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			He decidido escribir este pequeño libro acerca de biofilms ya que durante el cursado de mi carrera de grado fue dificil encontrar un texto en español de buen nivel académico que desarrollara este tema. Además, considero que el tema biofilms es uno de los más influyentes en la microbiología actual, ya que ha hecho reflexionar a toda la comunidad científica acerca de que las bacterias en su medio natural se desarrollan formando comunidades de microorganismos y no como seres unicelulares individuales.
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			CAPÍTULO 1 

			Introducción

			Los biofilms se definen como comunidades de microorganismos que crecen embebidos en una matriz de exopolisacáridos y adheridos a una superficie inerte o un tejido vivo (1). La presencia de los biofilms es ubicua en la naturaleza, tanto que quizás sea precisamente su ubicuidad la que les ha restado protagonismo hasta hace unos pocos años. Quien no ha observado, el material mucoso que recubre un jarrón en el que hemos tenido depositadas flores, el material resbaladizo que recubre las piedras de los lechos de los ríos, los cascos de los barcos o la superficie interna de una tubería. Otro ejemplo, es la placa dental que puede deteriorar la salud de nuestros dientes (1, 2, 3). La capacidad de formación de biofilms no parece estar restringida a un grupo específico de microorganismos y hoy se considera que bajo condiciones ambientales adecuadas prácticamente todos los microorganismos pueden formar biofilms (4). Los biofilms bacterianos por ejemplo representan una antigua estrategia de supervivencia procariota, esto debido a que las bacterias logran ventajas significativas al proporcionarles los biofilms protección frente a fluctuaciones medioambientales de humedad, temperatura, pH, nutrientes, etc. (5, 6). Registros de fósiles muestran que procariotas han vivido en biofilms por más de tres billones de años (7).

			Historia:

			Van Leeuwenhoek descubrió en los dientes, que los microorganismos estaban adheridos a las superficies dentales y se le asignó el descubrimiento de los biofilms bacterianos en el siglo XVII (8). Heller y Heukelekian observaron el “efecto botella” para microorganismos marinos. Se basa en que el crecimiento bacteriano y la actividad de estos organismos es mucho mejor cuando se les incorpora una superficie a la cual éstos pueden aferrarse, Zobell lo verificó y vió que los organismos unidos a superficie se encontraban en mayor número que los que flotaban libremente en el medio circundante (9).  El advenimiento del microscopio electrónico permitió examinar en detalle la estructura del biofilm. El uso de la microscopía electrónica de barrido, en las últimas dos décadas, permitió por ejemplo, examinar biofilms en filtros de plantas de tratamiento de aguas servidas y comprobar que estaban formados por una multiplicidad de gérmenes. Usando una tinción especial, se logró demostrar que el material de la matriz que engloba a las bacterias en estos biofilms era un polisacárido (10).

			Definición:

			El término biofilm fue asignado por William J. Costerton (11) en 1978 a un ensamblaje de células microbianas que están asociadas de manera irreversible a una superficie (las mismas pueden ser de lo más variadas) y envueltas en una matriz de polisacáridos. Los microorganismos que forman parte de esta estructura difieren genéticamente de sus contrapartes plantónicos con respecto a la transcripción de genes (12).

			Estructura del biofilm:

			El biofilm está compuesto por colonias de bacterias incrustadas en una matriz polimérica extracelular o glicocálix. Las células bacterianas componen el 15-20 % del volumen y no se dividen en el interior del biofilm. La matriz es muy hidratada debido a que incorpora grandes cantidades de agua dentro de su estructura. La matriz además está compuesta por exopolisacáridos (EPS), los que constituyen su componente fundamental, producidos por los propios microorganismos integrantes del biofilm. (13). En menor cantidad se encuentran otras macromoléculas como proteínas, ácidos nucleicos, y diversos productos de la lisis bacteriana. El conjunto de polisacáridos, ácidos nucleicos y proteínas se conocen bajo el nombre de sustancias poliméricas extracelulares (SPE) (14). En la matriz también podemos encontrar materiales no bacterianos, tales como minerales, cristales de sales, partículas de corrosión, sedimentos, componentes sanguíneos, según cual sea el medioambiente en el cual se desarrolla el biofilm. Además, los biofilms pueden estar asociados a iones metálicos y cationes bivalentes. Pueden tener carga neutra o polianiónica, según el exopolisacárido, lo que les permitiría interactuar con distintos antimicrobianos, atrapándolos y evitando que puedan actuar sobre las bacterias ya que quedan atrapados en la matriz (15). La producción de EPS se ve afectada por la calidad nutricional del medioambiente. Por ejemplo, una disponibilidad excesiva de carbono y/o limitación de nitrógeno, potasio o fosfato promueve la síntesis de EPS. La arquitectura de la matriz no es sólida. Las bacterias en el biofilm viven en torreones celulares que se extienden en forma tridimensional desde la superficie a la cual están adheridas. Estos torreones están compuestos por microcolonias de diferentes células bacterianas, aeróbicas y anaeróbicas, envueltas por exopolisacáridos y separadas unas de otras por espacios intersticiales huecos, conocidos como canales de agua, que permiten el flujo de líquido y actúan como un sistema básico de transporte y difusión de nutrientes y oxígeno a las bacterias ubicadas en su interior o a aquellas situadas en las zonas más profundas del biofilm, también es una ruta para el transporte de desechos (16). En el biofilm no todos los microambientes poseen el mismo pH, concentración de nutrientes u oxígeno, hay un gradiente de pH y de oxígeno, es por ello que las bacterias que se encuentran en las zonas más profundas del biofilm deben adaptarse a una disponibilidad reducida de oxígeno. La formación y estructura del biofilm depende de las características del sustrato al que se une y del medio ambiente en que se encuentra (16). 

			Etapas en la formación de un biofilm:

			El proceso puede dividirse en 3 etapas : adhesión, crecimiento y separación o desprendimiento.  En la primera etapa, el sustrato debe ser el adecuado para la absorción reversible y la adhesión irreversible de la bacteria a la superficie. Las bacterias se unen a la superficie formando apéndices, como fimbrias, flagelos o pili. Las fimbrias contribuirían a la adhesión bacteriana. La motilidad otorgada por los flagelos ayudaría a la bacteria a alcanzar la superficie tratando de vencer las fuerzas de repulsión más que actuando como adherente. B. subtilis utiliza su movilidad a través de flagelos como mecanismo sensor de superficies. A medida que se aproxima a una superficie se restringe la rotación flagelar. Esa restricción activa el circuito DegS-DegU para dar paso a la formación del biofilm (17). La movilidad igualmente no es un requisito esencial, ya que las bacterias Gram positivas inmóviles, como estafilococos, estreptococos y micobacterias tienen también la capacidad de formar biofilms. Se sabe que en esta primera etapa participan proteínas de superficie en las bacterias gram positivas (18). Se ha descripto (2) que la colonización microbiana se incrementa a medida que aumenta la aspereza de la superficie. Esto sería debido a que están disminuidas las fuerzas de deslizamiento y el área de superficie se torna mayor, estas superficies se dice que están cubiertas por “films condicionantes”. Los films condicionantes están compuestos por polímeros, éstos cubren habitualmente todas las superficies de los materiales que se encuentran en contacto con líquido y son un requisito esencial para la posterior colonización microbiana, un ejemplo de ello es la película adquirida que se forma sobre el esmalte dental que permite luego de unas pocas horas que las bacterias de la cavidad oral la colonicen (2). Las propiedades físico-químicas de las superficies también ejercen su influencia en el grado y extensión de la adhesión bacteriana (1). 
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