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RESUMEN Biofilm score: is it a differential element

El objetivo del estudio fue investigar la formacion de bio-
films en bacterias gramnegativas y cuantificar la produccion
de biofilm mediante la aplicacion de una técnica que permi-
tiese una comparacion de los resultados de la formacion de
biofilm entre las diferentes especies de gramnegativos. Se
estudiaron un total de 153 cepas de bacilos gramnegativos
correspondientes a 12 especies bacterianas por el método de
la densidad optica aplicando una modificacion de la técnica
descrita por Stepanovic et al. Los valores obtenidos mediante
el andlisis de la densidad optica permiten clasificar a los mi-
croorganismos en formadores fuertes, moderados, débiles y no
formadores. Los resultados obtenidos se han expresado de dos
maneras, ambas utilizando el mismo método estadistico: sin
estandarizar, donde los controles fueron diferentes dependien-
do de los dias en los que se realizaron las medidas; y estanda-
rizados mediante un factor de correccion, utilizando el mismo
control para todas las cepas de cada especie, lo que permite su
homogeneizacion. Los resultados obtenidos en el estudio tras
el analisis y estandarizacion establecen que de las 153 cepas
de gramnegativos estudiados, 105 de ellas fueron no formado-
ras de biofilms, representando el 63,75% de los géneros estu-
diados. Consideramos que la estandarizacion y cuantificacion
de la produccion de biofilm entre las bacterias gramnegativas
puede resultar de utilidad en el ambito clinico, ya que el co-
nocimiento de la capacidad de produccion de biofilm puede
dirigir o enfocar el tratamiento de eleccion de las patologias
producidas por dichos microorganismos.
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within gram negative bacilli?

ABSTRACT

The aim of the study was to investigate biofilm formation
in Gram negative bacteria and to quantify biofilm production
applying a new developed technique that made possible to
compare results about biofilm formation within the different
Gram negative bacteria species. A total of 153 Gram negative
strains corresponding to 12 different bacterium species were
studied applying a variation of the optic density measure-
ment technique reported by Stepanovic et al. Data obtained
with optic density analysis allow to classify microorganisms in
strong biofilm developers, moderate biofilm developers, weak
biofilm developers and no biofilm developers. The results were
expressed in two ways, using in both cases the same statis-
tical method: without standardization, where controls were
different depending on the day optic density measurements
were performed, and standardized using a correction factor,
using the same control for every strain of all our bacterium
species in our study, which allows result homogenization. The
obtained results in our study after data analysis and standard-
ization show that over the 153 Gram negative strains in our
study, 105 of them were no biofilm developers, representing
63.75% of all the studied bacterium genera. We consider that
standardization and quantification of biofilm development in
Gram negative bacteria can be useful in clinical practice, be-
cause biofilm development ability can lead or focus the gold
treatment of pathologies produced by these microorganisms.

Key Words: Biofilms, Gram negatives, optic density, standardization, bac-
terial communities.

INTRODUCCION

Los biofilms se definen como el crecimiento en la inter-
fase solido-liquido o solido-gas formado por las diversas po-
blaciones bacterianas adheridas a una superficie inerte 0 a un
tejido vivo mediante un proceso de sedimentacion formando
una estructura que se mantiene cohesionadas mediante la sin-
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tesis de una matriz de exopolisacaridos por las bacterias que
conforman el biofilm. La formacion de biofilms no parece es-
tar restringida a determinados microorganismos y se considera
que bajo condiciones adecuadas, todos los microorganismos
pueden formar biofilms'2 La formacion de biofilms por las
diferentes especies de microorganismos ha sido ampliamente
estudiada y se conoce el proceso mediante el cual se produce
la formacion del biofilm: las bacterias en su forma planctoni-
ca se adhieren a una superficie y crean una microcolonia, la
cual posteriormente dara lugar a un biofilm®. Pero en estudios
recientes, se ha descubierto que la propia colonia bacteriana
posee una estructura interna similar a los biofilms bacterianos,
por lo que podemos considerar el biofilm como el estadio fi-
nal e irreversible del proceso de formacion de biofilm, mientras
que la colonia bacteriana se comporta con un biofilm y puede
ser considerada como un paso previo al biofilm tal y como se
concibe hoy en dia*®.

Las bacterias organizadas formando un biofilm desarro-
llan significativas diferencias fenotipicas, bioquimicas y mor-
fologicas respecto a su presentacion en forma planctonica,
las cuales permiten a las bacterias la supervivencia dentro del
biofilm*$. La hostilidad del entorno y la cantidad de nutrientes
del medio imponen determinados patrones estructurales a las
comunidades microbianas, que modifican su comportamiento
para adaptarse al entorno. Este sistema de organizacion tan
complejo demuestra la importancia que tiene el conocimiento
adecuado de su estructura y de los mecanismos que permiten
a las bacterias organizarse a modo de biofilms. Por este mo-
tivo, es muy importante determinar qué especies bacterianas
son capaces de formar biofilms y hallar un método apropiado
que permita la cuantificacion de la formacion de biofilms en
las distintas especies bacterianas.

Existen muchos métodos que permiten la demostracion
de la formacion de biofilm, pero frecuentemente consisten en
tedir el biofilm formado en un tubo de cultivo o una placa de
micro-titer para demostrar su existencia o no, lo cual solamen-
te aporta una informacion cualitativa de las caracteristicas del
biofilm (su existencia o ausencia) pero no permite establecer
una relacion entre la presencia de biofilm y la capacidad del
microorganismo de producir dicho biofilm”®. Por este motivo,
es necesario buscar un método de cuantificacion de la produc-
cion de biofilm que sea aplicable a cualquier biofilm proceden-
te de cualquier microorganismo y reproducible en cualquier
tipo de circunstancia, lo cual se consigue mediante la medicion
de la densidad optica del biofilm, ya que ésta es variable de-
pendiendo de las caracteristicas intrinsecas del biofilm y nos
aporta una informacion sobre la estructura de dicho biofilm en
relacion al tipo de microorganismo que lo sintetiza’®.

MATERIAL Y METODOS

Caracteristicas de las muestras estudiadas. Este es-
tudio se llevo a cabo en el Departamento de Medicina (Area
de Microbiologia) de la Facultad de Medicina de la Universidad
Complutense de Madrid. Las muestras utilizadas en el presente
estudio proceden de aislados clinicos de pacientes que presen-

taban infeccion urinaria y/o infeccion de partes blandas. Todas
las cepas del presente estudio presentan un origen infeccioso.
Para la realizacion de este estudio se emplearon un total de
12 especies diferentes de gramnegativos repartidos en 153 ce-
pas como sigue: Acinetobacter baumanii (10 cepas); Pseudo-
monas aeruginosa (10 cepas); Stenotrophomonas maltophilia
(10 cepas); Morganella morganii (6 cepas); Providencia stuartii
(5 cepas); Proteus mirabilis (9 cepas); Serratia marcescens (14
cepas); Citrobacter freundii (15 cepas); Escherichia coli (20 ce-
pas); Klebsiella pneumoniae (8 cepas); Enterobacter aerogenes
(20 cepas); Salmonella enteritidis (26 cepas).

Test en placa de Micro-titer. Partiendo de un inoculo
de 10° UFC, se toma la cantidad de 200 pl y se introduce en
1,8 ml. del medio de cultivo TSB (BactoTM Tryptic Soy Broth.
BD) y con esta dilucion se toman 200 pl que se pasan a una
placa de micro-titer de 96 pocillos. Se utilizo para cada cepa
tres pocillos y un control positivo y negativo de bacterias pro-
ductoras de biofilm y control del medio TSB sin in6culo, pro-
cediendo a su incubacion en estufa a 35°C durante 24 horas.
Tras el periodo de incubacion se elimind el medio de cultivo de
manera delicada y se realizaron varios lavados con 200 pl de
solucion salina. Continuando con la técnica, se introducen 150
ul de metanol por andlisis ACS-I1SO (Panreac) durante 20 minu-
tos. Finalizado el tiempo, se procede a su eliminacion y lavado,
dando paso a la coloracion con cristal violeta (QCA) durante
un periodo de 20 minutos. Transcurrido el tiempo se procede a
su eliminacion, lavado y secado a temperatura ambiente, para
finalizar con 150 pl de Etanol Absoluto PA (Panreac). Transcu-
rridos unos minutos se procede a su medicion por espectrome-
tria con GCB Cintra 101 a una longitud de onda de 575 nm. Se
tomaron cortes semifinos de 0,5 pm de espesor de los biofilms
y se tifieron con una solucion de azul de toluidina al 1% vy vi-
sualizados al microscopio optico (Leica, DM5000).

Interpretacion de los resultados. La interpretacion de
los resultados requiere definir un punto de corte que separe
a las bacterias no formadoras de biofilms de aquellas que si
son formadoras. Nosotros utilizaremos la técnica estadistica
descrita por Stepanovic et al. para la interpretacion de los re-
sultados®. Para este estudio se calculd la media de la densidad
optica (DO) de los controles y se midio la DO de cada cepa bac-
teriana individualmente. A continuacion, procedemos a definir
el punto de corte (DOc) utilizado. EI DOc se define como tres
desviaciones estandar (SD) sobre la DO media de los controles:
DOc= DO media de los controles + (3xSD de los controles). La
DO final de cada una de las cepas podemos expresarla como el
valor de la DO medido para cada una de las cepas sustrayendo
el valor de DOc (DO = DO de una cepa - DOc). Si algun valor
obtenido de DO resultaba negativo, se tomaba como valor ce-
ro, mientras que cualquier valor positivo indicaba la produc-
cion de biofilm”8,

Atendiendo a los resultados obtenidos, las bacterias se
clasificaron en:

- No Formadoras: La DO de la cepa se encuentra por deba-
jo del punto de corte establecido (DO < DOc)

- Formadores débiles: La DO de la cepa se encuentra entre
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Tabla 1 Produccion de biofilm

Especie Ne Cepas estudiadas Fuerte Moderado Débil No Formador
Acinetobacter baumanii 10 0 2 2 6
Pseudomonas aeruginosa 10 2 2 4 2
Stenotrophomonas maltophilia 10 7 1 0 2
Morganella morganii 6 3 0 1 2
Providencia stuartii 5 0 0 0 5
Proteus mirabilis 9 0 0 0 9
Serratia marcescens 14 1 7 3 3
Citrobacter freundii 15 0 0 3 12
Escherichia coli 20 0 2 1 17
Klebsiella pneumoniae 8 0 2 1 5
Enterobacter aerogenes 20 0 0 2 18
Salmonella enteritidis 26 0 1 1 24
Totales 153 13 17 18 105

el punto de corte y el valor de DO correspondiente al doble del
mismo (DOc < DO = 2DO0c).

- Formadores moderados: La DO de la cepa se encuentra
entre el doble del valor del punto de corte y el valor de DO
correspondiente al cuadruple del mismo (2DOc < DO < 4DO0c).

- Formadores fuertes: La DO de la cepa se encuentra por
encima del cuadruple del valor del punto de (4DOc < DO).

Los valores de DO de los controles fueron diferentes de-
pendiendo de los dias en los que se realizaron las medidas, por
lo que encontramos que las cepas estudiadas en un mismo
dia no presentan el mismo control que las estudiadas al dia
siguiente. Para eliminar este sesgo, se recurre a la estandariza-
cion de resultados.

Todos los datos fueron expresados posteriormente en ta-
blas por especie y globales en valor absoluto y porcentaje de
formacion de biofilm.

Estandarizacion de resultados. Para poder establecer una
vision global de la formacion de biofilms en gramnegativos es
necesario que los resultados obtenidos sean valorados por para-
metros comunes que permitan no solo valorar la formacion de
biofilms a nivel de cada cepa, sino también a nivel de la especie.
Para ello, los resultados obtenidos se sometieron a un proceso de
estandarizacion que permitia valorar la formacion de biofilms de
todas las bacterias estableciendo un punto de corte comun para
todas las cepas y a su vez permitia eliminar el error correspon-
diente a la utilizacion de distintos controles.

Se realiz6 la media de los 12 valores de DO correspondien-
tes a los controles de cada una de las especies estudiadas, ob-
teniendo un valor estandar de control (DOe) de 0,210. También
se calculo la desviacion estandar de los 12 valores de control
obteniendo un valor de 0,043. Con estos nuevos pardmetros

definimos un nuevo punto de corte estandar (DOce): DOce=
0,210 + (3x0,043): DOce = 0,339.

Utilizando estos nuevos valores de referencia, la nueva
clasificacion de las bacterias en funcion de la produccion de
biofilm es la siguiente:

- No Formadoras: La DO de la cepa se encuentra por deba-
jo del punto de corte establecido (DO < 0,339)

- Formadores débiles: La DO de la cepa se encuentra entre
el punto de corte y el valor de DO correspondiente al doble del
mismo (0,339 < DO < 0,678).

- Formadores moderados: La DO de la cepa se encuentra
entre el doble del valor del punto de corte y el valor de DO
correspondiente al cuadruple del mismo (0,678 < DO < 1,356).

- Formadores fuertes: La DO de la cepa se encuentra por
encima del cuadruple del valor del punto de (1,356 < DO).

Los nuevos datos fueron expresados posteriormente en
tablas por especie y globales en valor absoluto y porcentaje de
formacion de biofilm.

RESULTADOS

Cuantificacion de la produccion de biofilm. Los resul-
tados obtenidos en el estudio tras el analisis y estandarizacion
establecen que de las 153 cepas de gramnegativos estudiados,
105 de ellas fueron no formadoras de biofilms, representan-
do el 63,75% de los géneros estudiados. El resto de cepas se
dividen en 13 fuertes (12,25%), 17 moderados (11,58%) y 18
débiles (12,42%)

Dentro de las especies estudiadas destacamos como
formadores fuertes de biofilms a S. maltophilia (70%) y M.
morganii (50%); dentro de los formadores moderados se en-
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Tabla 2 Porcentaje de produccion de biofilm
Produccion Biofilm (%)

Especie Ne Cepas estudiadas Fuerte Moderado Débil No Formador
Acinetobacter baumanii 10 0 20 20 60
Pseudomonas aeruginosa 10 20 20 40 20
Stenotrophomonas maltophilia e 70 10 0 20
Morganella morganii 6 50 0 16,67 3333
Providencia stuartii 5 0 0 0 100
Proteus mirabilis 9 0 0 0 100
Serratia marcescens 14 714 50,00 2143 2143
Citrobacter freundii 15 0 0,00 20 80
Escherichia coli 20 0 10 5 85
Klebsiella pneumoniae 8 0 25 12,50 63
Enterobacter aerogenes 2 0 0 10 90
Salmonella enteritidis 2% 0 3.85 385 92,30
Totales 153 12,25 11,58 1242 63,75

cuentra S. marcescens (50%); y como formador débil se situa
P.aeruginosa (40%); mientras que A. baumanii (60%), C. fre-
undii (80%), E. coli (85%), K. pneumoniae (63%), E. aerogenes
(90%), S. enteritidis (92,30%), P. mirabilis (100%) y P. stuartii
(100%) son considerados no formadores de biofilms.

Las especies cuyos resultados pre y pos estandarizacion
han presentado variaciones han sido S. marcescens, C. freundii,
E. coli, K. pneumoniaey S. enteritidis.

DISCUSION

En este estudio se ha tratado de aportar un método pa-
ra realizar una cuantificacion de la produccion de biofilm en
gramnegativos mediante la utilizacion de diversas especies de
microorganismos productores de patologia en la clinica habi-
tual. Las publicaciones cientificas acerca de la produccion de
biofilm es extensa y ampliamente cubierta por muchos auto-
res, pero una revision mas detallada de la literatura cientifi-
ca acerca del biofilm revela que existe una gran cantidad de
informacion acerca del biofilm en grampositivos y gramnega-
tivos, pero habitualmente restringida a las especies de referen-
cia, como Staphylococcus aureus en grampositivos y P. aeru-
ginosa o E. coli en gramnegativos. No obstante, una revision
mds minuciosa de toda la literatura si que permite encontrar
referencias al biofilm formado por otros microorganismos,
aunque no de manera tan extensa como en los microorga-
nismos previamente citados. En nuestro estudio acerca de la
produccion de biofilm en gramnegativos pudimos evaluar la
formacion o no formacion de biofilm en las diferentes especies
estudiadas, pero nosotros queriamos dar un paso mas y poder
clasificar las especies de gramnegativos segun caracteristicas

cualitativas de la produccion de biofilm (formadores fuertes,
moderados, débiles o no formadores) en lugar de la forma di-
cotdmica formador/no formador, todo ello mediante la rela-
cion de dicha variable con otra de tipo cuantitativo que fuese
medible y reproducible en el laboratorio mediante el disefio de
un protocolo adecuado. Partiendo de esta premisa, la revision
de la literatura acerca de este tema reveld solo un estudio rea-
lizado en grampositivos’®, pero ninguno en gramnegativos, por
lo que se decidio aplicar una variacion de la técnica descrita en
grampositivos a nuestro estudio adaptada al estudio de gram-
negativos.

La participacion del biofilm en el desarrollo patogénico de
diferentes enfermedades es ampliamente conocido®1%" sien-
do un ejemplo importante las infecciones asociadas a catéteres
que se producen en el contexto hospitalario, asi como la difi-
cultad del tratamiento de dichas patologias cuando el asenta-
miento del biofilm se ha producido en el lugar de la infeccion.
Por ello, consideramos que el estudio de la produccion de bio-
film en gramnegativos es importante desde el punto de vista
terapéutico, ya que el conocimiento acerca de no solo si el mi-
croorganismo es productor de biofilm o no, sino de si ademas
el microorganismo es un formador fuerte o0 moderado, puede
condicionar mucho el pronostico y el tratamiento de determi-
nadas patologias en la que dichos microorganismos estén im-
plicados, pudiendo desarrollar nuevas estrategias terapéuticas
para la identificacion precoz de microorganismos formadores
fuertes de biofilm asi como el desarrollo de nuevas guias te-
rapéuticas y protocolos de prevencion de la infeccion por de-
terminados microorganismos cuya capacidad de produccion
de patologia asociada a la formacion de biofilm es conocida
previamente' #5113,

100 Rev Esp Quimioter 2013;26(2):97-102 32



J. Gomez, et al.

¢Es la cuantificacion del biofilm un elemento diferenciador en la patogenia de bacilos gramnegativos?

Los resultados de nuestro estudio demuestran que existe un
gran porcentaje de gramnegativos no formadores de biofilm, aun-
que algunas especies pueden ser formadoras moderadas o fuertes.
Pero la literatura cientifica acerca del biofilm en gramnegativos
pone de manifiesto que la variacion de determinadas condiciones
del medio puede hacer variar la formacion de biofilm de gramne-
gativos, permitiendo que microorganismos que de forma natural no
son formadores de biofilm desarrollen la capacidad de convertirse
en formadores moderados o incluso fuertes'. Este punto es qui-
zas el mas critico del estudio, ya que este método solo es capaz de
cuantificar la produccion de biofilm obtenido in vitroy este hecho
no refleja con exactitud el comportamiento del microorganismo
en un entorno in vivo. Las condiciones del medio in vivo estan en
constante cambio, ya sea por la utilizacion de un tratamiento anti-
microbiano; el uso de catéteres, sondas, drenajes, etc.; la existencia
de estados de inmunosupresion o defectos en la inmunidad; entre
otros ejemplos, situaciones que no son del todo reproducibles en un
entorno in vitro, el cual presenta unas condiciones mucho menos
variables y mas controlables, ya que existe un menor numero de
elementos que puedan interferir con el resultado del experimento.
Por tanto, es necesario sefalar la existencia de discrepancias entre la
utilizacion de un entorno in vitroy el entorno in vivo debido funda-
mentalmente a las condiciones de experimentacion. Se deben ela-
borar protocolos que permitan establecer una extrapolacion de los
resultados obtenidos bajo condiciones de experimentacion in vitro
optimizadas e ideales, las cuales proporcionan una maxima forma-
cion de biofilm, a una situacion real in vivo" "8,

Debido a este hecho, es importante identificar a aquellos
microorganismos que son formadores fuertes de biofilm per se,
asi como identificar también a los microorganismos que bajo
determinados cambios de las condiciones del medio produci-
das en un medio in vivo son capaces de formar biofilm, ya que
este hecho puede condicionar el pronostico y el tratamiento
de la infeccion por dicho microorganismo'.

Consideramos que el paso previo a toda infeccion por un
microorganismo implica una adaptacion previa al medio en
forma de colonizacion y produccion de biofilm*®. EI método
de estudio utilizado es universal, pero no es capaz de detectar
toda la variabilidad de la produccion de biofilm, existiendo di-
ferencias en la produccion de biofilm dependiendo del medio
utilizado. Esto se debe a que el método de estudio utilizado
tiene sus limitaciones técnicas que en ocasiones pueden difi-
cultar la obtencion de unos resultados completamente exac-
tos, ya que existen multitud de factores que se deben de tener
en cuenta: la contaminacion del medio o los controles, la mala
calibracion de los aparatos de medida o errores humanos de
observacion, por ejemplo, los cuales plantean una dificultad
afnadida a la hora de homogeneizar y presentar los datos del
estudio. Para paliar el efecto de estos posibles errores y dis-
minuir su incidencia al maximo, otro punto critico del estudio
fue lograr una estandarizacion del experimento que permitiese
una homogeneizacion de los resultados obtenidos para todas
nuestras especies bacterianas, ya que se hace imprescindible la
necesidad de disponer de métodos de estudio y de valoracion
de caracter objetivo que permitan universalizar los resultados.

Consideramos que este método de estudio aporta una he-

rramienta importante, atractiva y de realizacion sencilla que
permite un conocimiento claro acerca de la cuantificacion
de la produccion de biofilm en gramnegativos y que también
aporta una vision de conjunto de todas las especies incluidas
dentro de los gramnegativos, lo que permite a su vez una ma-
yor comprension de las implicaciones que una infeccion por
uno de estos microorganismos puede producir en diversas si-
tuaciones clinicas.
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