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RESUMEN

Las biopeliculas son la forma de vida mas comun de las bacterias, adheridas a superficies naturales y artificiales. En ambientes
acudticos, afectan la calidad del agua y los sistemas de distribucién y de tratamiento. En las industrias, interfieren con los
procesos y el mantenimiento de equipos y superficies de trabajo, causando pérdidas econémicas. En el &mbito clinico,
aumentan el riesgo de infecciones en prdtesis e implantes, y son mas resistentes a tratamientos antimicrobianos, lo que
dificulta su eliminacidn. Las técnicas de microscopia son herramientas valiosas para su estudio y caracterizacion. A traves de
ellas podemos abordar aspectos clave que van desde la visualizacion de capas a un nivel superficial hasta la identificacion de
componentes especificos que las conforman. En esta revision abordaremos las técnicas de microscopia estdndares y mas
modernas para la identificacion y caracterizacion de biopeliculas en ambientes acuaticos, clinicos e industriales, con el fin de
proporcionar una guia al lector de sus alcances en dichas areas. Prestaremos atencién a aspectos como la biomasa, viabilidad
celular, caracterizacion estructural y elemental, fisiologia, efectos de tratamientos antimicrobianos, proceso de formacion e
interacciones a nivel celular y molecular. Estas caracteristicas en conjunto proporcionan conocimiento para el desarrollo de
nuevas tecnologias que permitan su control y erradicacién, asi como para el aprovechamiento de sus aplicaciones
biotecnoldégicas.
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Bacterial Biofilms (Part I1): Characterization by Microscopy Techniques in Aquatic, Clinical and Industrial

Environments

ABSTRACT

Biofilms are the most common life form of bacteria, adhering to natural and artificial surfaces. In aquatic environments, they
affect water quality and distribution and treatment systems. In industries, they interfere with processes and maintenance of
equipment and work surfaces, causing economic losses. In the clinical field, they increase the risk of infections in prostheses
and implants, and are more resistant to antimicrobial treatments, making their removal difficult. Microscopy techniques are
valuable tools for their study and characterization. Through them, we can address key aspects ranging from the visualization
of layers at a superficial level to the identification of specific components that make them up. In this review, we address the
standard and most modern microscopy techniques for the identification and characterization of biofilms in aquatic, clinical
and industrial environments, in order to provide the reader with a guide to their scope in these areas. We will focus on aspects
such as biomass, cell viability, structural and elemental characterization, physiology, effects of antimicrobial treatments,
formation process and interactions at cellular and molecular level. These characteristics together provide knowledge for the
development of new technologies that allow their control and eradication, as well as for the use of their biotechnological
applications.
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INTRODUCCION

Las bacterias existen en la naturaleza bajo dos estados:
bacterias planctonicas o de libre flotacion (1%) y bacterias
sésiles integrantes de colonias de microorganismos
llamadas biopeliculas o biofilms (99%) [1]. Estas se
forman cuando las bacterias flotantes encuentran una
superficie, se adhieren a ella y coordinan su diferenciacion
y estructura mediante sefiales quimicas. Las bacterias
dentro de las biopeliculas exhiben un fenotipo alterado en
comparacién con sus contrapartes plancténicas. Su
caracter distintivo es la capacidad de producir una matriz
de sustancias poliméricas extracelulares (SPE) compuesta
de exopolisacaridos (EPS), proteinas, ADN y ARN
extracelulares, lipidos y otras biomoléculas [2]. Esta
matriz rodea y brinda soporte a las bacterias,
permitiéndoles adherirse irreversiblemente a un sustrato o
interfase [3]. Los materiales especificos de la matriz varian
enormemente y dependen de los microorganismos
residentes y de las condiciones ambientales. Entre las
ventajas que les confiere la matriz, se incluyen el aumento
de la resistencia microbiana frente a condiciones extremas
de radiaciéon ultravioleta, temperatura y pH, elevada
salinidad y presion, escasez de nutrientes y agua [4], asi
como a la respuesta inmune del hospedador y tratamientos

antimicrobianos [5,6].

Las biopeliculas se encuentran en casi todo tipo de
ambientes, tanto  naturales como artificiales.
Generalmente, se forman sobre superficies no exfoliantes
en entornos liquidos o himedos, cuya naturaleza tiene
importantes implicaciones para su estructura y funcion
[7,8]. Aunque se asocian comunmente con superficies
himedas y sélidas, pueden formarse en superficies secas
[9] y en cualquier tipo de interfaz, incluidas las interfaces
aire-liquido, liquido-liquido, sélido-liquido o aire-sélido
[10]. En ambientes naturales, podemos encontrar

biopeliculas en fuentes termales, respiraderos en el fondo

Acta Microscdpica Vol. 33, No. 2, 2024, pp. 76-113

del mar, rocas, suelos, plantas, invertebrados acuaticos,
entre otros [5]. En el &mbito de la salud, segun el Instituto
Nacional de Salud (NIH) de Estados Unidos, el 60-80% de
todas las infecciones microbianas esta relacionado con la
formacion de biopeliculas. Estas no s6lo se desarrollan en
dispositivos médicos como lentes de contacto, catéteres,
protesis, valvulas cardiacas y marcapasos, sino también en
diversas superficies corporales, como la piel o las mucosas
del tracto respiratorio y digestivo [8]. Ademas de la salud,
las biopeliculas afectan negativamente a la industria
alimentaria en el procesamiento de lacteos, carnes, aves,
pescado, bebidas alcohdlicas [11] y no alcohdlicas.
También impactan sobre otros tipos de industria como la
textil, petrolera y minera, asi como en los sistemas de
distribucion y de tratamiento de agua, causando corrosion
de tuberias [12,13]. Sin embargo, también tienen
aplicaciones beneficiosas, como su uso en la proteccion de
cultivos agricolas y como inhibidores de la corrosién en
sistemas de distribucién de agua potable y tratamiento de

aguas residuales con lodos activados [14].

Para comprender y manejar eficazmente el impacto de las
biopeliculas, es fundamental conocer aspectos clave de su
formacion y desarrollo, propiedades fisicas, quimicas,
fisioldgicas y moleculares, arquitectura tridimensional
(3D), resistencia a antimicrobianos, variabilidad entre las
especies que la conforman y los entornos o superficies en
donde proliferan. En este contexto, las técnicas de
microscopia se presentan como herramientas valiosas para
identificar y caracterizar estas comunidades en detalle y en
tiempo real, proporcionando mdltiples  ventajas
metodoldgicas para el desarrollo y la integracion de
técnicas diagnosticas de microorganismos patégenos en
las biopeliculas [15]. En esta revision abordaremos las
técnicas de microscopia actuales y emergentes utilizadas

para estudiar las biopeliculas en dichos contextos, con el
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fin de orientar a los investigadores del area en la bisqueda
de los métodos de diagndstico y caracterizacién mas
apropiados para su deteccion, monitoreo y/o control que
puedan conducir a avances en nuevos tratamientos y en el

disefio de estrategias mas eficaces para combatirlas.

TECNICAS DE MICROSCOPIA PARA EL
ESTUDIO DE BIOPELICULAS BACTERIANAS

Actualmente existen diversas técnicas de microscopia que
permiten demostrar la presencia de biopeliculas y la
caracterizacion de sus componentes en una amplia gama
de superficies encontradas o empleadas en ambientes
clinicos, acuaticos e industriales. Entre las principales
técnicas que han sido utilizadas para estos fines, se
encuentran la microscopia de luz, fluorescencia, confocal
de barrido laser (CLSM, por sus siglas en inglés) o laser
confocal, fuerza atbmica (AFM, por sus siglas en inglés)
y variantes de microscopia electronica, como barrido
(MEB) y transmision (MET). Estas técnicas pueden
proporcionar una vision completa y detallada de las
estructuras bacterianas, abarcando desde su morfologia
superficial hasta su estructura interna, composicion,
propiedades mecanicas, dinamica y presencia de factores
de supervivencia y virulencia. A continuacién, se analizan
diversas técnicas de microscopia enfocadas en el estudio
de biopeliculas en entornos acuéticos, clinicos e

industriales, resaltando sus ventajas y desventajas.

Microscopia de luz

Es una herramienta esencial y econémica para visualizar
biopeliculas con un limite de resolucion de
aproximadamente 200 nm [16]. Permite observar
directamente células bacterianas, matriz extracelular y
otras estructuras presentes en las biopeliculas. Ademas,

evalia su morfologia (tamafio, forma y agrupacion)
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mediante técnicas como la microscopia de campo claro o
de contraste de fases. También ofrece ventajas como la
captura de imagenes de areas extensas de una muestra y la
observacion detallada del crecimiento de las biopeliculas,
incluyendo aspectos como su estructura, rugosidad,
espesor, formacion de canales de agua, poros e
interacciones entre células plancténicas y sésiles [17], con
la aplicacion de ciertas modificaciones y tinciones
especificas [18-20]. Esta informacion resulta util en
contextos acudticos, clinicos e industriales. En ambientes
acuaticos, la microscopia de luz permite monitorear la
formacién de biopeliculas en cuerpos de agua [21] y
controlar bioincrustaciones en superficies sumergidas,
como tanques [22], tuberias [23,24] y barcos [25]. En el
ambito clinico, ayuda a visualizar la formacién de
biopeliculas bacterianas en tejidos [17] y evaluar el efecto
de ciertos materiales o compuestos con propiedades
antimicrobianas [26]. Ademas, en la industria se utiliza
para identificar biopeliculas como contaminantes en
algunas fases de la elaboracién y envasado de alimentos y
bebidas [11], asi como para visualizar la topologia de las
bioincrustaciones y la colonizacién microbiana en
diversas superficies [27] (Tabla 1). Por otra parte,
proporciona informacién sobre consorcios microbianos
empleados en la formulacién de alimentos y suplementos
nutricionales (yogurts y otros derivados lacteos) [28],
industria farmacéutica (probidticos) [29], agricultura
(bioinsumos y biocontroles de plagas) [30], acuicultura
(peces) [23], entre otros. No obstante, entre sus
limitaciones destacan la incapacidad de proporcionar una
vision 3D, la necesidad de superficies claras y planas para
observar microorganismos adheridos y la magnificacion
insuficiente para detalles finos de la morfologia celular y
la arquitectura de las biopeliculas [31]. Ademas, es dificil
diferenciar patégenos en biopeliculas complejas con
maltiples especies [32]. Sin embargo, estas limitaciones

pueden superarse mediante el uso complementario de
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técnicas de microscopia de fluorescencia y electrénica,

que permiten estudios correlativos mas precisos [20].
Microscopia de fluorescencia

La microscopia de fluorescencia permite visualizar
estructuras celulares especificas marcadas con fluoréforos
o proteinas fluorescentes, tanto en células vivas como en
células fijadas. En el estudio de las biopeliculas, esta
técnica ayuda a comprender su estructura, composicion,
formacion y desarrollo. La viabilidad celular se evalia
mediante tinciones fluorescentes como SYTO 9 (marcaje
de células vivas o con membranas intactas) e ioduro de
propidio (marcaje del ADN en células muertas o con dafio
en la membrana celular) [33]. Ademaés, se utilizan
tinciones especificas para visualizar componentes como
polisacaridos, ADN, proteinas y lipidos [34]. En lo que
respecta al estudio de la distribucion espacial (detecciony
localizacion) de microorganismos en las biopeliculas,
existen dos técnicas de fluorescencia ampliamente
reconocidas: el marcaje con proteinas fluorescentes y la
hibridacién fluorescente in situ (FISH, por sus siglas en
inglés). La primera implica la modificacion genética de los
microorganismos para que produzcan proteinas con
emision de fluorescencia. Sin embargo, ésta no es
adecuada para entornos naturales debido a que requiere
alteraciones genéticas en los microorganismos [35]. Por
otro lado, FISH se ha establecido como un método eficaz
para la deteccidn, tanto en la identificacion como en la
cuantificacién, de microorganismos. Ademas, es Util para
el anélisis del genoma, el transcriptoma y la distribucion
espacial de las biopeliculas en su ambiente natural,
ayudando a entender los efectos de diferentes factores
externos sobre las colonias y las interacciones entre ellas
[35,36].

Hibridacion fluorescente in situ (FISH, por sus siglas en

inglés)
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Esta técnica permite la identificacion filogenética de
bacterias mediante microscopia de fluorescencia [37]. Se
basa en la unién de dos cadenas sencillas de &cidos
nucleicos para formar estructuras de doble hebra, las
cuales pueden ser hibridos de ADN-ADN, ARN-ARN
(ambos homoduplex) o ADN-ARN (heterodiplex). La
deteccion de estas estructuras hibridas se visualiza
mediante un microscopio de epifluorescencia [38]. Es util
para identificar microorganismos patdgenos en muestras
clinicas sin necesidad de aislar y purificar cultivos
bacterianos previamente [36]. Similarmente, ha
demostrado elevada sensibilidad y especificidad para la
deteccion de patégenos viables no cultivables en
ambientes acuaticos [39-43], asi como se muestra en la
Fig. 1 la identificacion de formas cocoides de
Helicobacter pylori en biopeliculas presentes en
manantiales. Su aplicacién al estudio de biopeliculas y
consorcios microbianos ha expandido el conocimiento de
la composicién, organizacion espacial, metabolismo y
dindmica de comunidades microbianas mixtas observadas
morfolégicamente intactas en matrices 0 muestras
ambientales complejas como fuentes de aguas
contaminadas, suelos, alimentos, entre otros [20]. Aunque
con muchas ventajas, FISH también presenta algunas
limitaciones a considerar en la identificacion de
microorganismos patégenos y su estudio en las
biopeliculas: (i) se requiere fijacion de la muestra, lo que
elimina la posibilidad de su andlisis a lo largo del tiempo;
(i) implica varios pasos y protocolos para su preparacion;
(iii) requiere un marcador o sonda dirigida genéticamente
y (iv) el conocimiento de la bacteria diana [20,35].
Ademas, es posible que otros elementos o artefactos
puedan ser identificados erréneamente como componentes
de las biopeliculas debido a la fluorescencia de fondo
causada por sustancias himicas o detritus en muestras

provenientes de ambientes acuaticos [44]. Similarmente,
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se han descrito granulos muy semejantes a la composicion
y estructura de biopeliculas in vivo en muestras clinicas.
Estos granulos generalmente se componen de restos
celulares y productos de descomposicion, como residuos
lipidicos, proteinas oxidativas, hidratos de carbono y
metales (principalmente hierro) [45]. Por otro lado, la
resolucion puede ser deficiente debido a que las imagenes
obtenidas muestran la informacion de todos los planos de
la muestra, enfocados o no [46] y la imagen obtenida es
bidimensional. Sin embargo, la posibilidad de observar
biopeliculas 3D es posible con la integracion de la

microscopia confocal [47].

Fig. 1. Identificacion de H. pylori por FISH en
biopeliculas de manantiales. Se observan células
predominantemente cocoides con fluorescencia roja
positiva a la sonda Hpy-1 (marcaje con Cy3-5’) dirigida a
una region especifica de este patégeno en el gen 16S
ARNr. Imagen obtenida con microscopio de

epifluorescencia Nikon Eclipse E600. Barra: 3 um.

Microscopia confocal de barrido laser o laser confocal

(CLSM, por sus siglas en inglés)

Es una técnica de microscopia Optica avanzada que
permite obtener imagenes 3D de alta resolucion. Usa un
haz laser para escanear la muestra por punto y una abertura
estenopeica que admite bloquear la luz desenfocada,
creando imagenes detalladas con excelentes capacidades

de corte optico [48,49]. Es especialmente Util para
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investigar biopeliculas debido a su capacidad para
visualizar especimenes vivos, sin la necesidad de fijacion
previa [50]. Mediante tinciones fluorescentes es posible
evaluar la viabilidad de las biopeliculas y analizar la
distribucion de componentes clave, como proteinas
extracelulares, lipidos, acidos nucleicos y polisacaridos,
ademas de moléculas ex6genas como antibidticos [51]. La
CLSM permite reconstruir imagenes 3D de las
biopeliculas utilizando programas adecuados o modelos
matematicos. Al utilizar programas de analisis de
imagenes como COMSTAT vy BiofilmQ, se puede
cuantificar la matriz de la biopelicula, la biomasa
adherente y monitorear los efectos de diferentes ambientes
nutricionales o tratamientos antimicrobianos [51-54]. Esta
técnica es valiosa para la comprension de la estructura y
dindmica de las moléculas en las interfaces criticas de las
biopeliculas en diferentes entornos. Los trabajos que
reportan el uso de CLSM en ambientes acuaticos, clinicos
e industriales son numerosos (Tabla 1; se presentan los
cinco articulos mas recientes en estos campos de estudio).
En ambientes acuaticos, se ha aplicado para estudiar
biopeliculas en sistemas de distribucion de agua potable,
tratamiento de aguas residuales, acuicultura cerrada y
ambientes naturales, como zonas intermareales y agua
dulce [55] (Fig. 2), permitiendo entender aspectos clave de
su formacion y disefiar estrategias de control. En el &mbito
clinico, se ha utilizado para conocer la estructura de
biopeliculas en tejidos humanos [56-59] y dispositivos
médicos [60], con el objetivo de disefiar tratamientos
farmacologicos y materiales mas resistentes a la
formacién de biopeliculas. En el area industrial, se emplea
para estudiar biopeliculas en superficies de produccion y
procesamiento de alimentos [61-64], petréleo [13] vy
textiles [12,65], contribuyendo al desarrollo de métodos
de limpieza y prevencion. En la Fig. 2 se muestran
imagenes representativas de la deteccion de H. pylori en
biopeliculas formadas en tanques de agua potable a través

de esta técnica. A pesar de sus numerosas ventajas, entre
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las limitaciones de CSLM se incluyen el nimero limitado
de sondas fluorescentes necesarias para visualizar células
y estructuras dentro de las biopeliculas [15], asi como la
autofluorescencia y el ruido de fondo que pueden afectar
la calidad de la imagen 3D [35]. Adicionalmente, la
imagen de biopeliculas gruesas sigue siendo un desafio
debido a la limitada penetracidn de la luz en regiones mas
profundas de la muestra. La atenuacion de la luz laser y la
dispersion antes de llegar al detector pueden dificultar la
interpretacion de imagenes en esas areas [20]. El limite de
grosor de las biopeliculas que se puede visualizar

eficazmente con CLSM se sitla entre 50-200 pum [66].

Fig. 2. Deteccién de H. pylori por CLSM en biopeliculas
de tanques de agua potable. Se observan células cocoides
(A) y bacilares (B) con fluorescencia roja positiva a la
sonda Hpy-1 (marcaje con Cy3-5’) dirigida al gen 16S
ARNr. Imagen obtenida con microscopio Fluo-View 1000,

Olympus America. Barra: 3 um.

Microscopia de Superresolucion (MSR) o nanoscopia

Es un conjunto de técnicas que permite obtener imagenes
de fluorescencia capaces de resolver objetos por debajo
del limite clasico de difraccion de la microscopia Optica
[67]. Estas técnicas se basan en el campo cercano (como
la microscopia de efecto tunel de fotones) o en el campo
lejano (como la microscopia confocal ayudada o no de
técnicas computacionales o el microscopio 4Pi) [68]. En
el campo lejano, existen dos grupos principales de

métodos de Superresolucion: determinista y estocastica.
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Superresolucién determinista

Utiliza fluoréforos con respuesta no lineal a la excitacion.
Se detectan y localizan moléculas individuales mediante
ciclos controlados de activaciéon y extincién. Algunos
métodos incluyen: Deplecién de Emision Estimulada
(STED), Microscopia de Difraccion de Puntos (GSD),
Transferencia de Fluorescencia Optica Reversible
(RESOLFT) y Microscopia de Interferencia de Escaneo
Espacial (SSIM) [69,70].

Superresolucién estocastica

Aprovecha el comportamiento temporal y espacial de los
fluoréforos, los cuales se activan y desactivan
aleatoriamente, y al registrar estos eventos se obtiene
informacion precisa sobre su posicion. Algunos métodos
en este grupo son la Imagen de Fluctuacion Optica de
Superresolucién (SOFI, por sus siglas en inglés) vy
métodos de localizacién de moléculas individuales
(SMLM, por sus siglas en inglés) como: Microscopia de
Densidad de Puntos de Superresolucion (SPDM, por sus
siglas en inglés), Microscopia de Localizacion de
Moléculas Activadas por Fotones (PALM, por sus siglas
en inglés), Microscopia de reconstruccién Optica
estocéstica (STORM, por sus siglas en inglés) y STORM
Doble (dASTORM, por sus siglas en inglés) [69,70]. Las
técnicas STORM/PALM se utilizan para estudiar
biopeliculas a nivel molecular, proporcionando una vision
detallada de la organizacién espacial y la interaccion de
los microorganismos. Se ha reportado mediante STORM
la captura de iméagenes intactas de biopeliculas
bacterianas, identificando regiones ricas en EPS que
promueven la formacion de biopeliculas, su distribucién y
expansion en la superficie celular, asi como la presencia
de conexiones rectas, similares a cables de hasta 5 um de

longitud y originadas de los EPS que conectan las células
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entre si y al sustrato. Estos hallazgos sugieren que las
bacterias construyen activamente su matriz en la
biopelicula mediante la sintesis de polisacaridos pegajosos
en la superficie celular, similar a una estructura de telarafia
[71]. Recientemente, PALM se ha utilizado para
cuantificar la distribucién espacial de las bombas de eflujo
en Escherichia coli. Estas son proteinas que ayudan a las
bacterias a eliminar compuestos tdxicos o medicamentos
antes de que puedan afectar su supervivencia. Con dicha
técnica ha sido posible su deteccion individual, lo cual
abre caminos para la identificacion y cuantificacion de
éstas y otras moléculas implicadas en el crecimiento de las
biopeliculas y su resistencia a antibidticos, asi como su
respuesta a tratamientos y condiciones ambientales en
diversos entornos [72]. Una de las mayores desventajas de
la MSR es que su implementacion no es tan sencilla como
la microscopia convencional. Se requiere experiencia en
disefio experimental, preparacion de muestras, calibracion
y andlisis de datos. Por ello, las empresas y los
investigadores estan trabajando en métodos de
“superresolucion suave” para hacer que la MSR sea mas
accesible y confiable. Técnicas como STED y AiryScan se
ofrecen como caracteristicas adicionales en sistemas
confocales estdndares. STED utiliza un laser en forma de
dona para lograr resoluciones laterales de 50-70 nm
[73,74], mientras que AiryScan emplea un detector
dividido en cuadrantes para obtener una resolucion lateral
de aproximadamente 140 nm a una longitud de onda de
488 nm [75]. Un estudio reciente que empled un
microscopio AiryScan logré observar los componentes de
estas biopeliculas, incluyendo bacterias y polisacaridos
extracelulares, e investigar los efectos de una tecnologia
conocida como “superestructuras robdticas adaptativas a
la topografia de la superficie” (STARS, por sus siglas en
inglés) en la formacion y eliminacion de biopeliculas en
dientes humanos [76]. Las técnicas de MSR ofrecen
ventajas en la resolucion subcelular, permitiendo estudios

en tiempo real de procesos biolégicos en células vivas. Sin
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embargo, requieren recursos computacionales sofisticados
y de operadores altamente especializados, asi como deben
enfrentar desafios asociados a la vibracion y la
fototoxicidad. Tanto STORM como PALM pueden
inducir efectos negativos en muestras vivas debido a la
intensa excitacion luminica y exposicién prolongada.
Ademas, a medida que se busca una mayor resoluciény se
capturan detalles mas finos, se vuelve esencial el
desarrollo de fluorocromos con mayores rendimientos

cuanticos [77].

Microscopia Raman Confocal (CRM)

Es una técnica analitica que combina la espectroscopia
Raman y la microscopia confocal para visualizar de
manera no destructiva la informacion molecular en una
muestra. Se fundamenta en la interaccion de la luz con la
materia y la generacion de un espectro Raman que
proporciona una “huella digital” tinica a nivel molecular
para la identificacion y caracterizacion de diferentes
sustancias [57,78]. Su aplicacion con técnicas de imagen
correlativa, como MEB y captura de imagenes Raman
(RISE), proporciona informacion detallada sobre la
topografia, morfologia y estructura superficial de una
muestra.  Similarmente, su combinacion con la
microscopia de fuerza atomica (AFM, por sus siglas en
inglés) ha permitido vincular la composicién quimica de
una muestra con sus caracteristicas superficiales [78]. En
el estudio de biopeliculas bacterianas, la CRM puede
proporcionar informacion in situ sobre su composicién,
distribucion de biomoléculas y arquitectura en un area
definida de la muestra, sin marcaje y con alta resolucion
espacial. Entre sus aplicaciones se incluyen la
identificacion y cuantificacion de microorganismos en
colonias, microcolonias 0 medios liquidos, el estudio de
resistencia a antimicrobianos y cambios fenotipicos ante
estimulos ambientales. Los avances mas recientes de esta

técnica han permitido analizar células individuales sin
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necesidad de cultivo, detectando biomoléculas dentro de
las biopeliculas y monitorizando su desarrollo de manera
no invasiva [79]. Ha demostrado utilidad para caracterizar
biopeliculas en superficies secas, detectando especies
bacterianas y su distribucidn cuantitativa sobre superficies
como el cloruro de polivinilo (PVC) y el acero inoxidable
[80]. Aungue la espectroscopia Raman no es una técnica
de microscopia, su aplicacion e integracién con la CRM
puede proporcionar informacién valiosa sobre la
composicién quimica y la estructura de las biopeliculas.
Un estudio en tiempo real de los espectros Raman de
glucanos (componentes insolubles de la matriz
extracelular) presentes en biopeliculas orales de
Streptococcus sanguinis y S. mutans determind cambios
en sus enlaces quimicos y la produccion de radicales de
oxigeno, lo cual posiblemente afectd la coexistencia de
ambas especies y la dinamica de sus biopeliculas [81]. Una
de las principales limitaciones de esta técnica es la
debilidad del efecto de dispersion Raman. Solo
aproximadamente uno de cada 10 millones de fotones
dispersados experimenta dispersion Raman. Sin embargo,
la espectroscopia Raman mejorada por superficie (SERS)
ha permitido aumentar la intensidad de esta sefial débil
mediante nanoparticulas metalicas y estudiar la vibracion
molecular de sustancias quimicas [82]. SERS tiene
aplicaciones bioanaliticas, como la identificacion de cepas
patégenas bacterianas y la deteccion temprana de
infecciones en muestras clinicas y alimentos [83]; sin
embargo, se necesitan modelos matematicos robustos que
empleen técnicas de preprocesamiento para eliminar el
ruido de fondo y otras caracteristicas espectrales que
aumenten la precision de la deteccion de las especies
bacterianas presentes en los diferentes tipos de

biopeliculas [79].

Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)
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Se basa en el analisis morfologico superficial de muestras
secas con el empleo de electrones secundarios y
retrodispersados que permiten obtener imagenes
topograficas con gran profundidad de campo y a escala
nanométrica, asi como determinar elementos metélicos
por microandlisis [84]. Si bien es posible observar partes
cercanas y lejanas de la muestra, esta técnica no aporta
informacion de profundidad real ni datos cuantitativos
sobre la altura o distancia de los puntos en la misma
[20,85]. No obstante, existen diversas técnicas de MEB
que proporcionan informacién 3D como estereoscopia
MEB, tomografia de haz de iones focalizado (FIB-SEM,
por sus siglas en inglés), microscopia de bloque serial
(SBF-SEM, por sus siglas en inglés) [86], tomografia
electrénica y microscopia correlativa de luz y barrido
(CLSEM, por sus siglas en inglés) [87]. Similarmente, la
fotogrametria utiliza imagenes mdltiples de diferentes
angulos y programas especializados para reconstruir un

modelo 3D sin requerir equipos adicionales [85, 88].

Dentro del estudio de las biopeliculas, MEB ha sido uno
de los métodos méas recurridos para su visualizacién.
Ofrece informacién detallada sobre su estructura espacial,
detecta la presencia de EPS y revela la localizacion, forma
y tamafio de bacterias individuales [89]. También permite
monitorear la adhesidn celular sobre tejidos humanos [90],
animales [64,91], vegetales [92], dientes [76], tuberias
[93,94], telas [12], superficies en contacto con alimentos
[95], entre otros. Adicionalmente, es extremadamente Util
para evaluar los efectos antibiopeliculas de distintas
superficies, compuestos, tratamientos quimicos o
mecanicos [20,76]. La Fig. 3 muestra una micrografia de
MEB con agregaciones celulares de Streptomyces spp. y
formacién de biopeliculas de monocapa sobre superficies
de granito. La rugosidad y granularidad de este material se
observa debajo y alrededor de las formaciones de las
biopeliculas. Esta imagen proporciona una vista detallada
del proceso de adhesion y formacién de biopeliculas que

presentan las células bacterianas en superficies solidas, lo
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cual es relevante en contextos acuéaticos, clinicos e

industriales.

A pesar de sus ventajas, la MEB tiene algunas desventajas.
En lo que respecta a la preparacion de muestras para la
observacion de biopeliculas y EPS, el proceso resulta
largo y tedioso, debido a que deben ser fijadas con
aldehidos (glutaraldehido y paraformaldehido), lavadas
con solucién tampon a pH fisioldgico y, en algunos casos,
con tetradxido de osmio (OsO4). Seguidamente, podrian
deshidratarse con etanol en gradientes hasta alcanzar
100%, secarse por punto critico y recubrirse con una capa
delgada de carbono, carbono/platino u oro/paladio
[84,96]. En especial, el secado por punto critico puede
provocar la pérdida de EPS, la contraccion de las
biopeliculas y la introduccién de artefactos [97]. Sin
embargo, se han desarrollado alternativas mas econémicas
Yy menos propensas a causar dafios estructurales como la
liofilizacion o el uso de hexametildisilazano [20,98].
Adicionalmente, se requiere de alto vacio y que las
muestras sean sélidas y estables, sin emitir gases
significativos, ya que la desgasificacion puede interferir
con el haz de electrones, afectar la calidad de la imagen y
contaminar el sistema de vacio del MEB. A pesar de ello,
se han desarrollado técnicas alternativas para el estudio de
biopeliculas, como la MEB de Emisién de Campo
(FESEM, por sus siglas en inglés), la criomicroscopia
electronica de barrido (Crio-MEB) y la microscopia
electronica de barrido ambiental (ESEM, por sus siglas en
inglés) [20].
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Fig. 3. Biopeliculas de Streptomyces spp. formadas en
superficies de granito. Imagen de MEB obtenida con
equipo HITACHI TM4000 PLUSII.

Microscopia Electronica de Barrido de Emisiéon de
Campo (FESEM)

Es una evolucién del MEB convencional, caracterizada
por su fuente de electrones de emision de campo que
permiten formar un haz de electrones extremadamente
delgado (aproximadamente 0,5 nm; [99]). Estos
microscopios incorporan detectores avanzados para
optimizar la resolucién a bajos voltajes (entre 0,02 y 5 kV)
[100], lo que hace posible la captura de imagenes de alta
resolucion en la superficie de las muestras sin ocasionar
dafio ni generar efectos de carga, convirtiéndola en una
técnica ideal para estudios detallados de morfologia
superficial y microandlisis elemental [101-103]. En
comparacion con el MEB tradicional, el haz de electrones
en FESEM tiene un volumen de interaccion mas pequefio
con la muestra, lo que reduce la dispersion y mejora la
precision de la imagen. Gracias a esto, FESEM puede
alcanzar resoluciones de hasta 1 nanometro (nm),
significativamente mejor que el MEB tradicional, que
tipicamente tiene una resolucién de 3 a 6 veces menor
[103]. FESEM es particularmente adecuada para el

andlisis estructural y estudio avanzado de biopeliculas
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debido a su capacidad para visualizar detalles topograficos
mindsculos en la superficie de muestras completas o
fraccionadas. Esto permite identificar diferentes tipos de
biopeliculas, estudiar la adhesion bacteriana y revelar
alteraciones morfoldgicas en la matriz extracelular, forma
y tamafio de las células, y dafios en la membrana o pared
celular [104-106]. Estas caracteristicas son esenciales
para entender la organizacién espacial y la interaccion
entre los microorganismos y su entorno, asi como en la
identificacion de posibles blancos para intervenciones
terapéuticas. En los ambitos acuatico, clinico e industrial,
esta técnica facilita el estudio de la interaccion entre los
componentes de las biopeliculas y diversos materiales, lo
que es crucial para aplicaciones como el desarrollo de
recubrimientos antimicrobianos en el tratamiento del agua
potable, dispositivos médicos [107], superficies en la
industria alimentaria [108] y exploracion del petréleo [13].
En la Fig. 4 se demuestran por FESEM biopeliculas de
Pseudomonas aeruginosa formadas sobre una mezcla de
granito con composicion similar a la empleada en la

construccion de mesones y paredes de quiréfano [109].

Una de las desventajas del FESEM es que su cafién de
emision de campo requiere un vacio extremadamente alto
para funcionar correctamente, lo cual puede representar un
desafio tanto técnico como econémico. Asimismo, al igual
gque MEB las muestras deben ser conductivas para obtener
iméagenes de alta resolucion y deben fijarse para evitar su
deshidratacién y colapso bajo el vacio del microscopio
[110].
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Fig. 4. Formacion de biopeliculas de Pseudomonas
aeruginosa en superficies de granito empleadas en
ambientes de quiréfano. Imagen de FESEM obtenida con
microscopio FEI INSPECT F50.

Criomicroscopia electronica de barrido (Crio-SEM, por

sus siglas en inglés)

Esta técnica conserva las estructuras biol6gicas en un
estado cercano al natural. Mantiene las concentraciones de
iones y otros elementos sin ruptura de las membranas
citoplasmaéticas [111] debido a que congela rapidamente
las muestras bioldgicas hidratadas en hielo vitreo,
utilizando freon 12 refrigerado con nitrégeno liquido a una
temperatura de -180 °C [112]. EI Dr. Humberto
Fernandez-Moran fue pionero en el desarrollo de esta
técnica  aplicada a  macromoléculas  aisladas,
contribuyendo a la comprension del funcionamiento y
organizacion de las membranas celulares, incluidas las de
las biopeliculas bacterianas [113]. La Crio-SEM permite
estudiar biopeliculas en su estado hidratado y dinamico,
asi como proporciona informacion sobre la organizacion y
las interacciones dentro de las mismas, mediante la
observacion de sus componentes ultraestructurales [114] y
la distribucion e interaccion de minerales, metales,
polimeros, proteinas y otras moléculas bioldgicas con
recubrimiento metélico en las células. Ademas, facilita la
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identificacion de areas activas e inactivas dentro de estos
consorcios [115]. Estas aplicaciones resultan relevantes
para comprender su formacién en entornos acuéticos,
clinicos e industriales. En el ambito acuatico, se ha
aplicado para estudiar interacciones con contaminantes,
particulas minerales y metalicas [115,116]. En el caso
clinico, se ha utilizado para analizar la interaccién con la
superficie de materiales de liberacion controlada de
farmacos como perlas de calcio-pectinato que resisten los
acidos gastricos y son degradadas en el colon [56]. En el
&rea industrial, es util en el estudio de interfaces en
alimentos como aceite mineral y suspensiéon de bebidas
fermentadas [117]. Entre sus limitaciones se encuentran la
menor resolucién de la imagen en comparacién al MEB
convencional debido a que la sublimacién incompleta de
la humedad superficial puede oscurecer los detalles de la
superficie [118]. A altos aumentos, el calor generado por
el haz de electrones enfocado puede causar derretimiento
y agrietamiento de la superficie congelada [15]. Por otro
lado, las bacterias en las biopeliculas no son facilmente
visibles en las imagenes de Crio-SEM debido a la matriz
que las rodea. Para obtener informacion a nivel de una sola
célula, se sugiere cortar secciones de las biopeliculas para
su observacion mediante otras técnicas como la
microscopia electrénica de transmision (TEM). Ademas,
Crio-SEM es una técnica costosa que requiere de
microscopios especializados, especialistas entrenados y un

laboratorio equipado [20].

Microscopia Electronica de Barrido Ambiental (ESEM,

por sus siglas en inglés)

Se distingue del MEB convencional en la preservacion de
laintegridad y estado natural hidratado de las biopeliculas.
Sin necesidad de pretratamiento, la muestra se coloca en
una camara de presion y temperatura variable que permite
simular condiciones especificas y obtener imagenes de

alta magnificacion y detalladas de la superficie de las
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biopeliculas, sin ser afectadas por artefactos de
deshidratacion y pérdida de masa [15,119]. Se pueden
estudiar aspectos como la adhesion, la colonizacion y la
expansion sobre una superficie, asi como la uniformidad o
heterogeneidad en su distribucién [120]. Revela detalles
finos como estructuras similares a hongos y pilares,
correspondientes a areas de crecimiento o acumulacion de
células, canales de agua, cristales y otras estructuras 3D
altamente especializadas que son indicativas de la fase de
arquitectura en las biopeliculas [109,121,122] (Fig. 5). Al
acoplarse con la Espectroscopia de Dispersién de Energia
de Rayos X (EDX), ESEM resulta especialmente Util
cuando se evallan los efectos antibiopelicula de un tipo de
superficie o compuesto. La herramienta EDX permite
identificar y cuantificar los elementos inorganicos
presentes en las biopeliculas. La posicién de los picos en
el espectro identifica el elemento, mientras que la
intensidad de la sefial corresponde a la concentracion del
mismo. En el contexto del analisis de elementos metalicos,
ESEM es particularmente valiosa porque permite la
observacion y andlisis de muestras en su estado natural o
en condiciones ambientales controladas, evitando la
lixiviacion de elementos metalicos, un problema comdn en
otras técnicas que requieren la preparacion de la muestra
con liquidos o recubrimientos que pueden disolver o
alterar los metales presentes. Esta combinacion de técnicas
ofrece una vision integral y detallada de la composicion y
estructura de las biopeliculas [60]. ESEM se aplica en
estudios que abordan problemas en ambientes acuaticos
con el objetivo de desarrollar estrategias de manejo y
conservacion. A través de la misma es posible observar
cémo las biopeliculas se distribuyen en los poros o entre
los granos de materiales como membranas de filtro,
minerales y particulas de sedimento [123]. Por ejemplo, ha
sido de utilidad para investigar las interacciones de las
biopeliculas en interfaces de arcilla/lixiviado [124] y en
materiales utilizados en el tratamiento de aguas, como

filtros de arena y carbon activado [125]. En el ambito
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clinico, se ha utilizado para identificar estructuras
relacionadas con el fenotipo de biopeliculas en muestras
de tejido de heridas crénicas, observandose microcolonias
de bacterias y sustancias amorfas indicativas de
biopeliculas [126]. Otros estudios han demostrado con la
combinacién de ESEM y EDX una excelente resolucion
de estructuras cristalinas claves formadas en biopeliculas
de Proteus mirabilis sobre catéteres urinarios, como
cristales de estruvita e hidroxiapatita [121]. En el campo
industrial, se ha utilizado para evaluar la formacién de
biopeliculas en superficies que estan en contacto con
alimentos y equipos de procesamiento de alimentos. Al
respecto, estudios in vitro con cultivos de cepas clinicas y
ambientales de Vibrio cholerae crecidas sobre acero
inoxidable 304 han demostrado por ESEM que la bacteria
tiene la capacidad de colonizar y formar biopeliculas
maduras en esta superficie ampliamente utilizada en el
procesamiento de alimentos, presentando estructuras 3D,
canales de agua y diferenciacion celular (células cocoides
y bacilos alargados). Ademas, se han observado
diferencias significativas entre las cepas clinicas y
ambientales en términos de morfologia, produccion de
polisacéridos y tiempo de desarrollo de las biopeliculas
[127] (Fig. 5).

(B

Fig. 5. Células cocoides y bacilares en biopeliculas de

Vibrio cholerae formadas en acero inoxidable 304.
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Imagen obtenida con microscopio Quanta 200FEG
ESEM.

Similarmente, se han reportado biopeliculas de bacterias
formadoras de esporas asociadas a productos lacteos con
el uso del ESEM. Estas biopeliculas sobreviven al estrés
del pH acido y pueden adherirse al acero inoxidable [128].
Asimismo, las esporas pueden desarrollar biopeliculas en
las fases iniciales de crecimiento cuando estan protegidas
en areas dafadas del material, indicando que una carga
bacteriana inicial minima es suficiente para que las células
persistan en sitios poco accesibles a los tratamientos de
limpieza y desinfeccién, tanto quimicos como mecanicos
[122]. Estos hallazgos abren la posibilidad de estudiar
otros materiales con el objetivo de mejorar la seguridad y
calidad de los productos, superficies, equipos de
procesamiento y envases. Sin embargo, ESEM tiene
ciertas limitaciones. Puede haber una reduccion en la
resolucién debido a la falta de conductividad en la muestra
himeda, o cuando se necesita capturar imagenes
rapidamente de muestras que estdn cambiando su
estructura durante la sesion de estudio. Otra limitacion es
el dafio a la muestra debido a un haz de electrones
enfocado a alta magnificacion (10.000X y mas) y a la
ausencia de un recubrimiento metalico [15,20].
Adicionalmente, puede presentar desafios en términos de
costos y mantenimiento, cuyos equipos suelen ser mas
caros que los MEB tradicionales y requieren un
mantenimiento mas riguroso por la complejidad de su

disefio y funcionamiento [20].

Microscopia electronica de barrido de presion variable

(VP-SEM, por sus siglas en inglés)

Esta  técnica  permite  visualizar  biopeliculas
completamente hidratadas sin recubrimiento. El uso de

fijadores como aldehidos y OsOs4, junto con tinciones de
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metales pesados como el rojo de rutenio y el tetraéxido de
rutenio (RuOs), mejora el contraste y la resolucidn,
mejorando la preservacion y caracterizacion de las
biopeliculas. Estos métodos son menos toxicos, requieren
pocos pasos de preparacion y conservan la estructura de la
muestra al evitar la deshidratacion y el secado.
Adicionalmente, se unen fuertemente a lipidos polares y
proteinas, lo que los hace ideales para estudiar la matriz
extracelular y componentes de las biopeliculas. Al
respecto, el uso de VP-SEM ha permitido Ila
caracterizacién estructural de biopeliculas de Scardovia
wiggsiae, una especie bacteriana asociada a la caries
dental, con una preservacidon mas efectiva de la topografia
de las biopeliculas. Mediante esta técnica ha sido posible
observar pilares, sistemas de microcanales intrincados y la
produccion de EPS de aspecto suave, compacto y
esponjoso, asi como una fina granulosidad de sus
componentes que cubren regularmente la superficie de las
células bacterianas [15]. Sin embargo, en cuanto a las
limitaciones es importante mencionar que la resolucién de
las imagenes es inferior a la presentada por el MEB
convencional y la relacion sefial-ruido disminuye a
mayores aumentos. Ademas, la presencia de gas en la
muestra puede afectar la resolucién debido al efecto de
dispersion de las moléculas gaseosas en el haz de
electrones, lo que limita la caracterizacion ultraestructural
detallada [129].

Microscopia Electrénica de Transmisién (MET)

A diferencia de los microscopios Opticos que dependen de
la luz visible, utiliza electrones acelerados a través de un
campo electromagnético fuerte que permite magnificar
hasta 50 millones de veces su tamafio, revelando 4tomos y
blogues fundamentales en materiales y biomoléculas. Esta
capacidad mejorada tiene enormes implicaciones para el
avance de las ciencias de la vida, los materiales y el

ambiente [130]. En el contexto de las biopeliculas, MET
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es (til para comprender la arquitectura, composicion y
evolucion de estas estructuras microbianas. Por ejemplo,
algunos investigadores han utilizado esta técnica para
visualizar la matriz del EPS que rodea a las células dentro
de las biopeliculas [131]. Asimismo, se ha aplicado para
observar estructuras celulares asociadas con mecanismos
de patogenicidad, como fimbrias, pili y flagelos [107,132],
la agregacion celular [133] y otros aspectos como la
nucleacion mineral y la preservacion de biopeliculas como
microfdsiles en registros geoldgicos [134]. Al igual que
MEB, MET ofrece una visién detallada de la estructura
celular. Sin embargo, esta técnica es mas adecuada para el
estudio de cortes ultrafinos, lo que limita su aplicacion a
biopeliculas de no mas de 100 nm de grosor [135]. En
cuanto a la preparacion de la muestra, la integridad de las
biopeliculas puede verse afectada debido a la
deshidratacion con soluciones de acetona o alcohol vy el
recubrimiento con materiales metélicos para mejorar su
conduccion eléctrica [136]. Por ello, se requieren técnicas
especializadas como la Crio-TEM (comdnmente conocida
como Crio-EM, por sus siglas en inglés) y la MET de baja
dosis para analizar muestras sensibles al haz de electrones
[136,137]. En la Crio-TEM las muestras se vitrifican
rapidamente mediante congelacién, preservando su
estructura nativa sin la necesidad de deshidratacion o
recubrimiento con metales, lo cual permite observar
biopeliculas més gruesas y en un estado més cercano al
natural. De acuerdo a algunos estudios, ésta es una
herramienta (til para estudiar la organizacion y agregacion
bacteriana al igual que los detalles de estructuras celulares
como los pili [116,138]. Similarmente, se utiliza otra
variante como la microscopia de transmisién de barrido
(STEM, por sus siglas en inglés) para hacer frente a las
desventajas de la MET. Esta técnica combina elementos
de MET y MEB, permitiendo observar tanto la estructura
interna como la superficie de las biopeliculas. Utiliza un
haz de electrones enfocado que escanea la muestra punto

por punto, formando imagenes de alta resolucion y
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contraste, esenciales para estudiar detalles finos y
estructuras complejas. La integracion de EDX vy
espectroscopia de pérdida de energia de electrones (EELS,
por sus siglas en inglés) proporcionan informacion
quimica precisa sobre la composicidon e interacciones
dentro de las biopeliculas [139]. Algunos estudios
demuestran que STEM ayuda a elucidar estructuras
extracelulares complejas que intervienen en la
comunicacion celular y permite visualizar la actividad
antibacteriana de nanoparticulas biodegradables contra
biopeliculas, contribuyendo en el desarrollo de

tratamientos més eficaces para las infecciones [116,140].

Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

Es una técnica avanzada que permite estudiar y visualizar
muestras a escala nanométrica. A diferencia de los
microscopios dpticos convencionales que utilizan luz para
la observacion de las muestras, AFM utiliza una sonda
extremadamente fina para explorar la superficie de los
materiales. La punta de la sonda se mueve en respuesta a
las interacciones con la superficie de la muestra,
localizando y midiendo diversas fuerzas, como la
adhesion, fuerzas magnéticas y propiedades mecanicas
[141,142]. En el estudio de biopeliculas, ofrece ventajas
sobre MEB debido a que funciona en condiciones
ambientales normales y proporciona imégenes 3D de la
topografia de la superficie, evitando las condiciones de
ultravacio del MEB que pueden dafiar las muestras. Estas
imagenes proporcionan informacion sobre las propiedades
mecéanicas de las biopeliculas, como la rigidez y la
elasticidad, que son importantes para entender como las
biopeliculas envejecen [143], como resisten a las fuerzas
de cizallamiento [144] y a la accién de ciertos
antimicrobianos [59]. Adicionalmente, permite visualizar
moléculas individuales de EPS [145] y la morfologia
bacteriana, asi como cuantificar la biomasa de las

biopeliculas, medir su espesor y rugosidad [143]. Tiene
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diversas aplicaciones en campos como la ciencia de los
materiales, la ingenieria quimica, la salud y el ambiente.
En un contexto ambiental, es UGtil para estudiar las
interacciones entre bacterias y minerales en su entorno
natural. A su vez permite analizar cémo las condiciones
ambientales, como la fuerza iénica y el pH, influyen en
estos procesos, lo cual es crucial para comprender tanto
los procesos biol6gicos como geoldgicos [146-148]. En el
ambito acudtico, se utiliza para investigar como las
bacterias y las biopeliculas interactdan con los materiales
de las tuberias en plantas de tratamiento de aguas
residuales y sistemas de distribucién de agua potable
[149]. Permite visualizar biopeliculas hidratadas o en
sistemas interfaces liquidos sin dafiar la muestra, lo que es
valioso para estudiar el biofouling o bioincrustacion. En
este sentido, un estudio reciente demostrd el potencial de
membranas de filtracion modificadas con vanilina para
reducir el biofouling [150]. Por otra parte, en el ambito
clinico se han investigado biopeliculas orales en diferentes
etapas de maduracién con el empleo de esta técnica,
identificandose  mayor rugosidad  superficial en
biopeliculas mas jovenes (de una semana) que en aquellas
de tres semanas. También se ha determinado que las
fuerzas de adhesién entre células bacterianas y la matriz
de EPS resultan ser mas atractivas en la interfaz célula-
célula que en la superficie de las células bacterianas. A
medida que las biopeliculas orales maduran, el volumen
de EPS y las fuerzas de adhesion célula-célula aumentan,
mientras que la rugosidad superficial disminuye. Este
conocimiento es crucial para abordar las infecciones
cronicas y mejorar los tratamientos clinicos relacionados

con biopeliculas [59].

En la industria de alimentos, se ha utilizado la AFM para
investigar la resistencia de las superficies, como el acero
inoxidable con diferentes acabados, frente a la
contaminacion bacteriana en entornos de procesamiento
de alimentos [151]. Estudios de las propiedades

biomecéanicas de biopeliculas de Lactococcus lactis
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demostraron que los pili desempefian un papel crucial en
la cohesion de las biopeliculas al facilitar la adhesion de
las células bacterianas a la superficie [152]. Estos
hallazgos contribuyen a comprender los mecanismos y
estructuras involucradas en la adhesion bacteriana, lo que
a su vez permite seleccionar materiales y acabados méas
resistentes a la formacién de biopeliculas. En otro estudio
relacionado con la industria de materiales, se utiliz6 AFM
a nivel de célula Unica para analizar la interaccion entre
Escherichia coli y superficies antiincrustantes, como el
tripéptido DOPA-(4F)-Fe(4F)-OMe y un polimero de
polietilenglicol, encontrandose que estos redujeron
significativamente la adhesién inicial de la bacteria [153].
Este enfoque a nivel de célula Unica puede mejorar la
comprension de la adhesién bacteriana y conducir a
tecnologias novedosas para la prevencion de la
bioincrustacion. A pesar de sus caracteristicas no
destructivas y de no requerir preparacion de la muestra,
esta técnica tiene una magnificacion limitada y un rango
vertical restringido, lo cual dificulta la visualizacién
detallada de estructuras 3D en las biopeliculas.
Finalmente, el proceso de escaneo es mas lento en
comparacién con otros métodos como la MEB, lo que
puede ser problematico al estudiar biopeliculas en tiempo

real o en muestras dindmicas [154,155].

Microscopia electronica de barrido con haz de iones
focalizado (FIB-SEM)

La FIB-SEM es una herramienta avanzada para visualizar
la estructura subsuperficial de las biopeliculas. En esta
técnica se combinan protocolos de la Crio-SEM con el
fresado de muestras de entre 3 y 10 nm mediante un haz
de iones focalizados [156]. El fresado consiste en la
eliminacion secuencial de capas de 8 nm de grosor de la
muestra, mientras se escanea la cara expuesta en blogque
por MEB [157,158]. Durante este proceso se rompen
fisicamente muestras biolégicas congeladas para exponer

detalles estructurales en el plano de fractura, lo que
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permite revelar la estructura interna de las biopeliculas.
Posteriormente, con la ayuda de programas informaticos
se integran las imagenes de los cortes y como resultado se
obtienen imagenes 3D de alta resolucién [20]. Los
componentes celulares se segmentan y visualizan de
manera automatizada para cuantificarlos s propensa a
generar artefactos [20]. Por otra parte, se utiliza para
investigar cambios ultraestructurales relacionados con la
transicion del estado plancténico a sésil de la poblacién
celular. En un estudio con biopeliculas en fase inicial de
Staphylococcus aureus, se evaludé el adelgazamiento
inducido por estrés en la membrana durante esta
transicidn, relacionandolo con cambios en el grosor del
envoltorio celular. Adicionalmente, este estudio demostré
que nanoestructuras en superficies de titanio inhiben la
formacion de biopeliculas de Staphylococcus epidermidis
[159]. Estos hallazgos son relevantes para el desarrollo de
dispositivos médicos y protesis con propiedades
antibiopeliculas para prevenir infecciones. Igualmente, su
aplicacion en el estudio de biopeliculas en la agricultura e
industria ha permitido identificar patdgenos, desarrollar
tratamientos especificos y mejorar la salud de los cultivos,
proporcionado informacion sobre las conexiones célula a
célula y célula a EPS, capas celulares, espacios vacios
sugestivos de red de canales y la estructura subsuperficial
de biopeliculas formadas por consorcios bacterianos
empleados como biocontroles de patégenos en hojas de
Geranio [160]. En el éarea de biocorrosion, se ha
investigado la distribucion bacteriana en las biopeliculas y
la distribucion longitudinal de elementos en el proceso de
picadura o “pitting” causada por bacterias reductoras de
sulfato, identificandose células agrupadas en la parte
inferior de las biopeliculas en las &reas de picaduray en su
parte exterior en &reas de corrosion general. Ademas, se
ha demostrado que las biopeliculas tienen una selectividad
aniénica. Estos estudios han aportado conocimientos
valiosos sobre la corrosion y la proteccion de materiales

en entornos bioldgicos [161]. A pesar de todas sus
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aplicaciones y ventajas, la FIB-SEM presenta algunas
limitaciones. En primer lugar, para obtener imagenes de
alta resolucién, se requiere que las muestras estén
congeladas o fracturadas, lo que puede limitar su
aplicabilidad a ciertos tipos de muestras y condiciones
especificas. Asimismo, existe un riesgo inherente de dafio
durante el proceso de fresado con el haz de iones. Si no se
controla adecuadamente, la eliminacidn de material puede
alterar la estructura original de la muestra y afectar la
interpretacion de los resultados. Por ultimo, el alto costo
de adquisicién y mantenimiento de los equipos FIB-SEM,
junto con la necesidad de personal altamente capacitado
para operarlos, representa una barrera para su
implementacién  generalizada en laboratorios e

instalaciones de investigacion [20,162].

La Tabla 1 resume las técnicas de microscopia discutidas
en este articulo, detallando sus aplicaciones, ventajas y
desventajas en la caracterizacion de las biopeliculas en
ambientes acudticos, clinicos e industriales. La misma
sirve como guia para el uso de estas técnicas,
especificando sus areas de impacto y las superficies
utilizadas para su estudio. Todo ello con el objetivo de
facilitar a la comunidad cientifica la seleccion de
materiales adecuados en los ensayos, la replicacion y
comparacion de resultados, asi como la implementacién y
optimizacién de las técnicas de microscopia mas
apropiadas para una mejor comprension de la
composicién, estructura, factores de virulencia y
supervivencia de las biopeliculas que permitan desarrollar

métodos efectivos para controlar sus efectos adversos.

CONCLUSIONES

Las biopeliculas bacterianas han generado gran
preocupacion y atencion en sectores diversos debido a su

capacidad para albergar patdgenos y contaminantes,
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ocasionando la transmision de enfermedades infecciosas
dificiles de erradicar y pérdidas cuantiosas en la industria
a nivel global. A través de la microscopia, es posible
determinar directamente diferencias en la morfologia y
composicién de las biopeliculas, asi como monitorear el
efecto de tratamientos para su erradicacion. Mientras que
la microscopia dptica utiliza luz visible para estudiarlas en
tiempo real y en condiciones naturales, la microscopia
electronica (MEB, FESEM, Crio-SEM, ESEM, VP-SEM
FIB-SEM, MET y STEM) utiliza haces de electrones,
permitiendo la observacion de iméagenes de alta resolucion
que revelan su topografia, estructuras altamente
especializadas y ultraestructuras con gran detalle y a nivel
nanométrico. Las técnicas de barrido combinadas con
EDX permiten obtener un perfil elemental detallado,
cuantificar los elementos presentes y generar mapas de su
distribucion. Sin embargo, no son convenientes para
estudios dindmicos debido a sus requisitos de operacion.
Para tales estudios, la CLSM permite identificar in situ
estructuras 3D y la expresién de genes en combinacion con
la microscopia de fluorescencia, en tanto que AFM aporta
detalles de la topografia y rugosidad superficial de las
biopeliculas, siendo ideal para estudios de interacciones
entre las células y el sustrato. Otras técnicas como MSR,
FISH y CRM complementan y amplian estas capacidades,
proporcionando una vision integral de la estructura y
composicién interna de las biopeliculas a nivel quimico,
celular y molecular. Finalmente, existe un cuantioso
namero de estudios que han aplicado las distintas técnicas
de microscopia descritas en esta revision, cuyos resultados
han contribuido significativamente al conocimiento de las
biopeliculas, mecanismos de  supervivencia vy
patogenicidad, permitiendo el desarrollo de nuevos
métodos para prevenir, controlar y tratar las infecciones
que transmiten en ambientes acudticos, clinicos e
industriales. Futuras investigaciones deberian enfocarse
en optimizar las limitaciones de estas técnicas y hacerlas

mas accesibles en términos de costo y entrenamiento del
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personal para su potencial integracion y aplicacion en
distintas disciplinas cientifico-tecnoldgicas.
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Tabla 1. Técnicas de microscopia empleadas en la caracterizacion de biopeliculas en ambientes acuaticos, clinicos e industriales
. L . . . " . Materiales de .
Técnicas Aplicaciones Ventajas Desventajas Ambientes Areas de impacto soporte Referencias
Acuicultura (peces; | Laminas de vidrio; 2324
tuberias en acuarios) propileno '
Acudtico
Maritima (terminal de
( Paneles de acero 25
cruceros)
Resolucién baja
Monitoreo de (maximo 200 nm); Odontologia (cavidad oral | Sustratos  delgados 17
desarrollo de requiere tincion de la de pacientes) opacos
biopeliculas: simole.  rapida muestra; presenta i _
Microscopia | Medicion de biomasa econpérr;ica'p ng limitaciones para la Blomateriales y |Placas e 26
P total; identificacion . ’ identificacion dispositivos medicos microtitulacion
de Luz - requiere L o
morfoldgica de L . taxondmica en Clinico ——
. ~ | preparacion previa Lo Salud publica (control de
grupos  bacterianos; biopeliculas i fecci N el q
complementaria  a multiespecie 0 Infecciones por | Nanopar |.cu as e
MEB y MET CONSOICios biopeliculas de S. aure_zus. qu_ltosa_mo, Placas de 163,164
microbianos K. pneumoniae, | microtitulacion
Acinetobacter spy E. coli)
Alimentos (produccion de
. G . Placas de
Industrial | cerveza, aditivos L ., 11,165
. . microtitulacion
alimentarios)
Placas de
Microscopia Imagenes 3D de Imégenes Marino-costera microtitulacion y 166
q Visualizacion de | alta resolucion en | "¢ . _ (sedimentos marinos) cubreobjetos de
e combinacién  con | Pidimensionales; Acudti o
Fluorescenci estructuras  celulares ; fluorescencia de fondo cuatico vidrio
con fluoréforos CSLM; eficaz para levad
a deteccion, elevada Tratamiento de aguas | Celdas 167

identificacion

y

residuales

electroquimicas
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cuantificacién Material  esponjoso
celular policatiénico
. L sintetizado a partir de
Desinfeccion del agua . 168
derivados de
quitosano y fibras de
celulosa
. Infectologia Pie . .
Clinico N g ( Tejido de heridas 126
diabético)
. Polietilen |
Alimentos 0 e_t eno de alta 169
densidad
. . Membranas de
Industrial | Alimentos (planta de jugo . L
ultrafiltracion y acero 170
de manzana) o
inoxidable
Textil Celulosa tejida 12
Agua potable Fra_scos Erlen_we_yer; 171,172
policloruro de vinilo
Acuético
. Reactores de columna
Aguas residuales de vidri 173
Preparacién  tediosa; €vidrio
o requiere fijacion de la Suturas con
Identificacion Identificacion  sin | Muestra uso de sondas Suturas quirdrgicas multifilamento  de 174
FISH filogenética de | _. - . y conocimiento previo poliéster
. aislamiento previo .
bacterias de una secuencia Clinico
diana; fluorescencia de Hernia discal Tejido  del  disco 175
fondo intervertebral
Entorno subgingival Vidrio de borosilicato 57
Industrial Alimentos  (Industria. de Acero inoxidable 176
queso)
CLSM Andlisis 3D y | Observacién  no | Sondas fluorescentes | Acuatico | ~\cvicultura (tuberias en | . ..o o idrio 23
estudios in  vivo; | invasiva in situ; las | limitadas; acuarios)
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evaluacién de
viabilidad y andlisis
de distribucion de
componentes
biolégicos mediante
tinciones
fluorescentes:
proteinas, lipidos,
acidos nucleicos vy
polisacéridos;
cuantificacion de
biomasa y relacion
acidos
nucleicos/polisacarid
0s; monitoreo de
efectos de ambientes
nutricionales 0
tratamientos
antimicrobianos

muestras no
requieren
preparacion previa;
alta resoluciéon de
detalles

autofluorescencia vy
ruido de fondo;
sensibilidad reducida
en deteccion; limitado
a biopeliculas de
grosor entre 50-200
pum; dafio potencial por
luz intensa; escaneo
lento

Papel impregnado de
melamina

Aguas contaminadas con | Vidrio, poliestireno,
hidrocarburos aromaticos | acero, ceramica Yy 177
policiclicos (HAPs) caucho
Tratamiento de aguas Acero inoxidable 178
Roca calcérea con y
sin revestimiento de
Entorno intermareal polidimetilsiloxano 179
con nanoparticulas de
plata
Agua potable Reactores de flujo 180
Odor_1to|_og|a (entormo Vidrio de borosilicato 57
subgingival)
Agentes antisépticos Plgcas_ ., de 181
microtitulacion
Clinico Infecciones urinarias Pl_a}cas de cultivo de 182
tejido
Odontologia (caries y | Discos de
- . L 58,59
placa subgingival) hidroxiapatita
Infecciones en catéteres | Silicona con y sin
L ) 60
urinarios Bactigon (R)
_ . Cupones de acero al
Yacimientos petroliferos P 13
carbono
Discos de madera de
i . robl alamo.
Industrial Industria maderera oble, abeto y alamo 183

Alimentos

Placas de Petri

152
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. - Vidrio, acero
Alimentos (superficies en inoxidable 184
contacto con alimentos) . . y
polipropileno
Textil Celulosa tejida 12
Requiere
Observacion Resolucién de hasta equipp/personal
detallada de 10 nm; mayor esp_emallzado y _
estructuras / detalle en | Mejoras en Dientes humanos ex
MSR proteinas; analisis 3D estructuras fluorocromos; Clinico Odontologia vivo y superficies 3D 76
de biopeliculas; beelul problemas de vibracion impresas
monitoreo réapido de subcetu ar?s gueun i aberracion; riesgo de
procesos bioldgicos CSLM estandar dafio por luz intensa /
prolongada
Identificacién y . . Membranas de éster
cuantificacién de Acuatico | Tuberias de agua potable de celulosa 185
microorganismos;
E?I)Udell?culasanivel 32 Visualizacion no | Efecto de dispersion Biomateriales Pollclorgro %e b\:m'lo 80
Corr?posicic')n destructiva; “huella | Raman débil; y acero inoxiaable
distribucion de (,hg.ltal molecular neceS|daq de SENRS Odontologia (entorno I .
CRM . ) Unica; alta | para mejorar la sefial; L Vidrio de borosilicato 57
biomoléculas y L . - - . subgingival)
. ) 1. .| resolucién espacial, | posibles interferencias -
arquitectura; analisis | . . S Clinico
. . sin necesidad de | en la deteccion de
de resistencia a . X .
- . i marcaje especies bacterianas
antimicrobianos; Reactor de flujo por
caracterizacion  de Heridas de la piel goteo in vitro 186
biopeliculas en
superficies secas
Estudio morfoldgico | Alta resolucién y | Preparacion tediosa y Material ~esponjoso
y  estructural  de | profundidad  de | larga; posible policationico
MEB biopeliculas; campo; apariencia | destruccion de las | Acutico | Desinfeccion del agua sintetizado a partir de 168

evaluacién de efectos
antibiopelicula de
superficies,

topografica;
estructura espacial
de biopeliculas;

muestras; requiere alto
vacio y estabilidad de
la muestra; requiere de

derivados de
quitosano y fibras de
celulosa
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compuestos 0 | compatibilidad con | técnicas  adicionales Tuberias de sistema de
. i i . Lo Cupones de acero
tratamientos; EDX para andlisis | para proporcionar distribucion de  agua . 94
. ) - galvanizado
monitoreo de | elemental; detecta | datos cuantitativos potable
adhesion bacteriana y | sustancias sobre la altura o i _
formacion de | extracelulares vy | distancia de los puntos Acuicultura (tuberias en |\ . .00 o 23
biopeliculas en | revela la | en la muestra acuarios)
diversas superficies Iocallzauop, forma Sistibucion  de  anua Metales comerciales
y tamafio  de i 9U8 1 (Fe, Zn, Cu) y tuberia 187
?ac_te_“as P de polipropileno
individuales
Estomatologia ortopédica | Poliuretano 188
Heridas  crénicas no | Cubreobjetos de 90
curativas poliestireno
. . R fluj
Heridas de la piel eactor de flujo por 186
. goteo
Clinico
Dientes humanos ex
Odontologia (dientes) vivo y superficies 3D 76
impresas
Implantes ortopédicos T'tam(.)’ pglletlleno y 189
acero inoxidable
Materiales textiles Telfa§ de algodon 'y 65
poliéster
Alimentos (salmon
congelado; carne de ave | Poliestireno 64,91
Industrial | ge corral)
Textil Celulosa tejida 12
Alimentos Ml(_:ro_esferas de 190
polietileno
FESEM | Versién mejorada de | Compatibilidad con | Costos Y | Acudtico | Aguas residuales Pila de combustible 191

MEB; permite la

EDX; alcanza

mantenimiento

microbiana
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caracterizacién resoluciones de | elevados del equipo; Odontologia (pulpa | Placa de 192
topografica, hasta 1 nm; | requiere personal dental) microtitulacion
composicional y | iméagenes claras a | especializado y vacio Clinico _ _
textural de distintos | voltajes bajos sin | extremadamente alto _ _ Granito con y sin
tipos de biopeliculas | carga significativa; | para funcionar Biomateriales nanoparticulas  de 109
permite identificar | correctamente; la plata
aIteracipn_es preparacion de Acero inoxidable.
morfologicas en la | muestras puede ser Fabrica de procesamiento | caucho de silicona,
matriz extraceJuIar, tediosa y afectar la de pollos olastico y piel de 108
formgytamanoNde integridad  de  la | |ndustrial pollo
las células y dafios | muestra
SZreIZ Crgleurlr;t:rana ° Yacimientos petroliferos gaurggazs de acero al 13
Acudtico | Mineria (Drenaje acido) Hojas, rocas y agua 115
Gastroe_nterologla Perlas de calcio-
(tratamiento de . 56
Visualizacién Preserva Resolucién mas baja infecciones del colon) pectinato
detallada  de la estructuras en | que _ MEB Clinico i :
Crio-SEM | estructura interna de estado cercano al cor~1ven0|onal; posibles |r_1fec0|.o.nes asomac,ia:c, a _ _
las biopeliculas por natural; r_nantlene dafios por calor del haz fjlsposmvos médicos | Discos de zafiro 193
concentraciones de | de electrones; técnica implantados
fractura congelada . .
iones costosa y especializada -
Interfaz entre aceite
Industrial Alimentos ,(kombucha 0 (n_—decano 0 acgi:ce 117
bebida de té fermentado) | mineral) y suspension
de kombucha
Estudio de Planta de tratamiento de | Filtro de arena vy 125
biopeliculas Mantiene la | Reduccion  en la agua carbon activado
bacterianas vivas, | integridad de 1as | resolucién de muestras S _
hidratadas y  no | biopeliculas  sin | hgmedas: dafio Distribucion  de agua | Fe, Zr?, Cu_y tuberia 187
ESEM conductoras en su | pretratamiento; potencial en las| , .. potable de polipropileno
estado natural; | permite  imagenes | muestras por haz de cuatico Reactor _ biologico
analls_ls de adhesion, | de L alta | electrones; costos y Tratamiento de aguas | secuencial integrado
colonizacion y | magnificacion; mantenimiento residuales con lodos | de pelicula fija y 194
Expansion de | identifica Y | elevados del equipo activados crecimiento
blopel!c_ulas sobre | cuantifica suspendido
superficies;




Bendayan Acta Microscdpica Vol. 33, No. 2, 2024, pp. 76-113
opserv}amon de | elementos sin dafar Ir)fe(:ltc')logla (pie Tejido de heridas 126
biopeliculas en poros | la muestra diabético)
y granos de materiales Clinico
Infecciones asociadas a | Catéteres Foley de 121
catéteres urinarios silicona
Alimentos (bacterias
Industrial form_adoras de esporas Acero inoxidable 122
asociadas a productos
lacteos)
Tiempo de | Resolucion inferior a
Visualizacion de | preparacion MEB  convencional;
biopeliculas reducido;  menos | disminucion de la ) o
hidratadas sin | toxicidad que otros | relacion sefial-ruido a Odontologia (caries E_'SCOS_ de vidrio
VP-SEM | recubrimiento; ideal | métodos; pérdida | mayores  aumentos; |  Clinico dental) loactivo 129
para estudiar matriz | minima de la | efecto de dispersion
extracelular y | muestra; por gas en la muestra;
componentes conservacion  de | baja relacion
estructuras sefial/ruido
Acuético M_mena (drenaje &cido de Hojas, rocas y agua 115
minas)
Biotecnologia m?ccrzstitulacién de 133
Estudio  estructural
atobmico y molecular; | Alta resolucién y | Las muestras deben ser Clinico Estomatologia ortopédica | Poliuretano 188
evaluacion de | magnificacién, ultrafinas, lo que puede
MET farmacos capacidad para ver | alterar su estructura Car:':lcterizacién de Plgcas_ 5 de 132
antibiopeliculas; estructuras natural; requiere patogenos microtitulacion
analisis cinético de | extremadamente equipos especializados —
- N . . Quitina y  acero
formacion de | pequefias y personal capacitado Alimentos o 107,127,195
. . inoxidable
biopeliculas
Industrial Acero inoxidable,
Alimentos (fibrica de | caucho de silicona, 108

procesamiento de pollos)

plastico y piel de
pollo
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. Vidrio, poliestireno,
" Aguas contaminadas con P
Acuatico HPAS acero, ceramica Yy 177
caucho
Imagenes _ 3D Odontologia (placa | .. o de
estru_c'glfrales, subgingival, saliva | . N 59, 196
medicién de . humana) hldrOXIapatlta
.. ] . Clinico
elasticidad y dureza; . - El escaneo es lento; la
- Realiza mediciones | . - -
estudio de . interpretacion de . . Reactor de flujo por
) . en modo ambiental | . | Heridas de la piel 186
interacciones . . | imagenes puede ser goteo
AFM . ) y de vacio, asi . -
bacteria-sustrato; como  en  medio complicada debido a la . .
medicién de fuerzas liquido variedad de modos de Alimentos Placas de Petri 152
de _gdhesmn y operacion y artefactos Vidrio desnudo y
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