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Resumen

En las Gltimas tres décadas, el estudio de las biopeliculas bacterianas ha
tomado gran relevancia gracias a su identificacion como uno de los fac-
tores mds importantes en el desarrollo de infecciones crénicas. Una de
las patologias de mayor interés en el area de la salud, y de la cual se ha
logrado profundizar en mayor medida, corresponde a las heridas crénicas,
en donde se estima que las biopeliculas bacterianas estan presentes en el
60%, comparadas con las heridas agudas en donde se presentan solo en

el 20%.
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Yeisson David Reyes M informacién relevante sobre el concepto de las biopeliculas bacterianas,
@ orcid.org/0000-0002-4778-2877 su implicacién en el desarrollo de heridas crénicas, el diagnéstico y los
posibles tratamientos.

Maria Paula Garcia A
@ orcid.org/0000-0001-7580-5899

Monica Gabriela Huertas

@ orcid.org/0000-0001-6568-4595 L
Facultad de Medicina, Universidad El Bosque, i Palabras clave: biopeliculas; infeccion de heridas; farmacorresistencia
Bogotd D.C., Colombia. i microbiana; fisiopatologia; diagnostico clinico; terapéutica. H
Correspondencia: huertasmonica@unbosque.edu.co ettt ettt bbbt e a A a et b At ae e b s a bbbt sans s ;

ene. - jun. 2019 | Volumen 9 | Numero 1 | Pags. 47-61 | 47




Biopeliculas bacterianas en heridas cronicas
Becerra CC, Garcia MP, Reyes YD, Huertas MG

Abstract

In the last decades, the study of bacterial biofilms has become
relevant due to its significance in the development of chronic
infections. Chronic wounds constitute a disease that holds
great interest for health care. It is estimated that bacterial bio-
films are present in 60% of chronic wounds as opposed to acu-
te wounds in which the presence of bacterial biofilms is 20%.
Chronic wounds account for 1% to 2% of all injuries worldwide
but socioeconomic and emotional burden plays a major role in
healing costs; traditional treatments and severe complications
such limb amputations. The aim of the present review article
is to provide relevant information on the concept of bacterial
biofilms, its implication in the development of chronic wounds,
its diagnosis and prospective treatments.

Kewords: Biofilms, Wound Infection, Indicators, Microbial
Drug Resistance, Physiopathology, Clinical Diagnosis,
Therapeutics

Introduccion

Las biopeliculas bacterianas se definen como confor-
maciones tridimensionales de bacterias adheridas a
una superficie y envueltas sobre una matriz de exopo-
lisacarido y otros compuestos que, al ser producidos
por ellas mismas, les brinda atributos especificos para
adaptarse a un medio, ademdas de conferirles propieda-
des de resistencia antimicrobiana no convencional (1).

La relevancia médica de las biopeliculas bacterianas
inicia a principios de los afios 70 gracias al microbidlo-
go danés Niels Hoiby, quien mediante trabajos de ob-
servacion bajo microscopio de muestras de esputo en
pacientes con fibrosis quistica describio la presencia de
colonias agregadas de Pseudomonas aeruginosa. Con
este hallazgo se abrié una nueva incégnita sobre el pa-
pel que representaba esa clase de conjunto bacteriano
en las muestras obtenidas (2); sin embargo, no fue hasta
1985 que se adopté el término de “biopeliculas”, esto
gracias al médico y microbiélogo clinico Bill Costerton,
quien desarrollé el concepto que plantea que los mi-
croorganismos se encuentran predominantemente ad-
heridos a superficies y no “flotando libremente” como
unidades auténomas, lo que se conoce como el estado
plancténico de los microorganismos (3).
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Resumo

Resumo. Ao longo das Ultimas trés décadas, o estudo das bio-
peliculas bacterianas tem tido grande relevancia pela identifi-
cacao de um dos fatores mais importantes no desenvolvimento
de infegoes crénicas. Uma das patologias de maior interesse na
area da satde, sdo as feridas cronicas, as biopeliculas bacteria-
nas estdo presentes em aproximadamente 60% (enquanto nas
feridas agudas sé se apresentam em aproximadamente 20%
dos casos). Embora mundialmente as feridas cronicas repre-
sentam entre 1 e 2% do total das feridas, a carga emocional e
econdmica que elas implicam, tem grande repercussdo, che-
gando nos piores casos a amputagdo. O objetivo do presente
artigo é proporcionar informacao clara a respeito deste tema.

Palavras chave: biopeliculas, infecao de feridas,
indicadores, farmacoresisténcia, fisiopatologia, diagnostico
clinico, terapéutica.

A partir de la profundizacién en el tema durante las dl-
timas tres décadas, se ha logrado comprender la impor-
tancia que tienen las biopeliculas bacterianas como uno
de los factores relacionados de forma directa con el desa-
rrollo de infecciones, y mas puntualmente en infecciones
cronicas, donde los mecanismos de resistencia bacteria-
na no convencionales y el dafo permanente en tejido
generan una prolongacién en la erradicacién bacteriana
y el curso normal de la sanacién del tejido afectado (4).

En el caso de las heridas crénicas, la presencia de bio-
peliculas bacterianas se ha propuesto como el factor
mas importante en su desarrollo y cronificacién (5);
se estima que estas estdn presentes en el 60% de los
casos de este tipo de heridas, mientras que solo en el
20% de las heridas agudas (6).

Las heridas crénicas representan un problema crecien-
te de salud a nivel mundial y se relacionan de forma
directa con un incremento de enfermedades crénicas
como diabetes, obesidad y patologias cardiovascula-
res. Estas ultimas, junto con la edad y estados de inmu-
nosupresion, se han visto asociadas con el desarrollo
de Ulceras cronicas (7,8), en especial las Ulceras de pie
diabético y sus factores de riesgo (9) (figura 1).
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Figura 1. Factores del huésped en el desarrollo de Ulceras de pie diabético
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Fuente. Elaboracion con base en Kalan & Brennan (9).

Los costos en sistemas de salud se ven afectados de-
bido a la carga econémica que representa el manejo
a largo plazo de un paciente con una herida crénica,
los cuales van desde el costo de curaciones diarias y
manejo frecuente con medicamentos indicados, hasta
procesos quirtrgicos por complicaciones como la am-
putaciéon de extremidades (10). En Estados Unidos se
reportan mas de 5,7 millones de pacientes con heridas
cronicas, de los cuales el tratamiento anual excede los
20 millones de délares (11). La carga socioeconémica
que implica este tipo de patologias es alta; se estima
que las heridas crénicas tiene una prevalencia aproxi-
mada del 1-2% en la poblacién de paises desarrollados
(12). En Latinoamérica adn no se tienen estadisticas so-
bre la prevalencia de pacientes con este tipo de pato-
logias (13,14); sin embargo, en Colombia se ha repor-
tado que enfermedades crénicas como la diabetes y
la obesidad tienen una prevalencia de 8,5% y 22%,
respectivamente (15,16), que junto a las enfermedades
cardiovasculares son la principal causa de morbimor-
talidad en el pais (17). Por tanto, se puede inferir que la
prevalencia de Ulceras crénicas podria ser mayor que
la reportada en paises desarrollados.

Debe resaltarse que las heridas crénicas tienen una re-
percusién muy alta en la calidad de vida de las perso-
nas, pues afectan de forma negativa su funcionalidad,
autoimagen y perspectiva social. Son muchas las cau-
sas que explican este tipo de desenlaces, pero destaca
su dificil diagnostico, tratamiento y pronéstico, lo que
lleva a complicaciones tan graves como la ablacién de
extremidades, que afecta todo el ambito biopsicoso-
cial en este tipo pacientes (18).

El objetivo de este articulo de revision es brindar in-
formacién de manera precisa sobre el concepto de
una biopelicula bacteriana y su importancia clini-
ca en el desarrollo de heridas crénicas; se pretende
abordar el tema desde una perspectiva histérica en
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conocimientos bdsicos sobre biopeliculas bacterianas
y su implicacién en el desarrollo de heridas crénicas,
en su diagndstico y en los posibles tratamientos.

Recuento historico del descubrimiento
de las biopeliculas bacterianas

A pesar de que la existencia de los microorganismos se
conoce desde el siglo XVII —gracias al descubrimiento
de Leeuwenhoek, inventor de la microscopia y quien
hallé “animalcules” en su propia placa dental (19,20)—,
el estudio de las biopeliculas bacterianas es un campo
relativamente nuevo, en especial en la medicina. Desde
entonces y hasta principios del siglo XX se referia a las
bacterias como microorganismos aislados o en estado
plancténico, o como agregados de bacterias adheridos
a superficies sumergidas en agua (2). Aun asi, y como ya
se menciond antes, no fue hasta 1978 cuando Costerton
y colaboradores introdujeron el término de biopelicula
bacteriana, describiéndolo como agregados bacterianos
envueltos en su propia matriz que se adhieren a superfi-
cies vivas y no vivas de la naturaleza (2,20).

Los primeros avances sobre el entendimiento de su es-
tructuracién y funcién surgieron mediante el estudio
de las biopeliculas en sistemas de aguas industriales,
describiendo conceptos clave como la matriz extra-
celular polimérica, su heterogeneidad microbiolégica
y la comunicacién célula-célula (21). En los dltimos
anos, su aplicaciéon en el dmbito médico ha tomado
relevancia gracias a la investigacién de biopeliculas
sobre placas dentales y, mds recientemente, sobre su
papel en el desarrollo de infecciones crénicas, don-
de patologias como la fibrosis quistica han sido gran
objeto de estudio en consecuencia a la presencia de
biopeliculas de P. aeruginosa, encontradas tanto en es-
puto de pacientes como en biopsias de pulmén (2,22).

Gracias al advenimiento de la biologia molecular y los
avances tecnolégicos biomédicos —incluyendo la mi-
croscopia electrénica, de fluorescencia y confocal—,
se ha expandido la investigacion y la comprension
sobre las biopeliculas con el fin de encontrar nuevos
tratamientos para combatir las heridas crénicas (4,21)

¢Qué¢ es una biopelicula?

El proceso evolutivo bacteriano de adaptacién, que
en si es uno de los mas sorprendentes de la natura-
leza por la complejidad de procesos que conlleva, se
puede evidenciar con el andlisis de la estructura de
una biopelicula bacteriana (23,24). En especifico, se
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definen como agregados multibacterianos envueltos
en una matriz propia de exopolisacarido, DNA y com-
ponentes proteicos que brindan propiedades particula-
res a las bacterias, tales como la capacidad de adhe-
sion a una superficie, ademds de caracteristicas fisicas
y fisiol6gicas distintas a las de bacterias en su estado
plancténico o estado individual bacteriano (25,26). De
esta manera, se generan mecanismos de resistencias
adicionales y no convencionales a los antibioticos y se
activa una respuesta inmunitaria alterada en donde las
bacterias o microorganismos en estado de biopelicula
pueden mantenerse viables en ese nicho (microam-
biente) por tiempo prolongado, generando asi inflama-
cion y dafo tisular crénico (27-30).

Formacion de una biopelicula bacteriana

La formacion de la biopelicula se desarrolla en cinco
pasos descritos por primera vez en el ano 2002 por el
microbidlogo estadounidense Paul Stoodley y colabo-
radores; sin embargo, se han incluido mas especifica-
ciones de acuerdo con los avances en biologia mole-
cular, aunque en esencia contindan siendo los mismos
(31,32) (figura 2).

Figura 2. Pasos en la formacion de una biopelicula bacteriana
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Fuente. Elaboracion con base en Hoiby et al, (23).

El primer paso es la adhesion reversible de la bacte-
ria —que se encuentra en estado plancténico— a una
superficie con caracteristicas que favorecen esta adhe-
sion, las cuales incluyen rugosidad, composicién de la
superficie o presencia de nutrientes en medio sélido/
liquido (como lo es el tejido animal o vegetal); esto se
da mediante el uso de estructuras especializadas de la
bacteria como flagelos, pilis o receptores especificos,
formandose de esta manera una monocapa bacteriana.
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En el segundo paso ocurre la produccion de exopolisa-
carido por las bacterias, el cual, ademas de fortalecer la
unién entre las mismas, convierte de forma irreversible
la adhesion a la superficie (32). Es importante aclarar que
las bacterias pueden producir incluso dos o més polisa-
caridos diferentes en una estructura de biopelicula.

En el tercer paso las bacterias empiezan a proliferar
conformandose en microcolonias aisladas, las cuales
empiezan a expresar el fenotipo de biopelicula o bio-
pelicula madura por la presencia de colonias rodeadas
de canales de agua que permiten el suministro de nu-
trientes y paso de moléculas de sefializacion (24).

En el cuarto paso ocurre un crecimiento y proliferacion
de la biopelicula; sin embargo, es de resaltar que el
crecimiento al interior de la estructura no es uniforme.
Al mismo tiempo que las bacterias se van distribuyen-
do en los tres planos, se van desarrollando canales
que permiten la entrada e incorporacién de oxigeno y
nutrientes para la suplencia energética de las mismas,
haciendo de la biopelicula un sistema complejo desde
el punto vista metabdlico en consecuencia al gradiente
de oxigeno que incorpora para la supervivencia de la
comunidad bacteriana.

Por dltimo, en el quinto paso ocurre una dispersion de
las células de forma individual, mediado en su mayo-
ria por la disminucién de nutrientes y por la presencia
de D-aminodacidos los cuales en estudios in vitro han
demostrado ser potenciales inhibidores de la forma-
cion de biopeliculas en Bacillus subtilis, Staphylococ-
cus aureus y P. aeruginosa (33). Una vez se inicia la
dispersion de la biopelicula bacteriana, las unidades
independientes de bacterias pueden movilizarse has-
ta encontrar otra superficie donde colonizar y generar
una nueva biopelicula bacteriana (19,32).

Presencia de biopeliculas bacterianas
en heridas cronicas

El término de herida crénica ha sido usado en el dm-
bito médico, pero hasta el momento no existe una de-
finicion concreta y universal (31). De la manera mas
comln, se conoce como un tipo de Ulcera que poster-
ga su resolucién por un tiempo >3 meses o una herida
que ha precedido a través del proceso de reparacion
sin un resultado anatémico o funcional esperado (11).

Basandose en su etiologia, la Sociedad de Reparacion y
Heridas clasifica las heridas crénicas en cuatro categorias:
Glceras de pie diabético, Ulceras de presion, tlceras veno-
sas y Ulceras de insuficiencia arterial. Sin embargo, podria
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incluirse otro tipo: las heridas con presencia de infecciones
en el sitio quirdrgico o causadas por crecimiento de teji-
do maligno (11,12). En este sentido, se considera que una
herida cronica es el resultado del fallo en el proceso de
sanacién normal del tejido durante un tiempo prolongado
o tiempo en el cual deberia sanar normalmente (11).

Una de las teorias mds aceptadas que explica por qué
las tlceras generan un estado de cronicidad se asocia de
forma directa con la presencia de biopeliculas, no solo
de contenido bacteriano sino también a conformaciones
multiespecies (hongos, bacterias y virus) como resultado
de interacciones en comunidad que les trae beneficios
de supervivencia (34,35). La consecuente alteracién en
la sanacion debido al fallo de la erradicacion de los mi-
croorganismos se ha visto asociado con presencia de
patégenos oportunistas con posterior reminiscencia de
la infeccion (7). EI metaandlisis de Malone et al. (36) so-
bre estudios in vivo arroj6 que al menos el 78% de las
heridas crénicas contienen una biopelicula bacteriana.
Asimismo, cabe resaltar que factores como la falta de
vascularizacién y presencia de un componente bacte-
riano estan implicados en la sanacién normal de las he-
ridas, explicando que la etiologia es multifactorial (37).

El término de infeccion clinica es caracterizado por la
presencia de signos clasicos de eritema, edema, calor,
tumefaccion y dolor (38); no obstante, cabe resaltar que
el desarrollo de una infeccion se produce de manera se-
cuencial mediante etapas de contaminacién local, colo-
nizacion, infeccién local temprana y tardia, diseminacion
de la infeccion e infeccién sistémica y sepsis, siendo esta
Gltima la complicacién mas grave (9) (figura 3).

Figura 3. Curso de una infeccion y puntos 6ptimos de intervencion
antimicrobiana

Aumento de la carga
biolégica microbiana

i

rl
. Sy P " ®
4% ] &
” Qe C_J
I
Contaminacion Colonizacion Infeccion local Extension de Infeccion
la infeccion sistémica
Sin indicacién Biopelicula

de antimicrobianos Intervencion Antimicrobiana

Fuente. Elaboracion con base en Kalan & Brennan (9).

En las dos primeras etapas el sistema inmunolégico es
capaz de contrarrestar de manera efectiva la presencia
de bacterias en una herida; no obstante, el desarrollo
de signos y sintomas no ocurre hasta que la infeccion
se instaura de forma local, siendo este el punto critico
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en el desarrollo y la maduracién de biopeliculas bac-
terianas; en consecuencia, esta corresponde a la etapa
Optima para una intervencion antimicrobiana, evitan-
do la progresion de la infeccién (9,39).

Conformacion estructural
y microbioldgica de biopeliculas

en heridas cronicas

En el inicio del estudio morfolégico de las biopeliculas
bacterianas se tenfa como concepto general que eran es-
tructuras amorfas, sin una configuracion especifica y que
solo dependian del medio externo o de factores genéti-
cos para desarrollar su estructura (40,41). Hoy en dia, por
medio de estudios in vitro (en su mayoria con cepas de P.
aeruginosa), se ha logrado explicar uno de los conceptos
fundamentales sobre la conformacién general de las bio-
peliculas bacterianas. Este se basa en la organizacién bac-
teriana de forma gradual y en estructura de anillos, sobre
diferentes planos y nivel de profundidad, dependiendo del
gradiente de oxigeno, la actividad metabdlica y la activi-
dad redox, en donde las bacterias ubicadas en las zonas
mas profundas pueden sobrevivir mediante un metabolis-
mo anabdlico reducido; estas se denominan bacterias en
estado cripto estdtico (criptobidtico) o “dormido”, mientras
que las bacterias ubicadas en las zonas periféricas repre-
sentan un metabolismo aerobico de mayor capacidad.

El andlisis de la estructura de las biopeliculas y su confor-
macion microbioldgica en heridas crénicas ha sido una
cuestion resultante de estudios sobre andlisis de ecologia
bacteriana mediante toma de muestras de heridas cré-
nicas en pacientes y su andlisis mediante muestras de
patologia e hibridacién fluorescente in situ (FISH) (43).

Las heridas crénicas se caracterizan por tener un cambio
constante respecto a las especies bacterianas aisladas
mediante técnicas de laboratorio, donde el factor am-
biental, el uso de agentes antimicrobianos vy las caracte-
risticas propias del huésped para la erradicaciéon de in-
fecciones son los mayores determinantes de la ecologia
bacteriana (44). Mediante estudios de cultivo de mues-
tras aisladas se ha logrado realizar un andlisis del perfil
microbioldgico encontrado sobre Ulceras venosas créni-
cas. Las especies de bacterias mds halladas en las dlce-
ras son S. aureus (93,5%), Enterococcus faecalis (71,7%),
P. aeruginosa (52,2%), Staphylococcus coagulasa negati-
VO (45,7%), Proteus spp. (41,3%) y bacterias anaerobias
(39,1%) (45); sin embargo, nuevas técnicas de analisis
molecular han generado una descripcién mds precisa
de las especies bacterianas encontradas con mayor fre-
cuencia en heridas crénicas segun su tipo (41) (tabla 1).
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Tabla 1. Microbiota de biopeliculas bacterianas en heridas cronicas

Tipo

de herida Especies identificadas

Pseudomonas ssp, Rhodococcus erythropolis,
Actinobacterium, Staphyloccocus ssp, Hae-
mophilus spp, Prevotella spp, Clostridium spp,
Streptococcus spp, Bacteroides spp, Porphyro-
monas someroe.

Cronica mixta

Corynebacterium, Bacteroides, Peptoniphilus,
Finegoldia, Anaerococcus, Streptococcus, Se-
rratia, Staphylococcus, Prevotella, Porphyromo-
nas, Actinomyces, Pseudomonas, Clostridium,
Helococcus, Brevibacterium, Varibaculum,
Aerococcus, Fusobacterium, Arthrobacter, Baci-
Ilus, Peptoniphilus, Rhdopseudomonas, Entero-
coccus, Veillonella, Haemophilus, Acinetobacter,
Morganella, Proteus, Dialister, Stenotrophomo-
nas, Peptococcus niger, Klebsiella, Gordonia,
Delftia, Gemella, Corynebacterium, Salmonella,
Fusobacterium, Varibacterium cambriense,
Enterobacter, Eikonella, Anaerococcus, Hyge-
nophaga, Alcaligenes faecalis, Escherichia coli,
Sphingomonas, Acidovorax, Eubacterias, Bac-
teroirdes, Selenomonadaceae, Bevibacterium,
Riemerella, Bradyrhizobium, Pantoea, Abiotro-
pica, Citrobacter, Pseudoalteromonas, Granuli-
catella y bacterias desconocidas.

Ulceras
de pie
diabético

Peptoniphilus, Serratia, Petococcus niger,
Streptococcus, Finegoldia, Dialister, Pecto-
bacterium, Enterobacter, Proteus, Veillionella,
Clostridium, Corynebacterium striatum, Delftia,
Enterococcus, Staphylococcus, Hydrogeno-
phoga, Eggerthella, Prevotella, Varibaculum,
Actinomyces europeus, Ferrimonas, Bacillus,
Fusobacterium, Alcaligenes faecalis,Riemerella,
stenotrophomonas, Shewanella, Eubacterium,
Anerococcus, Klebsiella, Porphyromonas y
bacterias desconocidas.

Ulceras
por presion

Staphylococcus aureus, Psudomonas aerugino-
sa, Corynebacterium striatum, Proteus vulgaris,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Klebsie-
Ila oxytoca, Fusobacterium necrophorum, Par-
vimonas micra, Petoniphilus asaccharolytica,
Porphyryromnasas asaccharpriyticus.

Heridas
malignas

Enterobacter, Serratia, Stenotrophomonas,
Proteus, Salmonella, Clostridium, Alcalige-
nes faecalis, Pseudomonas, Staphylococcus,
Brevudimonas, Streptococcus, Acinetobacter,
Enterococcus, Pantoea, Corynebacterium
striatum, Peptoniphilus, Escherichia coli, Ba-
cillus, Paennibacillus, Eubacterium, Klebsiella,
Xanthomonas, Ferrimonas, Finegoldia, Den-
drosporobacter quericicalus, Shewanella al-
gae, Helococcus, Achromobacter xylosoxidans,
Shigella y bacterias desconocidas

Ulceras
venosas
en la pierna

Fuente. Elaboracion con base en Cooper et al. (41).

Estudios observacionales sobre la influencia bacteriana
en la cronicidad de heridas han demostrado el papel de
la P. aeruginosa como una de las principales causas en
el atraso del proceso de sanacién; también se demostré
que la presencia de su colonizacién bacteriana en dlce-
ras venosas crénicas se ve relacionada con el aumento
en el tamafo de la superficie en la tlcera (43,46).

Alteracion en la reparacion de las heridas

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo y se encuen-
tra expuesto al ambiente y todos sus estresores, inclu-
yendo todo tipo de lesiones; es por esto que posee la ca-
pacidad de autorrepararse ante una lesion, funcionando
como una barrera frente al medio ambiente (47). La piel
cuenta con diferentes procesos para realizar su repara-
cién, entre los que se encuentran la inflamacién, la for-
macion del coagulo, la proliferacion celular y el remode-
lamiento de la matriz extracelular, los cuales en conjunto
finalizan en la formacién de una cicatriz (7,10,48). Cada
uno de estos procesos lleva consigo el reclutamiento de
células y activacion de mediadores proinflamatorios que
activan cascadas de sefializacion que facilitan el proceso
de reparacion y cicatrizacion (8).

Refiriéndonos a las heridas crénicas, en estas los pro-
cesos normales de reparacién se ven alterados por
diferentes factores, tanto externos como internos, que
prolongan el tiempo normal de cada uno, caracteri-
zado por un estado inflamatorio prolongado (49). Este
estado proinflamatorio persistente predispone a una
mayor contaminacion, colonizacién bacteriana y pos-
terior infeccién de la herida, impidiendo asf la cicatri-
zacién y generando un circulo vicioso donde la herida
no es capaz de cerrarse y permanece con elevados
recuentos bacterianos (49,50).

Se han establecido pardmetros para describir un esta-
do de colonizacién critica o una infeccién ya instaura-
da a nivel tisular tomando como punto de corte 10/
UFC por gramo de tejido; esta es la principal causa de
prolongacién en el tiempo de inflamacién y curacién
de una herida (7,8,10). Otros factores como la hipoxia
e isquemia son responsables de respuesta inmune al-
terada en pacientes con diabetes, consumo de alcohol
o cigarrillo, estados de depresion o ansiedad, déficit de
vitaminas y nutrientes e incluso consumo de algunos
farmacos (8,51), repercutiendo en la regeneracién ce-
lular y sanacion del tejido afectado.

El paso de colonizacion a infeccion bacteriana involucra
caracteristicas como la carga bioldgica, virulencia del mi-
croorganismo, accion sinérgica entre bacterias y habilidad
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del huésped de iniciar una respuesta inmune adecuada (7).
Como ya se ha demostrado, las heridas crénicas son colo-
nizadas por multiples especies bacterianas y estas varian o
se intercambian con el tiempo. Dependiendo del microor-
ganismo que esté involucrado, este impedira el proceso de
cicatrizacion; los mas estudiados, tanto en modelos in vitro
como in vivo, son P. aeruginosa y S. aureus, que a través de
la expresion de toxinas, como la modulina, y enterotoxinas
inducen la expresién de moléculas proinflamatorias alteran-
do este proceso (52). De igual manera, los microorganismos
mas cominmente aislados en heridas crénicas son S. au-
reus y S. coagulasa negativos (7,8).

La infeccién ocurre cuando la proliferacion bacteriana
excede la respuesta inmune del hospedero (7). Por lo
general, los microorganismos se organizan en agrega-
dos polimicrobianos formando las biopeliculas, lo que
aumenta la virulencia, la resistencia a antibiéticos y la
evasion de la respuesta inmune del huésped (47,49).

Las heridas generan un ambiente 6ptimo para el desa-
rrollo de las biopeliculas debido a que el colageno, la
fibronectina y la laminina sirven de ligandos para la ad-
hesion de las bacterias; por esta razon, un gran porcen-
taje de las heridas cronicas en humanos estan infectadas
con biopeliculas bacterianas (7,36,51). Por consiguiente,
se ha encontrado que las bacterias tienen accién contra
las uniones celulares epiteliales, lo que altera la barrera
epidérmica y explica por qué la infeccion de una herida
por biopeliculas bacterianas, impide la adecuada cicatri-
zacion, conllevando a un proceso crénico (47).

Mecanismos de resistencia
a antimicrobianos asociados
a la biopelicula

Son mdiltiples los aspectos que suscitan frente a la re-
sistencia antimicrobiana asociada a biopeliculas, pues
esta se constituye como una respuesta adaptativa a
ambientes hostiles para el crecimiento bacteriano.
Uno de los aspectos relevantes es la estructura tridi-
mensional de la biopelicula en si misma, que gracias a
su conformacién e intima conexién entre bacterias ge-
nera un ambiente microbiolégico 6ptimo para la trans-
ferencia horizontal de genes, contribuyendo de esta
manera a la generacién de mecanismos de resistencia
diferentes a los del estado plancténico del microorga-
nismo (53). Cabe mencionar que los mecanismos de
resistencia asociados a la biopelicula son adicionales a
los que se encuentran en bacterias en estado plancto-
nico, generando asi tratamientos mas complejos frente
a infecciones vy dificil erradicacion de las mismas (54).

Biopeliculas bacterianas en heridas cronicas
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En el entendimiento de la resistencia antimicrobiana
intervienen diferentes aspectos asociados a las bio-
peliculas, entre ellos, y desde una visién general, se
encuentran: heterogeneidad, células persistentes, pre-
sencia de matriz, bombas de eflujo, sistemas de comu-
nicacion (quorum sensing), respuesta general al estrés
e induccién de fenotipos y genotipos especificos de
biopeliculas (55,56). La importancia de conocer los
mecanismos de resistencia radica en poder abrir una
puerta a nuevas estrategias terapéuticas guiadas para
disminuir la resistencia asociada a la biopelicula; asi
pues, se ha descrito que las bacterias en las biopelicu-
las adquieren una resistencia de 1000 veces y una tasa
de mutacién 100 veces mayor a la que puede conferir
una bacteria en estado plancténico, lo cual trasciende
al ambito médico y se convierte en un reto clinico (54).

De acuerdo a esto, la heterogeneidad de la biopelicula
se entiende por las diferencias en expresion génica, ac-
tividad metabdlica e incluso resistencia antimicrobiana
de las diferentes poblaciones celulares dentro de esta,
lo cual esta directamente relacionado con la disponi-
bilidad de oxigeno y nutrientes en las diferentes dreas
de la biopelicula (56,57). De aca surge el concepto de
células persistentes, las cuales son células bacterianas
con un metabolismo inactivo, en estado criptobidtico
y que cuando son expuestas al antibiético muestran
cierta tolerancia, es decir, no son eliminadas por ellos;
sin embargo, cuando estas mismas bacterias salen
de ese estado y se exponen de nuevo al antibiético,
son sensibles.

El anterior mecanismo es muy importante en el ambito
médico ya que de alguna forma las bacterias mues-
tran resistencia a la exposiciéon de los antibiéticos, un
ejemplo de ello es la observacién de subpoblaciones
de Staphylococcus epidermidis en biopeliculas (53). Si
bien las células plancténicas son aquellas que permiten
la dispersion de la biopelicula, las células persistentes
que hacen parte de esta permiten la replicacion len-
tamente debido a su metabolismo casi inerte, que en
adicién a un ambiente de hipoxia y de bajos nutrientes
promueve la formacion de las biopeliculas de forma
asincrénica y la expresion génica, ademas le confiere
una mayor tolerancia a los antibiéticos (53,58).

La matriz extracelular o glucocalix estd compuesta por
diferentes moléculas, entre las que se encuentran gli-
coproteinas, material genético, polisacaridos y enzimas
capaces de degradar antibiéticos. Dependiendo de su
composicion, espesor e incluso de las uniones celu-
lares que participan en la matriz, las moléculas inter-
fieren en el transporte y la penetrancia del antibiético
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limitando su difusion (56,57). Se han encontrado dife-
rentes variables que van a determinar la penetracion
del antibiético, como el tipo de cepa que compone
la biopelicula, el ambiente en el que se encuentra, la
disponibilidad de sustratos y de oxigeno que van a es-
tablecer el crecimiento de la biopelicula, las interac-
ciones electrostaticas de la matriz e incluso el tipo de
antibiético. Algunas cepas de P. aeruginosa producen
Psl o Pel, polisacaridos que intervienen en la resisten-
cia antimicrobiana; por otro lado, para Staphylococcus,
el Poly B(1,6)-N-acetilglucosamina (PNAG) es el invo-
lucrado en estos mecanismos (54,56,59). Por ultimo,
la presencia de B-lactamasas en la matriz extracelular,
de aquellas bacterias productoras de estas enzimas, es
uno de los mecanismos de mayor importancia clinica
debido a su capacidad de degradar los antibiéticos,
confiriendo mayor resistencia antibidtica (56).

Por otro lado, el quorum sensing es la interaccion
célula-célula, mas conocida como la “comuni-
cacion bacteriana”, que se encarga de regular la
formacién y desarrollo de la biopelicula median-
te la expresion de diferentes genes en respuesta a
la densidad de la poblacion celular. En bacterias
grampositivas, las moléculas son los metil pépti-
dos, mientras que en gramnegativas son las N-acil
homoserina lactonas. A través de estos se regulan
procesos como la formacién de la biopelicula, pro-
duccion de la matriz extracelular e incluso secre-
cién de factores de virulencia (60).

En cuanto al papel en la resistencia antimicrobiana, se
han encontrado asociaciones en modelos con P. aeru-
ginosa deficientes de quorum sensing, las cuales fueron
mds susceptibles a los antibidticos (56). De igual mane-
ra, se ha visto que un quorum sensing deficiente va a
repercutir en el crecimiento de la biopelicula con me-
nor produccion de matriz extracelular, por consiguiente
aumentando la penetracion de antibiéticos (57).

La biopelicula bacteriana frente a situaciones de estrés
responde a través de induccion de sefales y expresion
de genes permitiendo cambiar su estructura y morfo-
logia para prevenir el dafio celular y poder sobrevivir.
"Como respuesta, la biopelicula expresa genes frente
al estrés generando ..." fenotipos mas tolerantes que
permiten la adaptacion al ambiente. Asi mismo, en
ambientes de inanicién se limitan las tasas de creci-
miento bacteriano, donde se ha visto una mayor resis-
tencia a antibidticos (54). Cabe resaltar que el meca-
nismo de accién de los antibiéticos es dirigido hacia

bacterias que se encuentran en ciclo de division celu-
lar, por lo que al cambiar su metabolismo y disminuir
su crecimiento y division, no hay lugar, para accién
del antibiético; esto hace que se considere uno de los
mecanismos de resistencia.

Diagnastico de biopeliculas
en heridas cronicas

Como ya se menciond, se estima que alrededor del
65% de todas las infecciones bacterianas estan aso-
ciadas a biopeliculas bacterianas (30), de modo que
el diagnéstico microbiolégico en las infecciones bac-
terianas asociadas a biopeliculas es fundamental para
dirigir la eficacia del tratamiento antimicrobiano y asi
disminuir esos mecanismos de resistencia antibidtica.

La identificacion acertada de la biopelicula requiere de
pruebas de laboratorio; sin embargo, pueden hacerse
aproximaciones de impresion diagndstica o sospecha
clinica, como lo proponen Keast et al. (61), basando-
se en cuatro caracteristicas clinicas para determinar la
presencia de biopelicula (61): primero el fracaso a los
antibidticos, segundo la presencia de una infeccion
con duracién >30 dias, tercero la observacién de teji-
do de granulacion friable y cuarto la apariencia de un
material gelatinoso en la superficie de la herida de facil
eliminacion que crece con rapidez (62).

Otras caracteristicas que permiten sospechar o infe-
rir la presencia de biopelicula son la identificacion de
una capa translicida, brillante y babosa sobre la heri-
da, signos de infeccién local (eritema, edema, calor,
efusion serosa o purulenta, etc.) o signos no visibles
como la recalcitrancia a pesar de abordarse la herida
de forma apropiada (62,63).

Debido a las dificultades que presentan los anterio-
res criterios y de la baja sensibilidad de interpretar
estas caracteristicas por el clinico, Percival et al. (64)
presentaron una propuesta, teniendo en cuenta los
criterios de Keast y colaboradores, con el fin de dis-
minuir una errada sospecha de biopelicula. Se trata
de una serie de 5 preguntas jerarquicas que respon-
den a “si” o “no”, en la cual la pregunta nimero 5
frente a la opcién de respuesta “no” indicaria una
mayor sospecha de presencia de biopelicula y por
tanto seria indicacion para redireccionar el manejo
(64). Las preguntas y respectivo algoritmo se presen-
tan en la figura 4):
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Figura 4. Algoritmo de sospecha de presencia de biopelicula en heridas

Pregunta de secuencia del 1 al 5

1.¢ La herida no cicatriza como se esperaba?

2.¢ Se han realizado todos los procedimientos clinico u
terapéutico apropiados?

3. (Hay signos de escaras o tejido necrotico en la herida?

4. ¢La herida muestra signos de infeccion
o inflamacion local?

5. ¢Esta la herida respondiendo a intervenciones

antimicrobianas topicas o sistemicas?

AD =)

Inicio de tratamiento basado en sospecha de biopelicula

N

¢La herida muestra signos de granulacion?

Fuente. Elaboracion con base en Bjarnsholt et al. (62).

En este sentido, el diagndstico de la biopelicula puede
sospecharse clinicamente, pero su confirmacion esta
dirigida a las pruebas de laboratorio, la cuales requie-
ren una adecuada toma de muestra, procesamiento,
cultivo y realizacién de técnicas de diagndstico mole-
cular e imagenes microscopicas de alta complejidad
(65). Si bien estos parametros son usados en todo ti-
po de tejidos infectados, frente a las heridas crénicas
asociadas a biopeliculas las técnicas convencionales
resultan no ser idealmente extrapolables debido a su
falta de estandarizacién diagnéstica y aplicacion cli-
nica (62,65). En consecuencia, teniendo en cuenta

Continuar con protocolo estandar de tratamiento

la revision de literatura actual en heridas cronicas, a
continuacion se describen los pasos para un adecuado
diagnéstico de biopeliculas:

1. Toma de muestras: en principio, la toma de la
muestra depende de la localizacién de la lesion;
esta se debe tomar antes del manejo antimicro-
biano para asegurar el menor error posible en la
evaluacion de los microorganismos y las biopelicu-
las. Dichos tejidos deben ser llevados a una cép-
sula o contenedor estéril, el cual debe ser proce-
sado en un maximo de 24 horas y, dependiendo
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el microorganismo en sospecha, debe mantenerse
una temperatura de 2-8 °C para bacterias aerobias
y a temperatura ambiente para las anaerobias o en
los medios de transporte especializados para la to-
ma de muestras (39,65).

En el caso de las heridas cronicas, la Sociedad Eu-
ropea de Microbiologia Clinica e Infecciones re-
comendo el uso de biopsia para la confiabilidad
del diagnostico de las cepas bacterianas. Ademas,
anadié que el uso de hisopos es inadecuado por
la tasa de contaminacion con agentes propios del
epitelio circundante a la herida y la baja conside-
racién de las bacterias en tejidos mds profundos,
como son los anaerobios. En el caso de una herida
de moderada a grave en tejidos blandos, se resal-
ta la recomendacion de un andlisis biopsiado de la
base de la herida desbridada, esto con el objetivo
de aumentar la confiabilidad de diagnéstico. En ca-
so tal de imposibilidad de este anlisis, la toma de
una muestra con un hisopo de la base de la herida
proporciona informacién para direccionar el trata-
miento antimicrobiano (40,66).

Procesamiento de muestras: con frecuencia, la
tincion de Gram es usada para la visualizacion de
las morfologias bacterianas, infiriendo asi posibles
especies de dicha biopelicula y determinando la
presencia de células inflamatorias que permiten
evidenciar el proceso infeccioso en curso. Sin em-
bargo, su especificidad y sensibilidad en reconocer
estructuras caracteristicas de las biopeliculas no es
el método mas apropiado. Las técnicas de diagnds-
tico por microscopia y moleculares (microscopia
laser confocal, FISH), son las mas apropiadas, con
la limitante que no estan siempre disponibles en los
laboratorios de diagnéstico microbiolégico clinico
(39,40,65,66).

Cultivo y técnicas de diagnéstico: existen dos mo-
dos de diagndstico de la biopelicula, las cuales pue-
den ser a través de la observacion microscépica o
los cultivos. Estos ultimos se usan segun la ubicacion
de la muestra, ya que algunos casos, se requieren de
un procesamiento a través de medios fisicos como la
sonicacién, trituracion o agitacién para desprender
los microorganismos bacterianos (40,66).

Para la técnica de cultivo es importante tener en
cuenta las cepas bacterianas que pueden hacer
parte de la biopelicula, ya que los medios habitual-
mente usados para el crecimiento y la identificacion
de los microorganismos infecciosos son enriqueci-
dos y, por tanto, susceptibles a contaminacion; es

por esto que se debe hacer con extremo cuidado
para aumentar la sensibilidad y resultados acerta-
dos. De tal forma, el microbidlogo clinico, frente
a una sospecha especifica de un microorganismo,
debera disponer de distintos medios de cultivo, por
ejemplo: para bacterias aerobias (agar sangre, agar
chocolate) y medio selectivo para bacilos gram-
negativos (agar MacConkey o similar), anaerébico
bacterias (agar Brucella o agar Schaedler) y estrep-
tococos (agar sangre, agar CNA: agar sangre + co-
listina y acido nalidixico). Ademas, se debe inocular
un medio liquido de enriquecimiento tal como cal-
do infusién cerebro corazén (BHI), caldo tripticasa
soya (TSB) o tioglicolato, esto con el fin de permitir
la adecuada identificacién de la bacteria o bacte-
rias causales de la herida crénica (65,67).

Otra de las caracteristicas de las biopeliculas in vivo
como reto diagndstico es su tamafio: son realmente
pequenas. Cuando se encuentran en tejidos llegan a
medir de 4 a 20 micrémetros, mientras que en cuerpos
extranos y superficies logran medir hasta 1.200 micré-
metros. Por tanto, su reducido tamafo genera una difi-
cil identificacion por técnicas convencionales (68).

Dentro de las técnicas actuales para la deteccion de
biopeliculas, la microscopia electronica de barrido
es de las mas usadas, preferentemente por su sensi-
bilidad y especificidad. Sin embargo, se intenta usar
pruebas diagnosticas alternas como la microscopia
defluorescencia o laser confocal; estas se realizan en
centros de alta tecnologia con un elevado costo.

Por otro lado, existen técnicas de acceso mas facil y
mas econémicas como los cultivos en microplacas
de 96 pozos; sin embargo, aunque tienen la proba-
bilidad de detectar el microorganismo productor de
la biopelicula, no lo hacen con la identificacion de
esta en el corto tiempo (69,70).

En el contexto de Colombia no es frecuente contar
con estos medios diagndsticos, mucho menos en el
ambito clinico. Sin embargo, centros de educacion
superior en la linea de investigaciéon microbiolégica
de alimentos han usado la microscopia electrénica
de barrido para la determinacién de estas biopelicu-
las (71). Asi pues, si se plantea la biopelicula bacteria-
na como un reto clinico, es preciso que se aumente
la sospecha clinica de esta entidad por parte de los
médicos y el personal de la salud, asi como el interés
por las buenas practicas clinicas, para tomar perti-
nencia sobre los métodos diagndsticos. A continua-
cién, se presenta un cuadro resumen de los métodos
tradicionales y las técnicas moleculares (tabla 2):
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Tabla 2. Métodos tradicionales y moleculares para la deteccion de biopelicula

, . . Limite . .
e€todo 1po e€ecanismo . entajas esventajas
Metod Tip M de resolucion Ventaj D ta)
e Luz blanca ® Permite identificar
- la especie presuntiva . .
. . o visible * No detecta biopeliculas
MFt.OdOS CUH.WO , ® Reacciones fc.)rmafiora de ® largo tiempo en la
tradicionales y microscopia .. 0,2 um (1500x) biopelicula con o,
(72.73) éptica quimicas facilidad caracterizacion del
' * Morfologia . - microorganismo
macroscopica ® Bajo costo y facil
disponibilidad
e Alto costo de equipo
e y técnico
. , * ldentificacion delas o g i i onibilidad
Microscopia especies y mapeo desu Solo son observables las
por fluorescen-  Luz ultravioleta 0,1 um (2000x) ubicacion
. e estructuras fluorescentes
cia (FISH) e |dentificacion de la S
. , e Uso limitado a
biopelicula . .
suspensiones de células
y secciones de tejidos finas
e |dentificacion
Una luz laser aco- . de la b|0pellggla e Alto costo de equipo
Microscopia plada a un mi- Reconstruccion .. y técnico
laser confocal croscopio optico 0,1 um (2000x) ﬁ;;ﬁgra;gegﬁgﬂgﬁ e Dificil disponibilidad
, de barrido con un software ima enespZD 03D e Solo son observables las
Métodos de reconstruccién genes 2 estructuras fluorescentes
moleculares e |dentificacion
(74) y mapeo de las especies
Haz de electrones ® |dentificacion de la e Alto costo técnico
. . que inciden sobre bmpe“cu.l? y.dfa' cauipo
Microscopia la muestra con ® Preparacion corta e Dificil disponibilidad
electronica de recuperacion de 10 pm (500000x) de muestra * No examina material vivo
barrido los e?ectrones ® Reconstruccion ® |a deshidratacion de la
. estructural de la muestra podra alterar
desviados
muestra en 3D el resultado
Haz de electrones ® |dentificacion ® Alto costo de equipo
Microscopia que inciden sobre de la biopelicula y técnico
electr(')nicpa de una muestra de 0,2 um ® Proporciona e Dificil disponibilidad
; o una capa fina y se  (5000000x) informacion detallada e No examina material vivo
ransmision R

absorbe los elec-
trones desviados

de las estructuras
celulares

Preparacion de la muestra
prolongada

Fuente. Elaboracion con base en Swanson et al. (74).

Tratamiento de heridas cronicas

Muchas técnicas se han planteado para el tratamiento
de dlceras cronicas; sin embargo, no todas han sido
efectivas o se correlacionan clinicamente. Cabe resal-
tar que la mayoria de estudios que las describen estan
basados en investigaciones en modelos animales o in
vitro o son estrategias terapéuticas probadas en series
pequenas de pacientes o pocos ensayos controlados,
que pueden no representar el espectro multifactorial
que explica el desarrollo de una herida crénica (75).
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A pesar de lo anterior, abordando la informacién dis-
ponible sobre identificacién y tratamiento de biope-
liculas en heridas cronicas, en el 2017 se realizé6 un
consenso de guias clinicas a cargo del Panel Global
de Expertos de Heridas y Biopeliculas en el que se ob-
tuvieron los principales puntos clave con la evidencia
clinica de mayor relevancia hasta el momento y con
objetivo de tener impacto en el manejo de los pacien-
tes con este tipo de patologias (76).

La preparacion del lecho de la herida es una de las
estrategias para el manejo de las heridas crénicas que
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mas ha tenido relevancia a nivel mundial desde que
fue propuesta por Schultz y colaboradores en el 2003.
Esta estrategia se basa en el manejo de la herida en
orden de promover la sanacién natural y facilitar la
efectividad de otras medidas terapéuticas (77).

Usando el acronimo TIME (por su sigla en inglés de tis-
sue, infection/inflammation, moisture, edge of wound),
la estrategia preparacién del lecho de la herida descri-
be los cuatro aspectos que deben ser abordados siste-
maticamente con el fin de optimizar el manejo de una
herida crénica mediante un enfoque multidisciplinario
con la generacién de nuevo conocimiento y estrategias
a través del tiempo para el manejo de heridas crénicas
(78). El abordaje TIME consiste en:

1. Tejido (Tissue): se refiere al desbridamiento de tejido
necrético, no viable o extrano que estd colonizado
excesivamente por microorganismos relacionados
con la formacién de biopeliculas bacterianas, que
es sabido retrasan el proceso de sanacion y repre-
sentan un foco infeccioso, exacerbando la respuesta
inflamatoria y progresién de la herida. El desbrida-
miento de la herida se realiza con el fin de remover
el agregado microbiano, generando de esta manera
una “ventana terapéutica” en la cual las bacterias
son mas susceptibles a la terapia antibidtica (79,80).

2. Infeccién/inflamacién: aborda la etiologia de la heri-
da mediante el uso de antisépticos tépicos o antibidti-
cos sistémicos con el fin de controlar la infeccion cuyo
componente principal es la presencia de biopeliculas
bacterianas a diferentes niveles de profundidad en la
herida. En general, el uso de antibiéticos sistémicos es
debatido y solo debe usarse ante la presencia de una
herida clinicamente infectada, preferible con el culti-
vo de una muestra de la herida o ante el aislamiento
del microorganismo en sangre (79,81).

En este punto la incapacidad de alcanzar concen-
traciones bactericidas in situ, de potenciar la gene-
racion de cepas resistentes y de promover el cam-
bio de la microflora bacteriana en la herida, son
factores a tener en cuenta al momento de prescribir
antibidticos sistémicos y antibiéticos tpicos en he-
ridas crénicas (82).

Por otro lado, el uso de antisépticos tépicos ha ge-
nerado mas aceptacion debido a su amplio espec-
tro de actividad antimicrobiana y rara resistencia,
en particular en patégenos humanos (79). Su uso
se recomienda en pacientes con alto grado de in-
feccion o presencia de infeccién local como coad-
yuvante ante el manejo de antibiéticos sistémicos;

entre ellos se destaca el uso de clorhexidina, sales
de plata, yodo-povidona, permanganato de potasio
y hasta elementos cotidianos como la miel y el 4ci-
do acético (83,84).

3. Desequilibrio de la humedad (moisture): un pi-
lar fundamental del manejo en heridas crénicas se
basa en el manejo de la humedad para tener con-
diciones éptimas para la sanacién de la herida, lo
cual incluye el manejo por medio de curaciones,
limpieza del exudado y proteccién del tejido peri-
férico a la lesion (85).

4. Borde de la herida, evolucion torpida, falta sanacion
(Edge): la apariencia del borde de la lesion suele ser
uno de los marcadores mas sensibles relacionados con
una pobre progresion de sanacion. La falla de migra-
cion epitelial de las células desde el borde al tejido
de granulacién explica la falla de progresion favorable,
que solo se alcanza cuando los otros factores ya men-
cionados en la estrategia TIME son alcanzados (86).

Conclusion

La presencia de biopeliculas bacterianas, y en algunos
casos de mdltiples especies, es uno de los factores de
mayor contribucién en el desarrollo de heridas créni-
cas. Dichas estructuras, mediante diferentes mecanis-
mos, son capaces de generar permanencia/persisten-
cia de la infeccion, evadiendo tanto mecanismos del
huésped como tratamientos convencionales como las
terapias antibidticas. Por esta razon, resulta de gran
importancia conocer y entender la formacion de las
biopeliculas, correlacionando conceptos clave para lo-
grar terapias dirigidas y efectivas en el diagndstico y
tratamiento de las heridas crénicas.
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