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Resumen

Los agentes infecciosos son una de las principales causas de la mortalidad humana: 14.9
millones de muertes en 2002 comparada con los problemas cardiovasculares (16.9 millones de
muertes) y el cancer (7.1 millones de muertes) segln el informe de la OMS (Organizacién
Mundial de la Salud) del 2004. En determinadas ocasiones, las bacterias forman biofilms, que
son comunidades de bacterias adheridas a superficies abidticas. Después de la adhesiéon, las
bacterias producen substancias poliméricas extracelulares (EPS) que contribuyen al
comportamiento mecanico y funcional de dichas bacterias. Dicho EPS se compone,
mayoritariamente, de polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos, y en cierto modo forma una
matriz protectora que hace que las bacterias sean mucho mas resistentes a condiciones extremas
(privacion de nutrientes, presencia de antibidticos...). Asi, si las bacterias forman biofilm en un
dispositivo médico o un implante, se incrementa la dificultad de combatir la infeccion El
mecanismo que subyace a esta resistencia incrementada no es completamente conocido hasta la
fecha. Las ultimas hipotesis parecen indicar que la heterogenicidad de la matriz dificulta
enormemente la penetracion de antibidticos debido a la interaccion con los exopolisacéridos
[2]. Asi pues, cuando un biofilm coloniza un implante, el Gnico tratamiento efectivo es quitar el
implante, tratar la infeccion fuera del paciente y reimplantar posteriormente [3]. Este
procedimiento es altamente costoso e invasivo para el paciente, por lo que un mejor
conocimiento del comportamiento de estos biofilms es de suma importancia para tratar las
infecciones sin necesidad de realizar cirugia.

El cultivo escogido para el estudio es la bacteria Pseudomonas aeruginosa, pues puede ser en
ciertas condiciones un importante agente infeccioso, y en enfermos de fibrosis quistica puede
causar infecciones graves. Las bacterias se cultivan sobre substrato de oro evaporado sobre
mica, al ser un material que es a la vez de interés en biomedicina y que por el proceso de
fabricacion presenta la planaridad necesaria para realizar estudios de AFM (se descartan
materiales de interés biomédico como el plastico o el vidrio por la dificultad de trabajar con
ellos en el estudio asi como materiales clasicos en AFM como la mica o el grafito por su bajo
interés en implantologia). Se comprueba por el método de tincion y mediante microscopia
oOptica (figura 1) que las bacterias han formado biofilm.

Se utiliza el microscopio de AFM Cervantes de Nanotec Electronica y el software WSxM[4]
para realizar imagenes del biofilm en ambiente de nitr6geno. Se utiliza un cantilever Olympus
Biolever de K=0.7N/m que permite obtener buenas imagenes en modo dindmico (modo
utilizado para tratar de minimizar la interaccion entre la punta y la muestra durante el proceso
de adquisicion de la imagen) a la vez que presenta suficiente resolucion en fuerza como para
realizar los estudios mecénicos. Una vez obtenida la imagen (Figura 2) se realizan diversas
curvas de fuerza para comparar el comportamiento de la membrana de la bacteria y el de la
union entre bacterias (Figura 3).
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Analizando las curvas de fuerza medias resultantes, vemos como el comportamiento mecanico

de la union extracelular es diferente al de la membrana, con lo que se puede concluir que esta
formado por un material de mas bajo mddulo elastico (como es de esperar en un material
formado por polisacéaridos, proteinas y acidos nucleicos en comparacion con la bicapa lipidica
que encontramos en la membrana) y un comportamiento viscoelastico mucho mas acusado. Es
su caracteristica de material compuesto (bacterias+EPS), pues, la que propicia que el

comportamiento de las bacterias formando biofilm sea muy diferente a cuando se encuentran
aisladas.
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Figuras:
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Figura 1: Biofilm visto con el microscopio 6ptico Figura 2: Imagen AFM del biofilm y seleccion del enlace
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Figura 3: Curvas de fuerza (media de 50 experimentos) sobre el enlace y sobre la membrana seleccionados
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