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Biofilms:  

 Agrupación celular adherida a superficie sólida en matriz de 

exopolisacárido 

 Ubicuos todas superficies (materiales naturales, metales, 

plásticos, implantes, plantas, tejidos cuerpo humano) 

 

 

 

 

INTRODUCCIÓN 

Biofilm por 
Staphylococcus aureus en 
la superficie de un catéter 

Placa dental Biofilm en alga  
verde en  

Yellowstone National park 

Costerton et al. Science 1999 
Høiby et al. Acta. Pathol. Microbiol. Scand. 1977 



 Gran variedad de infecciones  

 PERSISTENCIA (infecciones crónicas) 

 

 

 

 

IMPORTANCIA CLÍNICA 

Costerton et al. Science 1999 



 Infección crónica de herida 

◦ > 60% 

◦ Un tipo o más de microorganismos 

◦ Staphylococcus aureus /Pseudomonas aeruginosa 

 Implantes, prótesis, catéteres, tubos endotraqueales, válvulas 
cardíacas 

◦ S. aureus /S. epidermidis/ S. viridans 

◦ Infecciones secundarias 

 Neumonía asociada a ventilación mecánica 

◦ P. aeruginosa 

◦ 1/3 de pacientes intubados 

 Infección respiratoria crónica en fibrosis quística (FQ) 

 

 

 

IMPORTANCIA CLÍNICA 



• CAMBIOS FISIOLÓGICOS 

  (Modo de crecimiento en biofilm) 

• SELECCIÓN DE MUTACIONES ADAPTATIVAS  

 Hiperproducción de alginato, scv, auxotrofía,  

alteraciones LPS, pérdida del flagelo, etc. 

• ALTA PREVALENCIA DE CEPAS HIPERMUTADORAS EN IRC 

• Resistencia a los antibióticos 

• Mayor frecuencia de mutaciones adaptativas 

INFECCIÓN RESPIRATORIA CRÓNICA (IRC) por  
P. aeruginosa (FQ, EPOC, bronquiectasias) 
 

Oliver et al. Science 2000; Gutiérrez et al. AAC 2004; 
Maciá et al. AAC 2005; Mena et al. JB 2008  



Biofilms: canales de nutrientes; organización funcional y distinta 

expresión génica.  

1. Adhesión a la superficie (flagelo y pili tipo IV) 

2. Transcripción de genes específicos + quorum sensing  (QS) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESTRUCTURA Y EVOLUCIÓN 

Defensa de las agresiones medioambientales 

• Resistencia al sistema inmunitario 

• Resistencia a los antibióticos 



RESISTENCIA A LOS ANTIBIÓTICOS EN 
BIOFILM 

RESISTENCIA 
CONVENCIONAL 
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TOLERANCIA  

FÍSICA 
•Distintas tasas 
decrecimiento/ 

gradiente nutrientes 

TOLERANCIA  
FISIOLÓGICA 

•Resistencia mutacional 
•Transferencia genética 

 

RESISTENCIA 

CONVENCIONAL 
•Inducción 

mecanismos 
resistencia 

RESISTENCIA 

ADAPTATIVA 



ESTRATEGIAS ANTI-BIOFILM 

RESISTENCIA 
CONVENCIONAL 

KILLING 

• Terapias guiadas 
según PK/PD 

• Terapias dirigidas a 
diferentes 
subpoblaciones/áreas 

PREVENCIÓN 

• Profilaxis 

DISRUPCIÓN 

• Disrupción 
mecánica 

• Disrupción 
enzimática 

DEBILITAMIENTO 

• Inhibición de bombas de 
expulsión 

• Degradación matriz 
• Interferencia con 

moléculas de 
señalización 

Modificado de Bjarnsholt et al. Nature Reviews 2013  



MODELOS DE ESTUDIO DE BIOFILMS  
IN VITRO 

Se han desarrollado diferentes modelos de biofilms in 

vitro que se han estudiado con numerosas especies 

bacterianas  

Placas 

microtitrer  

Dispositivo de Calgary   Celda de flujo  

Biorreactores 



MODELO DE BIOFILM  
EN DISPOSITIVO DE  
CALGARY  

Sistema cerrado (estático)                                 

Adherencia “peg lid” 

Biofilms en pegs se incuban con los antibióticos 

Transferencia por centrifugación o sonicación. Medida 

DO 650 nm  

Fácil y reproducible, bajo riesgo de contaminación 

SEM. CLSM. Fijación y tinción destructivas para los 

biofilms 

 Grosor < 50 µm 

 

 

Ceri et al. JCM 1999 
Moskowitz et al. AAC 2004  



PARÁMETROS DE ACTIVIDAD DE LOS ANTIBIÓTICOS SOBRE LOS BIOFILMS 
(Dispositivo de Calgary)  

Parámetro Abreviatura Definición 

Concentración mínima 
inhibitoria 

MIC 

Mínima concentración de antibiótico que 
inhibe el crecimiento visible de un cultivo 
planktónico tras incubación overnight   

Concentración mínima 
inhibitoria del biofilm 

MBIC 

Mínima concentración de antibiótico que 
resulta en una diferencia a DO 650nm ≤10% 
(1 Log diferencia en crecimiento tras 6 h de 
incubación) de la media de dos pocillos 
controles positivos  

Concentración mínima 
bactericida 

MBC 

Mínima concentración de antibiótico que 
reduce en un 99.9% las UFC respecto al 
inóculo inicial de un cultivo planktónico  

Concentración 
bactericida del biofilm 

BBC 
Mínima concentración de antibiótico que 
reduce en un 99.9% las UFC del biofilm 
respecto al control positivo de crecimiento 

Concentración de 
erradicación del biofilm 

MBEC 
Mínima concentración de antibiótico que 
previene el crecimiento visible en el medio de 
recolección del biofilm  

Concentración de 
prevención del biofilm 

BPC 
Igual que la MBIC pero la inoculación 
bacteriana y la exposición al antibiótico 
ocurren simultáneamente 



Valores similares de MIC y BIC para amikacina, 
ciprofloxacino, y tobramicina 

Las BICs de los antibióticos β-lactámicos fueron 
mucho más altas que las MICs 

Azitromicina bastante activa frente a los biofilms 
de P. aeruginosa  

 

 ACTIVIDAD DE LOS ANTIBIÓTICOS SOBRE 
LOS BIOFILMS 



ACTIVIDAD DE LA AZITROMICINA (AZM) SOBRE LOS 
BIOFILMS DE P. aeruginosa   

No presenta actividad in vitro (MICs >128 μg/ml) pero: 

• Actividad bactericida en fase estacionaria   

• Inhibición del sistema QS  

• Inhibición de la formación del biofilm  

• Reducción de la expresión de los factores de virulencia 

dependientes de QS 

• Reducción de la producción de alginato  

• Propiedades antiinflamatorias  

• Beneficio clínico de la terapia de mantenimiento 

• Ampliamente usado en la actualidad  (53.6%, CFF 2005) 



ACTIVIDAD DE AZM SOBRE LOS BIOFILMS DE 
P. aeruginosa   

¿Presión selectiva de cara a la selección de mutantes 
resistentes? 

¿Influencia de los fenotipos hipermutador y mucoide? 

¿Mecanismos de resistencia? 

¿Resistencia cruzada a los agentes anti-
pseudomónicos convencionales? 

Estudiamos el efecto individual y combinado de la 

hipermutación e hiperproducción de alginato sobre la 

acitividad bactericida y el desarrollo de resistencia a 

AZM en biofilms in vitro de P. aeruginosa  



ACTIVIDAD DE AZM 
SOBRE LOS BIOFILMS  
DE P. aeruginosa   
 

AZM selecciona mutantes resistentes 
(MexCD OprJ) 



Sistema abierto (dinámico) 

Adherencia a superficie de vidrio de un cubre-objetos  

Los antibióticos se añaden al medio de cultivo 

CLSM. Bacterias marcadas con FP. Parámetros 
estructurales  

Visualización y seguimiento in situ en tiempo real de 
modo no destructivo 

Grosor > 50 µm  

Determinación de células viables y mutantes 
resistentes (despegado y recolección de los biofilms)  

Laborioso, riesgo de contaminación 

MODELO DE BIOFILM  
EN CELDA DE FLUJO 

Christensen et al. Methods Enzymol 1999  
Heydorn et al. Microbiology  2000 

Lee et al. J Clin Microbiol 2005 



MODELO DE BIOFILM EN CELDA DE FLUJO 

(1) Bote de medio, se añaden los antibióticos y circulan a través de la celda de flujo el 
tiempo requerido; (2) Bomba peristáltica que proporciona flujo laminar; (3) Jeringas 
que capturan burbujas destructivas para el biofilm; (4) Celdas de flujo, (5) Bote de 
residuos.  



ACTIVIDAD BACTERICIDA Y DINÁMICA DE 
RESISTENCIA A LOS ANTIBIÓTICOS EN BIOFILM  

EN UN MODELO PK/PD EN CELDA DE FLUJO 

Ciprofloxacino, uno de los 
antibióticos más activos en 
biofilm, condujo a la selección 
y amplificación de mutantes 
resistentes 

Los parámetros PK/PD 
optimizados no consiguieron la 
supresión del desarrollo de 
resistencia en los biofilms  

 

  



EFECTO DE LOS MECANISMOS DE RESISTENCIA EN 
LOS PARÁMETROS PK/PD (CELDA DE FLUJO) 

• En biofilms hiperproductores de β-

lactamasa el patrón bactericida de 

ceftazidima pasa de ser tiempo-

dependiente a concentración 

dependiente 



EFECTO DE LA ESTRUCTURA DEL BIOFILM  SOBRE 
LA ACTIVIDAD DE LOS ANTIBIÓTICOS  

(CELDA DE FLUJO)  



EFECTO DE LA COMBINACIÓN DE 

ANTIBIÓTICOS SOBRE LOS BIOFILMS  
(CELDA DE FLUJO) 

Hermann et al. J Infect Dis 2010 



PROYECTO TERAPIA SECUENCIAL ALTERNADA 

(CATINVITRO) 

Mecanismos antagónicos de resistencia: 

• El tratamiento con aminoglucósidos conduce a la 

selección de mutantes que hiperexpresan MexXYOprM 

• La hiperexpresión de MexXYOprM está realacionada 

con la inactivación de MexABOprM 

• El tratamiento secuencial con aminoglucósidos 

(tobramicina) seguido de aztreonam puede conllevar 

una mejora clínica aumentando la eficacia terapéutica 

y disminuyendo la selección de mutantes resistentes  

 



CONCLUSIONES 
Complejidad de los mecanismos del biofilm en 
interacción con  los antibióticos  

Estandarización de los procedimientos, métodos y 
puntos de corte (CLSI, EUCAST) previa a la 
implementación en los laboratorios de microbiología 
clínica  

Implementar estudios de S basados en modelos 
fáciles/reproducibles que proporcionen puntos de 
corte (MBIC, MBEC, BBC o BPC) 

Sistemas más complejos (celda de flujo) →dinámica 
del biofilm con antibióticos existentes/nuevos, elucidar 
mecanismos de R, determinar PK/PD óptimos 

Más estudios in vivo y ensayos clínicos guiados por los 
resultados de estudios de S en biofilms  
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