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Articulo de revision

Interferencia de las biopeliculas en el proceso de curacion de heridas

Laura Estela Castrillon Rivera,* Alejandro Palma Ramos,* Maria del Carmen Padilla Desgarennes™*

RESUMEN

El dafio de la piel por heridas o traumatismos induce un proceso de curacion; sin embargo, si el tejido subcutaneo —que normalmente es
estéril- se expone, puede ser colonizado e infectado por la flora normal cutanea o ambiental, lo que complica el proceso integral de curacion
de las heridas y, ocasionalmente, puede favorecer la diseminacion generalizada. Recientemente se demostré que las biopeliculas son la
barrera principal para retrasar la cicatrizacion de las heridas; por esta razon, es importante establecer estrategias para evitar y controlar
la formacién de este tipo de asociaciones microbianas.
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ABSTRACT

The skin damage due to injury or trauma induces a healing process, however, with exposure of subcutaneous tissue that usually is sterile,
it can be colonized and infected by normal skin flora or environmental, which complicates the whole process of wound healing and may
occasionally promote widespread dissemination. It has been recently shown that biofilms are the main barrier to delay wound healing, for

this reason it is important to establish strategies to prevent and control the formation of such microbial associations.
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acicatrizacion de las heridas comienza cuando

se pierde la integridad de la piel, es un proceso

de reparacion que conduce a regenerar el epi-

telio y a reemplazar la dermis con un tejido
fibroso constituido por colageno.

El proceso de curacion de las heridas es un proceso
complejo, activo, dindmico e involuntario, que inde-
pendientemente del tipo de curacion que se trate y de su
extension sigue diferentes fases que no pueden disociarse
unas de otras:'?
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En la fase inflamatoria o exudativa ocurre la hemos-
tasia y limpieza de la herida. La fibrina y fibronectina se
entrelazan y forman un coagulo, que atrapa proteinas y par-
ticulas, con lo cual se previene la pérdida sanguinea; esta
fase se divide en fase proliferativa y fase de remodelacion.

Fase proliferativa: induce la formacion de tejido de
granulacion y se distingue por angiogénesis, deposito de
colageno, epitelizacion y contraccion de la herida.

Fase de remodelacién: ocurre la remodelacion y rea-
lineacion de colageno a lo largo de las lineas de tension
de la piel.

La representacion esquematica de la cascada de eventos
bioquimicos y celulares que son activados durante estas
fases se expone en la Figura 1.

Inflamacion: cuando los vasos sanguineos se rompen,
ocurre una vasoconstriccion y, en seguida, un proceso
de vasodilatacion persistente; la exposicion de la matriz
extracelular permite que se adhieran las plaquetas y que
se liberen los componentes de sus granulos, lo que activa
las vias de coagulacién y la quimiotaxis de los polimor-
fonucleares. En consecuencia, se forma un codgulo de
fibrina —que interacciona con la fibronectina de la matriz
extracelular— y llegan diferentes células, como los neu-
tréfilos, que liberan radicales libres, limpian la herida,
secretan proteasas, sufren apoptosis y son fagocitados por
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Figura 1. Fases esquematicas del proceso de reparacion. Una vez que se produce una herida, se inicia el proceso de coagulacién e inflama-
cién, del que se forma un coagulo de fibrina, el cual sufre lisis y es reemplazado por tejido de granulacion y, posteriormente, por colageno.

los macréfagos, que reemplazan a los polimorfonuclea-
res después de dos dias de ocurrido el traumatismo. Los
macréfagos, que son estimulados por hipoxia, producen
factores angiogénicos y secretan factores de crecimiento
para fibroblastos y células endoteliales, asi como citocinas,
con lo cual favorecen la creacion de tejido de granulacion.

Angiogénesis: la neoformacién vascular se debe a la
hipoxia y a un conjunto redundante de citocinas, factores
de crecimiento y lipidos producidos por macréfagos y
células endoteliales activadas. La unién de estos factores
con las cadenas de glucosaminoglucanos de la matriz
extracelular es un proceso esencial para la angiogénesis.
Este proceso requiere que las células endoteliales de los
vasos sanguineos lesionados desarrollen pseudépodos y
avancen a través de la matriz extracelular de la herida. La
gemacion de células endoteliales se produce a partir de vé-
nulas precapilares preexistentes, que son las responsables

del aspecto granular de este tejido. Los nuevos capilares
que no hayan madurado sufren apoptosis endotelial.
Tejido de granulacion: es un tejido vascular, edematoso,
insensible y resistente a la infeccidn. Tiene mds capilares
por unidad de volumen que cualquier otro tejido, por lo
que luce tipicamente rojo (eritematoso). Estd compuesto
de células inflamatorias, fibroblastos, nueva vasculatura en
una matriz hidratada de glucoproteinas, glucosaminogluca-
nos y coldgeno. Es un sistema de reparacién transitorio y
especializado que se produce donde y cuando se necesita;
tiene un aspecto brillante y empedrado en cuyo inicio se
observa una mezcla de fibroblastos y células epidérmicas,
seguida de capilares rodeados de fibroblastos y células
inflamatorias. Hay monocitos y macréfagos que son una
fuente importante de factores de crecimiento. En este tejido
la matriz extracelular (transitoria) contiene proteoglucanos
y glucoproteinas, y el coldgeno tipo III predomina en con-
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traste con la cicatriz normal, en la que los tipos de coldgeno
presentes son el I —que predomina-—y el II.

En las fases tempranas de formacién de tejido de
granulacién aparece el dcido hialurénico como compo-
nente mayoritario, que en estados tardios es reemplazado
por una variedad de proteoglucanos sulfatados, como
condroitin, dermatan y hepardn. A medida que avanza el
proceso de reparacion es esencial la disminucién de la
anoxia para detenerlo y para disminuir el recambio de la
matriz extracelular.

Reepitelizacion: las células epiteliales avanzan lenta-
mente a través del lecho de la herida, la cubren y forman
una barrera entre la herida y el medio ambiente. Para la
remocidn de la epidermis se requiere mitosis de células
de la capa basal, y una vez que éstas maduran, las células
escamosas se cornifican, queratinizan y —finalmente— se
descaman. Para que esto ocurra, la capa de células basales
debe estar intacta y en contacto con la membrana basal, y
una vez que se establece la continuidad epitelial, la epider-
mis reanuda su ciclo normal de maduracién y descamacion.

Contraccion: los fibroblastos se diferencian en miofi-
broblastos, los cuales son atraidos por la fibronectina de
la matiz extracelular para alcanzar los bordes de la herida.
Se forman multiples conexiones con la matriz y con los
miofibroblastos a través de los desmosomas, lo que permite
traccionar a la matriz —cuando hay contraccion—y reducir
el tamafio de la herida de 40 a 80%.

Remodelacion: corresponde a las tltimas fases del
proceso de reparacion, en las que disminuyen las células
inflamatorias y se completa la formacién de capilares;
implica el restablecimiento del equilibrio entre el depésito
y la degradacion de coldgeno. Los vasos sanguineos se
pierden y el coldgeno se remodela y realinea a lo largo
de las lineas de tension de la piel. Las nuevas fibras son
mds cortas y desorganizadas, por lo que la cicatriz nunca
llegard a tener la misma fuerza tensora de la piel normal.

En este afio (2011) se definié el término de reciprocidad
dindmica, que corresponde a la interaccion bidireccional
entre las células y el microambiente que las rodea,’ y se
establecié que las respuestas bioquimicas y celulares
desempefian una funcién pivote para modular las res-
puestas regeneradoras de tejido, como las interacciones
célula-matriz extracelular, las cuales regulan diferentes
procesos, como la morfologia celular, la diferenciacion,
la proliferacién y la supervivencia durante el desarrollo
tisular. Por esta razon, la reciprocidad dindmica tiene un

significado especial durante la curacién de las heridas. Es-
tas interacciones cambian constantemente en respuesta al
microambiente; ademas, establecen a la matriz extracelular
como un elemento de sefializacién mds que un andamio
inerte para el soporte de las células.

Para entender integralmente el proceso de regenera-
cioén y reparacion tisular, deben sumarse las interacciones
célula-matriz extracelular, las senales adhesivas, las
seflales paracrinas (factores de crecimiento derivados de
células vecinas) y las sefiales sistémicas. Con esta vision
se propone que existen algunos procesos bioldgicos que
pueden dar una posible explicacién para entender la difi-
cultad de curacion de las heridas, como proteasas elevadas,
interruptor de integrinas y formacién de biopeliculas. Por
tanto, la interrupcion de la secuencia de cicatrizaciéon o
los defectos en las etapas tempranas de curacion de las
heridas pueden evitar el cierre adecuado de las mismas.

COLONIZACION DE HERIDAS

Se acepta generalmente que las heridas estan colonizadas;
ademas, no es realista que las heridas se mantengan esté-
riles.* Desde 1964 se determind la importancia de la carga
microbiana en la curacidn de las heridas contaminadas,’
y una concentracién bacteriana mayor de 10° ufc/g de
tejido permite reconocerlas como infectadas.® Las heridas
representan un ambiente idoneo para el crecimiento bac-
teriano, porque son humedas y tibias y porque casi todas
estan colonizadas; sin embargo, no son necesariamente un
ambiente idoneo para que ocurra una infeccion. El origen
de la existencia de bacterias en las heridas es complejo
y es comprendido parcialmente. El cierre adecuado de
una herida contaminada y la obtencién de una cubierta
cutanea funcional es un proceso dificil de obtener por las
influencias multifactoriales que intervienen.’

En individuos con un sistema inmunitario intacto las
bacterias pueden colonizar sin que la herida cause dolor;
en cambio, las heridas que no sanan se asocian a menudo
con pacientes inmunodeficientes —como los ancianos o
debilitados por otras afecciones—, cuya respuesta infla-
matoria estd deteriorada, por lo que las heridas pueden
amenazar su vida. Por tanto, la infeccién depende no sélo
de la capacidad de la bacteria para causarla, sino también
de la capacidad del hospedero para prevenirla.

La colonizacién de la herida equivale a un nimero limi-
tado de bacterias, que estdn presentes sin afectar el proceso
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de curacion de la herida. Para comprender el origen de la
existencia de microorganismos en las heridas y su posible
interferencia en el proceso de curacion de éstas se ha usado
el término de colonizacion critica o infeccion local, que
se refiere al estado entre la colonizacién normal, que no
retrasa la curacién, y la infeccion, que si afecta claramente
la curacion.®® La colonizacion critica es un estado en el
que las defensas del hospedero son incapaces de mantener
un equilibrio saludable y en el que el nimero de bacterias
retrasa la curacidn, pero sin causar las cldsicas reacciones
inflamatorias. La colonizacidn critica estd marcada por la
ausencia de sintomas mds que por la existencia de éstos."”
Este concepto debe verse como parte del proceso continuo
que abarca desde la contaminacion hasta la infeccidn; ade-
mds, ofrece una explicacidn coherente para la curacion de
las heridas de muchos pacientes, asi como un marco para
la administracién apropiada de antibacterianos (Figura 2).

La existencia de bacterias no equivale a infeccién; para
diferenciar entre la colonizacién y la infeccién es necesa-
rio determinar los signos de la herida infectada, como las
manifestaciones de inflamacion en el borde (tumor, rubor
y calor), aumento de dolor, drenaje purulento excesivo,
olor fétido y rompimiento de la herida. Otros criterios son:
tejido de granulacidn friable, decoloracién, baja presion
de oxigeno transcutdneo (tcPO,), tejido necrdtico o —sim-
plemente— falta de curacidn.

Si en una herida existe una concentracién bacteriana
menor de 10° ufc/g de tejido, la herida dnicamente se
encuentra colonizada; si la concentracién es mayor que
este valor, la herida se encuentra infectada,'' aunque esto
puede ser debatible, ya que depende del tipo de microbio
presente y de la interaccién entre éste y el hospedero. En
las heridas agudas las bacterias son destruidas rapidamente
o inactivadas por los neutréfilos, anticuerpos y son culti-

Desarrollo de biopeliculas
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Figura 2. Curso de la infeccion. La progresion de la infeccion en las heridas se inicia por colonizacion, seguida de la colonizacion critica
y de la infeccion, que puede diseminarse si no es controlada. Las biopeliculas en las heridas cronicas retrasan la curacion de la herida.
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vadas e identificadas facilmente; las heridas cronicas son,
por su naturaleza, resistentes al tratamiento.?

La determinacion total de la densidad microbiana en
una herida es muy subjetiva, ya que en biopsias tinicas de
tejido se ha demostrado que las cuentas microbianas son
variables y que los nimeros tienen un valor limitado para
predecir el tiempo 6ptimo requerido para que cierre una
herida.® Ademds, a la fecha no hay un estudio estadis-
ticamente significativo que en heridas crénicas muestre
la relacién entre el resultado clinico y la composicion
microbiana.

MICROBIOLOGIA DE LAS HERIDAS

La funcién de los microorganismos en la patogénesis de
las heridas croénicas sin curaciéon ain no es clara; para
entenderla debe definirse el espectro de la poblacion
microbiana que se encuentre en la herida. La microbiota
de las heridas es significativamente diferente de la que
se encuentra en la piel normal;'* se manifiesta como una
comunidad polimicrobiana diversa, con una mezcla de
microorganismos aerobios y anaerobios.'> La microflora
de heridas cronicas es mas complicada de lo que se creia,
y esto se debe a que al asociarse forma biopeliculas y a que
hay problemas con su erradicacion, y muchas heridas son
infectadas repetidamente por el mismo microorganismo. !¢

Las principales bacterias que colonizan las ulceras
crénicas son: Staphylococcus, Pseudomonas, Peptoni-
philus, Enterobacter, Stenotrophomonas, Finegoldia y
Serratia. Otros estudios demostraron diferencias en las
poblaciones encontradas en cada tipo de herida y sefialan
las limitaciones de las técnicas convencionales de cultivo
y sobreestiman la diversidad de las heridas. El consenso
es que los patdgenos comunes que retrasan la curacién
de las heridas cronicas son: S. aureus, P. aeruginosa y
Streptococcus-f hemolitico.

La experiencia en el cultivo de microorganismos
provenientes de las heridas sefiala que es dificil aislar e
identificar anaerobios y bacterias de lento crecimiento
cuando se usan técnicas convencionales. Ademas, las
técnicas de cultivo estandarizadas funcionan para bacterias
planctdnicas (libres) y las bacterias unidas directamente a
las superficies o con fenotipo de biopelicula no se logran
aislar e identificar; sin embargo, se ha reportado que 1% de
las bacterias crecen en cultivo cuando se aplican técnicas
de gendémica molecular. Al combinar estos métodos, se

ha determinado que existe una amplia variedad de micro-
organismos en las heridas crénicas; en promedio, existen
5.4 especies diferentes en cada herida.?!

Ha sido dificil establecer qué funcién tienen los micro-
organismos en las heridas, asi como comprobar cudles son
dafiinos y afectan la curacién y cudles son colonizadores
benignos que facilitan el cierre de las heridas. Se ha su-
gerido que algunos comensales de biopeliculas pueden
prevenir la colonizacién de patégenos;? en contraste, se
ha encontrado que los tejidos dérmicos profundos de todas
las heridas crénicas abrigan multiples especies bacteria-
nas, y mds de la mitad son P. aeruginosa, la cual retrasa
la curacién de las heridas.?

Como resultado de la proliferacién de microorganismos
en la herida, la elevada carga microbiana induce que en la
herida y alrededor de ésta existan leucocitos polimorfonu-
cleares, lo que ocasiona la liberacion sostenida de enzimas
citotéxicas, metaloproteinasas de matriz y radicales libres
de oxigeno; estos agentes degradan la matriz extracelular e
inhiben la migracién celular epitelial, con lo cual impiden
el cierre de la herida.

BIOPELICULAS

Bajo condiciones de abundancia nutricional y sin estrés
quimico o fisico, una bacteria prolifera a su maxima tasa
de crecimiento como bacteria planctonica (libre); sin em-
bargo, si la bacteria detecta cualquier estrés nutricional o
ambiental y si se encuentra en una superficie acondicio-
nada con moléculas organicas, se une irreversiblemente
a éstas y ocurre un cambio radical en el fenotipo de la
bacteria.” Expresa nuevas proteinas, adquiere el fenotipo
de biopelicula, libera moléculas de sefializacion conocidas
como quorum sensing y comienza a secretar una sustancia
polimérica extracelular (o matriz) compuesta por polisa-
caridos, proteinas, acidos nucleicos y lipidos, que actuan
como una especie de goma que hace que las bacterias
sésiles (adheridas) se unan fuertemente a la superficie, con
lo cual se forman microcolonias estructuradas conocidas
como “biopelicula”. Esta matriz permite la interconexion
de las células inmovilizadas y actiia como un sistema di-
gestivo externo que mantiene a las enzimas extracelulares
cercanas a las células y que las capacita para que metabo-
licen biopolimeros solidos y coloidales.?*?

Las células de la base de la biopelicula son metaboli-
camente inactivas y permanecen en ambientes hostiles; en
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la parte media de esta estructura se regula la sintesis de
ADN, que permite la transferencia horizontal de genes y
la diversidad genética en la biopelicula. En la superficie
se encuentran las células metabolicamente activas, que
pueden dispersarse en el ambiente y unirse a otras super-
ficies.??® Durante su fase de dispersion las biopeliculas
liberan constantemente células planctonicas, las cuales
pueden causar infeccion porque estan a merced de agentes
antibacterianos y del sistema inmunitario, el cual genera
una respuesta inflamatoria que produce un exudado alta-
mente nutritivo, que se percola a través de la biopelicula 'y
proporciona nutrientes a la microbiota residente para abas-
tecer las necesidades de ésta, lo que ayuda a la seguridad,
sustentabilidad y estabilidad de la comunidad microbiana;
de esta forma, el “sacrificio” de pocas bacterias promueve
la supervivencia de la comunidad.

Las biopeliculas son una causa significativa del retraso
en la curacion de las heridas y son causa potencial de la
separacion de sus bordes y retraso en el cierre de las heri-
das quirtirgicas, debido a que las estrategias que se usan
para curar las heridas causadas por bacterias planctonicas
fallan para eliminar a las bacterias adheridas que tienen el
fenotipo de biopelicula.?

Asociacion de biopeliculas en las heridas
Las bacterias que colonizan las heridas forman una biope-
licula y su matriz de polisacarido permite protegerlas de
las variaciones de humedad, temperatura, pH, penetracion
de antibidticos y ataque de neutroéfilos y macrofagos. Sin
embargo, las biopeliculas son mas que un bunker donde
las bacterias se esconden; éstas se comunican en su inte-
rior, trabajan conjuntamente y actiian como un organismo
multicelular. En las infecciones el desafio de las bacterias
que colonizan consiste en sobrevivir cuando se encuentran
con el sistema de defensa del hospedero, que puede ser
muy eficaz para restringir la diversidad bacteriana en las
infecciones cronicas.

Debido a la persistencia de algunas heridas cronicas y
a la ausencia de respuesta a agentes antimicrobianos, se
ha intentado atribuir la cronicidad a las biopeliculas. Los
indicios mas tempranos de que las biopeliculas se asocian
con las heridas resultaron después de que 15 suturas y 15
grapas removidas de heridas quirtrgicas se examinaron
con microscopia electrénica.*

Las infecciones aparecen en los sitios quirirgicos en
los 30 dias siguientes a la operacion o en un afio posim-

plante; las infecciones son responsables de 2 a 14% de
las complicaciones quirtrgicas.’' Después de analizar
microscopicamente el material debridado de 50 biopsias
de heridas, se lograron identificar biopeliculas en 60%
de las heridas cronicas y solamente en 6% de las heridas
agudas.® Por tanto, desde hace poco tiempo se reconoce
que entre las heridas cronicas y las biopeliculas existe una
asociacion significativa, lo cual contribuye a infectar y a
retrasar la curacion.'®33

Las biopeliculas comensales y naturales (placa dental,
la microbiota intestinal y el suelo) contienen multiples
especies que coexisten, interactuan y forman biopeliculas
con un gran numero de bacterias de diversos nichos. En
contraste, las biopeliculas de heridas cronicas tienden a una
baja diversidad y a contener monoespecies, aunque en la
infeccion en que residen haya multiespecies. Esta hipotesis
fue comprobada cuando en las heridas se visualizd que
estos agregados estan conformados por una sola especie
bacteriana, ya sea P. aeruginosa o S. aureus, aunque otros
microorganismos se encuentren presentes y asociados con
la herida (infeccion).?

Las interacciones entre microorganismos pueden ser
relevantes en el manejo de heridas cronicas; el sinergis-
mo microbiano en este tipo de heridas puede aumentar la
virulencia y patogenicidad, lo que ocasiona que aumente
la degradacion de los tejidos, que haya mal olor y que, en
algunos casos, se deteriore la respuesta inmunitaria del
hospedero.

Por otra parte, se ha sugerido que la heterogeneidad
de las biopeliculas es fundamental para la estabilidad o
resistencia de una herida. El ecosistema microbiano de la
herida es un flujo dindmico y cualquier cambio en dicho
ecosistema altera la competitividad de la biopeliculas,
lo que puede ocasionar que la bacteria mas patéogena
predomine en la herida. Esto propicia que se propongan
diferentes estrategias de tratamiento que lleven a la eli-
minacion de bacterias especificas o, bien, al tratamiento
de comunidades bacterianas inespecificas para promover
la cicatrizacion de las heridas.’* A la fecha, esta teoria no
se ha probado en la microbiologia de las heridas, pero
debe tomarse en cuenta como parte de las estrategias de
curacion.

Biopeliculas in vivo
La mayor parte de las investigaciones sobre la existencia
de patdgenos de piel en las heridas se realizan in vitro y
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no consideran los efectos de los fluidos de las heridas,
factores de crecimiento, proteasas y péptidos antimicro-
bianos. Para analizar una biopelicula in vivo se utilizo un
modelo porcino con heridas controladas e inoculadas con
S. aureus, las cuales fueron tratadas con antimicrobianos
topicos durante 120 horas. Por microscopia de barrido y
epifluorescencia se observod la formacion de una biopeli-
cula después de 48 horas de inoculacion y oclusion. Aun
cuando fue poca la eficacia contra los microorganismos
embebidos en biopeliculas, el tratamiento in vivo demostrd
ser efectivo, pues redujo las células planctonicas. Estos
resultados demuestran que las biopeliculas participan en
la colonizacion e infeccion de las heridas.

Diagnéstico de biopeliculas en heridas

Las técnicas de muestreo de heridas son: hisopo, aspiracion
con aguja y biopsia. Aunque el hisopo es la técnica mas
comun, sélo permite detectar superficies colonizadas mas
que bacterias presentes en la profundidad; este método no
logra representar la carga bacteriana de la herida, no provee
informacion correcta sobre los microorganismos que la
colonizan y no es un método util para aislar anaerobios.
En contraste, las biopsias de tejidos profundos aumentan
la sensibilidad y especificidad de organismos invasores,
pero requieren destreza técnica y pueden agravar la herida
si no se realizan apropiadamente. El curetaje correlaciona
mejor con la biopsia de tejido profundo, es relativamente
no invasivo y puede muestrear microorganismos aerobios
y anaerobios. A 3 mm del borde de la herida una cureta es
confiable y reproducible y se obtienen 20 mg de tejido util
para hacer cultivos cuantitativos y analisis gendmicos.'*

Como las técnicas de cultivo estandarizadas funcionan
para bacterias planctdnicas, no logran aislar e identificar
a las bacterias unidas directamente a las superficies o con
fenotipo de biopelicula. La comparacion entre estudios
microbioldgicos de heridas cronicas muestra variaciones
en los métodos utilizados para el muestreo, en el tipo de
herida y en los factores endoégenos y exdgenos, por lo que
las cuentas microbianas no deben ser interpretadas inica-
mente para predecir la infeccion de las heridas.

A la fecha no hay métodos disponibles de rutina que
detecten biopeliculas en las heridas; los métodos conven-
cionales de diagnostico de los laboratorios no detectan la
produccion de glucocalix o la aparicion de biopeliculas.
El material mucoide de la herida no debe ser interpretado
como una biopelicula, porque el material se remueve

facilmente por debridacion pero la biopelicula no. La de-
terminacion de biopeliculas en las heridas depende de un
examen de biopsias de tejido, que es costoso y tardado y
que no esta disponible en los laboratorios de microbiologia
de rutina. Por estas razones, en muchos casos de heridas
los médicos no observan las biopeliculas, sino las con-
secuencias de éstas, como inflamacion cronica, exudado
abundante, pus fibrosa y falla en la curacion a pesar de la
administracion de antibidticos.

Una mejor aproximacion para detectar biopeliculas es la
determinacion de moléculas de quorum sensing, las cuales
se han determinado por presion isquémica en modelos de
heridas inducidas experimentalmente e infectadas con
Pseudomonas aeruginosa,® por cromatografia de capa
fina en ensayos de moléculas de quorum sensing directa-
mente en heridas, por cromatografia de liquidos de alto
rendimiento y por espectroscopia de masas en especimenes
debridados de heridas cronicas.?’

El surgimiento de los métodos de biologia molecular
y las mejoras en las técnicas de muestreo para las heridas
han comprobado que los métodos tradicionales de cultivo
a menudo subestiman las bacterias presentes; sobre todo,
cuando las bacterias son de crecimiento lento, fastidioso
0 anaerdbico, o cuando crecen como biopeliculas.!” Las
técnicas de biologia molecular han superado los problemas
de muestreo que a menudo se encuentran en las heridas
cronicas y han logrado determinar cuéles especies micro-
bianas coexisten. Estas técnicas, ademas, pueden definir
patrones genéticos y expresiones de proteinas bajo condi-
ciones diferentes, lo que es importante para comprender
la funcioén de las biopeliculas en las heridas.

Un estudio importante realizado con las técnicas de
hibridacion de ADN demostré que en heridas cronicas
las bacterias no tienen una distribucion al azar, ya que S.
aureus se localiza en la superficie, y P. aeruginosa, en la
profundidad. Esta distribucion puede explicar los resul-
tados obtenidos en muestras de hisopo mediante métodos
tradicionales de cultivo, en los que se reporta una baja
prevalencia de P. aeruginosa, lo que contrasta con las altas
concentraciones de S. aureus en heridas cronicas. El culti-
vo Unicamente recupera a los microorganismos presentes
en la superficie y no detecta a los que se encuentran en el
lecho de la herida.?®*°

Debe tenerse cuidado en la interpretacion de la infor-
macidn de los métodos de hibridacion de acidos nucleicos,
ya que el ADN de diversas especies bacterianas algunas
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veces se asocia con las biopeliculas, mas que la demos-
tracion de marcadores especificos de las mismas.* Otro
problema frecuente es que el ADN detecta especies mi-
crobianas presentes en baja concentracion, que no pueden
ser discernidas y que pueden ser residentes o transitorias
de la microbiota de la herida; ademas, tampoco puede
determinarse si se trata de células vivas o muertas, ya
que los fragmentos de ADN de organismos que se han
lisado en respuesta a las defensas del hospedero pueden
identificarse como especies viables.

PREVENCION Y TRATAMIENTO DE
BIOPELICULAS

En el caso de las heridas cronicas se demostro que las ci-
tocinas proinflamatorias (que son moléculas responsables
de los mecanismos de resistencia del hospedero) estan
muy elevadas, lo que ocasiona un aumento importante
de neutrofilos y macrofagos in situ y la eliminacion de
microorganismos, principalmente por fagocitosis y cito-
toxicidad; sin embargo, si por alguna razén este proceso
se retrasa, los patdogenos tienen tiempo suficiente para
unirse a la superficie de los tejidos e iniciar el proceso de
formacion de biopeliculas, y una vez que han madurado,
ni los mecanismos de reconocimiento de estos agentes mi-
crobianos ni los anticuerpos especificos pueden activarse
contra los microorganismos de las microcolonias.

Si el efecto de la bacteria es benéfico en la curacion de
las heridas —antes de que ocurra la reaccion del hospede-
ro—, el objetivo del tratamiento no es eliminar todas las
bacterias, sino recuperar un estado seguro de colonizacion
para la herida, en el que el hospedero sea capaz de manejar
la carga bacteriana.

Las biopeliculas pueden reformarse si: @) hay creci-
miento de fragmentos, seguido de debridacioén y limpieza,
b) hay diseminacion de bacterias planctonicas, liberadas de
la biopelicula residual, ¢) hay crecimiento de microorga-
nismos nuevos en la biopelicula. Por estos motivos, se han
disefiado estrategias para evitar su aparicion (prevencion),
como protocolos asépticos y aire filtrado en salas de ope-
raciones —que han reducido la incidencia de infecciones—,
catéteres recubiertos con agentes antimicrobianos (antibio-
ticos, antisépticos y plata) y antibidticos incorporados en
el material de implantes, con un éxito limitado.*!

A las estrategias que permiten controlar el crecimiento
de microorganismos, como biopeliculas en las heridas,

se les conoce como “cuidado de heridas basadas en
biopeliculas” (BBWC por sus siglas en inglés).** Para
lograr eliminar exitosamente las biopeliculas maduras, se
requieren estrategias multiples que no solo intenten matar
a los microorganismos, sino que también interfieran en la
formacion de éstos.?® Aunque el rompimiento de la co-
munidad microbiana y aunque las defensas del hospedero
no maten directamente a las bacterias, esta perturbacion
permite —con ayuda de otros tratamientos— que los meca-
nismos naturales del hospedero trabajen efectivamente
para promover la regeneracion tisular.

Debridamiento

Consiste en remover tejido muerto o contaminado para
facilitar la eliminacioén de desechos, promover la forma-
cion de tejido de granulacion y permitir el cierre definitivo
de la herida. Los principales métodos utilizados son: el
quirtrgico, enzimatico, autolitico, mecanico y bioldgico
(larvas).*#

Antibiéticos

Mientras que las células planctonicas participan en infec-
ciones agudas y responden apropiadamente al tratamiento
con antibidticos, las biopeliculas no lo hacen. En el manejo
de las heridas se han prescrito tradicionalmente antibio-
ticos topicos o sistémicos, los cuales tienen una funcion
limitada debido a la naturaleza polimicrobiana de la herida
y a las cuestiones de resistencia.?#¢4’ Por tanto, si los an-
tibidticos no logran eliminar las biopeliculas, se requiere
el apoyo de otras estrategias que las dispersen hasta que
se alcance un nivel en el que la inmunidad del hospedero
pueda controlar la infeccion.

Antibiopeliculas
Las medidas antibiopeliculas pueden dividirse en dos: /)
remocion o destruccion de biopeliculas, y 2) prevencion
de su formacion. En el primer grupo se encuentra el uso de
enzimas que hidrolizan al exopolisacarido (dispersina D,
alginasa, depolimerasa de fago),***y en el segundo grupo
se encuentran sustancias que interfieren en la formacion del
exopolisacarido, como xilitol y galio,'? y agentes quelantes
captadores de hierro, como lactoferrina,® deferoxamina
y EDTA.

Otra estrategia potencial para evitar la formacion de
biopeliculas se relaciona con el uso de inhibidores de guo-
rum sensing, los cuales interfieren directamente sus fases
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de evolucion, y el numero de microorganismos presentes
puede alterarse a tal grado que el hospedero es capaz de
eliminar las bacterias infectantes e inducir el proceso nor-
mal de curacion.*>! Si esta comunicacion se altera, también
se alterara su organizacion; por tanto, si en una comunidad
bacteriana se manipula la comunicacion célula-célula,
también se alteraran sus defensas y virulencia. Entre estas
sustancias se encuentran RIP-RNAIII péptido inhibidor,
furanona C30 y analogos de acilhomoserinlactona, los
cuales a la fecha no existen comercialmente debido a que
se encuentran en fase de experimentacion.*

Desde tiempos muy remotos se han utilizado los
productos naturales para controlar las heridas; en fechas
recientes se reportd la capacidad de la miel para inhibir
la evolucion de las biopeliculas.’** También se reporto la
actividad antimicrobiana del aceite de canela, que combate
las biopeliculas de S. epidermidis,® y el ajo ha demostrado
ser activo contra Pseudomonas; por tanto, se sugiere su
consumo en pacientes con fibrosis quistica.*

En un estudio clinico reciente hecho con pacientes con
heridas crénicas dificiles de sanar, en ulceras por isque-
mia limbica, se obtuvo 77% de curacidon con tratamiento
combinado de lactoferrina y xilitol.*?

Biocidas

Los antisépticos, como el alcohol, peréxido, acido acético
y yodo, son agentes comunes en el manejo de las heridas.
La plata se ha usado por afios en muchas aplicaciones y
su forma ionica (Ag") es muy efectiva contra un amplio
rango de microorganismos. Se utiliza para tratar heridas
traumaticas, Ulceras, injertos de piel y abrasiones; ademas,
previene la formacion de puentes de hidrogeno con catio-
nes divalentes que normalmente estabilizan la matriz de la
biopelicula ocasionando su desestabilizacion.

Desde que en 1962 Winter destacé el concepto de
cicatrizacion himeda de la herida, los recubrimientos
intentan mantener un ambiente hiimedo en la herida; los
hidrocoloides, alginatos y espumas mantienen este am-
biente al absorber el exudado, y los hidrogeles y peliculas
proporcionan o mantienen la humedad.*® Los vendajes con
yoduro de cadexémero ofrecen un efecto antibacteriano
de amplio espectro contra Pseudomonas 'y Staphylococcus
aureus, e incluso, contra cepas resistentes a la meticilina.>
Los vendajes con plata iénica ayudan al manejo de la carga
microbiana en heridas infectadas, y preferiblemente, pre-
vienen y rompen la formacién de biopeliculas; ademas, al

evaluar la eficacia de estos vendajes de hidrofibra con plata
en bacterias crecidas en biopeliculas'® se ha alcanzado una
mortalidad de 90% después de 24 horas de contacto. Se ha
demostrado que los iones de plata a concentraciones ma-
yores de 50 ppb tienen la capacidad de romper y disgregar
biopeliculas.®® También se han reportado vendajes recu-
biertos de polihexametilen biguanida para el tratamiento
de heridas agudas o crénicas.5!

Para erradicar las biopeliculas e inducir asi la sanacioén,
en 2002 se reporté una nueva estrategia para tratar con
6xido nitrico gaseoso las heridas crénicas,®” y aunque su
mecanismo exacto se desconoce, se ha demostrado, ademas
de la actividad antimicrobiana directa del 6xido nitrico %
que la inhibicién de una de las enzimas responsables de
la sintesis del 6xido nitrico (la sintasa del 6xido nitrico
inducible) disminuye el depdsito de coldgeno y retrasa la
reparacion de heridas.

CONCLUSION

Actualmente, la relacion entre la cronicidad de las heridas
y las biopeliculas puede explicar por qué las heridas no
sanan en los tiempos establecidos, y aunque no todas las
heridas cronicas pueden atribuirse a esta relacion microbia-
na, se propone que su prevencion o disgregacion permitira
favorecer el proceso de curacion.

A la fecha, en los laboratorios de rutina no existen
métodos de diagnéstico disponibles que detecten directa-
mente las biopeliculas en las heridas; por tanto, el uso de
estrategias antibiopeliculas hasta ahora es especulativo.

Los métodos convencionales de cultivo (hisopo, aspi-
racién y biopsia) combinados con las técnicas moleculares
proporcionan una perspectiva mas amplia de especies
bacterianas que residen en las heridas, y aunque deben
considerarse las limitaciones y ventajas particulares que
ofrecen las metodologias utilizadas, también debe tomarse
en cuenta la dificultad que representa el aislamiento y la
identificacion de los microorganismos cuando éstos se
organizan en las heridas como biopelicula.
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EVALUACION

Fase de la regeneracion tisular en la que ocurre la
contraccion de la herida:

remodelacion

exudativa

inflamatoria

proliferativa

coagulatoria

Tipo principal de fibras de colageno presentes en el
tejido de granulacion:

1

11

111

v

\%

En la fase de contraccion de la herida es la célula
responsable:

a)
b)
¢)
d)
e)

a)
b)
c)
d)
e)

a)
b)

epitelial
nerviosa
fibroblasto
miofibroblasto
queratinocito

Compuesto principal del tejido de granulacion que es
sustituido por proteoglucanos sulfatados:

acido hialurénico

fibronectina

glucogeno tipo I

queratina

fibrina

Proceso que asocia el microambiente con las interre-
laciones de células:

homeostasia

reciprocidad dindmica

Dermatologia Rev Mex Volumen 55, Num. 3, mayo-junio, 2011

137



Castrillén Rivera LE y col.

c) microecologia las de quorum sensing y que se compone de polisaca-
d) antagonismo celular ridos, proteinas, acidos nucleicos y lipidos:
e) dinamica celular a) capsula
b) coloide
6. Son criterios de heridas infectadas, excepto: ¢) exudado
a) aumento de la presion de oxigeno transcutaneo d) matriz
b) manifestaciones de inflamacion e) biopolimero
c) dolor
d) drenaje purulento 12. Principal especie bacteriana presente en los tejidos
e) olor fétido profundos de 50% de las heridas cronicas:
a) Streptococcus B-hemolitico
7. Concentracion bacteriana por gramo de tejido que b) Clostridium
determina si una herida esta infectada: c) S. aureus
a) 10,000 d) Pseudomonas
b) 1X10° e) Corinebacterium
c) 5,000
d) 100,000 13. Porcentaje de heridas cronicas contaminadas por bio-
e) 5X10° peliculas:
a) 60%
8. Término que describe la concentracion bacteriana  b) 80%
que retrasa la curacion de la herida sin causar reac- c) 50%
cion inflamatoria: d) 10%
a) infeccion e) 6%
b) contaminacion
c) colonizacioén 14. Porcentaje de heridas agudas contaminadas por bio-
d) infeccion aguda peliculas:
e) colonizacion critica a) 60%
b) 80%
9. Sistema de sefializacion microbiana que distingue el c) 50%
crecimiento como biopelicula: d) 10%
a) transduccion de sefiales e) 6%
b) conjugacion
C) quorum sensing 15. Método de diagnostico idoneo para la determinacion
d) antagonismo microbiano de biopeliculas en heridas:
e) coagregacion a) cultivo microbiano
b) hibridaciéon de acidos nucleicos para detectar mi-
10. Se ha reportado que el promedio por herida es de: croorganismos
a) 10 especies ¢) determinacion de moléculas de quorum sensing
b) dos especies d) perfil bioquimico
¢) cinco especies e) expresion genética de factores de virulencia
d) una especie
e) 12 especies 16. En las heridas la reformacion de biopeliculas ocurre
por los siguientes procesos, excepto:
11. Nombre de la sustancia microbiana polimérica que se a) crecimiento de microorganismos nuevos en la bio-
produce en las biopeliculas por accion de las molécu- pelicula
138
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Interferencia de las biopeliculas en el proceso de curacion de heridas

18.

crecimiento de fragmentos, seguido de debridacion y
de limpieza de la herida

induccioén de la fase de dispersion en la evolucion de
las biopeliculas

diseminacion de las bacterias planctonicas liberadas
por biopeliculas residuales

inhibicion de moléculas de quorum sensing + disgre-
gacion de biopeliculas por tratamiento enzimatico

. La administracion de antibidticos no es el método re-

comendado para la eliminacién de biopeliculas, porque:
las bacterias plancténicas no son sensibles al tratamiento
unicamente las bacterias sésiles (adheridas) son sen-
sibles al tratamiento

el antibidtico se inactiva por moléculas de quorum
sensing

entre las bacterias puede haber resistencia por trasmi-
sion horizontal de genes

no existen antibioticos contra bacterias que forman
biopeliculas

Las siguientes sustancias previenen la formacion de
biopeliculas, excepto:

a)
b)
c)
d)
e)

19.

a)
b)
¢)
d)
e)

20.

a)
b)
c)
d)
e)

lactoferrina

dispersina D

EDTA

xilitol

inhibidoras de quorum sensing

Gas utilizado para erradicar las biopeliculas y para
inducir su curacion.
02

HZ
NO
helio
CO,
Sustancia usada en vendajes recubiertos ttiles contra
diferentes microorganismos, incluidos los resistentes a
la meticilina.

yoduro de cadexdémero

H,0,

PHMB

penicilina

iones de cinc
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