
Relevancia de los biofilms microbianos y 

características genéricas

Pablo Zunino

Departamento de Microbiología, IIBCE



Biofilms bacterianos

Ciclo de un biofilm

La forma de vida predominante de los microorganismos en cualquier

sistema biológico hidratado es una comunidad cooperativa denominada

biofilm (Trautner & Darouiche, 2004).

Comunidades formadas por microorganismos adheridos de manera

irreversible a un sustrato o interfase, embebidos en una matriz de

polímeros extracelulares de producción propia y que exhiben un fenotipo

particular en relación a las tasas de crecimiento y expresión de genes

(Donlan  Costerton, 2002).



1632



“The number of these animalcules in the scurf of a man's teeth

are so many that I believe they exceed the number of men in a

kingdom” (Antonie van Leewenhoek a la London Royal Society,

1684)

Antonie van Leeuwenhoek (1632-1723)



El geógrafo El astrónomo

Johannes Vermeer, baut. 31 de octubre de 1632

Anton van Leeuwenhoek, n. 24 de octubre de 1632   

Christiaan Huygens, n. 1629



Roberto Koch (1843 - 1910) Louis Pasteur (1822 - 1895) Fanny Hesse (1850 - 1934)



Adhesión entre bacterias? Adhesión a superficies 

abióticas? Son factores de virulencia?

Las colonias bacterianas son biofilms? 

A B

C D

Biofilms

D

J. William Costerton

(1934 – 2012)



Artículos científicos sobre biofilms (Pubmed - NCBI)

2020: 7.572 artículos
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 Origen del planeta Tierra: 4600 millones de años

Evidencia fósil de vida microbiana formando biofilms: 3700 millones
de años (rocas, estromatolitos)

Probablemente, microorganismos fosilizados de 4280 millones de
años en rocas sedimentarias ferrujinosas (Dodd et al., 2017, Nature)

Cyanobacteria fósil en ámbar (unos 850 millones de 

años, Museo de Paleontología de California)

Las bacterias constituyen las primeras formas de vida en la Tierra,

teniendo un rol crítico en la generación de condiciones para formas de vida

posteriores, fundamentalmente a través del desarrollo de la fotosíntesis y

generación de oxígeno en la atmósfera (vida humana aprox. 2,5 Ma)



Estromatolitos: formas fósiles de biofilms bacterianos
(datan de hasta 3.700 millones de años)

Bacterias: organismos gregarios

Estudio “tradicional” de los microorganismos 

 células planctónicas, de vida libre 

 medios líquidos puros 

Lester Park, Saratoga Springs, New York (cámbrico)



Fenotipo de las bacterias que forman biofilms, 

diferente a sus contrapartes planctónicos

 Producción de polímeros extracelulares 

Tasas de crecimiento reducidas

 Mayor adaptación al estrés ambiental 

 Resistencia elevada a agentes antimicrobianos       

(ej. antibióticos, desinfectantes)

 Regulación de genes específicos 

Estudios basados en microarrays sugieren que las bacterias en

biofilms tienen al menos un 10% de expresión génica

diferencial con respecto a las formas planctónicas (P.

aeruginosa, E. coli, S. aureus, etc.)



Análisis global de expresión génica en biofilms: 

microarrays

Afzal et al, 2015



Expresión génica de E. coli en biofilms 

(microarrays)

Schembri, Kjærgaard and Klemm; 2003



Expresión génica de S. aureus en biofilms

Beenken et al., 2004



Expresión génica de A. baumaniii en biofilms: 

análisis de transcriptomas

Distribución de secuencias de los 1621 genes identificados “up-regulated”en bacterias         

formando biofilms o en fase estacionaria. Genes involucrados en: A) procesos biológicos, B) 

componentes cleulares, C) funciones moleculares 



Transcriptoma (RNA-Seq) de Burkholderia

pseudomallei (Chin et al., 2015)



Expresión génica en biofilms bacterianos en                 

distintas condiciones

Effects of concentrated maize root

exudates on biofilm formation of SQR9.

a) Effects of maize root exudates on the

biomass of biofilm formed by SQR9. b)

Effects of root exudates on the

appearance of biofilm formed by SQR9: a,

Control, 24 h post-inoculation; b,

Treatment with maize exudates, 24 h post-

inoculation; c, Control, 48 h post-

inoculation; d, Treatment with maize

exudates, 48 h post-inoculation). c)

Effects of root exudates on the three-

dimensional structure of a biofilm formed

by SQR9 visualized by confocal laser

scanning microscopy (CLSM) 24 h post-

inoculation. a, c. Control; b, d. Treatment

with maize root exudates



Diversos genes varían su expresión en biofilms 

bajo diferentes condiciones



Condiciones de desarrollo ejercen fuerte influencia en

formación y estructura tridimensional del biofilm:

composición del medio, tipo de superficie, osmolaridad,

pH, temperatura, disposición de hierro, flujo del medio, etc.

Biofilms de P. aeruginosa bajo distintas condiciones 

ambientales

Banin et al., 2005

Condiciones de restricción de Fe



Mutantes de P. mirabilis en sistemas 

relacionados con captación de Fe y biofilms

Iribarnegaray et al. 2021
Infectividad atenuada en un modelo de UTI 

ascendente en ratón



Klausen et al., 2003

Biofilms bajo distintas condiciones ambientales: 

fuentes de carbono 

Lebeer et al., 2007

P. aeruginosa
Lactobacillus spp.

Hallazgos similares en nuestro laboratorio 
(Fernández et al., 2018)

A- Medio mínimo-glucosa 

B- Medio mínimo-citrato



EPS: Característica distintiva del biofilm

Polisacáridos (rol de cationes bivalentes)

eADN (similar al ADN cromosomal)

Proteínas (PME, 30% en P.aeruginosa, prots. secretadas, lisis)

Lípidos y surfactantes (LPS, P. aeruginosa)

Agua

Unidad estructural básica: microcolonias

Agregados celulares sumergidos en una matriz extracelular

de producción propia (EPS, extracellular polymeric

substances) entre las que discurren canales acuosos



EPS, extracellular polymeric substances

Biofilm polimicrobiano en un 

herida,  James et al., 2008

Biofilm de Candida sp., 

Basak et al., 2014

Papel del QS



Polisacáridos (intracelulares y extracelulares)

Limoli et al, 2014

Otros…

Manosa

Galactosa

Glucosa

N-acetyl-glucosamina,

Ácido galacturónico,

arabinosa, ramnosa, xilosa



Proteínas

 Enzimas

 Rugosity and BF modulator (RbmA , Vibrio spp.)

 Biofilms associated protein (Bap, S. aureus)

 Glucanbinding proteins (Gbps, S. mutans)

 Amiloides (Fap en P. aeruginosa; TasA en B. Subtilis)

 PME

 Fimbrias

 Flagelos

 Vesículas, entre otras…



Flemming and Wingender, 2010



Funciones de la EPS

 Adhesión a superficies

 Soporte estructural

 Prevención de la desecación (fuertemente hidratada)

 Protección frente a agentes externos (compuestos antimicrobianos, 

organismos predadores, células del sistema inmune)

 Generación de “micronichos” (ej. pH; sitios de adhesión)

Yin et al., 2019



Flemming and Wingender, 2010



Biofilms: comunidades heterogéneas

Stewart and Franklin, 2008

Heterogeneidad química de los biofilms: gradientes



Stewart and Franklin, 2008

Heterogeneidad fisiológica de los biofilms



Etapas de formación de los biofilms 
(particularidades de las distintas especies bacterianas)

(i) aproximación y adhesión reversible de las bacterias a la 

superficie (adhesión inespecífica o específica) 

(ii) adhesión irreversible y comienzo de producción de EPS

(iii) formación de microcolonias

(iv) maduración del biofilm con gran aumento de EPS

(v) dispersión celular (pasiva o activa)

Davey y O’Toole, 2000



Obtención de stacks

A - 1 día de incubación

B - 5 días de incubación

Etapas: microscopía laser confocal - Proteus mirabilis



Descriptores matemáticos morfo-topológicos y 

reconstrucción de modelos 2D y 3D

Parámetros relacionados con la formación de biofilms:

 distancias entre bacterias

 complejidad y compactación entre bacterias

 cantidad y volumen de bacterias

 elongación bacteriana: rol de células swarmer

 vecindad bacteriana



Modelo de distancias (parámetro 2D)

4 rangos de distancias:

<3 pixeles (rojo)              

3-12 pixeles (verde)       

12-20 pixeles (azul)      

>20 pixeles (amarillo)

1 2

3 4

5 7

Schlapp. G., Scavone, P.,

Zunino, P., Hartell, S.

Development of 3D

architecture of

uropathogenic Proteus

mirabilis batch culture

biofilms: a quantitative

confocal microscopy

approach.

Journal of Microbiological

Methods 2011. 87:234-240.



Complejidad y compactación (parámetro 2D)

Modelo de lattice hexagonal

Líneas verdes indican la 

conexión entre las seis 

bacterias vecinas más 

cercanas a cada una

• Compactación

• Modelo hexagonal

1 2

3 4

5 7



Etapas en la formación del 

biofilm de P. mirabilis Pr2921

Superposición modelos 3D

Volumen total bacteriano (amarillo)

Volumen de biomasa (rojo)

1 4

7

2

3

1

2

3

1

2

7

4

5

(1) Adhesión reversible de las bacterias a la superficie – día 1

(2) Adhesión irreversible de las bacterias a la superficie y producción de polímeros 

extracelulares - día 2

(3) Desarrollo inicial de la arquitectura del biofilm – día 3 

(4) Formación de microcolonias y maduración del biofilm días 4 y 5

(5) Dispersión de las bacterias – día 7. 



Fenotipos celulares en la fase de dispersión

Barraud et al., 2015

DspB protein is responsible for the surface detachment of

Actinobacillus pleuropneumoniae biofilms (dispersina B)



 Interacciones no específicas (iniciales)

- Hidrofobicidad

- Fuerzas electrostáticas

- Tensión superficial (Darouiche, 2001)

 Factores bacterianos específicos (interacciones más 

estables)

- Adhesinas fimbriales (fimbria tipo I de E. coli, fimbrias tipo IV de 
P. aeruginosa, etc.) 

- Proteínas MSCRAMMs (microbial surface components 

recognizing adhesive matrix molecules; S. aureus): pueden unirse 

a moléculas como el colágeno (a través de Cna), fibronectina (a 

través de FnbAB), fibrinógeno (ClfAB y Fib), etc.

Factores bacterianos implicados en la etapa        

de adhesión
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Fimbrias de P. mirabilis

Fimbrias de P. mirabilis 2921                      

(Dep. de Microbiología -IIBCE)



• 17 operones fimbriales y 13 posibles genes fimbriales “huérfanos” (no 

incluidos en operones)

• genes relacionados con fimbrias tipo IV

• adhesinas no fimbriales (ej. genes similares a ail de Y. enterocolitica –

adhesión e invasión).

• Los genes vinculados a flagelos y movilidad se ubican en un locus de 53,3 kb

• Presenta un sistema de secreción tipo III y al menos 8 loci vinculados a 

sistemas de captación de hierro



- Polysaccharide intercellular adhesin (PIA) (icaADBC operon) 

polímeros de N-acetilglucosamina. Variación ON/OFF                 

(S. epidermidis y S. aureus)

- Biofilm-associated protein (Bap) (Gram +)

- Adhesinas no fimbriales (PME autotransportadora Ag43 de E. 

coli, Danese et al., 2000) Variación ON/OFF

- Flagelos

- LPS

- Polisacáridos capsulares (ej. S. epidermidis y S. aureus)

- Factores del huésped (fibrinógeno, colágeno, etc.)
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Flagelos de la cepa clínica de P. mirabilis

Pr2921 (Zunino et al., 1994).

Flagelos de P. mirabillis



Mutante aflagelada y BF



Mecanismos de regulación

No existe un mecanismo único responsable de la regulación: 
especificidades

Quorum sensing
Principal mecanismo de regulación (no el único!)

Autoinductores (Bacterias Gram – y Gram +)

Modulación adhesión/dispersión:

La mayoría de las especies aumentan los comportamientos asociados a la
formación de biofilms a altas concentraciones celulares.

Mutantes afectadas en el QS forman biofilms débiles – función en la 
produción de ADN extracelular
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Comunicación entre microorganismos: QS en 

bacterias Gram positivas y Gram negativas

Mecanismos generales de QS 

Vibrio fischeri
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Procesos controlados por Quorum Sensing:

 Bioluminsencia

 Esporulación

 Competencia

 Producción de antibióticos

 Secreción de factores de vrulencia

 Formación de biofilms



Ejemplos de sistemas de Quorum Sensing y su 
influencia sobre comportamientos sociales 

bacterianos (Yung & Xialin, 2012)

Microrganism
Major Signal 

Molecules
Regulatory System

Group-Derived 

Benefits
References

Bacillus subtlis ComX

CSF (PhrC)

PhrA,-E, -F, -K, -H

ComP/ComA

Rap proteins

Competence, 

sporulation, biofilm 

formation, antibiotic 

production,

[7–10,32]

Myxococcus xanthus A-signal

C-signal

SasSRN Fruiting body formation 

or sporulation

[7–10]

Pseudomonas 

aeruginosa

3O-C12-HSL

C4-HSL

LasI/LasR

RhlI/RhlR

OscR (orphan)

Structured biofilm 

formation, virulence 

factors

[7–10, 28–30]

Staphylococcus 

aureus

AIP-I, AIP-II, AIP-II, 

AIP-IV

AgrC/AgrA Biofilm formation, 

virulence factors

[7–9,31]

Streptococcus 

mutans

CSP (ComC)

XIP (ComS)

ComD/ComE

ComR

Bacteriocins, biofilm 

formation, competence

[33–36]

Streptococcus 

pneumoniae

CSPs ComD/ComE Competence, fratricide, 

biofilm formation, 

virulence

[8,32]

Vibrio harveyi HAI-1, CAI-1

AI-2

LuxLM/LuxN

LuxP/LuxQ

Bioluminescence 

emission, symbiosis

[7–9,11,26]

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b7-sensors-12-02519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b10-sensors-12-02519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b32-sensors-12-02519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b7-sensors-12-02519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b10-sensors-12-02519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b7-sensors-12-02519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b10-sensors-12-02519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b28-sensors-12-02519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b30-sensors-12-02519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b7-sensors-12-02519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b9-sensors-12-02519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b31-sensors-12-02519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b33-sensors-12-02519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b36-sensors-12-02519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b8-sensors-12-02519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b32-sensors-12-02519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b7-sensors-12-02519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b9-sensors-12-02519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b11-sensors-12-02519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3376616/#b26-sensors-12-02519


Segundo mensajero: di-GMP (dimeric guanosine 
monophosphate) cíclico

 Presente en una gran cantidad de especies bacterianas

 Sus niveles intracelulares determinan numerosos comportamientos

bacterianos

 Sus niveles intracelulares se regulan por el balance de diguanilato

ciclasas (dominio GGDEF) y fosfodiesterasas (dominio EAL o dominio

HD-GYP).

Caulobacter crecentus, 1995



Regulación por c-di-GMP

- Comunicación intercelular        - Motilidad

- Síntesis fimbrial                          - Virulencia

- Producción de EPS (matriz!) - Resistencia a metales 

- Biofilms pesados

Responde a múltiples señales. Descubierto por su papel en la 

síntesis de celulosa microbiana en Gluconacetobacter xylinus



Regulación por c-di-GMP

Sondermann et al., 2013

Pequeños RNA (sRNA)

La función de sRNAs (25 a 500 nucleótidos, no codificantes) en la regulación

de la formación de biofilms se produce a través de dos mecanismos generales,

(i) sRNAs actuando por hibridación con otros ARN y (ii) la unión a proteínas.



Ejemplos de bacterias de relevancia clínica que 

emplean el segundo mensajero c-di-GMP



Biofilms y patogenicidad bacteriana 

Los porcentaje de infecciones bacterianas que involucran biofilms

se estiman entre un 65% (CDC) y un 80% (NIH)

Factores en la formación del biofilm

Factores de virulencia

Estrategias de prevención y eliminación



Enfermedades relacionadas con biofilms

Rabin et al. 2021

Placa dental

Biofilms polimicrobianos 

Más de 700 especies de bacterias y arqueas reportadas



 Fibrosis quística

80% de los casos asociados a infecciones por P. aeruginosa

 Heridas

 ITU



Biofilms en implantes 

 Representan 60 % de infecciones nosocomiales

 Causan infecciones y pueden interferir con la función del 

implante; remoción y recambio, serias consecuencias médicas y 

pérdidas económicas

Catéter vascular (MEB)

Lente de contacto (MEB)



Magnitud del problema de los biofilms asociados a 
implantes médicos

Darouiche, 2001



Durante la pandemia de COVID-19 se observó un aumento

dramático de infecciones relacionadas a catéteres

intravenosos.

Es necesario desarrollar estrategias preventivas en base a

aproximaciones clásicas y modernas

El aumento en ITU asociadas a cateterizacón no fue significativo

Pérez-Granda et al. 2021; Fakih et al. 2021; Ellison et al. 2021



Infecciones urinarias asociadas a catéteres 
(ITU-C)

 Vinculadas a la formación de biofilms en la superficie de los 

catéteres 

 Infecciones nosocomiales más comunes

 Costos (USA): U$S 450 millones/año

Incidencia:

Pacientes cateterizados hasta 7 días

→   10 al 50 % desarrollan ITU-C

Pacientes cateterizados por más de 28 días

→   100 % desarrollan ITU-C



ITU-C   Biofilms de P. mirabilis sobre 
secciones de catéteres (SEM)

Departamento de Microbiología, IIBCE; en colaboración con el Servicio       
de Microscopía de la Fac. de Ciencias

Secciones de catéteres

Biofilms de P. mirabilis 



Migración de P. mirabilis sobre secciones 
(“puentes”) de catéteres urinarios 

silicona látex

Strain Latex (%, P) Silicone (%, P) Swimming (cm
2
) (P)* Swarming (cm

2
) (P)* 

Pr2921 15/15 (100%) 15/15 (100%) 49.23±7.79 50.27±0.10  

MSD2 11/15 (73%, 0.03) 8/15 (53%, 0.0025) 30.27±16.09 (0.28) 31.37±19.29 (0.14) 

P2 5/15 (33%, 0.0001) 9/15 (60%, 0.0062) 42.73±12.83 (0.34) 43.01±12.70 (0.46) 

UM1 11/15 (73%, 0.03) 9/15 (60%, 0.0062) 37.99±18.42 (0.18) 28.27±0.10 (0.06) 

A4 2/15 (13%, <0.0001) 10/15 (66%, 0.014) 39.81±14.55 (0.31) 34.21±12.70 (0.17) 

 

swarmingswimming

Scavone et al., 2016Mutante aflagelada: 0/15



Biofilms cristalinos  
de P. mirabilis
en la luz de 

catéteres urinarios

Stickler y Morgan, 2008

AS - silicona

SCL - látex cubierto de silicona

HCL - látex cubierto de hidrogel

HSCL - látex cubierto de 

hidrogel/oro

NF - silicona nitrofurazona

AST - silicona/triclosan

HCLT - látex cubierto de 

hidrogel/triclosan



Potenciales factores de virulencia 

de E. coli y P. mirabilis

Nielubowicz y Mobley, 2010



Mutantes de P. mirabilis (transposición) con 
capacidad alterada para formar biofilms

Función Cepa mutante Gen mutado

Adhesión (proteínas 
fimbriales)

41
94
106

Fimbrial protein SteB
Fimbrial protein 
Major fimbrial subunit

Sistemas de hierro 50
72
110

Ferritin
Peptide synthetase
Ton-B-dependent receptor

Transportadores 40
74
104

MFS family transporter
Two partner secretion system (SSTV)
PitA

Sistemas de 
reparación

52
91

Chemical-damaging agent resistance
UvrABC system protein B

Metabolismo 45
55
113

Sensor protein KdpD
GntR
Nitrite reductase nirD

Otros 60 outer membrane porin protein C

Genes de distintas familias y funciones  afectan la formación de biofilms



Valores significativamente diferentes con respecto a la cepa salvaje(Mann-Whitney, P<0.05)

Capacidad de formación de biofilms en superficies 

abióticas: influencia de fimbrias y flagelos de P. mirabilis: 

“ensayo del cristal violeta”

Box & Whisker Plot
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Total de bacterias y volumen de matriz en biofilms de P. mirabilis en caldo LB y en orina

artificial (AU).

Pr2921 (WT) y mutantes fimbriales UCA, PMF, ATF y MR/P (UM1, P2, A4 y MSD2,

respectivamente) en caldo LB (a y b) y en AU (c y d).

* Indica diferencias significativas en comparación con todas las otras cepas. ¯T indica

diferencias significativas en comparación con las otras cepas pero no entre ellas
.



UPEC, biofilms y comunidades intracelulares

González et al., 2017

No hay relación entre cepas formadoras de biofilms y CBI

Se relacionaron genes de las fimbrias P y la formación de biofilms

Cepas susceptibles a ampicilina no disminuyen la biomasa del biofilm ante el

tratamiento con el antibiótico

Anderson et al., 2003, Robino et al, 2013; Robino et al, 2014 



Biofilms estáticos

Métodos básicos de estudio de los biofilms



Biofilms en sistemas de flujo


