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Excmo. Sr Presidente,

Excmas. e llmas. Autoridades

IImas. e 1lmos. Sras. y Sres. Académicos
Sefioras y Sefiores.

Deseo mostrar, en primer lugar, mi agradecimiento a los ilustres
miembros de esta naciente Academia de Farmacia de Castilla y Le6n, que
participaron la seleccion de mi persona como Académico y en particular, a
su presidente D. Carlos Gomez Canga-Argiielles, por haberme aceptado
como ponente de este discurso. A D. Benito del Castillo, porque su apoyo
a este ingreso, ha sido una forma, entre otras muchas, que mantiene viva
una amistad, iniciada por nuestros padres en la Facultad de Farmacia de
Madrid.

Nacido en Burgos hace 64 anos, tuve mis primeros contactos con la
Farmacia de muy nifio, cuando jugaba con mi hermano a “buscar los
medicamentos y aprender sus nombres”. Nuestro padre completaba el
juego indicandonos para qué servia cada uno de ellos, nos daba clase de
quimica en su mesa camilla, y yo me admiraba de tanto conocimiento. En
el recuerdo quedan los curiosos porroncillos de los colirios, el “arte” de
hacer pomadas o preparar sellos de bicarbonato y papelillos de
permanganato, con el emblema bien centrado.

Esta vida tranquila, propia de un hijo de boticario de la época, se trunco
a mis 10 afios, al enfermar de poliomielitis. Para mi sorpresa, mi padre no
sabia “todo”, pero me reveld su caracter luchador. Y fue el pediatra
santanderino Dr. Guillermo Arce, quien le devolvid la esperanza (su hijo
volveria a andar), y los Drs. Merino y Tobalina, entonces médicos del
Servicio de Pediatria del Hospital “Marqués de Valdecilla”, que como
ejecutores de las pautas de rehabilitacion, me sacaron de inmovilidad y
facilitaron, que hoy me encuentre entre Vds.

El periodo de recuperacion, fue de intensa relacion con mi padre, y
marc6 impronta en mi caracter. Comprendi que puedes alcanzar cualquier
meta, con trabajo, inteligencia y honestidad. Todo se puede ganar o perder
(incluida la movilidad) pero nadie, excepto el Alzheimer o la muerte,
puede arrebatarte el conocimiento, como mejor expresion de la libertad.
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En mi época de estudiante pre y universitario (1962-1969) aparecio la
amistad como otro valor a cultivar. Mis estancias en los colegios de los
Hermanos de la Salle y de Jesuitas, y en las Universidades de Valladolid
(curso de Selectivo) y Madrid, (como miembro de la “promocién 1969 de
la Facultad de Farmacia) dejaron una gran rastro de amigos, de cuya
relacion aun disfruto. Si con Benito del Castillo comparto momentos
dificiles de nuestras vidas, en su casa de Arlanzon (Burgos), de Francisco
Zaragoza, recuerdo lo divertido de su cardcter y lo profundo de su
conocimiento. A Manuel Lopez Pérez y a Merche Loarte, les recordaba
hace pocos meses, en Zaragoza, las buenas partidas de ajedrez después de
horas de estudio de Boténica; y de Carlos Martinez Honduvilla, nombrado
oficialmente “cuidador de mis cuatros hijos estudiantes y madrilefios”,
recordaba nuestros primeros pasos en el Laboratorio de Bioquimica de la
Facultad. Y un recuerdo especial para Beatriz Moles Calandre, con la que
comparti momentos importantes de mi vida.

De entre los profesores, ya en el recuerdo, el Hermano Blas (quien me
ensefid mis primeras letras y numeros), y de la Facultad, D. Angel Hoyos
de Castro (primero en intentar que me quedara en su laboratorio), D. Angel
Giménez Solves (ejemplo de superacion, que me mostrd la dificultad que
conllevaba la actualizacion de las practicas de Bioquimica y la formacion
de equipos de trabajo), D. Angel Santos Ruiz y Diia. Ana Maria Galarza
(de gran capacidad docente para comprender y explicar su materia), D.
Lorenzo Vilas (con su forma de ver la Microbiologia Industrial y sus
comentarios profesionales sobre Agricultura, que tanto me ayudaron
posteriormente), D. Salvador Rivas, D. Candido Torres, D. Antonio
Doadrio. De todos ellos recuerdo un denominador comun, su necesidad de
transmitir a sus alumnos lo mejor de sus conocimientos, actitud que he
agradecido personalmente e imitado durante mi vida como profesor.

Mi época doctoral fue emocionante. Dirigido por la Dra. Maria
Cascales Angosto, persona que hacia sentir a sus doctorandos como hijos
cientificos, siempre actualizada en el conocimiento, batalladora para con
los suyos, paciente y buena estratega. Quizés, intuyendo mi futuro, supo
transmitirme herramientas globalizadoras de interés en una rama de la
Bioquimica, la Enzimologia, cuya interiorizacién posterior me permitid
trasladar a la Edafologia, como una forma de aplicacion transversal.
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Fue una Tesis Doctoral en la que estuvieron presentes los procesos de
germinacion de semillas, las técnicas de manejo de tejidos, de extraccion
de enzimas y su valoracion, en el marco del Ciclo de Krebs. De aquella
Tesis naci6 mi interés por procesos propios de la Fisiologia Vegetal, como
los criterios de reparto de energia en la planta o la fotosintesis y una
especial capacidad de integrar nuevos conocimientos, que como la rizo-
deposicion, la enzimologia en el ambito rizosférico y la afectacion de
transportadores de nutrientes por metales pesados, que hoy tienen una
especial impacto para los nuevos graduados en Ingenieria Agroalimentaria,
donde tltimamente imparto mis clases. Quiero recordar de aquel periodo,
con especial afecto a Blanca Feijoo Salgado (compafiera de mesa en el
Laboratorio), a Pilar Gonzalez y Angel Giménez, a Carlos y Elena, a
Manuel Lopez y Marche Loarte, a César Nombela, a José Luque.

Mi comienzo profesional, a mis 24 afios, se inicia en Burgos, al
incorporarme a los Laboratorios Vichy. En esa época conoci a D. Jaime
Gonzalez Carrer6, catedratico de la Facultad de Farmacia de Santiago de
Compostela y comparti su conocimiento y experiencia en Dermofarmacia.
Esta actividad la compaginé temporalmente con la de Farmacéutico de los
Servicios Hospitalarios de la Excma. Diputacion Provincial. Gracias a ella
pude conocer, durante tres afios, las formas de trabajo desarrolladas en las
farmacias de hospital de mi entorno geografico.

A finales de 1972, el Prof. D. Angel Alberola Figueroa, Director del
C.U.A. de Burgos me seleccion6 para formar parte de la plantilla de
profesores del nuevo Centro. Gracias a esta decision retomé la docencia
universitaria en la enseflanza de Biologia y Geologia. En el primer
apartado tuve un gran apoyo en los profesores D. Mariano Illera y Jos¢ M?*
Recio Pascual, y en la segunda, de D. Angel Hoyos y D. Jaime Ifiguez.

En 1975 uni mi vida a la de M* Angeles de la Fuente Marcos. Sin
dejar de desarrollarse profesionalmente como farmacéutica y biodloga,
siempre facilité mi trabajo con su proximidad, entrega, paciencia, firmeza
y dulzura, las mismas que aplica a mis hijos y a mi madre de 102 afos.

Aceptada mi deficiente formacioén edafologica, en 1976, llegué al
Centro de Edafologia Biologica del C.N.R.S. de Nancy, donde recibi una
formacion actualizada en el manejo de los componentes organicos y
biologicos, bajo la direccion de los profesores, Brucker y Duchaufour.
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Al retorno de Francia, ya sabia lo que tenia que hacer y conocia mis
lagunas de conocimiento. En mi idea bésica debia de relacionar la Sanidad
del Suelo con la Salud del Hombre. Y desde el primer momento trabajé en
coémo los suelos podian integrar los nuevos aportes organicos para evitar la
erosion de los suelos. Asi nacio el proyecto que denominé PRIMOR (que
hoy mantiene su validez). La idea es sencilla y clara, en la linea mas pura
de Medicina Preventiva: “Si elimino o evito, antes de que lleguen al suelo,
componentes inorganicos, organicos y biologicos, de riesgo para la salud
de plantas, animales y del Hombre, que forman parte de residuos y
compost, el suelo no sera un vector de enfermedades”. El farmacéutico,
por preparacion cientifica, tiene mucho que decir en este tema.

En su desarrollo, se evaluaron las reacciones enzimaticas de los
suelos ante los aportes organicos, se extrajeron y purificaron los enzimas
acumulados en los residuos una vez compostados, se aplicaron estos
enzimas a los suelos, se desarrollaron conceptos basicos de metabolismo,
se especificaron los tipos de materia orgédnica presentes en el suelo y se
consiguid conocer, localizar, extraer y evaluar determinados componentes
toxicos de lodos de EDAR y RSU. Actualmente se intenta establecer cual
es la fase y forma de intervencion mas adecuada dentro de los procesos de
depuracion de aguas residuales, para que la contaminacion, acumulada por
concentracion (mineralizacion de materia orgénica), se reduzca al minimo.

En el bienio 1996-97 inicié una intensa actividad de divulgacion de
este conocimiento en Iberoamérica. Visité Universidades y Centros de
Investigacion de Venezuela, El Salvador y Argentina. Imparti cursos y
conferencias a todo tipo de auditorios desde estudiantes a profesionales.

En 1989, siendo Director del Colegio Universitario Integrado el
Catedratico de Geografia de la Universidad de Valladolid, D. Fernando
Manero, alcancé el puesto de profesor Adjunto y en 1999 el de Catedratico
de Edafologia y Quimica Agricola de la Universidad de Burgos. El
horizonte de cambio estd a la vista, y la entrega de mi dedicaciéon a esta
Academia, asegurada en continente y contenido.

Para finalizar, quiero agradecer al Académico Constituyente, Prof. Dr.
D. Miguel Ladero Alvarez por su afectuosa disposicion para contestar este
discurso y pedir disculpas a quienes no haya mencionado en estos breves
recuerdos. Muchas gracias a todos.
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Introduccion

En la historia de biosfera, hubo un periodo de tiempo superior a los
tres mil millones de afios, que permiti6 la aparicién de los estromatolitos
(biofilms en condiciones de saturacion), y micro-estromatolitos (biofilms
en condiciones sub-aéreas) como formas socio-biologicas de colonizacién
en medios inhéspitos. Ambas organizaciones contribuyeron al desarrollo
de la bio-erosion y bio-geo-morfogénesis iniciales, generaron el O, como
componente de la atmdsfera, y facilitaron la aparicion de la respiracion
aerobia. Dado que en los suclos, ¢l examen de las sucesiones, se realiza
habitualmente, a partir de liquenes y musgos que conforman las actuales
comunidades (Odum, 1975; Razumovski, 1981), los edafologos debemos
de reconocer este vacio de informacién. En todo caso, para Gorbushina et
al., (2000), las biopeliculas bacteriano-flingicas no son comparables con
las comunidades liquénicas ni en su origen (asociacion de hongos con
algas/bacterias fotosintéticas de vida plancktonica "libre") ni en el
momento de aparicion (mas tardio que los ecosistemas de biofilms).

Aunque ya se habian detectado y utilizado los biofims (sin saberse),
hasta tiempos muy recientes en la historia de la Microbiologia, los
microorganismos se han ido caracterizado principalmente en sus formas
plancténicas (células libres en suspension), y descrito en base a las
caracteristicas de su crecimiento libre en medios de cultivo nutritivos.

Por ello, Donlan (2002), nos indica que el redescubrimiento de este
hecho asociativo, descrito inicialmente por van Leeuwenhoek, (“las
bacterias podian adherirse y crecer universalmente sobre superficies
expuestas”), y utilizado por Sergei N. Winogradsky (1856-1953) para
aislar microorganismos del suelo sobre portas de vidrio, revela que los
microorganismos asociados a una superficie (biofilms) poseen comporta-
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mientos fenotipicos particulares que los diferencian de sus formas libres,
en su forma de ubicacion, agrupacion y organizacion colonial, movilidad,
organizacion, adaptacion metabolica y ambiental, transcripcion de genes, y
en su forma y tasa de crecimiento.

Estos hechos llevaron a definir a Heukelekian & Heller (1940), el
"efecto botella" en los microorganismos marinos (incremento sustancial
del crecimiento y actividad de las bacterias al adherirse a una superficie
predeterminada). Y a Zobell (1943) a afirmar que el numero de bacterias
acumulado en las superficies era mucho mas elevado que en el medio
circundante (en este caso, el agua de mar). Entre 1930 y 1950, la escuela
rusa de Edafologia (influenciada por Winogradsky) establecio y evalud a
las bacterias colonizadoras (especies y nlimero), presentes sobre los granos
de los distintos componentes texturales de suelos de muy diferentes
ambitos edafoldgicos, y los asocid a su origen geologico y mineral. La
integracion de estos datos en su clasificacion climatico-zonal permitio el
desarrollo de determinados criterios y rasgos edafogénicos, cuya
aplicacion técnica atn esta por desarrollar.

Sobre la intervencion de biofilms en génesis de suelos, solo Kubiena,
en 1953, menciona la existencia de “una fase, poco conocida, de la
formacion del suelo”. Richards, (1961), proporciona una descripcion de la
formacion de ecosistemas de biofilm sobre ceniza volcanica estéril
procedente de la erupcion del Krakatoa (1883) en la que intervienen
peliculas de algas junto a bacterias y hongos como comunidad bidtica
primigenia anterior a su colonizacidn por plantas vasculares (en referencia
a las peliculas de algas, hongos y bacterias implicadas, sin describirlas).
Schwabe, en 1972, bajo este criterio, de las primeras etapas de la
colonizacién en sueclos de Surtsey incluyendo las ausencias descriptivas.
Hoy se reconoce que los biofilms sub-aéreos sobre roca ocupan una
considerable superficie terrestre, estabilizan los suelos desérticos al formar
costras bioldgicas y desempefian un papel crucial en el control de los
ciclos de energia y de materia.

En definitiva, los biofilms participan de forma decisiva en la
aceleracion de los procesos de alteracion/ erosion de las rocas directamente
implicados en la formacion de suelo y desarrollo de la vegetacion en todas
las zonas climaticas naturales.

10
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La presencia masiva de biofilms en residuos animales (copromasa), y
en los compost de residuos vegetales y urbanos (neomasas), debe de hacer
cambiar de forma clara los criterios de aporte de estos materiales a los
suelos, usados en fertilizacion y rehabilitacion. Es el eslabon que asocia
la Salud de los seres vivos que habitan sobre €1, con la Sanidad del suelo.

En el conocimiento de los biofilms fue determinante el examen
detallado de las biopeliculas mediante microscopia electronica de alta
resolucioén, de transmision y de barrido, aplicado a biofilms en filtros
percoladores de una planta de tratamiento de aguas residuales, permitiendo
a Jones et al. (1969) comprobar, en base en la morfologia celular, que se
compone de una variada gama de organismos. El empleo de rojo de
rutenio, colorante especifico de polisacarido, y del tetradxido de osmio
como fijador, les permiti6 demostrar que el material de la matriz de su EPS
era de naturaleza polisacaroidica.

Con este sistema de trabajo, Characklis (1973) estudié los limos
microbianos en los sistemas de agua industrial y demostré que no sé6lo eran
muy tenaces, sino también altamente resistentes a los desinfectantes como
el cloro. Costerton et al. (1978), basandose en las observaciones de la
placa dental y las comunidades sésiles en arroyos de montafia planted una
teoria sobre las biopeliculas que explicé los mecanismos de adherencia de
los microorganismos a superficies vivas y de materiales inertes, y el
conjunto de ventajas acumuladas alcanzadas por estos conjuntos vivos en
estos nichos ecologicos. Desde entonces, los estudios de biopeliculas en
entornos industriales o ecologicos y en los entornos mas relevantes para la
salud publica tienen un elevado paralelismo.

La conjuncion del desarrollo de estandares de cultivo microbioldgico
de biofilms y en el uso de la microscopia electronica de barrido (SEM) y
de laser cofocal de barrido, junto a otras técnicas, han permitido notables
avances en la comprension de los biofilms, en la caracterizacion de su
ultraestructura, en la identificacion de los genes implicados en la adhesion
celular y en la formacion de las biopeliculas y en la adaptacion al medio
nutricional y comportamiento ambiental en que se desarrollan en funcién
de los grupos moleculares de autoinduccién (quérum sensing y qudrum
quenching).

11
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Y son la naturaleza de estos grupos moleculares y la forma de
regulacion de la expresion de sus genes diana, donde mas empefio pone la
investigacion actual, debido al impacto que sobre la Salud Publica tienen
las biopeliculas en algunas enfermedades infecciosas y la importancia de
una variedad gama de formas de virulencia y resistencia a los antibidticos
que manifiestan estas formas de actuacion sociomicrobianas. Un mejor
conocimiento de los procesos que acaecen en cada biofilm debe conducir a
nuevas estrategias eficaces para el control del mismo y una mejora en el
tratamiento farmacologico del paciente.

12
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Algunos tipos de biopeliculas actuales de interés

Las biopeliculas son comunidades universales de microorganismos
(bacterias, hongos, arqueas, algas, protozoos, amebas), complejas e
interdependientes, asociados a superficies humedas (vivas o inertes) o a
interfases (columnas de agua sujetas a gradientes), mediante una matriz
polimérica (EPS) de glicoproteinas extracelulares, de textura viscosa,
generada “‘ex profeso” recorrida por canales de agua, los cuales permiten
un intercambio eficiente de agua, masa nutricional y gases, entre las
poblaciones constitutivas y el ambiente exterior. De forma descriptiva,
Branda et al., (2005) aceptan el término biofilm, como un "objeto
microscopico, en forma de hongo" integrado por una determinada
comunidad de células microbianas asociadas y adheridas a superficies
(duras o blandas) e interfases donde el acumulo de bacteriano y de
nutrientes es elevado (interfase suelo-planta).

La capacidad de formacion de biofilm no parece estar restringida a
ningln grupo especifico de microorganismos y hoy se considera que, bajo
condiciones ambientales adecuadas, todos los microorganismos son capa-
ces de formar biofilms, y las asociaciones bioldgicas dentro de un mismo
biofilm pueden generarse entre individualidades de distintos reinos.

Los biofilms ubicados en medios acuaticos naturales (fluviales o
marinos), o antrépicos se entienden como biofilms en medios saturados, y
ello sin olvidar que los desarrollos masivos de microalgas, que afectan a
aguas dulces y salinas (mareas rojas, verdes, marrones, etc.) en todo tipo
de ambientes son, en muchos aspectos, manifestaciones proximas a
aquellas.

En ambitos fluviales activos (superficiales o subterraneos), los
biofilms estan conformadas por grupos de bacterias (fotosintéticas o no),
algas, hongos, paramecios y amebas, que se desarrollan sobre o en el
interior de los objetos sumergidos y desempenan un papel decisivo en cada
ecosistema tratado. Si las aguas reciben luz, las algas, al realizar la
fotosintesis, convierten al biofilm en el primer eslabén de la cadena
alimentaria. El resto de los componentes bioldgicos que las acompanan en
estos biofilms (bacterias y hongos), mediante enzimas exo y endocelulares,
descomponen la necromasa generada. Su estructura organica también ser-

13
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vird como nutriente de otros habitantes de la ldmina de agua (peces y
gasteropodos). Ademas, en el seno de cada biofilm, estas combinaciones
biologicas son capaces de desarrollar intercambios genéticos. Su estructura
y funcionamiento son modificables segiin parametros ambientales, tales
como velocidad del flujo, régimen hidréulico, condiciones de luz,
condiciones fisico-quimicas ambientales, tension de gases, etc.

Si el biofilm se ubica en el fondo de ambitos fluviales sedimentarios,
(donde la luz no tiene acceso), bacterias y hongos (con baja demanda de
0O, y alta tension de CO,), toman el relevo a las algas, como componentes
primarios de los biofilms. El proceso degradativo que predomina es el
quimiotrofo, permitiendo el reciclado de las particulas organicas captadas
por el sistema biofilmico a través de sus conductos de agua. La accion de
descomposicion la realizan enzimas exocelulares, sintetizadas especifica
y/o coordinadamente por los distintos componentes bioldgicos,
conformando un nuevo tipo de cooperacion exocelular (sintrofia), que
satisface las necesidades nutricionales de todos sus componentes.

Estos biofilms estan particularmente presentes en la colonizaciéon y
degradacion de hojas sumergidas, fragmentos de material vegetal y restos
animales en ambitos hipoxicos. La fermentacion anaerobia genera volatiles
organicos azufrados de olor particular. El proceso es extensible (con otros
actores) a los procesos de digestion intestinal, siendo este, un area de
investigacion preferente de biofilms, en el campo de la Sanidad
Veterinaria, dado el elevado consumo de antibidticos, y afecta al suelo
cuando se aplican en forma de estiércoles por su carga en especies
resistentes a aquellos, y susceptibles de ser transferidos al hombre, gracias
a la erosion edlica.

Con esta via de transferencia en la mano, Doggett (2000) nos
introduce en un aspecto peculiar de los biofilm acuaticos al proporcionar
evidencias de que los hongos son componentes comunes en los sistemas de
distribucion de agua potable. Su presencia se atribuye en gran medida a
transferencias de esporas del entorno mas directo (atmosfera o suelo) y el
crecimiento de sus hifas no parece ser significativo, si se considera que las
preocupaciones mas importantes se asocian con la produccion de
micotoxinas o el sabor y olor que su crecimiento vegetativo genera “in
situ”. Sin embargo, la presencia generalizada de Actinomices flavus en los

14
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procesos de compostaje y la aplicacion generalizada de los compost a los
suelos natura-les o antrépicos (de uso agricola), nos debe de hacer
reflexionar sobre una nueva causa, a largo plazo, de riesgos sanitarios
potenciales, tanto para plantas como para animales y para el ser humano,
derivada del uso masivo de aquellos como enmiendas orgéanicas (este
campo no es conocido, ni facilmente aceptado, como causa de riesgo
directo o indirecto de cancer).

Otras caracteristicas del medio acuoso, (pH, niveles de nutrientes,
fuerza idnica y temperatura, dependientes de la estacionalidad), pueden
condicionar la tasa de adhesiéon bacteriana y el desarrollo de las
biopeliculas (Donlan et al. 1994; Fera et al. 1989). El grupo de Fletcher
(1988a,b) encontrd6 que un aumento en la concentraciéon de algunos
cationes (sodio, calcio, lantano, hierro férrico) afectaba a la fijacion de
Pseudomonas fluorescens a las superficies de vidrio, probablemente
debida a una reducciéon de las fuerzas de repulsion entre las células
cargadas negativamente de bacterias y las superficies de vidrio. En otro
sentido, Cowan et al. (1991) demostraron en laboratorio que un aumento
en la concentracién de nutrientes se correlacionaba con un aumento en el
numero de células bacterianas en los biofilms, hecho que también tiene su
aplicacion en la formacion y desarrollo agrario de los suelos.

La investigacion actual de los biofilms en aguas, se orienta, por un
lado, hacia la caracterizacion y definicion de la respuesta de las bio-
peliculas a factores ambientales, (velocidades de flujo, composicion fisico-
quimica, condiciones luminicas, etc.) y por otra a conocer el impacto de y
sobre las sustancias contaminantes. La contaminacion del medio fluvial
afecta a la estructura, diversidad (representacion de las especies
constituyentes) y funcionamiento de los biofilms. Asi, se generan
modificaciones en su actividad fotosintética, respiratoria o enzimatica, que
pueden ser temporales o permanentes.

El conocimiento de los biofilms acuaticos abre una via de uso, como
indicadores de la calidad ambiental, capaz de dar la alerta temprana ante el
descenso de O, disuelto, o la presencia de sustancias contaminantes
(plaguicidas, drogas, antibidticos, hormonas o cualquier otra sustancia
toxica). Ademas facilita la comprension del efecto de estos contaminantes
sobre el funcionamiento global de los ecosistemas acuaticos.
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Con el tiempo, sanitarios y ambientalistas dispondran de herramientas
funcionales para la bioindicacién, que convenientemente estandarizadas,
complementen a las actuales, y permitan el control de la contaminacion
fluvial derivada de la actividad agraria (aportes de composts, residuos
industriales y de plaguicidas) e industrial.

De esta forma, la capacidad de las biopeliculas para degradar los
contaminantes “in Situ” permitird acelerar, la restauracion de los rios
contaminados. Para ello se exige un doble objetivo: Evaluar e incrementar
la capacidad de los biofilm naturales en biodegradacion e identificar las
especies de bacterias y hongos que mejor se adapten a descomponer los
contaminantes, ya sea en suspension como en solucion.

Dado que la formacion del Farmacéutico es suficiente, ;Estamos
presentes, de forma adecuada, los farmacéuticos en este campo de
inspeccion y resolucion de problemas sanitarios?
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De los biofilms en si mismos.

Los microorganismos organizados en biofilm poseen mecanismos
especificos para su union inicial a una superficie o interfase, una capacidad
de desapego a la misma y una capacidad de desarrollo de una estructura
comunitaria y de ecosistema. En su conjunto, son cambios temporales,
complejos y altamente regulados en su transicion desde la fase planctonica
(libre movilidad) a la comunitaria (movilidad limitada e integrando una
comunidad compleja en un recinto limitado) y viceversa.

Las células del biofilm se diferencian de sus homologos en suspension
por la generacion de una matriz de sustancia polimérica extracelular
(EPS), que engloba masas celulares, con tasa de crecimiento controlada y
ubicacion relativa concreta para cada especie, ademds de una regulacion
(alta o baja) de genes especificos, que se hace patente en todas y cada una
de las fases intermedias del biofilm: interaccion inicial de la superficie
celular, conformacion del polimero exocelular, armonizacion metabolica
orientada al tipo de sustrato a degradar, maduracion del biofilm, virulencia
(no siempre), y el retorno de los microorganismos del biofilm a un modo
de crecimiento planctonico (O'Toole et al. 2000).

En un contexto amplio, la formacion de cada biofilms implica que los
microorganismos constituyentes, al dejar su condicion de células moviles,
(planctonicas), ademés de conformar una comunidad biologica y
especifica “ex novo”, sufren modificaciones en la expresion fenotipica que
implica cambios, genéticamente programados, en la organizacion y
desarrollo espacial, asi como en el metabolismo de cada uno de sus
componentes.

La adherencia, como primer paso de formacioén del biofilm, es un
proceso complejo, regulado por diversas caracteristicas del medio de
cultivo, y superficie del sustrato y de la célula. Una estructura de
biopelicula, conceptualmente, incluye que las colonias de células
microbianas y la EPS adquieran una arquitectura definida, cuyo objetivo
ultimo es proporcionar un ambiente Optimo para la cohabitacion, el
funcionalismo y el intercambio de material genético entre células. En el
interior de un biofilm, las células organizan su actividad, su aceptacion y
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su desarrollo gracias a agrupaciones moleculares de efecto positivo
(quérum sensing), y a otras de efecto negativo (quérum querching) que, en
su conjunto, afectan a la estabilidad de la biopelicula, consiguiendo su
organicacion/desorganizacion y el asentamiento/desprendimiento de su
soporte inerte.

Las moléculas de quoérum sensing afectan de inmediato a su
comportamiento inmuno-comunitario, transcripcion genética de enzimas
exo y endocelulares y productos de excrecion, destinados a formar la EPS.

Por todo ello, se incrementa la capacidad degradativa de particulas y
compuestos organicos que entran por sus “canales de agua”, se modifica la
velocidad de captacion de nutrientes, y en definitiva, la tasa de crecimiento
del conjunto (Donlan and Costerton, 2002). No hay que olvidar que en el
interior del biofilm se pueden encontrar materiales no celulares, tales como
cristales minerales, particulas de corrosion, particulas de arcilla o limo, o
componentes sanguineos, dependiendo del entorno en el que ha
desarrollado aquél, los cuales se degradardn y donaran nutrientes, de
acuerdo con su composicion.

Un indice del cambio fenotipico de las células en un biofilm, respecto
a sus formas planctdnicas, se puede evaluar en base al incremento de su
resistencia intrinseca a agentes antimicrobianos y/o biologicos o al estrés
ante condiciones adversas.

En consecuencia, los antibidticos y biocidas convencionales no logran
erradicar a los microorganismos infecciosos, cuando se encuentran sobre
superficies inertes (como los implantes), conformando un biofilm. Este
hecho les hace temibles. Las moléculas de quorum querching, que afectan
a la estabilidad de la biopelicula, consiguen su desorganizacion y el
desprendimiento de su soporte inerte. Y ya se estan usando con éxito en la
limpieza de ciertas fuentes monumentales de Tacca en Florencia y del
patio de Lindaraja en la Alhambra de Granada tras investigar aquellos
conjuntos moleculares en los biofilms formados sobre marmol de Carrara
(Cuzman, 2009).

Hoy se busca con ahinco su aplicacion en Farmacologia, a la hora de
desorganizar los biofilms portadores de microorganismos responsables de
determinadas enfermedades infecciosas con alto nivel de resistencia a los
antibidticos y en otros ambitos tecnologico/industriales.
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En base a evidencias de microscopicas, ya en 1971, Marshall et al.,

indicaron que en la adhesion estabilidad de la union biofilm-soporte, parti-
cipaban finas fibras de polimeros extracelulares generados por las
bacterias.
Fletcher et al. (1991) encontraron que la adicion de cationes a biofilms
bacterianos acuaticos (de agua dulce) generaba una contraccion de los
adhesivos iniciales (disminucion de la distancia de la célula al soporte), lo
que permitia pensar que el material de apoyo del biofilm era un polimero
anionico. Posteriormente se demostrd que estos cationes afectaban a las
reticulas de los polimeros anidnicos (tales como polisacaridos),
contrayendo su volumen.

La hidrofobicidad es otra importante propiedad que afecta a la fuerza
de adhesién entre un biofilm y su soporte. Las interacciones hidrofobicas
aumentan con el incremento de la naturaleza no polar de una o ambas
superficies que interactiian (la superficie de la célula microbiana y/o la
superficie del soporte).

En la célula, la hidrofobicidad de superficie depende de la presencia
de fimbrias y flagelos y la produccioén de EPS. Estos tres factores influyen
en la velocidad y el grado de uniéon de las células microbianas a un
determinado soporte de asentamiento.

La mayoria de las bacterias tienen carga negativa en la superficie de
su pared y membrana, que es compatible con sectores moleculares
conformados por sustancias hidrofobas. Las fimbrias, (apéndices no-
flagelares diferentes a los pili, implicados en la transferencia de &cidos
nucleicos virales o bacterianas), contribuyen a la hidrofobicidad de la
superficie celular, dado su alto contenido en residuos de aminoécidos
hidrofébicos (Rosenberg & Kjelleberg, 1986).

Esta secuencia, (hidrofobicidad de la superficie y fuerza de
adherencia), probablemente se desarrolla gracias a la superacion de la
barrera inicial de repulsion electrostdtica que existe entre la célula y el
soporte del biofilm (Corpe, 1980). Un numero elevado de bacterias
acuaticas poseen fimbrias que estan involucradas en la adhesion bacteriana
a las células de los animales. Rosenburg et al. (1982), y Bullitt &
Makowski (1995) han mostrado pruebas definitivas sobre el papel de las
fimbrias en la adhesion bacteriana a otras superficies.
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En la estabilidad de la union entre el biofilm y su soporte participan
determinados diversos componentes moleculares. La aplicacion de trata-
mientos con enzimas proteoliticos a células absorbidas, seguida de una
elevada liberacion de bacterias adheridas, proporcion6 a Danielsson et al.
(1977) y Bashan & Levanony (1988) evidencias de la participacion de
determinadas proteinas en el estabilidad de la union.

Bendinger et al. (1993) encontraron que los acido micdlicos presentes
en organismos como Corynebacterium, Nocardia, y Mycobacterium
aportan una hidrofobicidad superior a las de las bacterias (que no les
contienen), y que el incremento de longitud de la cadena de &cidos
micolicos coincidia con el aumento de aquella.

También se ha demostrado que el componente del antigeno O del
lipopolisacarido (LPS) (de extraordinaria capacidad alergénica) confiere
propiedades hidrofilicas a las bacterias gram-negativas. Por este camino,
Williams & Fletcher (1996) demostraron que los mutantes de P.
fluorescens, carentes del antigeno O, se adhirieron en mayor niimero a los
materiales hidrofobicos. En todo caso, para la mayoria de las cepas, la
adhesion fue mayor en los materiales hidrofébicos.

Haya & Gaylarde (1989) mostraron que las lectinas inhiben, pero no
impiden, una adhesion generalizada. De esta forma justificaron que la
acetil-glucosaminidasa glucosidasa y la N-(NAG) reducian la estabilidad
de la union en los biofilms de P. fluorescens, mientras que el NAG hacia
lo mismo con el Desulfovibrio desulfuricans.

Tambien las lectinas se unen preferentemente a ciertos polisacaridos
en la superficie celular, y en este caso del EPS. La union de las lectinas de
las células reduce drasticamente los sitios de insercion. Ello afecta a la
adhesion celular de los biofilms cuando la superficie externa de adhesion
es un polisacérido. Zottola (1991), confirmo6 el papel de los polisacéaridos
en sus estudios sobre formacion de biofilms a partir de Pseudomonas fragi.

En cuanto a la localizacion espacial de las uniones biofilm-soporte en
el seno de fluidos en movimiento, Korber et al. (1989), manejando cepas
moviles y no moéviles de P. fluorescens, vieron que en ambitos sometidos
al movimiento de un fluido, las células moviles se colocaban mas
rdpidamente y en mayor numero, en contra del sentido del flujo
(backgrowth). Sin embargo, los flagelos mostraban su participacion, en
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las primeras etapas de la adhesion bacteriana, al facilitar la superacion de
las fuerzas repulsivas asociadas al soporte de desarrollo del biofilms.

A la luz de estos hallazgos, las estructuras de la superficie celular,
tales como las proteinas de las fimbrias, y otras con contenidos variables
en LPS, EPS, asi como todos los flagelos, juegan un papel significativo en
el proceso de fijacion.

Los polimeros de la superficie celular de los sitios no polares como
fimbrias, parecen dirigir el proceso de adherencia a sustratos hidrofobicos,
otras proteinas y los acidos micolicos, componentes de ciertas bacterias
Gram-positivas, mientras que EPS y lipopolisacaridos son mas importantes
en el apego a los materiales hidrofilicos.

Los flagelos tienen su importancia en el proceso, aunque su funcion
parece limitarse a superar las fuerzas de repulsion, en lugar de actuar como
adsorbentes o adhesivos.

Ciertamente, la superficie sélida sobre la que se desarrolla el biofilm,
también presenta caracteristicas que condicionan el proceso de adhesion.
Characklis et al. (1990) sefialan que el grado de colonizacién microbiana
parece aumentar a medida que aumenta la rugosidad superficial.

En general, la adherencia se produce mas facilmente sobre superficies
asperas, mas hidrofobicas, una vez se ha recubierto la superficie por una
"pelicula de acondicionamiento". Esto se debe a que las fuerzas de corte
se reducen, y la superficie es mayor en superficies mas dasperas. Las
propiedades fisico-quimicas de la superficie también ejercen una fuerte
influencia en el indice y grado de vinculacion.

De forma general se ha constatado, que los microorganismos conectan
mas rapidamente a las superficies hidrofobas, no polares, tales como el
teflon y otros plasticos de los materiales hidrofilicos, como vidrio o
metales (Fletcher & Loeb, 1979; Pringle & Fletcher, 1983; Bendinger et
al. 1993).

Sin embargo los resultados a veces son contradictorios, al no existir
métodos estandarizados para la determinacion de la hidrofobicidad de las
superficie, y aparentemente se produce algin tipo de interaccion
hidrofobica entre la superficie de la célula y el sustrato, que obliga a la
célula superar las fuerzas de repulsion activa a cierta distancia de la
superficie del sustrato y para unirse después de forma irreversible.
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Una forma para adaptar a una superficie de material, expuesto en un
medio acuoso, es la incorporacioén a la biopelicula y recubrirla, casi de
inmediato, con polimeros de ese medio. Esa modificacién quimica afectara
a la velocidad y el grado de unién de los microorganismos.

Loeb & Neihof (1975) fueron los primeros en indicar esta forma de
“adaptacion” de las biopeliculas durante su formacion, en las superficies
expuestas en agua de mar, al encontrar que las peliculas eran de naturaleza
organica, formada pocos minutos después de su exposicion, que siguieron
creciendo durante varias horas.

En medios acudticos, un aumento en la velocidad de flujo, en la
temperatura, o en la concentracion de nutrientes puede estimular una mejor
conexion, si no superan niveles criticos. Las propiedades de la superficie
celular, especificamente la presencia de fimbrias, flagelos, y los
polisacaridos de superficie asociados, o las proteinas, también son
importantes y, posiblemente, puede proporcionar una ventaja competitiva
para un organismo cuando se trate de una comunidad mixta.
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Bioflms en Edafologia

En los afos de 1980-90 los biofilms se revelaron como comunidades
con una elaborada y diferenciada organizacion que permite una capacidad
para resistir presiones ambientales incluso en los entornos mas hostiles,
desde las lagunas acidas y térmicamente burbujeantes del Parque de
Yellowstone, el medio 4cido de un estémago o las aguas gélidas de los
glaciares de la Antartida.

Cifiéndonos al ambito litoldgico, Arino & Saiz-Jiménez (1996) nos
indican que la colonizacion microbiana de piedras y regolitos depende
tanto de factores ambientales, (disponibilidad de agua, pH del nicho,
clima, luminosidad, fuentes de nutrientes), como de parametros litologicos,
(composicion mineral, porosidad y permeabilidad del material) y de la
disponibilidad biolégica de cada medio geografico.

Entre las principales consecuencias de la actividad colonizadora de
estos ecosistemas complejos se exaltan el incremento de la retencion de
agua, la inmovilizacion de carbono derivado de la fotosintesis, y el
fomento de la colonizacion por hongos y macro-organismos que permite el
desarrollo de una sucesion de diferentes grupos bioldgicos en el seno de
estos biofilms a lo largo del tiempo (Gaylarde & Gaylarde, 2000).

Los residuos organicos (catabolitos y restos bioestructurales),
acumulados, interaccionan con los componentes minerales de las rocas
(alteracion), facilitando la dispersion de estos nuevos conjuntos con ayuda
de cambios térmicos y de humedad, diarios y circadianos y su pérdida por
erosion, con ayuda de la lluvia y del viento (erosion). Esto es propio de las
primeras fases de la edafogénesis, durante la formacion del regolito a
partir de rocas emergentes. Hoy se reconoce que el biodeterioro de
materiales liticos, es un proceso en que estan involucrados biofilms de
bacterias, microalgas y hongos en combinacion con musgos o liquenes

En muchos lugares expuestos, con regimenes térmico e hidrico
elevados, el desarrollo biofilmico sobre la superficie de rocas y regolitos es
rapido e intenso. Y ello preocupa cuando los biofilms endoliticos al ser
motivo de una reducciéon potencial de la vida media de los bloques
extraidos con uso constructivo/ monumental.
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Horath & Bachofen (2009), trabajando en el ambito dolomitico del
Valle de Piora (Alpes suizos), afiaden al conocimiento de las rocas
naturales expuestas, la heterogeneidad y complejidad de microrganismos
endoliticos que colonizan sus poros, donde conforman bandas verde-
grisaceas distintivas de 1-8 mm debajo de su superficie.

Estas comunidades biofilmicas estan dirigidas por la fotosintesis, (se
han encontrado 57 clones de cianobacterias, especialmente del género
Leptolyngbya, que forman la base funcional de los biofilm endoliticos). En
su compaiiia aparece un amplio espectro de bacterias quimiotrofas (64
clones) entre las que predominan actinobacterias, o-proteobacteria,
bacteroidetes y acidobacterias, asi como un cluster de Cloroflexaceaeas
(bacterias verdes filamentosas). Ademas han observados un clustrer (40
clones) de Crenarchaeotes, otro (39 clones) de amebas, y un tercero de
distintas algas verdes (51 clones) lo que permite afirmar que en los hébitats
endoliticos naturales, la diversidad de organismos quimiotrofos no-
pigmentados es considerable y que las arqueas también estan presentes.

Sobre granito pegmatitico, usando la técnica de microscopia
electronica de barrido en superficie (ESEM) Gleeson et al., (2005), revelan
la existencia de una diversidad de estructuras fungicas (hifas y
microcolonias) endoliticas sobre todas y cada una de las superficies de los
componentes minerales (moscovita, plagioclasas, feldespatos potasicos y
cuarzo y sus productos de alteracion ““in situ”). Su trabajo nos expone la
existencia de, al menos, 16 ribotipos diferentes para cada comunidad de
biofilm, siendo cada ribotipo una forma especializada de desarrollo
respecto a la composicion quimica de cada superficie mineral
constituyente de la roca.

Sus andlisis quimico/biolégicos revelan que, en estos sistemas, la
riqueza en Al, Si, y Ca conlleva un significativo control sobre la estructura
de las comunidades fungicas aparecidas en sus biofilms, al delimitar el
desarrollo de las poblaciones fungicas que se desarrollan en cada momento
de acuerdo con la biodisponibilidad cada elemento quimico individual,
siendo selectiva la concentracion de Ca libre. ;Es esta una forma incipiente
de estudio de la relacion edafologica de sexquidxidos y un condicionante
del desarrollo de determinadas macrolepiotas en suelos acidos (derivados
de ambitos graniticos)?.
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Un afio después, se publica un comportamiento similar respecto a las
comunidades bacterianas colonizadoras. La unica gran diferencia se basa
en que ahora el testigo de control, condicionante de poblaciones referido al
Ca, lo toma el i6n K, constitutivo de los minerales, como regulador de las
especies bacterianas presentes en los biofilms especificos de aquellos
minerales (Gleeson et al., 2006).

En regolitos expuestos ambientes extremos, como los desiertos, los
tipos de organismos hallados se limitan a bacterias y hongos,
catalogandose como extremofilos, al tener que desarrollarse en ambientes
muy secos y calidos.

En experimentos comparados, mediante el cultivo, con ayuda de
hisopos, de las superficies rocosas, distintos autores han mostrado que los
hongos tienen una capacidad adaptativa muy superior a la bacteriana frente
a condiciones de aridez térmica o hidrica (Grote & Krumbein, 1992;
Gorbushina, et al., 2002). Ello justifica el predominio, en distintos
desiertos, de micro-colonias fungicas, asociadas a recubrimientos de rocas,
(desiertos de Sonora, Mojave, y otros de Australia y Perl) que son
detectables a simple vista, por colorear rocas (caso del cuarzo ennegrecido
por las melaninas) (Jones, 1991; Taylor-George, et al.,1983; Perry &
Adams, 1978; Staley, et al., 1982; Staley et al., 1983). A veces, cuando los
depositos son de manganeso, la posibilidad de verlos depende del uso de
microscopia electronica de barrido.

La resistencia a la temperatura, de estas micro-colonias, es al menos
sorprendente, pues sobreviven durante periodos de 48 horas, por encima de
los 100°C (Palmer et al., 1987). Quizas haya que estudiar aqui las
proteinas de choque térmico y su velocidad de trabajo.

Entre las bacterias Gram positivas encontradas en el desierto de
Mojave predominan los géneros Bacillus, Geodermatophilus,
Arthrobacter, y Micrococcus habiendo encontrado que especies de
Planococcus sp, e Hyphomonas sp participan selectivamente en el ciclo
del Mn, por su capacidad para la extraccion de electrones necesarios para
su actividad metabolica (Hungate et al. 1987). Respecto a las Gram
negativas, Dorn & Oberlander (1981), nos presentan bacterias similares a
Metallogenium y Pedomicrobium, y respecto a los hongos, la presencia de
Actinomicetos con aquella capacidad para oxidar Mn.
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La mineralizaciéon de la necromasa de las estructuras fungicas y
bacterianas, parece ser la responsable de la génesis de peliculas de
recubrimiento, ricas en Mn que tienen todas estas rocas (Dorn &
Oberlander, 1982; Dorn, 1998).

Este mismo criterio de formacidon de recubrimientos, lo estan
aplicando Gong et al. (2008) para justificar la aparicion de peliculas de
recubrimiento con iridio sobre particulas de calcita biogénicas durante la
transicion entre el Creticeo y Tridsico (“misterio K/T”) gracias a la
actividad combinada de hongos endoliticos, cianobacterias y algas,
reunidos en el interior de huevos de dinosaurios. Para el periodo Cretacico,
ya se habian descrito estructuras miceliares similares en depdsitos calizos
de la India (Tripathi, 2001). Todo ello tiene relacién con la capacidad
actual de ciertas especies de macromicetos, tipicos de suelos calizos,
capacitados para acumular nanoparticulas de Iridio, entre otros elementos
(Gonzalez Carcedo et al, 2011, en preparacion).

Queda mucho por conocer, en la transformacion de roca en regolito
(proceso generalmente entendido como fisico o fisicoquimico), El
desarrollo de biofilms formadores de suelo, no solo afecta a la superficie
de las rocas. La composicion de cada mineral constitutivo de las rocas y
los procesos de alteracion a los que quedan sometidos, tiene mucho que
ver con los actores bioldgicos que colonizan y dirigen los procesos de
demolicion de las estructuras cristalinas, los biofilms endoliticos. En todo
caso, la gama de condiciones fisicas o ambientales necesarias para la
formacion de las estructuras de biofilms en los suelos es un tema de
debate, muy poco conocido.

Asi, el crecimiento microbiano asociado a superficies en ambientes
naturales no saturados, como rocas, rizosfera de distintos desarrollos
vegetales, o antropizados como la rizosfera de sistemas de monocultivos
técnicamente roturados o suelos aportados con compost de materiales
organicos muy diversos como los lodos de depuradora, que son portadores
de biofilms propios de medios saturados (proceso de depuracion), e
insaturados (proceso de compostaje), nos hace preguntar si aquella
aplicacion terminoldgica de biofilm es equiparable con los agregados
bacterianos, los tapetes microbianos, los floculos o las microcolonias (De
Beer & Stoodley, 2006).
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Otro avance de gran relevancia para la Edafologia el del desarrollo de
biofilms sobre otros seres vivos. Asi, estudios sobre las interacciones entre
bacterias y hongos en la fitosfera aportan informacion adicional sobre los
procesos que contribuyen a la formacion de biofilms bacterianos sobre
hongos, que abarcan los campos de:

O quimiotaxis bacteriana ante las células fungicas

O intercambio en el uso de nutrientes entre las especies que
interactuan,

0 la expresion de genes especificos bacterianos una vez
establecido el contacto con las células fungicas.

Aunque se creia que algunos hongos filamentosos, con impacto en la
salud del suelo y en nuestra economia, no formaban biofilms, recientes
hallazgos apoyan la hipdtesis de que si los hongos filamentosos estan
asociados a ciertas superficies si pueden hacerlas (Harding et al. 2009).

Para comprender mejor el interés de la formacion del biofilm de
bacterias sobre hongos, hay que profundizar en las interacciones de
importancia econdmica, tales como las implicados en el control biologico
de patogenos vegetales bacterianos y fingicos. Ademads, desarrollando
modelos manejables de sistemas biofilmicos bacteriano-fungicos, se
podran descubrirse elementos importantes de las biopeliculas bacterianas
sobre otras superficies vivas tanto de tejidos vegetales como animales.

El crecimiento de la biomasa de las poblaciones microbianas
dominadas por hongos se ha calculado en muchos simuladores de
descomposicion de la materia orgdnica integrada dentro de modelos de
distintos ecosistemas terrestres, utilizando los mismos principios que en
otras comunidades microbianas. Se expresa en tasas de eficiencia
microbiana como valores proporcionales entre la nutricion organica
asimilada, de nueva biomasa generada, del crecimiento y de sus tasas de
mortalidad (Bosatta & Agren, 1994; Powlson et al., 1996; Agren &
Bosatta, 1996, Van Wensem et al., 1997).

Chertov et al. (2004) nos muestra dos tipos principales de modelos
matematicos de crecimiento de hongos en biofilms. El primero acentia los
patrones morfologicos de crecimiento de las hifas filamentosas (Prosser &
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Trinci, 1979; Bartnicki-Garcia et al., 1989; Prosser & Tough, 1991). El
segundo considera el crecimiento de la biomasa fungica (Pirt, 1967;
Prosser, 1995a, b).

Segiin Hogan et al,. (2009), en un futuro, los biofilms bacterianos
sobre hifas fungicas permitiran esclarecer, las secuencias edaficas de
actuacion y las metodologias de trabajo bioquimico que aparecen en los
procesos de degradacion de la materia organica, a la par que la ocupacion
ordenada de los diferentes loci edaficos. De forma paralela, el
conocimiento de los biofilms desarrollados sobre las raices facilitard un
desarrollo que clarifica que del proceso de micorrizacion. De esta forma,
el descubrimiento de la formacion de biofilm de bacterias y levaduras esta
permitiendo una mejor comprension de la ecologia microbiana y aportando
nuevos conocimientos sobre los mecanismos de virulencia y persistencia
de los microorganismos patdgenos.

Desde la perspectiva de las bacterias, hay un conjunto de posibilidades
en las que la formacién de biofilms sobre hifas de hongos puede ser de
interés su estudio. Asi:

e La colonizacion bacteriana de una superficie de hongos
puede permitir a las bacterias explotar al hongo (con tasas de
desarrollo poblacional muy elevado) como una fuente de nutrientes
(Hogan & Kolter, 2002) y controlar de esta forma su nimero. Las
bacterias pueden recoger los nutrientes de la pared celular fungica,
consumir los productos de hongos excreta, o inducir la lisis de las
células fungicas, con la consecuente liberacion del contenido
intracelular, para el consumo de la poblacion bacteriana local.

e En las comunidades donde las bacterias y los hongos estan
en competencia por los nutrientes (dmbitos rizosféricos de suelos
no saturados), este tipo de colonizacion de sus hifas por biofilms
bacterianos podria mejorar el antagonismo bacteriano contra los
hongos, mediante la concentracion de compuestos antiflingicos
generados por aquellas.

e La formacion del biofilm sobre la superficie de las hifas
fingicas podria permitir “viajar” a las bacterias sobre aquellos,
cuando los hongos prospectan nuevas areas territoriales en busca
de nutrientes.
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e Las bacterias unidas a las superficies de las hifas, dentro de
un mismo biofilm pueden mejorar las acciones sinérgicas de
bacterias y hongos necesarias para la degradacion de sustratos
complejos.

e Por ultimo, la colonizacidon bacteriana de una superficie
fungica puede ser la prime etapa de procesos endo-simbioticos
bacteriano-fungicos mas complejos, que pueden tener importancia
critica en el ambito de la rizosfera (Dorr et al., 1998), donde la
nutricion  viene condicionada fundamentalmente por la
rizodeposicion vegetal.

En los suelos y en asociacion con superficie vegetales, hay muchas
oportunidades para el desarrollo de interacciones fisicas entre bacterias y
hongos. Las comunidades bacterianas asociadas a hongos en las
estructuras edaficas parecen ser distintivas en términos de tipos de especies
y abundancia relativa entre Pseudomonas y Burkholderia (hongo detectado
como colonizador habitual) (Frey-Klett et al, 2005; Rangel-Castro et al,
2002; Timonen & Hurek, 2006).

Estas interacciones bacteria-hongo parecen tener un papel importante
en la ecologia de comunidades microbianas. Algunas especies bacterianas
pueden servir como agentes de control biologico que proteger las plantas
contra hongos patogenos (Whipps, 2001). Asi, Pseudomonas fluorescens,
por su capacidad para colonizar raices y células fingicas, puede proteger a
la planta de tomate frente a la infeccion del Fusarium oxysporum (Bolwerk
etal., 2003).

La Pseudomonas syringae se encuentra comunmente en la superficie
de las plantas donde se interactia con numerosas especies de levaduras y
hongos filamentosos (Lindow & Brandl, 2003). Las interacciones
antagdnicas entre P. syringae y Neurospora crassa puede reflejar el papel
de la formacion de biopeliculas bacterianas en competencia con hongos en
la filosfera.

Otro area de gran interés en la formacion de biofilms bacterianos
sobre superficies fungicas se centra en el analisis de como se afecta el
conjunto fisioldgico de cada uno de los actores durante este periodo intimo
y dindmico de interacciones.
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Estudiando el comportamiento de los genes de Pseudomonas putida
cuando coloniza la superficie del hongo Phytophthora parasitica Lee &
Cooksey (2000) identificaron cuatro genes que modifican su expresion y
generan un factor de transcripcion ain no caracterizado, un transportador
tipo ABC y una porina.

Otros estudios prueban que la trehalosa es una molécula importante
durante las interacciones bacteria — hongo pues, si bien no es habitual entre
las bacterias, muchas especies de Pseudomonas spp., tienen la capacidad
de usarla y pueden crecer sobre restos fingicos ricos en la misma. Esta
capacidad de las Pseudomonas spp. para utilizar la trehalosa puede ser
parte importante del crecimiento bacteriano, asociado al crecimiento de
hongos ectomicorrizicos comestibles, como el Cantharellus cibarius, sin
que causarle dano (Rangel-Castro et al., 2002).

Por el contrario, se ha visto que la induccion de genes de P.
fluorescens sp., que controlan el uso de trehalosa inhiben el crecimiento
radial del Pythium debaryanum (Gaballa et al., 1997; Rincon et al., 2005).
Quizas sea importante contemplar esta capacidad en la lucha contra
determinados quiste de nematodos fitoparasitos, dado que su pared esta
también conformada por trehalosa.

Es evidente que hay sefales quimicas y fisicas que no se conocen en
su totalidad, pero participan también en la respuesta bacteriana a su
crecimiento sobre los hongos. Asociaciones intimas entre Burkholderia sp.
y hongos son capaces de promover la formacién de micorrizas (Aspray et
al., 2006), y los Azoarcus sp., que utilizan “pili’” tipo IV para unirse a la
superficie del hongo, desarrollando solamente las estructuras
intracelulares, necesarias para la eficiencia de la fijacion de N, tnicamente
cuando ambas especies han crecido juntas (Dorr et al., 1998).
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Los biofilms en tecno-edafo-hidraulica.

Una vez definida la importancia de los biofilms en la conservacion de
aguas subterraneas (actian formando biobarreras que limitan la lixiviacion
y migracion de contaminantes a las aguas subterraneas) y en el tratamiento
de aguas residuales (actuan como filtro percolador o filtro biologico
celular), y una vez que se ha establecido su participacion en la reduccion
de N gracias a la participacion de bacterias edaficas denitrificantes
(Persson & Wittgren, 2003) o de retencion del N organico particulado en
la solucion del y la disminucion de la difusion de nitrogeno organico
soluble, NH4+, NOj en el suelo y en el biofilm (Horng-Guang et al., 1996),
adquiere una gran importancia, las formas de crecimiento bioldgico de los
biofilms en el espacio poral del suelo.

Segiin Thullner et al. (2002) los desarrollos de biofilms edaficos
pueden encontrarse:

e Como biopelicula continua y uniforme que recubre la pared
de cada poro, lo que conduce a la reduccion en el diametro de los
poros,

e Como micro-colonias discretas que se desarrollan y
obstruyen los poros, especialmente los mas pequefos, afectan la
regulacion del flujo a través de un volumen multidimensional. Asi,
los microporos requieren menos biomasa para la obstruccion que
los macroporos, y serian los primeros afectados.

En edafo-hidraulica, la acumulaciéon de material organica en los
microporos se considera un factor causal de la modificacion de los flujos
de agua en suelos saturados y humedales artificiales. Zhao et al., (2009)
nos indica que la reduccion del tamafo de la porosidad efectiva, en suelos
donde se encuentran instalados los biofilms (a 10 y el 15 cm de
profundidad) es significativa, pero no la tasa de infiltracion (cuya
reduccion es insignificante).

Cuando a estos sistemas artificiales se les nutria con aguas residuales,
la pérdida de infiltraciéon se debia a la naturaleza de las particulas
organicas retenidas entre los poros, que generaban obstrucciones. Pero si
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se les afiadia granos de fécula o de glucosa, como componente nutricional
de los biofilm, las respuestas eran dispares, dado que la aplicacion de
fécula generaba una velocidad de infiltracion superior a cuando se
aportada glucosa. Ello nos permite razonar que los biofilms edéficos (su
formacion, tamafio y metabolismo) responden de forma diversa,
dependiendo de la naturaleza de la materia organica aportada al sistema
suelo, siendo ésta, y no los biofilms formados, la responsable de la edafo-
hidraulica de cada suelo.

La disponibilidad en agua y nutrientes son los principales factores
limitantes del crecimiento biologico y desarrollo del biofilm, que a su vez
se constituye en uno de los factores principales obstruccion de los sistemas
de tratamiento de aguas residuales. El biofilm desarrolla una estructura de
colmena, con una rigidez mayor debido la pérdida de elasticidad de
sustancias poliméricas extracelulares bacterianas (cuando estan contacto
con aguas frias), lo cual lo hace que sean mas resistentes a la fuerza de
corte de las corrientes de agua (Herbert-Guillo et al., 2000; Okabe et al.,
1998). Esta estructura, no dispersable, provoca una disminucion del
espacio vacio del medio poroso y un aumento de la dispersion de
particulas minerales (Hill & Sleep, 2002; Vandevivre & Baveye, 1992).
Con la edad del biofilm, la superficie de la estructura de la biopelicula se
reduce y se hace mas lisa, por lo que el continuo desarrollo de la misma no
conduce necesariamente a una mayor reduccion de los parametros
hidraulicos (Cunningham et al., 1991; Hill & Sleep, 2002; Okabe et al.,
1998). En consecuencia, el medio poroso no se obstruye totalmente debido
al equilibrio entre el crecimiento bioldgico y la degradacion bacteriana de
sustratos, pero si se limita el transporte de coloides (Okabe et al., 1998).

En los paises en desarrollo, la construccion de humedales de flujo
subsuperficial horizontal se utiliza como una alternativa de bajo costo, para
el tratamiento, reutilizacion y eliminacion de aguas residuales (Kivaisi
2001; Sanford et al, 1995) dada la eficiencia mostrada en la eliminacion de
contaminantes como el N, P, materia organica (Jensen & Siegrist, 1990) y
patogenos (Vega et al., 2003).

Sin embargo, esta eficacia puede reducirse a causa de la obstruccion
de los espacios porales, lo que genera efectos en cadena, tales como la
reduccion de conductividad hidraulica, de la porosidad y del suministro de
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O, y un aumento de la dispersion del sistema (Garcia et al., 2004; Tanner
& Sukias, 1995; Tanner et al., 1998; Vandevivre & Baveye, 1992).
Aunque, en los humedales artificiales, el mecanismo de obstruccién no
esta aclarado, Coppola et al., (2004), lo asocian principalmente a la
acumulacion de solidos organicos e inorganicos en suspension, el
crecimiento de los biofilms, la precipitacion quimica, y la acumulacion “in
situ” de componentes inorganicos biogenéticamente formados (carbonatos,
fosfatos, oxihidroxidos de Fe y Al, oxidos de Mg) y al incremento de
volumen de los coloides edaficos presentes cuando se hidratan.

La precipitacion del Ca en filtros de tipo medio (V.g. agregados
ligeros y conchas de arena) es uno de los posibles procesos para la
eliminacion de P. Sin embargo, los precipitados generados, rapidamente
obstruyen los microporos y disminuyen el espacio poral (Khadhraoui &
Kuroda, 2002). Adam et al. (2004) mostr6 que la forma de precipitacion es
arracimada y actian como nucleo de cristalizacion y crecimiento
cristalino, facilitando la obstruccion de sus poros.
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Los biofilms y su impacto en la conservacion de monumentos.

El interés actual de las biopeliculas del tipo sub-aéreas ha crecido de
forma espectacular, asociado a la conservacion del patrimonio cultural,
que se encuentre expuesto a procesos de deterioro. Materiales de
petroglifos, pinturas murales, edificios y monumentos se estan
biodeteriorando aceleradamente (Dornieden et al., 2000).

Las investigaciones iniciales de estos procesos muestran la existencia
de una gran biodiversidad de biopeliculas junto al intenso y activo papel en
el deterioro de las superficies monumentales que realizan (Krumbein &
Gorbushina, 1995). Y han sido el complejo monumental de Angkor y
Bayon (Camboya) y los monumentos Mayas, sometidos a la accion de un
clima tropical, con bajo-relieves construidos totalmente sobre areniscas, y
con un alto grado de deterioro, el detonante de este interés internacional
por los biofilms.

La piedra de arenisca es particularmente susceptible a la colonizacion
por biofilms en funcioén de su porosidad y capacidad de retencion de agua.
Para May et al. (2000), los microorganismos autotroficos (foto y quimio-
autétrofos) son los colonizadores pioneros de estas superficies
constructivas. Se han identificado en sus biofilms, cianobacterias y
microalgas verdes, extendidos en techos y paredes de estos historicos
edificios (Crispim et al., 2003). Las cianobacterias poseen una serie de
capacidades (tolerancia a la desecacion, al estrés de agua, a altos niveles de
sales, y la resistencia a altas temperaturas y capacidad de uso eficiente de
radiaciones de baja intensidad de la luz solar) que explican su presencia
generalizada, aqui y sobre rocas y regolitos.

La capacidad de la microflora colonizadora de piedra para cubrir e
incluso penetrar en capas de estos materiales, conduce a la formacion de
“biofilms complejos” (May et al., 2000). Al igual que en las aguas
someras, la colonizacién microbiana de areniscas comienza habitualmente
con organismos fototrofos, capaces de construir biofilms de proteccion,
que segun Warscheid & Braams (2000) se hacen visibles en la superficie
de piedras pobres en nutrientes.
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Asi las cianobacterias (bacterias fototrofas oxigénicas) generan altera-
ciones derivadas de la inmovilizacion de moléculas organicas sobre las
superficies minerales que recubren, al conformar complejos oérgano-
metalicos y organominerales de alta o baja movilidad, respectivamente.
Ello facilita el asentamiento posterior de otras especies de microorga-
nismos y da paso a la formacién evolutiva de sucesiones comunitarias en
las que los quimioorganotrofos tienen un mayor protagonismo. Por otra
parte, las poblaciones de bacterias filamentosas y hongos son capaces de
penetrar mas profundamente en las areniscas induciendo un dafio mayor en
la superficie litologica por la capacidad de sus catabolitos de formar
complejos organometalicos (Gu et al., 1996) mas solubles. Las microalgas
(40%) que se asocian con distintas especies de bacterias heterotréficas,
pueden formar gruesos biofilms superficiales, sobre ellas.

Los hongos son un componente importante comunidades biofilmicas
que colonizan la superficie de la roca (Etienne & Dupont (2002).
Ascomycota constituye un filum comun de distribucion mundial, dada su
especial relacion con el suelo. La participacion de los hongos en
estructuras comunitarias se esta asociando a la composicion quimica de los
sustratos minerales. Como consecuencia, a superficies minerales diferentes
se corresponden poblaciones fungicas distintas (Gleeson et al., 2005).

Su abundancia muestra grandes diferencias en la estructura de las
comunidades entre los biofilms antiguos y recientes. Las evidencias
indican que en estos biofilms estan enriquecidos con distintas especies de
protozoos y metazoos, a los que se atribuye un comportamiento
depredador, en el seno de cada biotopo especifico del conjunto
monumental de Ankor, dada la elevada dinamica de estos biofilm en
climas tropicales (himedos y calidos) y la intensa luminosidad existente.

Todo parece indicar que las biopeliculas sobre piedras de arenisca
forman comunidades equilibradas, cuyos miembros son capaces de co-
evolucionar a la par que permitir un reciclado de los elementos esenciales
para su actividad y crecimiento. Por todo ello, Warscheid & Braams,
(2000) concluyen que el deterioro biolodgico de las rocas es el resultado de
complejas interacciones microbianas a través de la comunidad del biofilm
y no la consecuencia de la acciobn de un grupo particular de
microorganismos.
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En este sentido, trabajando en los poros de piedras calizas de los
restos arqueologicos Mayas de Ek' Balam, McNamara et al. (2006),
hallaron una amplia variedad de comunidades bacterianas endoliticas.

El analisis genético de los clones 16S de rDNA confirma la disparidad
de comunidades (endoliticas: >80% Actinobacteria, Acidobacteria, y con
baja relacion de bases GC a firmicutas; epiliticas: >50% de
Proteobacteria). La presencia de distintas comunidades bacterianas
epiliticas y endoliticas puede ser un nuevo factor efectivo de
discriminacion entre las distintas fases de conservacion de los materiales
que constituyen la herencia cultural, ademés de una forma de prediccion
cuantitativa del estado de alteracion de los carbonatos. Da toda la
impresion de que en estos biofilms mixtos, quienes permanecen son los
componentes bacterianos (foto y/o quimiolitotrofos) y quienes sufren
evoluciones sucesivas en el numero, forma y tipo de poblaciones
(quimiolitotrofas y quimioorganotrofas), son el reto de los constituyentes
biologicos del biofilm.

Gorbushina & Krumbein (2000), dindose cuenta de que los biofilms
sub-aéreos son un tipo especifico de estrategia vital, en un entorno de
maxima dureza, propusieron la idea de "poiquilotrofia" habida cuenta su
larga historia evolutiva y el alto y complejo grado de especializacion
degradadora y cometabdlica alcanzado por sus componentes.

Los hongos quimioorganotrofos, las bacterias y actinomicetos pueden
crecer en materia organica acumulada a partir de células muertas y los
desechos atrapados. El crecimiento del hongo conlleva la liberacion de
enzimas y acidos organicos, que pueden afectar a los materiales sobre los
que se apoya el biofilm, mediante la penetracion de las hifas en la
superficie, lo que conduce a la destruccion mecéanica por contraccion y
expansion y deslizamiento (Mohammadi et al., 2008). Los nutrientes
minerales disueltos en medio humedo, por acciéon de los procesos
bioquimicos, a su vez pueden satisfacer las necesidades tréficas para un
mayor y mejor desarrollo de la comunidad establecida (Weisburg et al.,
1991). Por debajo de ellas, las areniscas liberan fracciones argilicas
susceptibles de pérdida por erosion, lo que afecta a la superficie de manera
significativa, lo que es acorde con el régimen pluviométrico y la carga
organo-mineral y mineral-biogénica.
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Al mismo tiempo, cuando la superficie se seca, las sales minerales
excretadas por el biofilm, puede cristalizar “in situ” dando lugar a un
estrés en la superficie de minerales que conducen a procesos de
exfoliacion de las rocas.

Uchida et al., (2000) abordan este ultimo aspecto, al comprobar que
todos los bajo-relieves contienen abundancia de sales higroscopicas,
(carbonatos, cloruros, nitratos, sulfatos, etc.) siendo este un indicador de la
de formacion de micronichos salinos, sobre todo en periodos de
evaporacion intensa, con concentraciones de sal suficientemente altas para
el desarrollo de microorganismos halofilos. Por ello no causé sorpresa la
presencia en los biofilms de Haloarchaea (grupo bien definido de
Euryarcheota especializados en la vida halofita (Kates, 1978).

Al objeto de solucionar el problema de pigmentaciones diferenciadas
de las piedras, en el exterior e interior de los templos, Sterflinger, (2000)
nos proporcion6 una relacion de hongos capaces de pigmentar su entorno
de implantacion, y en su caso las biopeliculas en los que participen. Asi, el
color negro de las piedras del exterior, (frente al color verde de la piedra en
los d&mbitos donde la luz no llega directamente) permitio la localizacion
(en el templo de Bayon) de especies del género Dematiaceous
(Ascomicetos negros productores de melanina), responsable del color
negro de sus piedras. Y ello sin olvidar que otras especies flingicas
generan colores diversos como Lecythophora sp. (pigmentacion naranja-
rosado), Cladosporium cladosporium (con melanina oscura y
pigmentacion marrén) y Coniosporium apollinis (con melanina y
pigmentacion negra), hechos que se deben a la capacidad metabdlica de
sintetizar una gran variedad de pigmentos, incluyendo a-caroteno, [3-
caroteno, melaninas etc. Hay que incluir los colores que aportan las
procariotas fototropicas (cianobacterias y microalgas) al ser capaces de
sintetizar clorofilas y un amplio rango de ficobilinas.
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Algunas aplicaciones cientifico técnicas de los biofilms

Con este nivel de conocimiento, se ha generado un nuevo concepto de
cooperacion inter-vivos denominado sintrofismo o sintrofia, que se define
como una forma de cooperacion metabolica y enzimatico-funcional
orientada, que permite al conjunto microbiologico de cada biofilm generar
una alta especializacion degradativa que satisfaga troficamente al conjunto.
Sus bases de actuacion, sus sistemas de sefializaciéon bioquimica, sus
conjuntos moleculares de coordinacion y sus respuestas fenotipicas estan
despertando una gran expectacion. El manejo experimental de todos estos
conocimientos estd dando los primeros pasos en amplios, variados y
insospechados campos de aplicacién innovadora.

Asi, en los trabajos de restauracion de escombreras de lignito
(componente esterilizante de la biocenosis) se ha visto, tras 3 afios de
cultivo de alfalfa en campo, la formacion de biofilms fototréficos y
conocer el incremento de biomasa de algas, bacterias y hongos. En la
primera fase del desarrollo del biofilm, sobre horizontes pobres en humus
y compuestos nitrogenados, en la parte superficial del epipedon existia un
predominio de biofilm de algas como forma de colonizacién del sistema.

En el ambito de la conservacidon de fuentes monumentales, tras
establecer la configuracién biocendtica de los biofilms formados sobre el
marmol de Carrara, (el complejo estd conformado por microorganismos
fototrofos (algas, cianobacterias y diatomeas) y heterétrofos (bacterias,
hongos protozoos y nematodos) embebidos en una matriz hidratada
(Norton et al., 1998) en el que cada grupo varia de forma estacional y
diferenciada en cada uno de sus habitats (Underwood, 1984; Anderson,
1995; Roeselers et al., 2007), y puesta en escena la “dieta alimentaria” del
la que adquieren su energia, (restos celulares, particulas procedentes del
aire, bacterias y esporas, junto a material inorgdnico procedente del
soporte y una variada gama de componentes organicos propios de su
metabolismo) (Warscheid, 2008).

Mediante estrategias separadas y conjuntas de Dbioestimulacion
(afiadiendo en el suelo extracto de levadura) y de bioaumentacion
(introduciendo en el suelo cultivos de hongos degradadores de poliuretano
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tales como Nectria _haematococca, Penicillium viridicatum, Penicillium
ochrochloron, o una Mucormycotina ssp no identificada, multiplicados
sobre superficies estériles de paja de trigo), Cosgrove et al. (2010) han
conseguido por primera vez incrementar de forma muy significativa la
capacidad de eliminar “in situ” (en el suelo) los residuos de poliuretano.

En el ambito del la eleccion adecuada de materiales de recubrimiento
se ha constatado como Curvularia geniculata y Aspergillus fumigatus se
muestran capaces de adherirse a recubrimientos de imido-poliésteres (PEI)
usado en la proteccion de hilo de cobre esmaltado. Cuando esto ocurre,
aparece un gran biodeterioro y biodegradacion que nos muestra la
ineficacia protectora del citado polimero (cuando se entierran los cables), a
pesar de la elevada concentracion de fenoles, acumulados en el interior del
biofilm tras la accion de degradacion (Soncini-Junior et al. (2003).

El ambito de la sanidad vegetal, (lucha contra plagas y enfermedades en
vegetales) Ortega-Morales et al. (2009) nos muestran el comportamiento
antagonico de bacterias procedentes de las biopeliculas marinas (Bacillus
mojavensis y Bacillus firmus) contra hongos fitopatogenos terrestres tales
como Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum fragariae, y
Fusarium oxysporum siendo el primero, el mas sensible, y el ultimo el mas
resistente a la accion antagdnica bacteriana.

El esfuerzo innovador, que se realiza en las Universidades de Yale y
Montana, esta basado en la extraordinaria capacidad del Gliocladium
roseum (hongo endofitico descubierto por Stinson et al, (2003), que crece
sobre Eucryphia cordifolia) para eliminar bacterias y hongos patogenos de
su huésped mediante la produccion gases ricos en hidrocarburos (gran
variedad de é4cidos, alcoholes, éteres y ésteres de bajo peso molecular, con
capacidades antibioticas en condiciones de baja tension de O,). La
innovacion se estd traduciendo en un procesado industrial de astillas de
madera, pues aquellos hidrocarburos volatiles son coincidentes con los que
conforman el combustible diesel derivado del petrdleo. Este hecho abre la
posibilidad de generar mico-combustibles de alto octanaje como forma
alternativa al uso del petroleo (Strobel et al. 2008).
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Los biofilms y su interés sanitario
a. El interés de los sistemas de armonizacion funcional

Aunque los biofilms pueden conformarse a partir de una sola especie,
tienden a ser diversos (se han identificado mas de 300 especies bacterianas
en las bio-peliculas que conforman la placa dental) y esa diversidad
alcanza a las asociaciones con hongos, paramecios y amebas entro otros
microorganismos. Y ello tiene trascendencia sanitaria pues, si bien,
muchas de las enfermedades infecciosas agudas son causadas por bacterias
planctonicas, el Instituto Nacional de la Salud (INH) y la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estiman que actualmente, los biofilms, son
responsables de mas del 80% de las enfermedades infecciosas
desarrolladas en el mundo.

El concepto de la comunicacion intercelular dentro de una poblacion
bacteriana aparece con Tomasz (1965) al hablar sobre la competencia
genética en Streptococcus pneumoniae y con Hastings (Nelson et al.,
1970) en sus estudios sobre la bioluminiscencia del Vibrio.

Se decia, “la competencia es un estado fisioldgico en el que las
bacterias son capaces de asumir modificaciones genéticas, generando
comportamientos fenotipicos diferentes al inicial”. Tomasz (1965) expuso
que esa capacidad de competencia estaba gobernada por la aparicion de un
factor extracelular producido por el mismo estreptococo. Después se supo
que era un péptido modificado, bautizado como "activador hormonal", que
era capaz de sincronizar el comportamiento global de la poblacion
bacteriana. Hastings y su grupo demostraron que dos especies de bacterias
marinas bioluminiscentes en medios oscuros, Vibrio fischeri y Vibrio
harveyi, eran capaces de emitir luz, solo en condiciones de alta densidad
celular (Nelson et al., 1970) y que la bioluminiscencia se estimulaba tras la
adicion exdgena del liquido de cultivo de sus células libres. Al
componente responsable, le calificaron como autoinductor, y fue
identificado més tarde como un derivado de la acil-homoserin lactona
(Eberhard et al., 1981). Los resultados combinados de ambos hechos
sugirieron que ciertas bacterias podian emplear, para medir su densidad de
poblacion y controlar su comportamiento, la produccion, liberacion, inter-
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cambio y deteccion de determinadas moléculas de sefializacion, como
respuesta a las variaciones de numero.

Durante casi 20 afnos, estos fendmenos de sefializacion entre células se
consideraron sucesos andmalos, limitados a unas pocas bacterias
especializadas. A partir del trabajo de Davies et al. (1998) se conoce la
existencia de una correlacion entre el desarrollo de la biopelicula de
Pseudomonas aeruginosa y la existencia de sefiales quimicas célula a
célula. Estas sefiales regulan muchos e importantes cambios en la
expresion génica mediada. A los conjuntos moleculares responsables de la
comunicacion célula a célula se les conoce como sistemas ‘“‘quorum
sensing” (QS) (Swift et al., (2001) y conforman un mecanismo regulador
bacteriano de la expresion fenotipica de ciertos genes, asociado a la
presencia de pequefias moléculas sefial, que se difunden libremente a
través de las membranas celulares y entre las células en el medio, cuya
concentracion es dependiente de la densidad de poblacién (Whitehead et
al., 2001). Y estos sistemas de comunicacion intercelular no son la
excepcion sino la norma en el mundo bacteriano.

A través de un mecanismo de retroalimentacion positiva autoinducida,
una poblacién de células puede inducir rapidamente una expresion
fenotipica adaptada, que responda a una situacion particular, como las
condiciones ambientales o para proceder a un proceso de diferenciacion de
la poblacion. En todo caso el objetivo de estos sistemas es que todo el
biofilm actue armdnicamente al sincronizar la expresion genética de todos
sus componentes (Long et al., 2009). Aunque a veces ocurre lo contrario,
dado que las moléculas que conforman sus sistemas de quoérum, (sensing y
quenching), son reguladoras (positivas y negativas respectivamente) de
todas las relaciones microbioldgicas en el seno de los biofilms, y respecto
a sus soportes vivos. La universalidad del concepto y sus manifestaciones.

Otro ejemplo fascinante es la adaptacion de los estreptomicetos a la
vida comunal, cuando constituyen un biofilm con bacterias. El hecho
conlleva un complejo proceso de diferenciacion morfolégica durante la
formacion de micelio aéreo del estreptomiceto. Durante el proceso, el
micelio aéreo se mantiene erguido, adquiriendo sus filamentos un aspecto
piloso que sobresale de la superficie del biofilm, conformando una red de
hifas ramificacion conocido como el “micelio sustrato”.
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A la construccion de las hifas aéreas contribuyen las proteinas de la
superficie celular y, curiosamente en el contexto actual, péptidos
lantibidticos (como SAPB en Streptomyces coelicolor; y Sapt en
Streptomyces tendae), que contienen puentes tioéster similares a los de las
lanthioninas, y se acumulan extracelularmente durante la formacién de
micelio, sirviendo como agentes tensoactivos para facilitar la liberacion de
las hifas aéreas nacientes del micelio sustrato (Kodami et al. 2004; Willey
et al,. 2006). Asi, como en otros casos de moléculas quérum sensing, la
acumulacion de SAPB y Sapt reflejan una actividad de cooperacion de la
comunidad bacteriano-fungica, aunque las moléculas SAPB y Sapt no son
sefales, sino péptidos morfogenéticos, que juegan un papel fisico-quimico
en el desarrollo del conjunto.

Desde finales del siglo XX se ha realizado un répido progreso sobre
al separacion de las funciones gendmicas que afectan en primer lugar a la
formacién de la comunidad microbiologica, al proceso de adhesion sobre
una determinada superficie, el crecimiento, la motilidad, la formaciéon de
los exopolisacaridos de superficie, y en segundo lugar a la deteccion de los
sistemas de quorum sensing (QS) cuyas moléculas bioquimicas de control
estan directamente implicados en un riguroso control del proceso de
diferenciacion de cada biofilm (O’Toole & Kolter, 1998; O’Toole et al.,
2000; Whiteley et al., 1999; Prigent-Combaret et al., 1999). Hasta el
momento se han caracterizado, al menos parcialmente, tres sistemas QS,
iniciando la definiciéon de un nuevo codigo bioquimico en la medida en
que se organizan las moléculas identificadas, en el seno de los sistemas de
comunicacion empleados por las bacterias (entre si o con otros
microorganismos).

El sistema QS mas conocido es el utilizan para comunicarse entre las
diferentes bacterias Gram-negativas constitutivas de un mismo biofilm. Se
basa en un conjunto de moléculas sefial (autoinductores) derivadas de la
acil-homoserin lactona (AHL) (Swift et al., (1999) sintetizadas por
homologos del gen Lux I. Su concentracion se acompasa al crecimiento del
nimero de poblacion bacteriana, hasta alcanzar un nivel de sefial suficiente
para interaccionar con los receptores proteicos (reguladores
transcripcionales) de la familia Lux R, alterando la expresion genética,
incluso de genes esenciales para la colonizacion por eucariotas.
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Este proceso se ve facilitado con la alta densidad celular que alcanzan
las biopeliculas bacterianas (Costerton et al. 1999) y la proximidad celular,
que aportaba una mayor concentracion intracelular de la sefal de quorum
(Davies et al., 1998).

En el caso de quorum-sensing para la sefializacién entre distintas
especies de bacterias Gram-positivas, tales como Streptococcus y Bacillus,
la comunicacion esta mediada predominantemente con péptidos pequefios
(Dunny & Winans, 1999) que frecuentemente presentan pequefas
modificaciones. Vg., la molécula sefial para competencia genética en
ComX de B. subtilis es un hexapéptido en el que el residuo de triptofano se
ha modificado por unién con radical de geranilo (Okada et al., 2005). Los
péptidos sefial tales como los ComX se reconocen por dos histidin-
quinasas, componentes sensores membranales.

La traduccion de la sefial se lleva a cabo mediante la activacion de
procesos de fosforilizacion en cascada, cuya actuacion final ceba los
factores de la transcripcion, unidos al DNA, que a su vez son responsables
de la regulacion de los genes diana. En general, las bacterias mantienen,
relaciones mediante sus AHL y péptidos de quorum-sensing especificas de
cada especie de bacteria produciendo y detectando un tinico sistema AHL
(cada AHL difiere en el radical de su cadena lateral), péptido, o
combinacion de ambos.

Si los AHLSs y los péptidos representan las dos clases méas importantes
de moléculas sefial célula-célula de una misma especie, una nueva familia
molecular llamada genéricamente autoinductora-2 (Al-2) parece emplearse
en el mundo bacteriano para facilitar la comunicacion entre comunidades
de especies de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas (Bassler, 1999;
Rader, et al., 2007; Smith, et al., 2009; Doherty et al., 2010).

Todos sus compuestos Al-2s derivan de un precursor comun, la 4,5-
dihidroxi - 2,3pentanediona (DPD), siendo generado por un enzima
producto de LuxS. DPD sufre reordenaciones espontaneas que conducen a
una coleccidon moléculas interconvertibles de las que quizas algunas
podrian codificar informacion (Xavier & Bassler, 2005).

Posiblemente las interconversiones del grupo AI-2 generan respuestas
bacterianas enddgenas distintas segun las bacterias vecinas que las sufran,
como si se estuviera ante un cddigo bacteriano universal.
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Al-2, a menudo en conjuncion con un AHL o con oligopéptido
autoinductor, controlan una variado conjunto de manifestaciones en
diferentes bacterias, que van desde la bioluminiscencia en V. harveyi hasta
el crecimiento en Bacillus anthracis o la virulencia del Vibrio cholerae y
de otros muchos patdgenos clinicamente relevantes. En este ultimo caso
su quorum-sensing que se traduce en los productos que se generan son
moléculas autoinductoras de sintasas que operan sobre el gen LuxI. Estas
pequefias moléculas son proteinas citopldsmicas afines al gen LUXR que, al
acoplarse a su compafiera autoinductora, se une al DNA y activan la
transcripcion de los genes diana del quorum-sensing.

Las moléculas del sistema QS Autoinducer 2 son capaces de regular la
motilidad y la morfogénesis flagelar en Helicobacter pylori (responsable
de gastritis tipo B y de la tulcera péctica, e incrementa el riesgo de
desarrollo del adenocarcinoma géstrico y del linfoma asociado a la mucosa
del tejido linfoide del estomago). La infeccion gastrica por H. pylori
puede también inducir a la apoptosis en las células epiteliales gastricas,
linfocitos y macréfagos.

Todo ello se deriva de que este patdogeno gastrico presenta una
secuencia homoéloga del gen luxS, (Sun et al. 2004; Rader et al. 2007,
Smith et al., 2009; Doherty, et al., 2010; Morelli et al., 2010), responsable
de la sintesis de moléculas QS capaces de afectar a multiples genes,
permitiendoles sobrevivir en un &mbito extremofilo.

En los biofilms de bacterias patdégenas (de vegetales y animales) los
sistemas QS de la N-acil homoserin lactona se usan como un regulador
master, que controla la produccion de factores de virulencia. En el
enteropatogeno de vegetales Pectobacterium atrosepticum (Erwinia
carotovora subsp. atroseptica), se ha avanzado en el conocimiento de un
importante modelo de QS. Liu et al., (2008) muestran que, de una forma
global, el regulon QS es capaz de controlar la produccion de un amplio
grupo de factores esenciales de virulencia, que son similares a los de otros
patogenos de vegetales y animales.

Asi, los sistemas de secrecion, Tipo I (proteasas) y II (pectinasas y
celulasas) que configuran un mecanismo capaz de regular la produccion de
enzimas que atacan fisicamente al huésped vegetal, célula a célula, (Toth
etal., 2003).
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El Tipo III esta asociado a la génesis de efectores proteicos de los
enzimas hidroliticos y de conjugados de la coronafacoil amida, y de
proteinas helper/harpin responsables de la pérdida de eficacia de las
defensas vegetales (Meng et al., 2006). Se completan con el sistema Tipo
IV, y sus potenciales substratos, que en principio se requieren para la
virulencia de patogenos vegetales, junto a la toxina vegetal (&cido
coronafacico) ya conocida en otros patogenos vegetales por jugar un papel
importante en la afectacion de las defensas vegetales (Liu et al., 2008). Y
todo ello para desarrollar un proceso destructivo de la pared de las células
vegetales, tanto en manzanos como en cultivo de patata.

Myxococcus xanthus, otra bacteria del suelo, emplea como sefiales
moleculares a una mezcla de aminoacidos derivados de proteinas
extracelulares (Kuspa et al., 1992). Monitorizando el nicho edafico del M.
xanthus, para conocer las condiciones simultaneas de inanicion y
cantidades traza de algunos aminodcidos, previa a la iniciacion de la
cascada de quorum-sensing que culmina en un cuerpo fructifero lleno de
esporas, parece ser especialmente potente la mezcla de triptéfano, prolina,
tirosina, fenilalanina, leucina, e isoleucina.

Otras moléculas como el éster metilico del acido 3-OH palmitico,
dipéptidos ciclicos, y quinolonas, también desarrollan actividad de
sefalizacion bacteriana célula a célula (Waters & Bassler, 2005).

El factor A es una de las pocas moléculas sefial bacterianas bien
conocidas, de Streptomyces griseus, (bacteria Gram-positivas comun a
suelos desecados) la cual antagoniza a una proteina represora (ArpA) de
union al DNA, que promueve la formacion de proyecciones pilosas que
sobresalen del biofilm (hifas aéreas) asi como la produccion de
estreptomicina (Khokhlov et al, 1967; Onaka et al, 1995). A pesar de que
las y-butirolactonas son analogos estructurales de AHLs; hasta la fecha no
han aparecido dianas de reconocimiento cruzado. Ademads, para controlar
la diferenciacién morfoldgica y la produccion de metabolitos secundarios,
estos Estreptomycetes emplean y-butiro-lactonas.
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Los biofilms y su interés sanitario
b. Aplicacion del conocimiento y lucha contra enfermedades

La naturaleza de las biopeliculas “adaptadas al medio” puede ser muy
diferente al de las superficies expuestas, cuando nos referimos al ser
humano como huésped. Ejemplo de ello son las "pelicula adquirida",
enriquecidas con componentes proteicos, que se desarrolla en la superficie
del esmalte del diente. La pelicula estd enriquecida con albiimina,
lisozima, glicoproteinas, fosfoproteinas, los lipidos, y el liquido del surco
gingival (Marsh. 1995). Mittelman (1996) sefiald que una serie de
peliculas producidas en el seno de medios bioldgicos tales como sangre,
lagrimas, orina, saliva, liquidos intervasculares y secreciones respiratorias
influyen en la fijacion de las bacterias a los biomateriales. Ofek & Doyle
(1994) también sefialaron que la energia superficial del medio de
suspension pueden afectar las interacciones hidrodindmicas de las células
microbianas con superficies mediante la alteracion de las caracteristicas
del sustrato.

El hallazgo en Pseudomonas aeruginosa de un activador
transcripcional generado por el gen Las, requerido para sintesis de elastasa
y promotor de la proteasa alcalina a la par que interferente de la actividad
del sistema QS, permitid6 ver su esencialidad en la formacién de
comunidades de biofilms altamente estructurados (Gambello et al. 1993).

Sanitariamente hablando, los biofilms de bacterias Gram-negativas, se
conforman habitualmente con Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae,
Escherichia coli, y/o Salmonella enterica. En todos ellos se sabe que sus
flagelos, fimbrias de los tipos I y IV y sus curli son importantes para la
etapa de adherencia primaria (O’Toole et al., 2000). Su motilidad parece
ayudar a la bacteria a alcanzar la superficie y contrarrestar las repulsiones
hidrofobicas, sin embargo, no parece ser un requisito esencial, pues
muchas bacterias Gram positivas inmdviles como estafilococos,
estreptococos y micobacterias, capaces de formar biofilms.

En el caso de las bacterias Gram positivas se ha descrito la
participacion de proteinas de superficie (AtlE, Bap, Esp) en esta primera
etapa de adherencia primaria (Cucarella et al., 2001; Toledo-Arana et al,
2001).
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En las infeccion corneales, la investigacion sobre el sistema QS AHL-
dependiente de P. aeruginosa ha permitido conocer a los responsables de
la formacion de biofilms sobre superficies vitales (Zhu et al., 2002a,b).

La caracteristica que mejor distingue las infecciones cronicas,
relacionadas con biofilms de las infecciones agudas, es su respuesta a
tratamientos antibidticos. Mientras que las infecciones agudas pueden ser
eliminadas tras un breve tratamiento antibidtico, las infecciones por
biofilms normalmente no se consigue su eliminacion total, apareciendo
episodios recurrentes que la mayoria de las veces se resuelven
sustituyendo el implante. Esto se debe a que las bacterias del biofilm
pueden ser hasta 1.000 veces mas resistentes a los antibidticos que esas
mismas bacterias crecidas en medio liquido (Mah, & O’Toole, 2001;
Stewart & Costerton, 2001; Donlan & Costerton, 2002).

Aunque las bases de la resistencia bacteriana en biofilm atn se estan
investigando, hoy se acepta que:

a) La barrera de difusion fisica y quimica a la penetracion de los
antimicrobianos esta constituida por una matriz exopolisacaroi-
dica.

b) EIl crecimiento ralentizado de las bacterias del biofilm se debe a
la limitacion de nutrientes.

¢) Determinados microambientes son antagénicos con la accion del
antibiotico.

d) La activacion de respuestas de estrés que provocan cambios en la
fisiologia de la bacteria y la apariciéon de un fenotipo especifico
del biofilm, pueden combatir activamente los efectos negativos
de las sustancias antimicrobianas.

Kerksiek, (2008) resume la participacion de ciertas biopeliculas
(bacteriano-fungicas) en procesos patdogenos humanos, asociados a cuadros
clinicos concretos Asi, la:

e Otitis media recurrente y crdnica infantil, incluye los biofilms
de Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis y Pseudomonas aeruginosa.

e Fibrosis quistica en la que los biofilms de Pseudomonas
aeruginosa la convierten en una infeccion cronica en pacientes adultos,
lo que acelera el dafio pulmonar.
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e Enfermedades periodontales donde los biofilms son
responsables de caries dental, gingivitis y periodontitis. Al parecer
estd asociada a una variada gama de enfermedades sistémicas
cardiovasculares y respiratorias y a la diabetes mellitus,

e Prostatitis bacteriana cronica, generada por bacterias que
ascienden desde la uretra o por reflujo de orina contaminada. Una vez
que las bacterias entran en la prostata comienzan a multiplicarse y
activan la respuesta inmune. Cuando las bacterias persisten tras la
aplicacion de antibidticos, forman micro-colonias que se adhieren al
epitelio formando biofilms, y estos producen infecciones cronicas.

e Endocarditis sobre valvula nativa (la fibronectina secretada en
el lugar del endotelio vascular dafiado (generalmente las valvulas),
permite a bacterias u hongos, presentes en el torrente circulatorio, a
que se adhieran, iniciando la formacion de biopeliculas),

e Rinosinusitis eosindfilica cronica de las mucosas (EMCRS) de
la que es responsable la asociacion bacteriana fingica de Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumophilia, Staphylococcus aureus vy
Pseudomonas aeruginosa presentes en biofilms en la mucosa de los
senos nasales. Los componentes fungicos de la rinosinusitis fingica
alérgica (AFRS) asociada, cobran mayor importancia, en la medida en
que la enfermedad avanza (Healy et al., 2008).

e Infecciones crénicas de la cornea (relacionada con el uso de
lentes de contacto),

e Ulceras diabéticas, amigdalitis, osteomielitis, infecciones de
las vias biliares, piedras renales infecciosas. sinusitis tratada
quirargicamente,

Pero la formacion de biofilms por Pseudomonadales sobre la
superficie de hifas fingicas, y las interacciones entre biofilms fungicos y
otras bacterias Gram positivas y Gram negativas estdn permitiendo
observar nuevos hechos que, de alguna manera, conectan la Sanidad del
Suelo con la Salud del Hombre.

Asi, las interacciones entre los biofilms de P. aeruginosa (bacteria
Gram negativa) y el hongo C. albicans pueden tener relevancia en el
estudio de las infecciones asociadas a la fibrosis cistica (CF).
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Individuos con CF, enfermedad genética consecuencia de mutaciones
en el regulador CFTR de la conductancia transmembranal, son muy
susceptibles a infecciones pulmonares cronicas progresivas que producen
dafios severos en los tejidos pulmonares y mas a menudo conducen a la
insuficiencia respiratoria en la edad adulta temprana (Rajan & Saiman,
2002).

Ciertas evidencias indican que en los esputos CF, los
microorganismos se encuentran en forma de biofilm (Costerton et al.,
1999; Hoiby et al., 2001; Singh et al., 2000). Habitualmente se observa
que el colonizador predominante es P. aeruginosa, junto a C. albicans
(hongo dimérfico) y a Aspergillus fumigatus (hongo patégeno oportunista)
(Bakare et al., 2003; Bauernfeind et al., 1987; Bhargava et al., 1989;
Burns et al., 1999; Cheng et al., 1990; Haase et al., 1991; Hughes & Kim,
1973; Navarro et al., 2001).

Hoy por hoy, no se conocen los efectos de las infecciones mixtas
bacteria-hongo sobre el paciente. Segin nos muestran Hogan & Kolter,
(2002) los analisis “in vitro” de las relaciones entre P. aeruginosa y C.
albicans muestran que P. aeruginosa se unen y forman biofilms sobre la
superficie de C. albicans. Los biofilms de P. aeruginosa, asi formados,
matan a la hifa del hongo. Sin embargo no siempre ocurre asi, dado que
estudios con diferentes cepas de P. aeruginosa y C. albicans proporcionan
datos indicadores de que la formacion de biofilms de P. aeruginosa es
necesaria, pero no suficiente, para matar a la hifa.

Ademas, segun como se forme el biofilm P. aeruginosa + C. albicans
en vez de la muerte de la hifa, se desarrolla su virulencia. Esto ocurre
cuando P. aeruginosa y C. albicans se co-cultivan a 37°C en un medio con
un contenido minimo en carbono. La bacteria se une rapidamente a las
estructuras del hongo y, una vez asociadas las células de ambas especies,
desarrollan un denso biofilm entre las 24-72 horas. Ademas, hay un grado
significativo de especificidad entre los factores que estan implicados en las
interacciones fisicas del proceso entre ambas especies. Cuando P. aerugi-
nosa coloniza de forma rapida a las hifas de C. albicans, no puede unirse
ni formar biofilms sobre las células formadas de la levadura de C. albicans
(Hogan & Kolter, 2002). Cuando las hifas de C. albicans crecen estan
estimuladas por numerosos factores entre los que se encuentran una limi-
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tacion de nutrientes y de ciertos aminoacidos, caso del suelo. Bajo alguna
de estas condiciones, las hifas inducen la union de P. aeruginosa que las
usa como soporte.

Se desconocen las razones de este comportamiento de unioén diferen-
ciada a hifas y levaduras, aunque podria asociarse a epitopos (exclusivos
de las hifas) o a factores que obstaculizan la union de las bacterias a las
células de levaduras. Existen numerosas diferencias entre los perfiles
proteicos, composicion en carbohidratos y carga superficial de hifas y
levaduras (Chaffin et al., 1998). Dado que P. aeruginosa es capaz de for-
mar biofilms sobre otros hongos distintos a C. albicans, como Aspergillus
nidulans y Alternaria alternato, da la impresion de que la P. aeruginosa
reconoce estructuras superficiales que son comunes a una amplia gama de
Ascomycetos o que puede reconocer multiples estructuras superficiales
fingicas (posibilidades que no son excluyentes ni exclusivas).

La infeccién asociada a tejido dafiado-cuerpo extrafio-biomaterial
incluye una serie de caracteristicas comunes (Gristina, 1994):

1. Colonizaciéon de sustratos por bacterias adhesivas formadoras de

biofilm.

2. Presencia de un biomaterial, tejido dafiado, o sustrato de tejido
relativamente acelular.

3. Iniciacidon de la infeccidon por pequetios indculos bacterianos.

4. Resistencia mediada por el biofilm bacteriano a los mecanismos de
defensa del huésped y a la terapia antibidtica.

5. Infecciones causadas con mucha frecuencia por Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis y Pseudomonas aeruginosa.

6. Infecciones persistentes por resistencia al tratamiento anti-
microbiano.

7. Presencia de inflamacion, tejido celular dafiado, y necrosis en la
interfase tejido-implante (zona fibroinflamatoria, inmuno-incom-
petente) generado por particulas debridadas del biomaterial.

8. Alteracion de la respuesta mediada por células y posiblemente
humoral del huésped por la presencia del biomaterial y bacterias.

Como consecuencia de lo expuesto, aparecen nuevas estrategias de
tratamiento en el que la diana son estas biopeliculas.
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Asi, el hecho de que los biofilms de S. epidermidis y E. coli se
adhieran preferentemente a unos polimeros determinados, de acuerdo con
su rigidez (forma de respuesta a un ambiente mecénico y quimico
concreto), y dada la dificultad para el tratamiento de las biopeliculas, y el
desconocimiento de la selectividad de los procariontes a las propiedades
mecanicas de los sustratos, han permitido a Lichter et al., (2008),
preguntarse por qué no evitar el problema haciendo una seleccion
inteligente de los materiales que conforman los implantes, para ayudar a
combatir la formacion de biopeliculas.

Otra estrategia en desarrollo proviene del hecho de que la viscosidad
de la matriz extracelular de los biofilms protege los microorganismos de
una gran cantidad de enemigos incluido el sistema inmunologico, los
antimicrobianos y la mayoria de los bacteriofagos que infectan a las
bacterias. En 2007, Lu & Collins disefiaron, mediante ingenieria genética,
bacteriofagos capaces de segregar ciertos enzimas con capacidades
proteoliticas especificas, que faciliten su acceso al interior del biofilm,
permitiendo posteriormente la eliminacion de las bacterias.

En su lucha contra los biofilms desarrollados en implantes dseos, y
valvulas cardiacas implantadas, Horswill et al., (2008), la adicion de
péptidos ciclicos autoinducidos, parece que son capaces de desreglar al
ensamblaje molecular de los biofilms de Staphylococcus aureus,
(provocando la dispersion rapida de las biopeliculas), lo que permite que
sus formas planctonicas recuperen la susceptibilidad a los antibioticos
habituales, y con ello su rapidez y eficacia de accion.

El conocimiento de los genes reguladores de los “sistemas de quérum:
sensing and quenching” que controlan el ensamblaje y estabilidad de los
exopolisacaridos de los biofilms (Karatan et al., 2009), han abierto un
nuevo camino para combatir enfermedades asociadas a los biofilms
patdgenos cronicos (Antunes et al., 2010).
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Los biofilms y su interés sanitario
c. Su aplicacion para la actividad inspectora de alimentos

Dado que los organismos, encerrados en un biofilm pueden ser muy
variados y la posibilidad de adherencia superficies es practicamente
universal, preocupa en particular a los sanitarios las superficies presentes
los sistemas de distribucion de agua urbana e industrial, las de los
dispositivos médicos, y los ambitos no saturados como las superficies
pulmonares, los huesos (y en particular los prétesis dentarias) y a los
medio-ambientalistas las superficies minerales del suelo, o las estructuras
de biopeliculas en ambitos acuosos, pero no incluye el crecimiento
microbiano asociado a superficies en otros ambientes. Y ciertamente, sin
excluir aquellas, la actuaciéon de los farmacéuticos como inspectores
sanitarios en los &mbitos alimentario y ambiental, es vital y reconocida.

Para Wikmark (2008), los biofilms desarrollados en al agua son un
importante factor en la descomposicion de los alimentos y vector de
enfermedades transmitidas por los alimentos. Para la autora, los biofilms
conformados por Trichoderma viride, Aspergillus ustus, Bacillus cereus y
Pseudomonas aeruginosa pueden actuar como reservorios de contaminates
biologicos indeseables, cuando la disponibilidad de nutrientes es
relativamente baja (caso de los sistemas de distribucion de agua). En su
orden de actuacion, las bacterias generarian la biopelicula y los hongos se
incrustarian posteriormente.

Estos resultados indican que las cepas de hongos, comuinmente
aisladas de agua potable, son capaces de colonizar las superficies en
contacto con ella. Este es un conocimiento importante con respecto a la
Higiene de los Alimentos, dado que los organismos que conforman los
biofilms presentes en el agua, aire y suelo, pueden entrar en las
instalaciones de produccion de alimentos y formar nuevas biopeliculas en
los sistemas de distribucion industrial interna.

Ante esta situacion nos enfrentamos a un nuevo reservorio potencial
de contaminaciéon, que contribuird al deterioro de alimentos vy,
posiblemente, convertir al alimento en vector de enfermedades de
transmision alimentaria.
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Un ejemplo de esta estrategia biofilmica afecta a la Legionella, cuando
se instala en las tuberias de abastecimiento y torres de refrigeracion.
Ambos hechos afectan a la Salud del Hombre.

El efecto del cloro sobre las biopeliculas fungicas requiere una
atencion especial sanitaria, ya que se precisa determinar como los niveles
de cloro residual afectan a la longevidad y la germinacién de las esporas
en los diferentes depositos y conducciones. La densidad de hongos y las
asociaciones de especies varian considerablemente entre los “loci”. Sin
embargo, estadisticamente, los hongos filamentosos son mas frecuentes
que las levaduras.

Los representantes mas significativos (Penicillium, Aspergillus,
Mucor, Alternaria y Cladosporium), son coincidentes con los que habitan
en los suelos y en el agua potable (Nagy & Olson, 1982; Rosenzweig et al.
1986). La temperatura del agua es especialmente relevante, teniendo en
cuenta las limitaciones fisioldgicas de la latencia y la viabilidad de esporas
(Garraway & Evans. (1984). Los niveles residuales de cloro pueden
mostrar limitaciones similares (Rosenzweig et al., 1983), sin embargo, la
informacion sobre los efectos del cloro sobre las esporas de hongos es muy
escasa. Lo mismo ocurre con la presencia de diatomeas, amebas,
paramecios, etc. tipicos de medios saturados.

Uno de los principales problemas en la industria alimentaria esta
representado por la supervivencia de microorganismos patdgenos o
alterantes debido a una desinfeccion insuficiente de las superficies o de los
instrumentos en contacto con los alimentos. (Carpentier & Cerf, 1993;
Fuster & Valls, 20006).

En la industria alimentaria es muy comun la presencia de biofilms en
conducciones, equipos y materiales ya que pueden formarse en cualquier
tipo de superficie, incluyendo plastico, cristal, madera, metal y sobre los
alimentos (Chmielewsky & Frank, 2003). Puesto que estas formaciones
pueden contener microorganismos patdogenos y presentan una mayor
resistencia a la desinfeccion, su presencia en estas superficies es la causa
principal de contaminacién del producto final que puede generar pérdidas
econdmicas debidas tanto al necesario rechazo del producto como al
desarrollo de enfermedades, si intervienen microorganismos patdogenos
(Piera Serra, 2003).
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Los biofilms formados sobre las carnes crudas y en el entorno del
manipulador  (superficies, utillaje e instrumentos...) aumentan
considerablemente los problemas de contaminacion cruzada y de
contaminaciones posteriores en el procesado. Por este motivo es preciso
eliminar todos los microorganismos de las superficies en contacto con los
alimentos, antes de que los contaminen y establezcan un biofilm que les
sirva de reservorio (Piera Serra, 2003; Fuster & Valls, 2006).

El desarrollo de biofilms puede interferir en diferentes procesos y
causar dafios en los equipos (Kumar & Anand, 1998; Chmielewski y
Frank, 2003). En sistemas de agua potable la formacion de biofilms
pueden obstruir las caferias disminuyendo su velocidad y su capacidad de
transporte originando un incremento en el consumo energético. La
formacion de biofilm en intercambiadores de calor y torres de
refrigeracion puede reducir la transferencia de calor y como consecuencia
su eficiencia en el proceso. La formacion de biofilms persistentes en las
superficies metalicas puede causar corrosion debido a la produccion de
acido por parte de las bacterias (Chmielewski & Frank, 2003).

En la industria lactea y en otras industrias alimentarias, se emplean
los sistemas de ultrafiltracion y de osmosis inversa durante el
fraccionamiento de la leche y otros liquidos asi como para la clarificacion
de zumos de frutas. Estos filtros y membranas tienen unos poros de muy
pequefio diametro y estan continuamente en contacto con el alimento; la
mas minima adsorciéon microbiana bloquearia los poros y provocaria la
colmatacion del filtro. Esto produciria una reduccion del flujo con las
consiguientes pérdidas de rendimiento y de producto (Piera Serra, 2003).
Para la prevencion de los riesgos y del coste de los dafios que causan los
biofilms son necesarios procedimientos de limpieza y desinfeccion
efectivos, que aun estan poco desarrollado (Silagyi, 2007).

A pesar de que la mayoria de las especies bacterianas tienen la
capacidad de formar biofilms, algunos géneros lo forman mas facil y
rapidamente que otros Estos son los casos de Pseudomonas, Listeria,
Enterobacter, Flavobacterium, Alcaligenes, Staphylococcus y Bacillus
(Mattila Sandholm & Wirtanen, 1992; Lee Wong, 1998; Gonzalez Ribas,
2005).
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Excelentisimo Sefior Presidente
Excelentisimos Sefioras y Sefiores Académicos
Sefioras y Sefiores

Mis primeras palabras han de ser para agradecer, por un lado, al Prof.
Salvador Gonzalez Carcedo y, de otro a la Presidencia de la Real
Academia de Farmacia de Castilla y Ledn, por el encargo que me han
hecho de contestar el discurso de ingreso en esta Real Academia de un
nuevo académico. Siempre resulta agradable intervenir cuando se reconoce
y premia la labor cientifica y docente de un compaiero de profesion y por
afladidura alumno de Botanica en mi primer afio como docente en la
Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid.

Nos resulta grato reconocer que, a lo largo de su trayectoria
universitaria, el Prof. Gonzalez Carcedo ha transitado por todos los
estamentos de la docencia desde sus primeros anos de vida académica, una
vez finalizada la Licenciatura en Farmacia en la Universidad Complutense
de Madrid, incorporandose a realizar el doctorado en el Centro Asociado
del CSIC en el Departamento de Bioquimica, en la Facultad de Farmacia
de la Universidad Complutense de Madrid, y convirtiéndose en profesor
fundador del Colegio Universitario de Burgos.

El Profesor Gonzalez Carcedo nace en la ciudad de Burgos en 1946,
habiendo obtenido el Grado de Licenciatura en Farmacia en 1970 en la
Universidad Complutense de Madrid, donde posteriormente se doctoré en
1972 con la méaxima calificacion y obteniendo el Premio Profesor Santos
Ruiz en la rama de Bioquimica de la Academia Nacional de Farmacia.

Su primer nombramiento académico como Profesor Ayudante de
Clases Practicas lo ostenta en la Facultad de Farmacia de la Universidad
Complutense de Madrid entre los cursos 1970-72, pasando luego al
Colegio Universitario de Burgos donde obtiene el nombramiento de Prof.
Agregado Contratado, puesto que desempend entre 1973 y 1983, afio en
alcanza el cargo de Profesor Titular y finalmente, en 1999 la Catedra de
Edafologia y Quimica Agricola en la Universidad de Burgos.

Desde que llego6 a la Universidad de Burgos ha impartido docencia en
la Facultad de Ciencias a alumnos de Quimicas y de Tecnologia de los
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Alimentos y en la Escuela Politécnica Superior a alumnos de las
Titulaciones de Ingenieria Técnica Agricola y de Obras Publicas. Es
interesante destacar sus trece afios como Director del Area de Biologia y
Bioquimica, y desde 1985, el de Director del Area de Edafologia y
Quimica Agricola en la Universidad de Burgos, ambos cargos son
equivalentes al de Director de Departamento en otras Universidades
espaiolas.

Durante este largo periodo de tiempo, ha ejercido una intensa labor
docente e investigadora, contribuyendo a la formaciéon de jévenes
docentes e investigadores, desde Catedraticos de Universidad, hasta
Profesores de Ensefianza Media y Técnicos de Empresa, y ha dirigido 9
Tesis Doctorales y 62 Tesis de Licenciatura, siendo su principal area de
investigacion la Enzimologia y Metabolismo de Suelos.

Por lo que se refiere a su formacion, ha llevado una interesante
trayectoria cientifica, en una primera etapa, bajo la direccion de los
Profesores Angel Giménez Solves y Maria Cascales Angoso, siendo la
Profesora Cascales la directora de su Tesis Doctoral que finaliz6 en 1972,
obteniendo la maxima calificacion, con el titulo “Acido glutdmico y
actividades enzimaticas relacionadas, en Pinus pinea, durante la
germinacion”.

Entre los afios 1976 y 1979 lleva a cabo varias estancias en el Centro
de Pedologie Biologique del CNRS de Nancy (Francia), al objeto de
formarse en el “Estudio y manejo de la materia organica del suelo”, bajo la
direccion de los Profesores Silvain Bruckert y Philip Duchaufour.

Durante los cuarenta afios de actividad docente, primero en la
Universidad de Valladolid (Colegio Universitario de Burgos) vy
posteriormente en la Universidad de Burgos, ha impartido docencia, en
todo o en parte, de un amplio ramillete de asignaturas como son: Biologia
General, Bioquimica Metabdlica, Produccion de Materias Primas,
Edafologia, Quimica Agricola, Agricultura Bioldgica y Sostenible,
Contaminacién de Suelos, Desarrollo Vegetal y Produccion Animal. Esto
demuestra que el Profesor Gonzalez Carcedo es un hombre polifacético y
un excelente docente, al cubrir un amplio espectro no solo de las Ciencias
del Suelo sino sus Ciencias afines.
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Dentro de su actividad docente, destaca su labor como coordinador y
profesor del programa de Tercer Ciclo en las Universidades de Valladolid
y Burgos durante el periodo de tiempo comprendido entre 1986 y 2001,
con temas tan interesante como: Bioquimica del Suelo, Produccién
Vegetal y Sanidad del Medio Ambiente. Como profesor invitado en
programas de Tercer Ciclo ha participado en el Programa Internacional de
Doctorado “Ensefianza de las Ciencias” durante el bienio 1998-2000, en
funcion del Convenio entre el Departamento de Fisica de la Universidad
de Burgos y la Universidad Federal de Rio Grande do Sul, Porto Alegre
(Brasil), y en el Master en Ciencias Medio-Ambientales impartido por el
Departamento de Edafologia y Geologia, de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad de la Laguna. Su intensa labor docente se
completa como Director / Coordinador de los Cursos de Verano de la
Universidad de Burgos, entre los afios 1999 y 2005, con programas tan
sugerentes como “Nuevos avances en conservacion y manejo de
agrosistemas”, “Impacto ambiental de las actividades agrarias y
ganaderas” o “ Tecnologias aplicables a la reutilizacion de los residuos
organicos urbanos, agricolas o alimentarios “.

Su labor docente y profesional se ha visto premiada con la medalla de
Plata de la Universidad de Burgos al cumplir los 25 afos de servicio y la
Medalla de Bronce concedida por el Ilmo. Colegio de Farmacéuticos de
Burgos, a uno de sus colegiados mas destacados.

Como datos mas sobresaliente del curriculum del Profesor Gonzalez
Carcedo, destacan los cursos impartidos en las Universidades Hipano-
americanas de Argentina, El Salvador y Venezuela, donde se estudiaron
“La Interaccion de suelos/residuos”, “El Reciclado”, “El Impacto de los
Pesticidas”, y “La Utilizaciéon de la Materia Organica y Residuos
Municipales, Agropecuarios e Industriales en la Agricultura Sostenible”.

Interesa destacar que el Profesor Gonzalez Carcedo, es miembro de
niumero de diez Sociedades Cientificas espafiolas y extranjeras , entre las
que se encuentran la Sociedad Espafiola de Ciencias del Suelo, Real
Sociedad Espafiola de Quimica, International Soil Sciencie Societies
(ISSS), American Society of Agronomy (ASA), Crop Science Society of
America (CSSA), International Solid Wastes and Publing Cleansing
Association (ISWA), etc.

75



—
SO O 0 JIN NP W~

WO LY WY LW W W N NN NN DN N = e e e e e e
NP WL, OOV WNPAWNNLOWOUVWOJINWM P WN—

Al resefiar su labor investigadora debemos comenzar por las grandes
lineas de investigacion donde ha participado, desde “La germinacion de
semillas y metabolismo nitrogenado” y el “Aislamiento y caracterizacion
de compuestos humificados” de su primera etapa como investigador, hasta
la “Enzimologia de suelos, “Disponibilidad enzimatica de nutrientes en
suelos “, “Descontaminacion de materia organica residual de ciudad®,
“Inmovilizacion de enzimas sobre soportes inorganicos y “Recuperacion
de materia orgénica residual: Generacién de sustratos en el momento
actual. Es necesario comentar en el curriculum del nuevo académico, su
papel como investigador principal en 25 proyectos de investigacion a nivel
estatal, regional (Castilla y Leon) y local (Burgos), estos ultimos tanto con
empresas privadas como publicas. Ha participado como colaborador en 9
proyectos, sufragados por los Ministerios de Ciencia y Tecnologia, y de
Medio Ambiente, Junta de Castilla y Ledén y Grupo Espafiol de
Enzimologia de Suelos, del que es socio fundador.

Dentro de las 20 conferencias impartidas tanto en Espafia como en el
extranjero, destacan por su repercusion, las dictadas en distintas
Universidades Hispanoamericanas, como la Universidad Catdlica de
Occidente, Santa Ana (El Salvador), las Universidades Nacionales de
Jujuy, y de Tucumdn (Argentina), la Universidad Central de Caracas /
Fundacion DANAC (Venezuela), asi como las impartidas con motivo del
XVII Congreso Latinoamericano de las Ciencias del Suelo, celebrado en
San Jos¢ de Costa Rica o la dictada durante la X Conferencia Cientifica
del Programa CYTED, con motivo de la XII Cumbre Iberoamericana de
Jefes de Estado y de Gobierno. También destacaremos la impartida en la
Universidad de Agronomia, Cluj Napoka, Rumania. Sus titulos estan
relacionados con las Ciencias del Suelo, los tratamientos de residuos
solidos y lodos y la difusion de la ensefianza infantil de la Edafologia.

A la mencionada actividad investigadora, hay que anadir la
publicacion de 100 articulos, aparecidos en revistas nacionales e
internacionales de reconocido prestigio. Entre estas revistas destacan:
Anales de Edafologia y Agrobiologia, Suelo y Planta, Ingenieria Quimica,
Edafologia, Agroquimica, Revue D’ecologie et Biologie du Sol, Biology
and Fertility of Soils, Biological Agriculture & Horticulture, Soil Sci. Soc.
American Journal, Soil Biology & Biochemistry, Bioresource Technology,
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Geomicrobiology Journal. A este apartado hay que afiadir los capitulos
publicados en 8 libros, donde se tratan distintos problemas de aguas
residuales, residuos urbanos, enzimologia y metabolismo de suelos,
monografias y 80 comunicaciones presentadas y defendidas en congresos
nacionales e internacionales.

Tras esta breve semblanza, donde se sefiala la trayectoria cientifica
del nuevo académico, resulta obligado glosar la importante leccion que en
su discurso nos acaba de dar y que todos hemos seguido con el maximo
interés y atencion.

El discurso que lleva por titulo “Biofilms y su relacién con la
Edafologia y la Sanidad” que ha impartido el Prof. Dr. Gonzalez Carcedo,
nos ha mostrado una visidon del comportamiento social més antiguo que se
conoce de los seres vivos. Iniciado por las bacterias con la capacidad de
asociacion (biofilm) de bacterias plactonicas (libres) para supervivencia en
medios ambientales sumamente adversos, (las lagunas de las areas
volcanicas del Parque de Yalestown, superficies de los glaciares o
regosoles en ambitos de montafia, hoy nos los encontramos en muy
diversos lugares, como el estomago, el pulmén o los huesos humanos, los
acidos humicos o las superficies de las particulas texturales de los suelos, o
condicionando la patogenia y nutricion vegetal en el &mbito rizosférico.

En esta exposicion, el conocimiento de los biofilms, se hace desde la
optica del conocimiento del propio biofilm, y la transferencia de aquel a
otros ambitos: basico (edafoldgico) aplicado (sanitario) y de innovacion
tecnoldgica (alimentacion e industria).

La conferencia se inicia recordando sus origenes (anterior al de los
liquenes), de los primeros y casuales casos de visualizacion de su
existencia (Leeweneck), de uso (sin saberlo) por Widnograsky (al
recolectar las primeras colecciones de bacterias del suelo utilizando portas
de cristal), hasta la evaluacion del estado de conservacion de los grandes
de grandes monumentos culturales, patrimonio de la Humanidad, o una
nueva forma de limpieza de las fuentes de la Alhambra de Granada.

Un recorrido en el conocimiento de los biofilms, nos muestra el
amplio camino que hay que reconocer y recorrer en ambito edafico. Desde
los procesos de formacion del regolito, de formacion y estabilidad de los
constructos, definidos como agregados a partir de las unidades texturales,
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la participacion de los biofilms en los procesos de degradacion de la
materia organica natural (y de los aportes de restitucion algunos de los
cuales con capacidad contaminante), de los procesos de degradacion de la
copromasa depositada por los seres vivos del suelo y de aquellos que por
neoformacion condicionan los compuestos humificados, y la modificacion
de las propiedades asociadas, claves en la fertilidad y productividad de los
suelos.

Si hablar de su &mbito edafologico, es importante para el Profesor, el
ambito sanitario también lo es para el Farmacéutico que hay en Salvador.

Por ello nos ha expuesto en primer lugar los sistemas de armonizacion
y ruptura funcional de los biofilm, con el 4nimo de reflexionar sobre
cudles son las estrategias que hoy existen, y usarles cientificamente para
conocer las causas del porqué algunas enfermedades se convierten
cronicas. Ello supone el desarrollo de tecnologias de diagnostico que
identifiquen cada biofilm, sus conjuntos moleculares de quérum, y como
interferir su funcionamiento, evitando de esta forma su manifestacion de
virulencia o la resistencia a las terapias antibidticas, al devolver sus
constituyentes bioldgicos a su estado planctonico. La identificacion de
biofilms complejos, permitira establecer en casos los protocolos de
tratamiento tengan que combinar antibidticos y antimicdticos, y el
momento en preciso y la duracion del tratamiento.

En ciertos casos, hablando de proétesis, los controles de calidad
farmacéutica tendran que definir, caracteristicas tales como la ausencia de
rugosidad superficial, su hidrofobicidad, su resistencia, y en todo caso,
revisar el concepto de esterilidad previa y resistencia a la contaminacioén
cuando estemos hablando de biofilms ‘“adaptados al medio” como un
criterio para establecer la idoneidad de la protesis elegida.

Aunque no lo ha mencionado, no me queda duda de que Salvador es
hijo de un farmacéutico que ejerci6 las tareas de Inspector Rural de
Farmacia. Su interés por la actividad de este sector farmacéutico se
manifiesta de muchas maneras. Con se ejemplo, se justifica el porqué la
Edafologia se encuentra ain entre las materias formativas del Grado de
Farmacia. Pero me ha llamado su insistencia en la falta de atencion que se
presta al control de las aflatoxinas en suelos y residuos, de la misma forma
que se analizan nitratos o plaguicidas en las masas de agua.
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La ubicuidad de los biofilms en el aire, agua, suelo, afecta también, a
los alimentos, como hemos podido escuchar. Ha quedado claro durante
estos ultimos afios la preocupacion de los inspectores por el control de la
Listeria. Pero la denominacion de Castilla Tierra de Sabor, obliga a
cuidar, en esta bendita tierra, que en las materias primas, en los procesos
de transformacion industrial y en los componentes en los que se envasan y
guardan los alimentos no se encuentren estos biofilms contaminantes. Por
consiguiente, tendran que incorporar este conocimiento a su forma habitual
de trabajo y obrar en consecuencia.

En nombre de nuestra Corporacion, sea bienvenido el Dr. D. Salvador
Gonzalez Carcedo.

He dicho

79



