios periddicos rutinarios de los CVC por

puncion
* No realizar cambios periddicos rutinarios de los CVC mediante
MEDIDAS A NO giio
REALIZAR * No utilizar antibidticos y antisépticos topicos en pomada para

proteger el punto de insercién

* No utilizar el mismo equipo de infusién con cada nueva bolsa
de hemoderivados

* No dejar sin tapdn cualquier puerto que no se este usando

Tabla 1.- Resumen de las medidas antibiofilms que se utilizan actualmente.

Una de las medidas opcionales recomendadas, se corresponde con la utilizacién
de catéteres impregnados con antimicrobianos y, como evolucidén a esta practica, hoy
en dia se sigue investigando en el uso de CVC impregnados con farmacos libres o

nanoparticulas inorgdnicas inhibidoras de los biofilms. Diversos estudios, realizados en
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pacientes oncoldgicos, muestran que el uso del CVC, cubierto con clorhexidina —
sulfadiazina de plata (CVC-CSS), es una estrategia interesante para reducir la
colonizacidn bacteriana en el CVCy, por tanto, las CRBSI (Corréa Carvalho et al., 2022;
Wang et al., 2018). Por otra parte, Purayil Sajna et al., (2019) encontraron-que, la
administracién simultanea de suplementos multivitaminicos y antibiéticos (en este caso
ciprofloxacina), es contraproducente, posiblemente debido a que las actividades
antioxidantes de los multivitaminicos reducen la eficacia del antibiético (Purayil Sajna
et al., 2019).

En el presente trabajo, se plantea una hipdtesis de trabajo segun la cual, el propio
sistema inmune del huésped actuaria como mecanismo de defensa frente al
establecimiento de un potencial biofilm sobre la superficie de un catéter. Para
desarrollar dicha hipdtesis se propone, como linea de investigacion, el estudio de las
proteinas superficiales de un microorganismo modelo (Staphylococcus epidermidis) y su
importancia en la formacion de un biofilm.

De acuerdo con esta idea, se plantean varios objetivos; en primer lugar, llevar a
cabo la identificacion de las proteinas de superficie de Staphylococcus epidermidis en la
fase de adhesién del biofilm y, en segundo lugar, seleccionar aquellas candidatas que
resulten mas atractivas para estimular la respuesta inmune, es decir, se trata de que
éstas actien como “vacunas”, estimulando la produccién de anticuerpos y, por tanto,
impidiendo la formacidn del biofilm en la parte externa del catéter.

La identificacién de las proteinas superficiales de S. epidermidis se llevara a cabo
mediante un marcaje con biotina activada, una molécula que muestra gran afinidad por
la estreptavidina (Figura 7). Para ello, se procedera a incubar la cepa de S. epidermidis
en presencia de catéteres y, cuando se inicie la fase de adhesién, se afiadira biotina
activada al medio de cultivo. En estas condiciones, la biotina se unird a todas las
proteinas expuestas, tanto a las superficiales como a las extracelulares. A continuacién,
una vez recuperados los catéteres del medio de cultivo, se lavan las células adheridas a
su superficie y se someten a un tratamiento de desintegracién o lisis celular para
obtener el extracto de proteinas total. El extracto proteico, en el que se encuentran las
proteinas marcadas con biotina, serd sometido a un proceso de enriquecimiento
mediante precipitacion por afinidad empleando particulas magnéticas revestidas con

estreptavidina. Las proteinas enriquecidas y marcadas con biotina se identificaran
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mediante técnicas de protedmica empleando espectrometria de masas. De este
conjunto de proteinas superficiales se seleccionaran potenciales candidatas para valorar
su implicacién en la etapa de adhesién, proponiéndose la(s) mas adecuada(s) para la
elaboracién de una vacuna que, potencialmente, pudiera inmunizar a los pacientes

contra la formacion de biofilms.

@ Biotina

# Estreptavidina

Proteinas de
© superficie

Figura 7.- Esquema del método a seguir para identificar las proteinas de superficie del biofilm de S.
epidermidis mediante el marcaje con biotina activada, con el objetivo de elaborar una vacuna eficaz que
impida la formacion del biofilm.

7. CONCLUSIONES

1) Las infecciones causadas por bacterias, en concreto las asociadas a la formacién
de biofilms, se han convertido, a nivel mundial, en un problema de salud
importante dificil de controlar, debido a la elevada evoluciéon de la resistencia a
los antibidticos.

2) Los biofilms bacterianos favorecen la resistencia bacteriana a los tratamientos,
tanto desde un punto de vista fisico-quimico como bioldgico por lo que, entre
otros efectos, actlan favoreciendo las mutaciones y los diferentes mecanismos

de transferencia génica.
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3)

4)

5)

La gran mayoria de las infecciones nosocomiales se encuentran asociadas a la
formacion de biofilms bacterianos sobre la superficie del instrumental sanitario
(catéteres), protesis (valvulas cardiacas) u otros instrumentos (marcapasos).

S. epidermidis es la bacteria que mas frecuentemente provoca infecciones
nosocomiales asociadas a catéteres debido a su abundancia sobre la piel humana
y su capacidad para formar biofilms. Ademads, cuenta con una amplia variedad
de proteinas y mecanismos moleculares que se desarrollan durante el proceso
de formacion.

A la luz del andlisis retrospectivo aqui presentado, se presenta un estudio
preliminar alternativo, no descrito en la bibliografia consultada. Concretamente,
se propone el uso potencial de proteinas superficiales de S. epidermidis como
activadoras de la respuesta inmune de modo que, los anticuerpos producidos

actuarian bloqueando dichas proteinas y, por tanto, la evolucidn del biofilm.

8. CONCLUSIONS

1)

2)

3)

4)

5)

Infections caused by bacteria, in particular those associated with the formation
of biofilms, have become, worldwide, a major health problem that is difficult to
control, due to the high evolution of antibiotic resistance.

Bacterial biofilms favour bacterial resistance to treatments, both from a physico-
chemical and biological point of view, and therefore, among other effects, they
act by favouring mutations and the different mechanisms of gene transfer.
Most nosocomial infections are associated with the formation of bacterial
biofilms on the surface of medical instruments (catheters), prostheses (heart
valves) or other instruments (pacemakers).

S. epidermidis is the most common bacterium causing catheter-associated
nosocomial infections due to its abundance on human skin and its ability to form
biofilms. In addition, it has a wide variety of proteins and molecular mechanisms
that develop during the formation process.

In the retrospective analysis presented here, an alternative preliminary study,
not described in the literature, is presented. Specifically, the potential use of S.

epidermidis surface proteins as activators of the immune response is proposed,
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so that the antibodies produced would act by blocking these proteins and,

therefore, the evolution of the biofilm.
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