UCUENCA

Facultad de Ciencias Quimicas

Carrera de Bioquimicay Farmacia
“Formacion de biopeliculas y mecanismo de quorum sensing como
estrategia de resistencia microbiana- Revision bibliografica”

Trabajo de titulacion previo a la
obtencion  del titulo  de
Bioquimico Farmacéutico

Autores:
Mishell Alejandra Escandén Astudillo
C.1: 0107341042

Correo electronico: alescandon5@agmail.com

Maria Gabriela Pefia Dutan
C.l: 0106873987

Correo electrénico: gpenadutan@gmail.com

Tutora:
Dra. Maria Elena Cazar Ramirez, PhD.
Cl: 0602243800
Cuenca, Ecuador.

07- octubre- 2022.


mailto:gpenadutan@gmail.com

UCUENCA

RESUMEN

Las bacterias pueden relacionarse entre si mediante la formacion de agregados
multicelulares conocidos como biopeliculas. Estas asociaciones de microorganismos
patdogenos permiten a las comunidades bacterianas resistir a la accion de los
antimicrobianos, el estrés y la respuesta inmune del huésped. Adicionalmente, las
bacterias emplean mecanismos de sefializacion denominados quorum sensing (QS),
mediados por la produccién de moléculas que regulan el comportamiento de toda la
poblacién bacteriana e inciden en la formacion de biopeliculas. Este mecanismo
potencialaresistencia alos farmacos antimicrobianos, siendo comun en bacterias Gram
positivas y Gram negativas. Varias enfermedades se han asociado con estos
mecanismos, lo que dificulta el abordaje del tratamiento, por lo cual se buscan nuevos
enfoques hacia tratamientos enfocados a la formacion de biopeliculas bacterianas
mediada por QS. El presente estudio evalu6 el rol de la formacién de biopeliculas 'y de
guorumsensing en el desarrollo de mecanismos de resistencia antimicrobiana mediante
una investigacion descriptiva, observacional y de revision bibliografica en la que se
recopilaron articulos cientificos de diversas bases de datos publicados en los ultimos 10
afios. Como resultados se describieron los principales mecanismos de QS utilizados por
los fenotipos bacterianos mas comunes y de importancia clinica. Adicional a esto, se
lograron establecer diversos sistemas asociados a la inhibicién de estos procesos.
Finalmente, se espera fomentar el desarrollo de nuevos estudios enfocados a la
determinacion de estrategias que contrarresten la formacion de biopeliculas mediada

por QS en bacterias patdgenas.

Palabras clave: Biopeliculas. Quorum sensing. Resistencia bacteriana. Inhibidores de

guorum sensing. Antimicrobianos.
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ABSTRACT

Bacteria can relate to each other by forming multicellular aggregates known as biofilms.
These associations of pathogenic microorganisms allow bacterial communities to resist
the action of antimicrobials, stress and the hostimmune response. Additionally, bacteria
employ signaling mechanisms called quorum sensing (QS), mediated by the production
of molecules that regulate the behavior of the entire bacterial population and influence
the formation of biofilms. This mechanism enhances resistance to antimicrobial drugs,
being common in Gram-positive and Gram-negative bacteria. Several diseases have
been associated with these mechanisms, which makes treatment approaches difficult,
SO0 new approaches are being sought for treatments focused on bacterial biofilm
formation mediated by QS. The present study evaluated the role of biofilm formation and
QS in the development of antimicrobial resistance mechanisms through a descriptive,
observational and literature review research in which scientific articles were collected
from several databases published in the last 10 years. As results, the main QS
mechanisms used by the most common and clinically important bacterial phenotypes
were described. In addition, several systems associated with the inhibition of these
processes were established. Finally, itis expected to promote the development of new
studies focused on the determination of strategies to counteract the formation of biofilms

mediated by QS in pathogenic bacteria.

Key words: Biofilms. Quorum sensing. Bacterial resistance. Quorum sensing inhibitors.

Antimicrobials.
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Agr: Regulador génico accesorio
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AHKSs: hidroxicetonas
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ITUs: infecciones del tracto urinario

MT: 5’-metiltio

MTAN: Metiltioadenosina nucleosidasa

NO: 6xido nitrico

PIA: péptido autoinductor

PQS: sefial quinolona Pseudomona

QQ: quorum-quenching

QS: quorum sensing

QSI: inhibidores del quorum sensing
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Formacion de biopeliculasy mecanismo de quorum sensing como estrategia de

resistencia microbiana - Revisién de literatura.
INTRODUCCION

La creciente resistencia bacteriana a los antimicrobianos y la propagacion de los
patdgenos constituye actualmente uno de los problemas de salud mas grandes a nivel
mundial, ya sea por el mal uso que se les da a los mismos o por los mecanismos

inhibitorios desarrollados por los microorganismos (Zhao, Yu & Ding, 2020).

Desde la aparicion de los antibiéticos se han descrito varios fendmenos de resistencia
frente a estos, ya que la mayoria se dirigen a los procesos fisiolégicos bacterianos,
ejerciendo asi una fuerte presién sobre las bacterias, promoviendo la aparicion y
propagacion de cepas resistentes a los medicamentos. Inicialmente, este problema fue
resuelto gracias a la sintesis de nuevos compuestos con la capacidad de inhibir y
controlar las bacterias que poseian este fendmeno. Sin embargo, cada vez aparecen
nuevos mecanismos mediante los cuales los microorganismos adquieren resistencia y
no pueden ser controlados por los medicamentos convencionales (Zhao, Yu & Ding,

2020).

Recientemente, se ha evidenciado que las bacterias pueden relacionarse entre si
mediante la formacion de biopeliculas. Las biopeliculas se definen como agregados
multicelulares que son desarrollados por asociaciones de microorganismos patégenos
gue les permiten resistir a efectos adversos externos tales como la accion de los
antimicrobianos, el estrés y la respuesta inmune del huésped. Mediante este
mecanismo, los microorganismos regulan la expresion genética diferencial y la

transferenciade genes en niveles elevados. Estas biopeliculas pueden desarrollarse en
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objetos inanimados o en una gran variedad de sustratos biologicos (Saxena, Joshi,

Rawat & Brisht, 2018).

Para comunicarse, las bacterias emplean mecanismos de sefializaciona los cuales se
denomina quorum sensing (QS). Esta estrategia se presenta en bacterias Gram
positivas y Gram negativas, sin embargo, las sefiales moleculares que usan para
transmitir la informacion son diferentes. En el QS las bacterias controlan el
comportamiento de toda la poblacion bacteriana mediante la sintesis y secrecion de
diversas moléculas de sefializacion. Varias enfermedades se han asociado con la
formacion de estas biopeliculas dificultando el abordaje del tratamiento ya que la
mayoria de los antibioticos empleados estan dirigidos hacia una célula en especifico

(Kalia, 2013; Saxena et al., 2018).

En la actualidad, se harealizado el aislamiento de biopeliculas bacterianas a partir de
dispositivos médicos e incluso del medio ambiente, asi como en diversos materiales
tales como plastico, metal, vidrio, sistemas de agua, etc., demostrando asi, ser
responsables de infecciones agudasy crénicas en animalesy en el ser humano (Eraso-

Cadena & Rios Osorio, 2016).

Es por esto que, el surgimiento de mecanismos que inhiben este sistema se ha
convertido en unaestrategia nueva para prevenir eldesarrollo de resistenciabacteriana,
asi como también la eliminacién de la expresién de genes asociados con factores de

virulencia (Zhao, Yu & Ding, 2020).

En los dltimos 20 afios las investigaciones enfocadas a las biopeliculas han aumentado
exponencialmente, los primeros estudios estuvieron orientados en descubrir y
comprender los mecanismos genéticos y moleculares que estan involucrados en la

formacion de biopeliculas, conocer la composicién quimica de la matriz extracelular y
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los cambios que experimentan las células microbianas en el desarrollo de biopeliculas.
Por otra parte, los estudios recientes se han centrado en el estudio de modelos in vitro
e in vivo acerca de la patogénesis de las biopeliculas (Alés, 2015; Ortega-Pefia,
Hernandez-Zamora, 2018). Razén por la cual, se hace necesario profundizar, mediante
la recopilacién de informacién detalladay reciente, sobre los mecanismos de resistencia
mediados por la formacion de biopeliculas y QS, ya que aportarian al conocimiento
sobre el incremento de niveles de patogenicidad bacteriana. Al describir esta estrategia

de resistencia bacteriana, se pueden plantear estrategias para combatirla.
Objetivo general:

e Evaluar el rol de la formacion de biopeliculas y de quorum sensing en el
desarrollo de mecanismos de resistencia antimicrobiana en las bacterias

patdégenas mas comunes.
Objetivos especificos:

e Describirlos mecanismos asociados alaformacion de comunidades bacterianas
mediante estrategias de biopeliculas y quorum sensing.

e Establecer los fenotipos bacterianos mas frecuentes en la formacion de
biopeliculas.

e Analizar las estrategias de control de la formacion de biopeliculas via quorum

sensing en bacterias patdgenas.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Origen y definicién de biopeliculas

En 1684, Anton van Leeuwenhoek, observo por primera vez las biopeliculas al analizar
muestras de placa dental obtenidas de sus propios dientes y gracias a la aparicion del
microscopio optico, van Leeuwenhoek pudoobservar que esta placa estaba conformada
por depdsitos blandos de microbiosy restos de comida. Posteriormente, en 1864, Louis
Pasteur también las observé en muestras provenientes de las paredes de barriles en
donde se almacenaba vino, proponiendo que estas eran las causantes de que el vino
se biotransformara en acido acético. A finales de 1980 la definicién de biopeliculas
estaba siendo Unicamente utilizada en el area de microbiologia ambiental, debido a que
su formacion se habia evidenciado en las tuberias y principalmente, en la parte inferior
de los barcos. En 1985, el Dr. John William Costerton, quien es considerado el padre de
la biofilmologia, trajo el concepto de biopelicula al 4rea de microbiologia médica,
planteando que muchas infecciones cronicas podrian ser ocasionadas por
microorganismos que estuvieran asociados en forma de biopeliculas y por esta razén,
los pacientes no respondian a los tratamientos con antimicrobianos convencionales

(Diaz-Caballero et al., 2011; Ortega-Pefa & Hernandez-Zamora, 2018).

Las biopeliculas o “biofilms” consisten en estructuras complejas que se desarrollan
inmersas en una matriz exopolisacarida y adheridas a una superficie de naturaleza
inerte o a tejidos vivos, en las que existe una asociacion de microorganismos similares
y de diferentes especies bacterianas, de manera que se establece una comunicacion
permanente entre ellas y dentro de los ambientes en los que conviven, esto con la
finalidad de organizarse presentando caracteristicas superiores a las que demuestran

de manera individual (Diaz-Caballero et al., 2011).
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Las ventajas de los microorganismos al crecer dentro de una biopelicula incluyen la
proteccién contra condiciones ambientales hostiles, facilita la disponibilidad de
nutrientes, permite la cooperacion en el metabolismo y el intercambio genético de
manera que se asegura su supervivencia a lo largo del tiempo y facilitando la
persistencia en el organismo desencadenando infecciones de tipo crénicas (Eraso-

Cadena & Rios-Ozorio, 2016).
1.2 Biosintesis de biopeliculas

Labiosintesis de las biopeliculas es un proceso complejo, constante y dinamico, pueden
desarrollarse a partir de una célula plancténica o también a partir de células
desprendidas de una biopelicula o de partes de la propia biopelicula. La biosintesis de
las biopeliculas consta de cuatro fases: adhesion, agregacion, maduracion y
disgregacion (Figural) (Diaz-Caballero etal.,2011; Ortega-Pefia& Hernandez-Zamora,

2018).
1.2.1 Adhesién

Durante esta fase se producen dos fenédmenos, la atraccién y adhesion, que favorecen
gue los microorganismos se depositen sobre la superficie y a partir de ello, se inicie la

formacion de las biopeliculas (Ortega-Pefia & Hernandez-Zamora, 2018).

La atraccion es un proceso reversible que ocurre cuando los microorganismos son
atraidos y depositados en superficies inertes gracias a distintos tipos de fuerzas
fisicoquimicas, tales como, Van der Waals, gravitacionales, electrostaticas, hidrofébicas,
entre otros, las cuales pueden ser propias de las paredes microbianas o de las

superficies inertes (Ortega-Pefia & Hernandez-Zamora, 2018).
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Inmediatamente inicia la fase de adhesion, la cual es un proceso irreversible, dirigido
por moléculas de la pared microbiana como: pili, flagelos, &cidos teicoicos y moléculas
producidas por parte de los microorganismos en situaciones de estrés; componentes
microbianos se superficie que son capaces de reconocer moléculas de matrizadhesiva

(CMSMMA) (Ortega-Pefia & Hernandez-Zamora, 2018).
1.2.2 Agregacion

Posterior a la adhesion, se da lugar a la agregacion y ocurre cuando se afiaden mas
células microbianas a los microorganismos adheridos inicialmente. Como producto del
metabolismo microbiano, se generan concentraciones elevadas de metabolitos
secundarios, utiles para la comunicacion microbiana denominada QS (Ortega-Pefia &

Hernandez-Zamora, 2018).
1.2.3 Maduracioén

Durante esta fase, los microorganismos agregados comienzan a multiplicarse,
existiendo una excesiva produccion de exopolisacaridos (EPS), proteinasy liberacion
de ADN extracelular, las cuales serviran para la formacién de la matriz extracelular y el
crecimiento de las biopeliculas. La secrecién de EPS resulta ser especifica para cada
especie bacteriana y otorgan propiedades fisicoquimicas a la matriz extracelular.
Ademas, la liberacion de ADN extracelular, proporciona rigidez a las biopeliculas e
interviene en la transferencia de genes de resistencia entre los microorganismos

internos de las biopeliculas (Ortega-Pefia & Hernandez-Zamora, 2018).

Por otra parte, surge la formacién de canales de agua a través y alrededor de las
biopeliculas, los cuales participan en la excrecién y transporte de diversas moléculas

implicadas en el QS, colaborando al microorganismo a adquirir nutrientes y eliminar
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productos del metabolismo que pueden resultar citotdxicos (Ortega-Pefia & Hernandez-

Zamora, 2018).
1.2.4 Disgregacion

Finalmente, la disgregacion ocurre cuando la densidad microbiana interna ha
aumentado exponencialmente ylos microorganismos han generado grandes cantidades
de metabolitos que ya no pueden ser eliminados mediante los canales de agua. Estos
altimos, inducen el QS, y estos a su vez inducen la expresion de genes que codifican
enzimas capaces de degradar los componentes de la matriz extracelular (Ortega-Pefia

& Hernandez-Zamora, 2018).

Las enzimas que intervienen en la etapa de la degradacion, son aquellas que poseen
actividad ADN-asa, proteasa y fosfodiesterasa, y moléculas con propiedades
surfactantes. Estas ayudan a desprender los agregados microbianos de la matriz
extracelular paradarinicio ala formacion de biopeliculas en nuevas superficies ( Ortega-

Pefia & Hernandez-Zamora, 2018).

Ademas, otras moléculas disgregan las biopeliculas, por ejemplo, el 6xido nitrico (NO).
El NO producido inicia una sefializacién que regula el comportamiento de muchos
microorganismos tales como, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae,
Neisseria meningitidis, Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus y Escherichia coli,
regulando el comportamiento de los mismos con el fin de cambiar de vida en estado

libre a biopeliculas o viceversa (Ortega-Pefa & Hernandez-Zamora, 2018).
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Figura 1. Proceso de biosintesis de biopeliculas microbianas. Fuente: (Ortega-Pefia &

Hernandez-Zamora, 2018).

1.3 Biopeliculas y su participacion en laresistenciaalos antimicrobianos

Actualmente se ha establecido que aquellos microorganismos que viven en biopeliculas
demuestran mayor resistencia a los antibioticos comparados con aquellos que viven de
forma individual, esto debido a que poseen un metabolismo menos activo, presentan un
crecimiento lento y por lo tanto la susceptibilidad a estos farmacos es menor debido a
gue estos se encuentran dirigidos a subpoblaciones microbianas de rapido crecimiento.
Asi mismo, diversos estudios refieren que esta resistencia puede deberse a la
adquisicion de genes de otros microorganismos presentes en la biopelicula de manera
gue se genera una multirresistencia a los tratamientos convencionales (Eraso-Cadena

& Rios-Ozorio, 2016).

El mecanismo de resistencia de las biopeliculas a farmacos incluye tres estrategias:
inhibicion de la penetracion de los antimicrobianos, alteracion del microambiente y
formacion de células microbianas persistentes. A continuacién, se describiran cada una

de estas estrategias.
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1.3.1 Inhibicion de la penetracion de farmacos antimicrobianos

La biopelicula es una barrera eficaz contralos farmacos, ya que es capaz de reducir su
permeabilidad alos antibidticos. Las bacterias que lacomponen estan conectadas entre
ellas mediante proteinas y ADN, en especial polisacéridos extracelulares, lo que forma
una barrera inaccesible que impide la entrada de los antimicrobianos lo que mejora la
tasa de supervivenciade las bacterias que conforman la biopelicula. Las cara cteristicas
fisicoquimicas de la matriz extracelular de las células microbianas tienen la capacidad
de repeler o retardar el ingreso de los antimicrobianos. Esto es explicado por las
diferencias entre cargas de los antimicrobianosy la matriz extracelular (Zhao, Yu & Ding,

2020; Ortega-Pefia & Hernandez-Zamora, 2018).

Por otro lado, en el caso de los antimicrobianos que penetran la matriz extracelular, las
mismas diferencias de carga pueden retrasar su ingreso a la diana, entrando en
concentraciones sub-inhibitorias capaces de inducir respuestas de estrés en los
microorganismos y favoreciendo la expresion de genes de resistencia antimicrobiana y

factores de virulencia (Ortega-Pefia & Hernandez-Zamora, 2018).
1.3.2 Alteracion del microambiente

La formacion de biopeliculas implica la formacién de un microambiente heterogéneo.
Asi, la concentracion de nutrientes y secreciones bacterianas sera mayor en ciertas
regiones, mientras que en otras esta serd mas baja. Por consiguiente, se genera un
crecimiento heterogéneo de los microorganismos dando lugar a diferentes niveles de
resistencia ante los farmacos. En la parte interna de las biopeliculas se genera una
atmosfera anaerobia y un pH bajo, debido a que la concentracién de oxigeno es mas
baja, lo cual ocasiona una disminucién de la actividad de ciertos antibi6ticos, por

ejemplo, los aminoglucésidos. Otro tipo de alteracion del microambiente es la
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disminucion del metabolismo y de los tiempos de replicacion, dando como resultadouna
accion inefectiva de los antimicrobianos (Zhao, Yu & Ding, 2020; Ortega-Pefia &

Hernandez-Zamora, 2018).
1.3.3 Formacién de células microbianas persistentes

Ante la exposicion a condiciones extremas, las biopeliculas promueven la resistencia a
antibiéticos dentro de la membrana. Los cambios en condiciones ambientales tales
como temperatura, pH, concentracion de ciertas sustancias quimicas, pueden afectar
directamente a las funciones de las bacterias asociadas a biopeliculas. Como resultado
sus funciones fisiolégicas y bioquimicas se alteran, reduciendo de esta manera su
eficiencia en el crecimiento y formando un estado de resistencia a los antibiéticos. Al
interior de las biopeliculas se generan subgrupos de microorganismos que poseen
caracteristicas de células persistentes, las cuales presentan un estado metabdlico
inactivo y sufren cambios en su morfologia que impide la accién de los antimicrobianos

(Zhao, Yu & Ding, 2020; Ortega-Pefia & Hernandez-Zamora, 2018).

1.4 Quorum sensing (QS)

Hasta hace muy pocos afios se pensaba que en las bacterias no existian mecanismos
de comunicacién intercelular, tal como ocurre en los organismos superiores 'y que
Unicamente eran capaces de desarrollar mecanismos sencillos que permiten detectar
cambios en la temperatura, la disponibilidad de nutriente, cambios de presion, tension

de oxigeno o variaciones en el pH extracelular (Marquina & Santos, 2011).

El QS, es un mecanismo de comunicacion entre las células, mediante el cual se inducen
o reprimen la expresion de genes que intervienen en la virulencia o en la sintesis de
enzimas responsables de la biosintesis de los componentes de la matriz extracelular

como los EPS o proteinas. Este mecanismo permite el desarrollo de propiedades que
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no pueden explicarse en células bacterianas aisladas, sino Unicamente cuando estas se
encuentran relacionadas entre si (Diaz-Caballero et al., 2011; Ortega-Pefia &

Hernandez-Zamora, 2018).

Ademas, en este sistema, las bacterias son capaces de saber cuantas son, mediante
unamolécula de sefializacion secretada a su entorno. De esta manera, logranreconocer
el momento en el cual deben desarrollar sus funciones de forma eficaz. Esta molécula
de sefializacion, es denominada autoinductor, ya que es capaz de estimular su propia
sintesis. Es decir, cuando la concentracién bacteriana se encuentra reducida, el
autoinductor se excreta en baja cantidad. Al contrario, a medida que aumentan las
bacterias, los autoinductores se acumulan en el medio extracelular hasta llegar a un
umbral de la concentracién de la molécula, se induce la expresion de genes, generando
un cambio en el comportamiento bacteriano. En este punto, las bacterias pasan a formar
organismos multicelulares que modifican su comportamiento como una Unica unidad

(March-Rossello & Eiros-Bouza, 2013).

Existen diversas actividades fisiolégicas de los microorganismos que son influidas por
el QS, entre las que se encuentran la adquisicion de nutrientes, desarrollo de motilidad,
sintesis de diversos factores de virulencia, esporulacion, formacion de biopeliculas,
mecanismos de resistencia a los antimicrobianos, transferencia de plasmidos,
competencia entre bacterias, bioluminiscencia, pigmentacion y modificacion del estado

inmunitario del huésped (March-Rossell6 & Eiros-Bouza, 2013).
1.4.1 Moléculas de sefializacion en QS: autoinductores

Las poblaciones bacterianas coordinan su expresion génica produciendo y
respondiendo a una variedad de sefiales intra e intercelulares, denominadas

"autoinductores". Estas moléculas de sefializacion, deben cumplir con ciertos criterios
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para ser considerados como sefiales propias del QS, entre las que se incluyen (March-

Rossell6 & Eiros-Bouza, 2013):

- Su produccién debe llevarse a cabo en condiciones ambientales particulares o
en etapas de crecimiento bacteriano especificas.

- Debe tener la capacidad de acumularse en el ambiente extracelular y ser
reconocida por bacterias receptoras.

- Al alcanzar concentraciones que sobrepasen un umbral determinado, deben
tener la capacidad de estimular una respuesta en la comunidad bacteriana.

- Estarespuesta celular debe extenderse de tal forma que no sea metabolizada o

detoxificada por los cambios fisiolégicos que se produzcan.

A bajas densidades celulares, una pequefia cantidad de autoinductor esta presente en
el medio extracelular; sinembargo, esta demasiadodiluido paraser dete ctado. Amedida
gue aumenta la densidad celular, la concentracion del autoinductor alcanza un umbral y
en este punto, el complejo autoinductor/proteina reguladora (receptor) actia para inducir

o reprimir la expresion de los genes diana (Figura 2) (Rabin et al., 2015).
De esta manera es posible definir a tres tipos de autoinductores:
1.4.1.1 Autoinductores tipo 1 o acil-homoserina-lactonas (AHL)

Estas moléculas se encargan de la comunicacién entre bacterias Gram negativas de la
misma especie, en el cual un solo complejo sintasa-regulador es responsable de la
expresion de genes especificos. En este caso, las moléculas sefializadoras se sintetizan
a una baja concentracién por el gen de la sintasa, denominado Luxl y se distribuyen
dentroy alrededor de las células. A alta densidad celular estas moléculas se unen a
proteinas plasmaticas afines LUuxRy al producirse su acoplamiento se forma el complejo

Al-LuxR el cual se une al ADN en la regién promotora del gen, denominada lux box,
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desencadenando la expresion de genes regulados por el sistema QS (Figura 2) (Kalia,

2013; March-Rossell6 & Eiros-Bouza, 2013).
1.4.1.2Oligopéptidos

Los oligopéptidos participan en la comunicacién entre bacterias Gram positivas de la
misma especie en donde la expresion genética es regulada por la presencia de estas
moléculas, secretadas en el ambiente. Los péptidos extracelulares o autoinductores
(PIA) son reconocidos por receptores de membrana. La transduccion de la sefial se
produce por cascadas bioquimicas de fosforilacion que interaccionan con los factores
de transcripcion del ADN, activando asi la expresion de los genes de QS (Figura 2)

(Kalia, 2013; March-Rossell6 & Eiros-Bouza, 2013).
1.4.1.3Autoinductores tipo 2 (Al-2)

Se trata de moléculas producidas por bacterias Gram positivas y Gram negativas que
permiten la comunicacion entre bacterias de especies distintas. A este tipo de
comunicacion se le denomina cross-talk y las moléculas sefial derivan del propio
metabolismo bacteriano y se caracterizan por poseer una estructura
dihidroxipentandiona (DPD) (Figura 2) (Kalia, 2013; March-Rossell6 & Eiros-Bouza,

2013).
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Figura 2. A. Principales autoinductores del QS. B. Circuito del QS. Fuente: (Rabin et al., 2015).

1.5Mecanismosde accion enfocados ala eliminaciéon de las biopeliculas via QS

La aparicion de la resistencia a los antimicrobianos en las enfermedades que estan
asociadas a las biopeliculas ha llevado a la identificacion de varios compuestos de
origen procariota y eucariota que tienen caracteristicas antibiopelicula. A partir de la
regulacion del QS, se investiga la propiedad antibiopelicula de ciertos compuestos.
Estas moléculas desactivan el mecanismo normal del QS mediante un fenémeno
conocido como quorum-quenching (QQ). Através de la interferenciade las sefiales del
QSyladel ADN, proteinaslipopolisacéridosy sustancias exopoliméricas, se logra inhibir
el desarrollo normal de las biopeliculas. No obstante, la estabilidad y robustez de las
biopeliculas, la baja permeabilidad a los antibioticos y una mayor tasa de transmision de
la resistencia, plantean grandes retos para establecer un tratamiento con antibidticos.
Entre algunos de los medios empleados para erradicar las biopeliculas microbianas se
encuentran las moléculas QQ, inhibidores de la adhesion y microorganismos

competitivos (Saxena, Joshi, Rawat & Bisht, 2019).
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Las sustancias quimicas naturales o sintéticas contra el sistema QS se conocen como
inhibidores del quorum (QSI), estas actian mediante el proceso QQ. Ademas, los QSI
se dividen en tres categorias distintas, en la primera incluye enzimas que degradan los
autoinductores mediante una modificacién quimica, por ejemplo, las amidasas,
reductasas y citocromos oxidasas que se encuentran en las bacterias. La segunda
categoria estd comprendida por compuestos naturales como los derivados fendlicos,
derivados del indol, alcaloides, furanonas, lactonas, organosulfurados y acetaldehidos.
En la tercera categoria se encuentran los analogos sintéticos de las moléculas QS, en
donde incluye a los QSI, como los anélogos de AHLs y los anélogos de las lactonas.
Finalmente, las sustancias antibiopelicula derivadas de fuentes naturales, los analogos
sintéticos, los agentes quelantes y los antibiéticos se utilizan con el fin de inhibir el

crecimiento de la biopelicula (Saxena et al., 2019).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Tipo de investigacién

El presente trabajo se trata de una investigacion de tipo descriptiva, observacional y de

revision de literatura.

2.2 Métodos, técnicas e instrumentos de investigacion

Las bases de datos electronicas empleadas para la busqueda de los articulos fueron:

Scielo, PubMed, Elsevier, Dialnet, Springer, MedlinePlus, ScienceDirect y Redalyc.

Ademas, se plante6é unaruta de busqueda, utilizando la combinacién de los descriptores

encontrados mediante operadores booleanos (Tabla 1).

Tabla 1. Rutas de busqueda empleados para la investigacion bibliografica.

Busquedaen espaiiol

Busquedaeninglés

Biopeliculas (+/I) simbiosis bacteriana

Biofilms (+/I) bacterial symbiosis

Biopeliculas (+/I) resistencia microbiana

Biofilms (+/I) bacterial resistance

Biopeliculas (+/l) quorum sensing

Biofilms (+/I) quorum sensing

Quorum  sensing (+) resistencia

microbiana

Quorum sensing (+) bacterial resistance

Resistencia microbiana

Microbial resistance

Nota. Se buscaron articulos cientificos tanto en inglés como en espafiol. Se emplearon los

operadores booleanos AND (+) y OR (I) en las diferentes bases de datos. Fuente: Elaborado por

las autoras.
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2.2.1 Criterios de inclusion y exclusion
Criterios de inclusion

Con el fin de cumplir los objetivos planteados en el presente trabajo con informacion
actual, se establecio un limite de busqueda en afios de articulos publicados desde el
2011 hasta la actualidad, escritos en idiomas espafiol e inglés. Los tipos de articulos
seleccionados fueron manuscritos cientificos de tipo experimental, obse rvacional y tesis
doctorales publicadas en formato digital, donde se describa el mecanismo de formacion
de las biopeliculas, QS como mecanismo de resistencia a los antimicrobianos,
mecanismo de accion de los antimicrobianos y estrategias destinadas a la erradicacion

de biopeliculas y QS.
Criterios de exclusion

Los trabajos que no se tomaran en cuenta para la revision bibliografica, fueron aquellos
gue no presentaron filiacion de autores y no tenian respaldo de editoriales. Ademas, no

se incluyeron tesis de maestrias.
2.2.2 Seleccion de articulos cientificos
Para la seleccion de los articulos cientificos se desarroll6 el siguiente procedimiento:

1. Busqueda de la informacién sobre biopeliculas y QS en las bases de datos
mencionadas en 2.2.

2. Verificacion de los criterios de inclusion establecidos en 2.2.1.

3. Organizacion de los articulos seleccionados en Google Drive ® de acceso
restringido a los autores del trabajo de integracion curricular y a la tutora del

proyecto. Clasificacion de la informacion en subcarpetas, en funcion del topico
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de los articulos (Biopeliculas, quorum sensing, mecanismos de resistencia y
estrategias de control).
4. Codificacion de los documentos cientificos indicando su titulo y afio de

publicacion.
2.2.3 Andlisis de lainformacion bibliografica

Se realizd un analisis y una comparacién de la informacién presentada en cada uno de
los articulos seleccionados. Para plantear el potencial de estos estudios y la necesidad
de futuras investigaciones se comparo los alcances, resultados y conclusiones de los
estudios de corte experimental. Ademas, se recopild la informacion mas actual que
permite entender los fendmenos de QS y biopeliculas, sistematizandola en cuadros e

infografias.
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3. RESULTADOS

Para desarrollar esta revision de literatura se recolectaron 101 documentos cientificos,
entre articulos experimentales y observacionales y tesis doctorales. La aplicacion de los
criterios de inclusion descritos en la seccion metodologia permitié seleccionar 31
documentos, los cuales se agrupan en las siguientes categorias, referentes a la

informacién obtenida de los mismos (Tabla 2).

Tabla 2. Categorias de informacién cientifica de articulos seleccionados.

Categorias de informacion cientifica | Nomero de articulos seleccionados

Mecanismos asociados a la formacioén de 8

biopeliculas y QS.

Fenotipos bacterianos involucrados en la 10

formacion de biopeliculas y QS.

Estrategias de control de la formacion de 13

biopeliculas via QS.

Fuente: Elaborado por las autoras.

3.1 Mecanismos asociados alaformacion de biopeliculas y QS

Los autores refieren en la literatura cientifica que la formacion de biopeliculasy QS se
lleva a cabo en cuatro etapas: adhesion, agregacion, maduraciony disgregacion. En el
curso de este proceso, se ven implicadas varias estructuras y sustancias que participan
en el mismo (Ortega-Pefa & Hernandez-Zamora, 2017; Eraso & Rios, 2016; Rabin et
al., 2015; Paluch et al., 2020; Ramirez et al., 2014).

Se ha determinado que las estructuras presentes en los microorganismos formadores
de biopeliculas participan principalmente en su desarrollo y mantenimiento. Dentro de

estas se encuentran las denominadas fibras amiloides que presentan una constitucion
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proteica de forma helicoidal y cuya funcion es la de permitir la correcta formacion de la
biopelicula al otorgarle estabilidad estructural, las fimbrias curli que son prolongaciones
proteicas de la pared celular bacteriana de longitud mas corta que los flagelos y permiten
la culminacién de la etapa de reconocimiento de la superficie con una adherencia
irreversible de la biopelicula, piliy adhesinas los cuales otorgan un poder de adhesién
a las superficies que van a colonizar y las estructuras flagelares que otorgan motilidad
activa a la biopelicula y aumentan las interacciones célula-célulay con la superficie a
las que se han adherido (Saxena et al., 2019; Rabin et al., 2015; Das & Mehta, 2018;
Paluch et al., 2020; Ramirez-Mata et al., 2014).

Por otro lado, se ha demostrado que los principales EPS que constituyen la matriz
extracelular bacteriana pueden clasificarse en tres clases. La clase | esta formada por
los EPS arquitectonicos, los cuales estan implicados en la regulacion de sefiales y
estructuras, la clase Il comprende los EPS protectores que, como su nombre lo indica,
otorgan proteccion contra el sistema inmunitario del huésped y la clase Ill que contiene
EPS agregativos que intervienen en la adhesién y el desarrollo de biopeliculas (Tabla

3) (Saxena et al., 2019).
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Tabla 3. Tipos de sustancias exopoliméricas.

Clase

Funcién

Referencia

Clase I: EPS arquitectonicos

Acido calonico

Union a la superficie del antibidtico, patogénesis, biodiversidad de la biopelicula
y fenotipo.

Contribuye a la formacion de biopeliculas en E. coli y Salmonella. Confiere
resistencia a condiciones ambientales, como la hiperosmolaridad, el pH acido,

la desecacion, el estrés oxidativo y las temperaturas extremas.

(Saxena et al., 2019; Pando et

al., 2017).

Celulosa

Proporciona proteccion contra la radiacion UV mutagénica.
Confiere rigidez e interviene en la adhesion de la biopelicula, aumentando la

proximidad microbiana, facilitando la comunicacion a través de QS.

(Saxena et al., 2019).

Clase Il: EPS protectores

Alginato

Proporciona proteccion contra los farmacos antimicrobianos.
No participa en el inicio de la formacion de biopeliculas, sin embargo, es un

factor de virulencia critico en infecciones crénicas.

(Saxena et al., 2019; Rabin et

al., 2015).
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Su produccién aumenta como resultado de una respuesta al estrés en E. coliy

P. aeruginosa.

Polisacaridos

capsulares

Proporciona proteccion contra la desecacion y la opsonizacion durante la

fagocitosis e interviene en el mantenimiento y dispersion de la biopelicula.

(Saxena et al., 2019).

Clase lll: EPS agregativos

PIA

Participa en la interaccion célula-célula, facilita la evasion de la respuesta
inmune del huésped incluyendo la fagocitosis, posee funciones estructurales al
mantener la arquitectura de la matriz de la biopelicula e interviene en

enfermedades de agregaciéon bacteriana como endocarditis y osteomielitis.

(Saxena et al., 2019; Nguyen,

Nguyen, & Otto, 2020).

Pel (thick Pellicle)

Interviene en la formacion de biopeliculas facilitando su adherencia a la

superficie y en la formacién de agregados bacterianos en caldos de cultivo.

(Saxena et al., 2019).

Psl (D-manosa, D-

glucosay D-ramnosa)

Participa en la fijacion, resistencia y formacion de biopeliculasy la evasion de la

fagocitosis en infecciones sistémicas.

(Saxena et al., 2019).

Fuente: Elaborado por las autoras.
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Adicionalmente, entre otras sustancias asociadas a la formacion de estas biopeliculas
se encuentran, la desoxirribonucleasal e hidrolasas glucésidas, como la dispersina B,
actuan como agentes diseminadores que permiten la liberacion y la dispersion de la
biopelicula hacia nuevas superficies. EI NO y acido cis-2-decenoico producen sefiales
de dispersion que intervienen en la diseminacion de la biopelicula y participan en la
evasion de la respuesta inmune del huésped. Y finalmente, los ramnolipidos que
confieren elasticidad, robustez y aumenta la proximidad microbiana facilitando la
comunicacion mediante QS (Saxena et al., 2019; Barraud, Kelso, Rice & Kjelleberg,
2014).

3.2 Fenotipos bacterianos involucrados en la formacion de biopeliculas y QS
A partir de la revision de literaturarealizada, se demostro la capacidad de formacion de
biopeliculas por un grupo de bacterias asociadas con elevada mortalidad en caso de
infeccién, denominado ESKAPE: Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y
Enterobacter spp. Estasbacterias son conocidas por desarrollar cepas multirresistentes
debido al uso excesivo de antibidticos de amplio espectro, principalmente cuando se
encuentran en su etapa de formacion de biopeliculas y en la sintesis de factores de
virulencia los cuales suelen estar regulados, en su mayoria, por mecanismos QS (Rabin
et al., 2015; Miller & Gilmore, 2020).

Segun De Oliveiray colaboradores (2020), los factores atribuibles al aumento de la
resistencia a los antibioticos de las biopeliculas incluyen diversos mecanismos como

son:

- Larestriccion de la penetracion de antibidticos por la matriz extracelular.
- Lasecrecion de enzimas modificadoras de antibioticos, ADN extracelular y otras

macromoléculas presentes en la matriz extracelular.
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- La acumulacion de bacteridfagos filamentosos que promueven la formacion de
estructuras liquidas cristalinas en la biopelicula.

- La actividad metabdlica diferencial.

- La aparicion de células persistentes

- El incremento en la transferencia horizontal de genes y la frecuencia de las
mutaciones.

- Lasinteracciones entre diferentes bacterias presentes en biopeliculas mixtas.

Asi mismo, se establece que ademas del grupo ESKAPE, existe una gran variedad de
agentes etioldgicos relacionados con la formacion de biopeliculas y que son causantes

de diversas patologias (Tabla 4).
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Tabla 4. Fenotipos bacterianos y su relacién con la formacion de biopeliculas.

Fenotipos

Relacion con la formacién de biopeliculas

Referencia

Staphylococcus aureus

Componentes del sistema QS: regulador génico accesorio (Agr) y PIA.

Mecanismo QS: abajadensidad bacteriana se dalaadhesiony colonizacion
de superficies, pero cuando esta aumenta, el sistema Agr produce el PIA que
codifican factores de virulencia como toxinas y exoenzimas (proteasas,

lipasas, superantigenos), que favorecen la dispersion de la biopelicula.

Importancia clinica: comensal y patdgeno nosocomial que causa
infecciones agudas y crénicas: neumonia, endocarditis, shock toxico,

osteomielitis.

(Macia, del Pozo, Diéz-Aguilar &
Guinea, 2018; Rabin et al.,
2015; Miller & Gilmore, 2020;
Deep, Chaudhary & Gupta,
2011; Zhao, Yu & Ding, 2020; Li
& Tian, 2012; Marquina &

Santos, 2011).

Staphylococcus epidermidis

Componentes del sistema QS: relacionados con la producciéon PIA 'y Al-2.

Mecanismo QS: ataque de la matriz proteica humana compuesta por
fibronectina, fibrinégeno y vitronectina, favoreciendo el crecimiento de la

biopelicula.

(Eraso- Cadena & Rios- Osorio,
2016; Saxena et al., 2019

Ortega-Pefla & Hernandez-
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Importanciaclinica: comensal de la piel y responsable de infecciones en

dispositivos biomédicos pudiendo causar endocarditis, osteomielitis e ITUs.

Zamora, 2018; Macia et al.,

2018; Rabin et al., 2015).

Staphylococcus

lugdunensis

Componentes del sistema QS: genes Agry produccién de PIA.

Mecanismo QS: contribuye a la produccion de factores de virulencia y

componentes de la matriz de la biopelicula.

Importancia clinica: comensal de la piel, coloniza la region perianal y en
ocasiones la cavidad nasal. Se ha aislado de pacientes con infecciones

Oseas y articulares.

(Eraso- Cadena & Rios- Osorio,

2016).

Streptococcus pneumoniae

Componentes del sistema QS: basado en oligopéptidos, en especial el

péptido estimulante de la competencia (CSP).

Mecanismo QS: regula la formacion de las biopeliculas, la respuesta al
estrés, la produccion de bacteriocinas y la lisis celular programada en la que

se libera ADN para luego ser captado por otras bacterias competentes.

Importancia clinica: relacionado con casos de fibrosis quistica, neumonia,

meningitis, osteomielitis y otitis media.

(Saxena et al., 2019; Miller &
Gilmore, 2020; Paluch et al.,
2020; Li & Tian, 2012; March-

Rosell6 & Eiros- Bouza, 2013).
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Streptococcus pyogenes

Componentes del sistema QS: posee pili y estructuras de adhesion.

Mecanismo QS: interviene enlas primeras etapas de la infeccion, durante la
adhesién y la colonizacion de los tejidos permitiendo el desarrollo de las

biopeliculas

Importancia clinica: produce infecciones provocadas por catéteres

vasculares pudiendo causar endocarditis, osteomielitis y endoftalmitis.

(Eraso- Cadena & Rioz- Osorio,
2016; Ortega-Pefa &

Hernandez-Zamora, 2017).

Streptococcus mutans

Componentes del sistema QS: presencia de adhesinas, proteinas de union

a glucano (Gbps) y factores de interaccion con la matriz.

Mecanismo QS: permiten el mantenimiento de la arquitectura de las
biopeliculas al vincular las bacterias con los EPS. Las biopeliculas

producidas por las Gbps son significativamente altas.

Importancia clinica: responsables de muchas enfermedades de la cavidad

oral, como caries dentales, periodontitis, gingivitis, etc.

(Eraso- Cadena & Rios-Osorio,

2016; Rabin, et al., 2015).

Bacillus subtilis

Componentes del sistema QS: proteina estructura TasA, poli-&-glutamato,

surfactina.

(Saxena et al., 2019; Rabin et

al., 2015).
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Mecanismo QS: se forman fibras que mantienen unidas a las células de las
biopeliculas, favoreciendo su supervivencia y resistencia. La surfactina
desencadena la expresion de genes implicados en la formacion de la matriz

extracelular.

Importancia clinica: asociada a meningitis postraumatica, otitis, neumonia

y endocarditis.

Enterococcus faecalis

Componentes del sistema QS: sistema Fsr y fibras amiloides.

Mecanismo QS: genes encargados de la produccion de factores de
virulencia (citolisinas y gelatinasas). Participaen laformacion y estabilizacion

de las biopeliculas.

Importancia clinica: comensal del tracto gastrointestinal, causante de
infecciones nosocomiales provocadas por catéteres urinarios o infecciones

prostaticas.

(Ortega-Pefia & Hérnandez-
Zamora, 2017; Macia et al.,
2018; Rabin et al., 2015; Miller &

Gilmore, 2020).

Escherichia coli

Componentes del sistema QS: pili, fimbrias curli, Al-2.
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Mecanismo QS: 5’-metiltioadenosina nucleosidasa (MTAN) es una enzima
bacteriana responsable de la formacién de S-ribosil homocisteina, precursor

de los autoinductores en este microorganismo.

Importancia clinica: relacionado con ITUs, infecciones prostaticas,

nosocomiales y aquellas asociadas al uso de dispositivos biomédicos.

(Eraso- Cadena & Rios- Osorio,
2016; Macia et al., 2018; Rabin

et al., 2015).

Pseudomonas aeruginosa

Componentes del sistema QS: complejos Luxl/LuxR, sefal quinolona

Pseudomonas (PQS), dicetopiperazinas (DKP), AHLs, Zinc, fibras

amiloides.

Mecanismo QS: controla la expresion de genes que producen factores de
virulencia, detectala densidad celular facilitando la comunicacién bacteriana,
mantiene la estructura de la biopelicula, permite el desarrollo de resistencia

a los carbapenémicos.

Importancia clinica: patdgeno oportunista que constituye la causa principal

de queratitis microbiana y fibrosis quistica.

(Eraso- Cadena & Rios- Osorio,
2016; Saxena et al, 2019;
Ortega-Pefla & Hernandez-
Zamora, 2017; Rabin et al.,
2015; Miller & Gilmore, 2020;
Romero, Acuiia & Otero, 2012,
Gahan et al.,, 2021; Li & Tian,
2012; March-Rosell6 & Eiros-

Bouza, 2013; Castillo-Juarez et
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al., 2015; Marquina & Santos,

2010).

Proteus mirabilis

Componentes del sistema QS: no se ha identificado un sistema QS

definido que incluya un autoinductor y su receptor.

Mecanismo QS: forma biopeliculas inusuales por la producciéon de una
enzima ureasa y polisacaridos de la capsula (CPS) que forman cristales que

se incorporan a la biopelicula.

Importancia clinica: patégeno oportunista implicado en ITUs, infecciones

pulmonares y del sistema gastrointestinal.

(Wasfi, Hamed, Aner & Fahmy,

2020; Saxena et al., 2019).

Vibrio cholerae

Componentes del sistema QS: moléculas de sefializacion tipo Luxl/LuxR y

AHL.

Mecanismo QS: Luxl es una AHL sintasa, produce AHL y en altas
concentraciones se une y estabiliza el receptor LUxR. El complejo proteico

AHL-Receptor LuxR desencadenala expresion de varios genes mientras

(Saxena et al., 2019; Wu et al.,

2019).
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autoinduce la expresion de Luxl para producir mds AHL y causar la

amplificacion de la sefial.

Importancia clinica: patégeno responsable del célera.

Salmonella Typhimurium

Componentes del sistema QS: fimbria curli

Mecanismo QS: concentracion intracelular de di-GMPc incrementa la
expresion de la fimbria curli, esta regulacion es efectuada por el regulador
transcripcional central (CsgD), que regula de manera positiva la transcripcion

de los genes que codifican la formacion y produccion de la fimbria.

Importancia clinica: responsable de la fiebre tifoidea y gastroenteritis.

(Ramirez- Mata et al., 2014).

Legionella pneumophila

Componentes del sistema QS: no determinado.

Mecanismo QS: desarrollo de respuesta al estrés nitroso que desencadena
la respuesta inmunitaria innata; esta bacteria tiene la capacidad de evitar
exponerse a la concentracion de NO proveniente del hospedador, como una

estrategia para escapar del sistema inmunitario innato.

(Ramirez- Mata et al.,, 2013;

Castillo-Juarez et al., 2015).

Mishell Alejandra Escanddn Astudillo

Maria Gabriela Pefia Dutan

31




UCUENCA

Importancia clinica: responsable de la enfermedad del legionario (similar a

la neumonia)

Klebsiella pneumoniae

Componentes del sistema QS: fimbrias

Mecanismo QS: no esclarecido, pero se presume que utiliza Al-2 y

homoserinlactona (HSL)

Importanciaclinica: asociadas a infecciones renales, de pulmon, vejiga y
aquellas asociadas a catéteres vasculares, valvulas cardiacas nativas, entre

otros.

(Eraso- Cadena & Rios-Osorio,
2016; Ortega-Peiia &
Hernandez-Zamora, 2017,
Macia et al., 2018; Miler &

Gilmore, 2020).

Acinetobacter baumannii

Componentes del sistema QS: no determinado.

Mecanismo QS: P. aeruginosa y A. baumannii, mediante sefiales de QS,
pueden cohabitar un mismo nicho ecolégico y actuar de forma coordinada en
la formacién de biopeliculas. Sin embargo, su actividad en QS no se

encuentra determinada.

Importancia clinica: asociado a infecciones en pacientes con quemaduras

e infecciones asociadas a catéteres vasculares.

(Rabin et al., 2015; Macia et al.,
2018; Romero, Acufia & Otero,
2012; March-Rossell6 & Eiros-

Bouza, 2013).
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Al analizar la frecuencia de bacterias Gram positivas y Gram negativas en la formacion
de biopeliculas, se encontr6 que, entre las Gram positivas, S. aureus y S. epidermidis,
presentan un mayor predominio en cuanto a su capacidad para formar biopeliculas
(Figura 3A). En el caso de los microorganismos Gram negativos, P. aeruginosa es el
mas frecuente en formacién de biopeliculas, por lo que se ha descrito su mecanismo de
QS. Adicionalmente, K. pneumoniae, participa en la formacién de biopeliculas, no
obstante, su mecanismo de QS no es todavia muy claro (Figura 3B). Las bacterias que
se reportan con menos frecuencia como formadoras de biopeliculas son S. lugdunensis,

B. subtilis, L. pneumphila y S. Typhimurium.

A BACTERIAS GRAM POSITIVAS FORMADORAS DE BIOPELICULAS

Enterococcus faecalis ]

Bacillus subtilis |

Streptococcus mutans I

Streptrococcus pyogenes |

Streptococcus pneumoniae |

icroorganismos

Staphylococcus lugdunensis

M.

Staphylococeus epidermidis

Staphylococcus aureus |

Niimero de articulos 2 4 6 8 10 12 14 18 18
Staphylococcus | Staphylococcus  Staphylococcus | Streptococcus | Streptrococcus | Streplococcus Bacillus subtilis Enterococcus
aureus epidermidis lugdunensis pneumoniae pyogenes mutans faecalis
Frec. 17 15 1 9 9 5 4 8

Figura 3A. Frecuencia de bacterias Gram positivas reportadas como formadoras de

biopeliculas. Fuente: Elaborado por las autoras.
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BACTERIAS GRAM NEGATIVAS FORMADORAS DE
BIOPELICULAS

Acinetobacter baumannii

Klehsiella pneumaoniae

Legionella pneumophila N
Salmonella Typhimurium T
Vibrio cholerae T
Proteus mirabilis T

Microorganismos

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

Nimero de articulos 0 5 10 15 20 25 30

Escherichia |Pseudomonas Proteus Vibrio Salmonella Legionella Klebsiella | Acinetobacter
coli aeruginosa mirabilis cholerae Typhimurium | pneumophila | pneumoniae | baumannii
Frec. 4 24 4 6 3 3 12 6

Figura 3B. Frecuencia de bacterias Gram negativas reportadas como formadoras de
biopeliculas. Fuente: Elaborado por las autoras.

3.3. Estrategias de control de la formacion de biopeliculas via QS

Se han determinado varios mecanismos principales para la inhibicion del QS que se
basan principalmente en tres estrategias: supresion de la sintesis de las moléculas
sefal, destruccion de las sefiales bacterianasy prevenir suacumulaciony el bloqueo de

los receptores moleculares (Tabla 5) (Shaaban, Elgaml & Habib, 2018).

Tabla 5. Mecanismos de inhibicién del QS.

Mecanismo Accion Referencia

Inhibicibn de la | La inhibicién de la sintesis de moléculas | (Paluch et al,
sintesis de | de sefial como AHL, por C8-HSL, impide | 2020).

moléculas de sefial. | la actividad enzimatica de Luxl.

Inhibidores no | Compuestos quimicos que simulan las | (Ribas, 2017).
enzimaticos o | sefales del QS debido a su analogia
furanonas. estructural con las AHL, de manera que
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impiden la union de la molécula sefal al

receptor.

Degradacién Proceso que puede ser catalizado por | (Paluch et al,
enzimatica de | cuatro grupos distintos de enzimas: las | 2020).
moléculas AHL. lactonasas, que hidrolizan el anillo HSL,

las acilasas que hidrolizan el enlace

amida de la AHL, las reductasas y

oxidasas que modifican la actividad de

AHL, pero no la degradan.
Bloqueo de la | Mecanismo que depende del uso de | (Paluch et al,
transmision de | antagonistas inductores que se unen al | 2020).
sefales. receptor y compiten con los inductores

por el mismo sitio de unién, o se unen al

receptor no competitivo para bloquear la

transmision de sefiales mediadas por el

inductor.
Blogueo de las|La savirina, una pequefia molécula | (Paluch et al,
cascadas de | inhibidora, interfiere con AgrA (regulador | 2020).
transduccion de | transcripcional del QS), se une al ADN e
sefiales. inhibe la produccién de ARN que, junto

con AgrA, es responsable de la

produccibn de muchos factores de

virulencia.
Fuente: Elaborado por las autoras.
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Las alteraciones del QS inhiben la produccion de factores de virulencia en las bacterias.
En los microorganismos Gram negativos, el papel de los autoinductores lo desempefian
las AHL, sintetizadas por la enzima de tipo Luxl. Estas moléculas penetran en la
membrana celular de la bacteriay al alcanzar la concentracién umbral, la proteina
receptora LUxR se activay se produce la transcripcion de los genes efectores. En las
bacterias Gram positivas, el papel de los autoinductores lo desempefian los PIA, estos
se sintetizan en forma de prepéptidos y tras su modificacion son llevadas al exterior de
la célula a través del sistema de transporte ABC-ATP binding cassette. Tras alcanzar el
umbral de concentracion en el ambiente, las moléculas autoinductoras son unidas por
proteinas sensoras con actividad quinasa. La quinasa se activa por fosforilacién, en
donde el grupo fosfato se transfiere al regulador de transcripcion, lo que da lugar a la
activacion de la transcripcion de los genes objetivos. Los mecanismos que interrumpen
las cascadas del QS se encuentran marcados con numeros en la figura 4: 1. aplicacion
de antagonistas del inductor; 2. inhibicién de la sintesis de moléculas AHL (a. Bloqueo
de SAM; b. Inhibicion de Luxl); 3. degradacion enzimatica de las moléculas de AHL
(lactonasa-hidroliza el anillo de HSL; acilasa-hidroliza los enlaces amida;
oxidorreductasa-reduce los grupos carbonilo o hidroxilo); 4. inhibicién de la activacion
de la proteina quinasa de histidina mediante un inhibidor de la quinasa; 5. bloqueo de
las cascadas de transduccion de sefiales (inhibicién de la produccion de ARN por

alteracion de la unién al ADN de AgrA) (Paluch et al., 2020).
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Virulence factors
Biofilm formation

Quorum sensing

Antibiotic
(=] o =
5 a _’, resmtar_lce

Swarming

%

Quorum quenching

f
o
YN o
Qs )

R

A ;
AHL M‘“‘ P Acyl-homesering
Q
Mo o Y\n/{\’}
+H,0 L
Homeserine o R

aﬁane Fatty acd

lactans

55 Autoinduci eptides
Homoserine Acy| chain \ & (ﬂ\lggs}p

1. AlPs antagonist
= Lactonase
— Acylase Hyarm)' homosering

AHL
Y
% Luzxl

SAM

inhibtor
AHL sngnalsa L .

4, Kinase inhibitor
siidine protein
B 5

AHL _ Antagonist
L] Lux R
{AHL receptor)

Iractive farm

Figura 4. Mecanismos de inhibicion del QS en bacterias Gram positivas y negativas. Fuente:

(Paluch et al., 2020).

3.3.1 Estrategias de inhibicién del QS en bacterias Gram positivas y negativas.

La accién de los QSI ha sido atribuida a la inhibicién de las sefiales de virulencia tanto
en microorganismos Gram negativos como en Gram positivos. A continuacion, se
presentan las principales estrategias de inhibicion del QS en los microorganismos mas

relevantes:

3.3.1.1 Pseudomonas aeruginosa

Se hadeterminado que lainterferencia enlasintesis de proteinasy acidos grasos inhibe
la sintesis de moléculas QS. Dentro de estos se encuentra el triclosan, un agente

antimicrobiano y fungicida, que inhibe la ruta de biosintesis de acidos grasos que se

Mishell Alejandra Escandén Astudillo

Maria Gabriela Pefia Dutan 37

RNA Il PyP, RNA I



UCUENCA

necesitan para la sintesis del grupo acilo de la molécula AHL reduciendo también la
produccion de sefiales HSL. Asi mismo, el acido salicilico, el &cido tanico y la
fenilalanina-arginil B naftilamina reducen las moléculas de senalizacién del QS
eliminando la produccion de los principales factores de virulencia como son la elastasa,
piocianinas, proteasasy la motilidad bacteriana. Elmetil-antralinato inhibe la produccion
de PQS con la eliminacién de la ya mencionada elastasa, la cual posee actividad
perjudicial para los tejidos y degrada proteinas del plasma incluidas inmunoglobulinas y
factores de la coagulacion (Shabaan, Elgaml & Habib, 2018; Romero, Acufia & Otero,

2012).

Por otra parte, el uso de autoinductores de ataque responsables de la degradacion de
AHL puede interrumpir la comunicacidon bacteriana y asi regular la infeccion. Se
considera que las sefiales de AHL son estables a un pHde 5-6 pero pueden inactivarse
si este se reduce. Ciertos microorganismos compiten por la colonizacion con P.
aeruginosa, por lo que usan esta estrategia para inhibir su mecanismo de QS, y entre
estos se encuentran Streptomyces, Bacillus, Agrobacterium tumefaciens, Ralstonia y K.
pneumoniae. Ciertas enzimas bacterianas, como las lactonasas, acilasas y
paraosonasas pueden lograr la degradacion enzimatica de la AHL las cuales han sido
descritas en Bacillus, Ralstonia y Streptromyces (Shabaan, Elgaml & Habib, 2018;

Romero, Acuiia & Otero, 2012).

De igual manera, se ha considerado que el blogueo de los receptores de los
autoinductores mediante moléculas analogas a los AHL, inhiben la unién de estos a sus
receptores, impidiendo la colonizacion bacteriana y la formacién de biopeliculas. Dentro
de este grupo se encuentranlas furanonas halogenadas naturales y sintéticas sin
embargo, estas ultimas demostraron ser citotoxicas lo que dificulta su aplicacion

farmacéutica (Shabaan, Elgaml & Habib, 2018; Romero, Acufia & Otero, 2012).

Mishell Alejandra Escandén Astudillo

Maria Gabriela Pefia Dutan 38



UCUENCA

Finalmente, se ha demostrado que ciertos extractos de plantasy demas compuestos
bioactivos tienen la capacidad de actuar como QSI. Entre estos se encuentran el ajo, el
gingeng, eugenol extraido del clavo de olor, aceites volatiles y flavonoides que han
demostrado reducir notablemente la produccion de factores de virulencia de P.
aeruginosa (Shabaan, Elgaml & Habib, 2018; Das & Mehta, 2018; Romero, Acufia &

Otero, 2012; Paluch et al., 2020).
3.3.1.2 Escherichia coli

Se ha determinado que existen analogos de transicion 5-metiltio- (MT-), 5™etiltio- (ELT)
y 5'-butiltio- (BuT-) DADMe-Imucilina, poseen una elevada afinidad de union a las
enzimas MTAN, con lo cual da como resultado la interrupcién de la produccién de
autoinductores en E. coli. De igual manerala MTAN, cataliza la sintesis de la DPD a
partir de S-ribosil-I-homocisteina, por lo cual se ha demostrado que los analogos de la
DPD, en particular el isobutil DPD, pueden utilizarse como inhibidores del QS en este
microorganismo. Por otra parte, la cinasa bacteriana LsrK, es responsable de mediar la
fosforilacién y generacion de Al-2, sin embargo, puede inactivar su propia molécula de

Al-2 (Shabaan, Elgaml & Habib, 2018).

Segun estudios realizados por Das & Mehta (2018), se evalué la capacidad
antibiopelicula en plantas como Piper batle, la cual evidencié una potente actividad anti-
QS. A partir de esta planta se extrajo acido ursélico, el cual a bajas concentraciones
presentd actividad antibiopelicula. La curcumina también present6 actividad inhibitoria
de uropatégenos, como E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis y Serratia marcescens,
posiblemente al interferir con sus sistemas de QS. También, se reconocio que la
curcuma mejoraba la susceptibilidad de estos patdogenos a los antibioticos
convencionales. Asi mismo, se encontr6 que el zumo de pomelo y las furocumarinas

inhibieron la formacion de biopeliculas de E. coli, S. Typhimuriumy P. aeruginosa.
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3.3.1.3 Acinetobacter baumannii

La estreptomicina ha demostrado gran potencial QSl a concentraciones subinhibitorias.
Actia como un antagonista del HSL que inhibe la sefial de activacion de la proteina
reguladora abaR. También, se encontraron analogos de AHLs que contenian ligandos
con grupos acilicos aromaticos capaces de bloquear la abaR. Ademas, se ha
desarrollado una fosfodiesterasa que provoca la eliminacion del QS en A. baumannii y

elimina la formacion de biopeliculas (Shabaan, Elgaml & Habib, 2018).
3.3.1.4 Staphylococcus aureus

Se han descrito varios QSI que actian frente a S. aureus, entre ellos se encuentran:
solanamida Ay B, savirinay PIA D4A. Ribas (2017), menciona que se ha demostrado
gue la inhibicién del Agr por los PIAs no conocidos, suprimen la produccion de
enterotoxina C3, lipasa y la toxina-1 del sindrome de shock téxico. Por otro lado, el
bloqueo de la sefalizacion de PIA mediante otros PIAs competidores o anticuerpos PIA-
secuestradores, da como resultado la reduccion en la formacion de abscesos
producidos por este microorganismo. Por lo tanto, las terapias dirigidas al Agr, tales
como la inhibicidbn competitiva de PIA, conforman un enfoque terapéutico basado en la

mitigacion de la virulencia bacteriana.

Ademas de la administracion conjuntade QSly antibidticos parainterrumpir biopeliculas
formadas por bacterias infecciosas, puede valer la pena explorar métodos alternativos.
Enzimas como la desoxirribonucleasa |, la diespersina B, la a-amilasa y la alginato-liasa
se pueden aprovechar para degradar el sustancias quimicas (ADN extracelular y EPS)

responsables de formacién de biopeliculas en S. aureus (Kalia, 2012).
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3.3.2 Nuevas terapias farmacoldgicas empleadas para combatir las biopeliculas y

el QS

De acuerdo a Ortega-Pefia & Hernandez-Zamora (2017), no existe un tratamiento

antimicrobiano especifico parainfecciones asociadas con biopeliculas, ya que de todos

los antimicrobianos, solo una pequefa cantidad han demostrado la capacidad de

eliminar las biopeliculas in vitro, sin embargo, han sido pocos los estudios clinicos que

se han puesto en marcha para respaldar los resultados de estos estudios in vitro. A

continuacion, en la Tabla 7, se presentan los antimicrobianos y antisépticos que poseen

actividad antibiopelicula.

Tabla 7. Antimicrobianos y antisépticos con actividad antibiopelicula.

Antimicrobiano/ Antiséptico

Actividad antibiopelicula

Referencia

Antimicrobianos

Ampicilina +
Piperacilina +
Amoxicilina- acido clavulanico +/-
Amikacina +
Gentamicina +/-
Tobramicina +/-
Ciprofloxacino +
Levofloxacino +
Ofloxacino +
Imipenem +
Cefotaxima +/-
Oxacilina +/-

(Ortega- Pefia

&

Hernandez- Zamora,

2017).
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Claritromicina +
Vancomicina +
Daptomicina +
Rifampicina +
Fosfomicina +
Antisépticos
Plata + (Ortega- Pefia &
lodo povidona +/- Hernandez- Zamora,
Polihexametileno biguanida + 2017).
Clorhexidina +
Nota: + Actividad antibiopelicula elevada
+/- Actividad antibiopelicula reducida
Fuente: Elaborado por las autoras.
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4. DISCUSION

La dificultad para eliminar las biopeliculasy la creciente resistencia a los antibioticos,
demuestra la necesidad de establecer nuevas estrategias para combatir aquellos
microorganismos que son capaces de formar biopeliculas o de utilizar el mecanismo
QS. El desarrollo de las biopeliculas provoca que los microorganismos que la componen
posean una mayor capacidad de infeccion de los tejidos, lo que a su vez conlleva al
desarrollo de resistencia farmacoldgica. Dentro de este proceso se demostrd que
existen diferentes sustancias y estructuras que contribuyen a la formacion y
mantenimiento de la biopelicula, de acuerdo a su funcion presentada en 3.1, se ha
podido determinar que tanto la matriz de EPS y sus clases, las fimbrias curli, pili,
adhesinas y los flagelos otorgan a las bacterias la capacidad de tolerar condiciones
adversas y facilitar la comunicacion célula-célula, favoreciendo su supervivencia y
provocando una mayor resistencia a los antimicrobianos. Este hecho ocurre en menor
medida cuando las especies bacterianas constituyen una célula plancténica. A su vez,
dentro de las biopeliculas se desarrollan mecanismos de QS encargados de regular la
expresion genética de las bacterias. Durante este proceso se da la sintesis y excrecion
de autoinductores, especificos para bacterias Gram positivas y Gram negativas, que
activan genes relacionados con la produccion de distintos factores de virulencia que

favorecen directamente la patogenia.

Entre los microorganismos formadores de biopeliculas que presentan un mayor grado
de resistencia antimicrobiana se encuentra el grupo ESKAPE, siendo estas bacterias
gue lo conforman, asociadas principalmente a infecciones nosocomiales provocadas en
su mayoria por dispositivos biomédicos. Las bacterias Gram positivas asociadas con
este proceso son S. aureus, seguido de S. epidermidis, las cuales demuestran una

mayor capacidad para formar biopeliculas. Los mecanismos que influyen en la

Mishell Alejandra Escandén Astudillo

Maria Gabriela Pefia Dutan 43



UCUENCA

formacion de biopeliculas y QS en bacterias Gram positivas, se basan en la produccion
de PIA, tales el caso de S. aureus y S. epidermidis. De igual manera, paralas bacterias
Gram negativas, la literatura sefiala a P. aeruginosa como una de las mas importantes.
Este microorganismo se caracteriza por utilizar el sistema Luxl, a partir del cual se da la
produccion del autoinductor AHL. Como resultado de ambos sistemas, PIAy Luxl, se da
la activacion de receptores que influyen en la transcripcion de genes efectores

implicados en la formacion de biopeliculas.

Se ha evidenciado que ciertos antibacterianos poseen capacidad antibiopelicula, sin
embargo, estos no suelen ser Gtiles cuando los microorganismos ya han desarrollado
resistencia. Segun Shabaan, Elgaml & Habib (2018), la interrupcion del sistema QS
puede llevarse a cabo mediante los denominados QSI, los cuales pueden actuar de
distintas formas, entre las que se encuentran la inactivacion de enzimas sefializadoras
mediante la introduccion de moléculas analogas a las moléculas sefial provocando el
bloqueo de sus receptores, la degradacién de las sefiales bacterianas producidas o la
supresion de su sintesis. Como resultado, lainhibicion del QS provocara una atenuacion
en la virulencia microbiana debido a la supresion de la produccion de los factores
determinantes de la patogenia. Estos mecanismos no interfieren en el crecimiento
bacteriano ni en el desarrollo de un estado de estrés en la comunidad bacteriana, por lo
tanto, estas no podran desarrollar resistencia a los QSI. Los géneros Bacillus, Ralstonia
y Streptomyces poseen la capacidad de inhibir las biopeliculas y el mecanismo de QS
de otros microorganismos, ya sea por la acidificacion del medio o a través de la
produccién de enzimas que degradan las moléculas de sefalizacion, constituyendo asi
una estrategia favorable para combatir la formacion de las biopeliculas. Asi mismo, de
acuerdo con investigaciones realizadas por Das & Mehta (2018), existen diversas

fuentes de productos naturales bioactivos que poseen actividad antibiopelicula, como
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el ajo, el clavo de olor, el zumo de pomelo y la carcuma los cuales han sido eficaces
contra P. aeruginosay E. coli. Se ha estudiado a moléculas promisorias como el &cido
salicilico, furanonas, flavonoides y furocumarinas por su capacidad de inhibir la
formacion de biopeliculas. Es por esta razdén que la interrupcién de los sistemas de
comunicacion QS en bacterias, principalmente mediante el uso de antagonistas de
autoinductores, constituye una alternativa a los antibioticos y una estrategia favorable

en la busqueda de nuevos compuestos con actividad antimicrobiana.

En la actualidad, se estaninvestigandoy desarrollando inhibidores naturales y sintéticos
del QS, gran parte de las investigaciones in vitro se basan en ensayos con “cepas
marcadoras” o “detectoras” de moléculas senalizadoras de QS. Sin embargo, dentro de
estos estudios existen una serie de limitaciones experimentales debido a que los
compuestos QSI, poseen otros efectos no deseados sobre las cepas utilizadas dando
como resultados falsos positivos. Es por esta razén que surge la necesidad de reforzar
el desarrollo de cepas biosensoras con genes marcadores, detectores o sefializadores,
gue determinen un fenotipo especifico como respuesta a los autoinductores del QS. Aun
asi, existe otra limitacién con respecto al uso de estas cepas, entre las que se incluyen
la dependencia de otros factores metabdlicos de las células, protocolos experimentales,
medios de cultivoy condiciones del ensayo. Debidoa esto, es necesario plantearnuevas
investigaciones con métodos validados, sensibles y especificos, que permitan evaluar

la actividad de los sistemas QSI (Ribas, 2017).
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

A partir del presente estudio se logro profundizar la importancia clinica de la formacion
de biopeliculas, los mecanismos de QS en diferentes microorganismos, la resistencia
antimicrobianay finalmente, las estrategias encaminadas a su control y erradicacion.
Debido a que no se cuenta con un tratamiento antimicrobiano eficaz contra las
afecciones clinicas provocadas por biopeliculas, las estrategias de control se han
enfocado en el uso de moléculas inhibidoras de QS tanto naturales como sintéticas. Sin
embargo, es necesario seguir trabajando en la deteccién oportuna de las biopeliculas y
determinar de manera aun mas detallada su comportamiento, relacion, formacion y
desarrollo dependiendo de los microorganismos que la conforman para poder actuar de

manera eficaz en el uso de medicamentos y la erradicacion total de la enfermedad.
5.2 Recomendaciones

Se recomienda realizar estudios que profundicen el conocimiento sobre las moléculas
implicadas en las distintas etapas de la formacion de biopeliculasy de esta manera,
encontrar nuevos mecanismos inhibidores que intervengan especificamente en las
primeras etapas de desarrollo, ya que se podria lograr un mayor control sobre las

mismas.

Es necesaria la elaboracion de nuevos estudios enfocados en el analisis individual de
los fenotipos bacterianos referentes a su mecanismo de QS 'y formacion de biopeliculas,
con el fin de determinar los genes involucrados en estos procesos, lo que a su vez,
permitird establecer nuevas estrategias de control de las biopeliculas con la

identificacién de nuevas dianas a las cuales podrian ir dirigidos los QSI.
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Finalmente, tras encontrar pocos estudios innovadores acerca del uso de fitoquimicos y
bacterias que pueden inhibir la produccion de biopeliculas de otras bacterias como una
estrategia de control, consideramos necesario profundizar este tema con estudios

experimentales a gran escala, para lograr una disminucion del uso de antimicrobianos .
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