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RESUMEN

La capsula se estudia como una estructura no esencial bacteriana. Sin embargo, en la naturaleza el 99% de las bacte-
rias se encuentran embebidas en matrices de polisacaridos llamadas biofilms que, determinan su supervivencia frente
a antimicrobianos como quimioterapéuticos, desinfectantes y metales pesados, y posibilitan una explicacion sobre los
mecanismos de infeccidén més cercanos a larealidad. Estarevision, partiendo de trabajos de los ' 80 del pasado siglo,
muestra la influencia de contaminantes ambientales como metales pesados y herbicidas, en el desarrollo de resisten-
cia cruzada a diversos antibicticos, y en la produccion de capsulas. A partir de estos resultados pioneros, y de otros
mas recientes publicados en fuentes internacional es reconocidas, se describe como los biofilms (forma a que conlle-
va la produccion de capsulas en condiciones naturales) conforman la arquitecturay € medio éptimos para que tenga
lugar una el evadisima tasa de transferencia genética entre las poblaciones bacterianas involucradas, fenémeno que da
respuesta a la creciente ineficiencia de las terapéuticas convencional es actuales, tanto en la parte humana como vete-
rinaria. A ta fin, se comentan otros mecanismos no genéticos, dependientes de biofilms, importantes para compren-
der los mecanismos de infeccion bacterianos.
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The bacterial capsules, somewhat more than a non essential structure (A revision)
ABSTRACT

The capsuleis studied as a non essential bacterial structure. However, in nature 99 % of bacteria are imbibed in poly-
saccharide matrixes called biofilms which determine their survival in front of antimicrobials like chemotherapeutics,
disinfectants and heavy metals, and make viable an explanation on mechanisms of disinfection closer to the readlity.
Thisrevision, starting from works published in the eighties of the last century, shows the influence of environmental
contaminants like heavy metals and herbicides, on developing the resistance to severa antibiotics and the production
of capsules. Starting from pioneer results, and others more recently published in international recognized sources, it
is described how biofilms (which bring about the production of capsulesin natural conditions) shape the architecture
and optimal media for a very high genetic transfer rate among involved bacterial populations, a phenomenon which
gives an answer to the growing inefficiency of current conventional therapies, as much in veterinary as in human
medicine. In that sense, other non genetic mechanisms are commented, depending on biofilms, which are important
to understand the bacterial mechanisms of infection.

Key words: bacterial capsule; bio-films; anti-bioresistance; metals; disinfectants; virulence; plasmids;
pathogenesis isles

INTRODUCCION

Cuando se indaga en las particularidades de la 1979; Joklik et al., 1983; Mitov et al., 1983;

morfol ogia bacteriana | os textos destacan la exis-
tencia de estructuras esenciaes: nucleoide —que
determina la cualidad distintiva de las bacterias
dentro del universo viviente-, citoplasma, mem-
brana citoplasmatica y pared celular. Hay otras
que, a diferencia de las anteriores, pueden o no
estar presentes; pueden incluso perderlas y ello
no implica la muerte al microorganismo, de ahi
gue se les designe como estructuras no esencia
les (Pelczar y Reid, 1966; Senez, 1976; Planas,
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Kamburov, 1986; Barreto, 2009).

En el laboratorio muchas bacterias pierden la
capacidad de formar cdpsulas debido a los pases
sucesivos, y alos propios medios de cultivas, muy
diferentes al ambiente natural de procedencia Co-
MO su no expresion “no afecta la viabilidad bacte-
riand’ se le incluye entre las estructuras no esen-
ciaes. Sin embargo, en los medios naturales —
medios acuéticos, suelo y otros organismos- por 1o
general deciden su supervivencia (1&fiez, 1998 a,
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b; Lazaet al., s.a) a brindar adhesividad inespe-
cifica a sustratos, poder antifagocitico y garanti-
zar humedad a la bacteria (Senez, 1976; Planas,
1979; Joklik et al., 1983). En su mayoria estén
compuestas de exopolisacaridos que se acumulan
en torno a la pared celular. Se les da diversos
nombres (cépsulas, capa mucilaginosa, micro-
capsula, glicocalix) en dependencia del grosor e
interdependencia con lapared (1afiez, 1998a).

Entre los efectos nocivos que se imputan al
desmedido desarrollo industrial destaca el hecho
gue las mismas generan una contaminacion a
gran escala con metales pesados (Cu, Zn, Pb, Cd,
Cr, Ni, Hg, Co, Ag, Au) y radionuclidos (U, Th)
en el entorno. Afectan la fertilidad de los suelos
y su uso posterior. En €l caso de los acuiferos y
aguas superficiales comprometen la utilizacion
de este recurso para € consumo humano y ani-
mal. Los metales son especies quimicas no de-
gradables. Por tal motivo, una vez volcados al
medio ambiente, sdlo pueden distribuirse entre
los entornos aire - agua - suelo, a veces cam-
biando su estado de oxidacion, o incorporarse a
los seres vivos (Vullo, 2003).

En la primera mitad de los ‘80 del pasado si-
glo, € docente e investigador bulgaro Y anaki
Karadjov insistia en que la creciente contamina-
cion ambiental, fundamentalmente la debida a
metal es pesados, inducia la produccién de cipsu-
la en bacterias, incluso en aquellas que habi-
tualmente no la expresaban (Orozco et al., 1983;
Barreto y Karadjov, 1985). Esta hipdtesis no era
compartida por los restantes investigadores del
Instituto Superior de Zootecniay Medicina Vete-
rinaria de Stara Zagora, institucion donde, ade-
mas de laborar el gestor de la idea, uno de los
autores de esta propuesta fungia como su aspi-
rante en opcién al grado de Doctor en Ciencias.

Dado que la accién antifagocitica, y de pro-
teccion frente a otros mecanismos del sistema
inmune, estan ampliamente documentados (1&
fiez, 1998 a, 1999), en esta revision se retoma
algo de lo hecho junto a Karadjov, asi como
resultados posteriores y lo publicado mas recien-
temente en la literatura especializada, con €
objetivo de rendir tributo compartido al tutor y a
esa estructura no esencial tan importante que es
la capsula bacteriana.
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Bulgaria, en los afios 80 del pasado siglo, tenia
gran desarrollo en la esfera agropecuaria, base
fundamental de su economia, y contaba con una
industria farmacéutica, heredera la Bayer, que
garantizaba una quimioterapia en |la esfera veteri-
naria casi tan amplia como la aplicada en medicina
humana (Pharmachim, 1986).

Fruto de esta politica, cuando se compararon
los antibiogramas realizados a cepas de E. coli
aisladas de cerdos diarreicos cubanos y bulgaros
se puso de manifiesto que las primeras presenta-
ban un patrén de resistencia muy inferior a de sus
homdlogas edlavas. Resultado esperado, que se
correspondia, y ain corresponde, con e compor-
tamiento a los antimicrobianos que caracteriza a
los aidlamientos realizados a pacientes humanos
de paises desarrollados, més expuestos a los mis-
mos, al compararlos con los obtenidos en € de-
nominado tercer mundo (lafiez, 1998 b; Barreto y
Rodriguez, 2006; Cabreraet al., 2007).

Desde e descubrimiento de los primeros anti-
microbianos, 1os microorganismos, muy en espe-
cia las bacterias, han sido capaces de evadir su
accion (Mediavilla et al., 1997; Scientific Com-
mittee on Emerging and Newly Identified Health
Risks— SCENIHR, 2009)

Asi, en 1946 la mayoria de los aislamientos de
Staphylococcus aureus eran sensibles a la penici-
ling; hoy, la casi totalidad de las cepas hospitala-
rias son resistentes a bencilpenicilina, meticilina,
gentaminicinag, y solo se pueden tratar con vanco-
micina (Prescot et al., 2004). En las Ultimas tres
décadas la poblacion ha adquirido microorganis-
mos poliresistentes a f&rmacos, entre los que des-
tacan agentes bacterianos como Mycobacterium
tuberculosis, Salmonella, Shiguella, Vibrio chole-
rae y Streptococcus pneumoniae, muestra elo-
cuente de que la resistencia a los farmacos consti-
tuye un problema de salud publica extremadamen-
te grave (Prescot et al., 2004; French, 2005; SCE-
NIHR, 2009), casi tanto como las propias enfer-
medades que justifican su demanda (Barreto y
Rodriguez, 2006). Los ultimos diez afios alarman
por los falos reiterados en los tratamientos a
humanos y animales (EARSS, 2005; Harbarth y
Samore 2005; WHO 2007; SCENIHR, 2009). Las
variantes para superar estas deficiencias, mediante
e empelo de nuevos antimicrobianos sélo ha de-
mostrado la rdpida capacidad bacteriana de tole-
rarlos, por usar un término conservador, y am-
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pliarse € rango de resistencia en patdgenos
humanos y animales (Falagas y Bliziotis 2007,
Jansen et al., 2006; SCENIHR, 2009). Un fené-
meno detectado en &reas hospitalarias, comuni-
dades y en alimentos involucrados en brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)
se ha incrementado a nivel internacional
(EARSS, 2005; Jansen et al., 2006; EASAC,
2007, WHO 2007; SCENIHR, 2009).

El uso indiscriminado de estos productos ha
hecho que las bacterias, dotadas de muiltiples
mecanismos (bioguimicos, genéticos-
moleculares y celulares), desarrollen estrategias
inherentes y adquiridas, que les permiten evadir
con efectividad su accion (Prescot et al., 2004;
French, 2005; Depardieu et al., 2007; EFSA,
20083, EFSA, 2008b; SCENIHR, 2009). Feno6-
meno que se agrava debido a que mas del 50%
de las prescripciones de antibidticos se ordenan
sin la realizacion previa de antibiogramas (Lina-
res y Martinez, 2004). Pero resulta que la anti-
biorresitencia no solo se generay expande como
respuesta al consumo de antimicrobianos en
poblaciones humanas y animales, también res-
ponde, de forma cruzada, a contaminantes am-
bientales que cada vez se acumulan en mayor
grado sobre €l planeta (Sudrez y Reyes, 2002;
Barreto y Rodriguez, 2006; Depardieu et al.,
2007; EFSA, 2008a, EFSA, 2008b; SCENIHR,
2009).

No obstante la coincidencia entre o obtenido
en aguellos resultados preliminares a partir de
los antibiogramas realizados a cepas enterotoxi-
génicas de E. coli (ECET) aisladas de cerdos con
cuadros tipicos de colibacilosis en Bulgaria y
Cuba, y lo reportado en la literatura de la época,
en la medida que dicho estudio se extendid a un
nimero mayor de unidades porcinas se pudo
apreciar que las cepas cubanas con mayor anti-
biorresistencia correspondian zonas sometidas a
frecuentes fumigaciones con herbicidas, debido a
su proximidad a cafiaverales y areas de cultivo
(Barreto y Karadjov, 1986).

Como no existian publicaciones que aborda-
ran esta temética, sdlo qued6 una opcién para
explicar lo antes expuesto: la experimental. Dado
el escepticismo de los propios colegas del Insti-
tuto Superior de Zootecniay Medicina Veterina-
ria de Stara Zagora, ademés de 3 cepas acapsula-
res autoctonas, se incluyeron las cepas de refe-
rencia de E. coli Al, E68l y E68II, también
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acapsulares y con marcada sensibilidad a un am-
plio nimero de antimicrobianos, todas donadas
gentilmente por €l Dr. W. Sojka (Ministry of Agri-
cultura, Fisheries and Food, Cetral Veterinay
Laboratory, New Haw,Weybridge, England), emi-
nente pionero en los estudios de colibacilosis por-
cina. Las seis cepas, de forma independiente, se
enfrentaron a concentraciones crecientes de los
herbicidas Gesalak y Simasina (utilizados am-
pliamente en Cuba en las areas cafieras) por €
método de gradientes de concentraciones (Szy-
balski y Bryson, 1952). Esta via demostré que la
exposicion frecuente a concentraciones crecientes
de herbicidas, en sistemas estacionarios, inducia
resistencia bacteriana a varios antimicrobianos
(Barreto y Karadjov, 1986).

Un fendmeno similar, pero debido a la in-
fluencia de metales pesados (fundamentalmente
cobre), se constatd en las cepas bulgaras (Barreto
y Karadjov, 1985; Karadjov y Barreto, 1986).
Aungue no se incluyd en las publicaciones reali-
zadas, todas las cepas de referencia, y una de las
autoctonas, enfrentadas durante seis meses a con-
centraciones crecientes de CuSO,, formaban colo-
nias con una pigmentacion carmelitosa, sobre todo
en su centro, y producian abundante capsula en las
zonas del medio de cultivo con mayor concentra-
cion de lasal (Barreto, 1986, 2009).

La produccion de cdpsulas bacterianas, estimu-
lada por agentes contaminantes del entorno, ya se
habia observado en trabajos realizados con Stap-
hylococcus aureus (Karadjov et al., 1979). Expe-
riencias posteriores posibilitaron la obtencién de
resultados similares con la especie E. coli a utili-
zar plomo, cadmio y diversos herbicidas como
elementos inductores (Barreto, 1986, 1988), tam-
bién agunos antimicrobianos convencionales,
mezclas de éstos con bases de Schiff, y otros de
reciente factura (datos no publicados).

La pobre difusion de lo descubierto en Europa
del Este, y paises tercermundistas como Cuba, la
carencia de una Internet, y la innegable accién
antimicrobiana de los metales pesados, conllevo
por buen tiempo a uso de muchos de ellos como
desinfectantes (sobre todo € mercurio) y como
aditivos nutricionales en las dietas animales
(Maynard et al., 2003; Do et al., 2006; Bunner et
al., 2007) aunque Aarestrup y Hasman (2004)
reportaron aislamientos de enterococos, de proce-
dencia animal, que habian adquirido resistencia a
cobre, asi como una disminucién en la susceptibi-
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lidad hacia este metal en cepas de Salmonella.
En el afio 2 000 Estados Unidos aprobd una pa-
tente para la amplificacion del efecto antimicro-
biano de péptidos mediante su asociacién con
iones metdlicos. De acuerdo a quienes realizaron
la propuesta los iones cobre, en el rango de 0.01
mM a 10 mM, incrementaban sensiblemente la
accién antimicrobiana de péptidos diversos fren-
te a E. coli y Pseudomonas aeruginosa, entre
otros (US Patent 6042848).

Lo que podria asumirse como una contradic-
cion, realmente no lo es. En concentracion de
trazas muchos metales pesados se comportan
como micronutrientes esenciales. Los microor-
ganismos los utilizan en los procesos redox para
estabilizar moléculas a través de interacciones
electrostéticas, como componentes de enzimas y
para la regulacion de la presién osmética. Algu-
nos cationes divalentes (cobalto, cobre, niquel y
zinc) se unen fuertemente a grupos sulfidrilos (-
SH) por lo que su concentracion intracelular
debe controlarse estrictamente para evitar los
efectos toxicos subsecuentes (Choudhury y Sri-
vastava, 2001; Vullo, 2003).

L os microorganismos se han adaptado tanto a
los metales que les sirven de nutrientes esencia-
les y han desarrollado mecanismos de resisten-
cia, genéticamente codificados a nivel de nu-
cleoide 0 en plasmidos R. Laresistencia debida a
plasmidos cuenta con € agravante de su gran
diseminacion a otras bacterias mediante conju-
gacion. Al respecto se han reportado numerosos
gjemplos en bacterias que, en esencia, conducen
a una reduccion en e transporte del metal a
interior celular y una potenciacion de su eflujo
tanto en su forma i6nica como en complejos
(metalotioneinas —proteinas ricas en grupos sul-
fidrilos- o quelatos) (Chen et al., 1999; Cabrera
et al., 2007; Cervantes y Gutiérrez-Corona,
2006; SCENIHR, 2009).

Se han fundamentado seis mecanismos bacte-
rianos de resistencia a metales pesados. exclu-
sion mediante barreras permeables; mecanismos
de secuestro intra y extracelulares, transporte
activo y bombas de eflujo; detoxificacion enzi-
mética y reduccion de la sensibilidad de los si-
tios diana a dichos metales (Bruims et al., 2000).
Dentro de estos mecanismos el primero mucho
tiene que ver con las cipsulas y envolturas bacte-
rianas en general, por lo que sera al que se pres-
tard mayor énfasis en lo adelante.
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Ya en la década del ‘90, lafiez (1998 a), en su
interesantismo curso de Microbiologia General,
acotaba: “La capsula se puede definir como una
estructura superficial que presentan muchas bacte-
rias en sus ambientes naturales, consistente en
acumulacién de material mucoso 0 Vviscoso, situa-
do externamente respecto de la pared celular (o, en
Su caso, respecto de lacapa Sy delavaina)” Mas
adelante, a referirse a las propiedades de las mis-
mas, puntuaiza: “1) Mejora en las propiedades de
difusion de nutrientes hacia la célula. Los polisa-
caridos extracelulares anidnicos funcionan como
una resina de intercambio........ 4) Proteccion
contra agentes antibacterianos’ Al respecto de esta
altima funcion, la primera que especifica es: “co-
ntra metales pesados’. Luego de referir las con-
templadas en la mayoria de los textos, afiade: “co-
ntra detergentes”.

Yeaman y Yount (2003), tras aclarar que la
composicién de las cdpsulas varia notablemente en
los diferentes microorganismos, aseveran, a mane-
ra de hipétesis, que a estar compuestas por com-
plejos anionicos de carbohidratos y fosfatos, resul-
ta razonable asumir gue esas matrices pueden se-
cuestrar péptidos catidnicos antimicrobianos, pre-
viniendo asi su acceso alos sitios diana. Este crite-
rio ha sido compartido por otros investigadores,
quienes afirman que €l caracter anionico de estos
polimeros posibilita la captacion de metales (Gee-
sey y Jang, 1989). Los valores altos de pH inhiben
la adsorcion de metales y |os bajos la incrementan
(Lionet al., 1988; Geddie y Sutherland, 2008).

Los polimeros extracelulares de un buen nime-
ro de bacterias han sido objeto de estudio en mul-
tiples investigaciones en las que se les ha caracte-
rizado. Segun Williams y Wimpenny (1977) en
Pseudomonas estan conformados por hexosa
(75%), acetato (4%) y &cido pirtvico (6%), inde-
pendientemente de la fuente de carbono que utilice
la bacteria en su nutricion. Sin embargo, otros
autores son del criterio que la composicion del
exopolisacarido es diferente para cada bacteria:
alginato, en P. aeruginosa; celulosa, en S typhimu-
rium; exopolisacérido rico en glucosa y galactosa
en V. cholerae; poli-Nacetil-glucosamina, en S.
aureus, etc. Ademas, estudios recientes sefidlan
que, incluso una misma bacteria, dependiendo de
las condiciones ambientales en las que se encuen-
tre, puede producir diferentes exopolisacaridos
(Lasaet al., s.a).
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El efecto de las fases de crecimiento sobre la
produccion de cdpsula, otro aspecto muy investi-
gado, resulta variable. En Pseudomonas comien-
za d fina de la fase exponencia y se hace
maxima en la estacionaria (Williams y Wimpen-
ny, 1977). Uhlinger y White (1983) coinciden al
respecto, e insisten en que la méxima produccién
se corresponde con la de mayor estrés fisiol 6gi-
co. Resultados similares reportan Pavoni et al.
(1972) para cultivos mixtos, y puntualizan que la
mayor produccién ocurre a final de la fase esta-
cionaria de crecimiento. Sin embargo, otros in-
vestigadores de este ubicuo género bacteriano
aseveran que la sintesis de exopolisacaridos al-
canza su climax durante la fase exponencial
(Mian et al., 1978) o puede ocurrir indistinta-
mente en una u otrafase (Hsieh et al., 1990).

Los resultados obtenidos en las experiencias
realizadas con cepas de E, coli cubanas y bllga-
ras, asi como las de referencia de esta especie,
gramnegativas como Pseudomonas, se gustan
mas a lo sugerido por Uhlinger y White (1983)
ya que tanto los herbicidas como los metales
pesados, en las concentraciones utilizadas, indis-
cutiblemente provocaban un estrés fisioldgico y
las observaciones del crecimiento en las placas
se redlizaba ya avanzada la fase de latencia (18-
24 horas a 37 °C, e incluso una semana, cuando
se incubaron a temperatura ambiente) (Datos no
publicados previamente).

Otro aspecto muy controvertido serefierea s
la produccion de polimeros extracel ulares resulta
ventajosa a las bacterias 0 no. Quienes abordan
el dilema desde € punto de vista energético
afirman que la produccién de capsula implica
una inversién importante de ATP (Jarman y Pa-
ce, 1984). La aparicién de mutantes no mucoi-
des, cuando se trabaja en cultivos continuos, es
una evidencia de que las mismas poseen ventajas
adaptativas que las seleccionan hasta superar, en
términos poblacionales, a sus homdlogas produc-
toras de cépsulas (Mian et al., 1978; Jarman y
Pace, 1984). Sin embargo, en los medios natura
les las bacterias enfrentan condiciones muy dife-
rentes a las investigadas en los laboratorios, mu-
cho menos las que imponen los cultivos conti-
nuos en los gque por lo general 1os microorganis-
mos estan obligados a multiplicarse a su veloci-
dad méxima de crecimiento.

Las bacterias en los diversos ecosistemas se
encuentran como: a) bacterias planctonicas, de
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libre flotacion, y b) bacterias biofilm, formando
colonias de microorganismos sésiles. Se postula
que el 99% de todas las células bacterianas existen
en calidad de biofilms, y tan slo 1% vive en esta-
do plancténico. Las bacterias planctonicas se man-
tienen en dicho estado hasta tanto logran adherirse
a superficies, momento en € que, s se dan las
condiciones requeridas, se organizan en biofilms
(Sanclement et al., 2005; Ramadan et al., 2005;
Ramadan, 2006). Los biofilms se definen como
comunidades de microorganismos que crecen em-
bebidos en una matriz de exopolisacaridos y ad-
heridos a una superficie inerte o un tgido vivo,
constituyen laforma habitual de crecimiento de las
bacterias en los medios naturales (Costerton et al.,
1995).

Desde que Koch introdujo el uso de los medios
de cultivo a finales del siglo XIX, cas todo lo
estudiado, hasta el momento actual, aborda sélo a
los gérmenes planctonicos, y descritos en base a
sus caracteristicas de desarrollo en medios de cul-
tivos sintéticos. Esta gran contradiccion con lo
expuesto en e parrafo anterior se debe, fundamen-
talmente, a hecho que la investigacion que presu-
pone a las bacterias embebidas en biofilms es mas
dificil que la realizada con bacterias plancténicas
(Nazar, 2007). Desafortunadamente, este enfoque
centrado en el desarrollo de estas Ultimas en culti-
vos de laboratorio, una condicidn que tiene escasa
relacion con los ambientes microbianos verdade-
ros, ha limitado la comprensién respecto a las
interacciones bacterias — medio ambiente, incluido
el caso donde ese medio no es otro que el hospe-
dero humano o animal (Donlan, 2002; Thomas y
Nakaishi, 2006).

Los biofilms se crean cuando las bacterias li-
bres flotantes “perciben” una superficie, se adhie-
ren a ellay, a continuacion, elaboran sefiales qui-
micas para coordinar diferenciacion y formacion
de estructuras, incluyendo el desarrollo de una
cubierta polisacérida —-la capsula, asumida como
estructura no esencia en las investigaciones con-
vencionales- protectora (Scott y Manning, 2003).
Las bacterias pueden formar biofilms en cualquier
ambiente liquido. Las interfases sdlido-liquido
(una superficie y la fase acuosa —agua, sangre,
etc.) proporcionan las condiciones ideales para la
fijacion, multiplicacion e interaccibn con otras
especies (Geesey, 1982; Sanderson et al., 2006).
Estas interacciones, debidas en buena medida a la
produccién de polimeros extracelulares de natura-
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leza polisacarida, determinan el comportamiento
y la supervivencia bacteriana en su entorno como
se analizara a continuacion.

La adhesion a superficies permite a las bacte-
rias (adsorbidas) € acceso a mayores concentra-
ciones de sustrato ya que, ademas de la adhesion
al mismo, incrementan su &rea de absorcion (1&
fiez, 19984). Las células adheridas a superficies,
al multiplicarse, pueden mantenerse unidas entre
si (microcolonias) y permitir la adhesion de es-
pecies diferentes con las que se establecen rela
ciones simbidticas (consorcios) (Geesey, 1982;
Sanderson et al., 2006). Ademéas de la mejor
utilizacion de los sustratos, estos polimeros in-
teractUan con cationes y brindan proteccion co-
ntra agentes liticos (Geesey, 1982).

L os biofilms bacterianos constituyen la estra-
tegia de supervivencia de estos organismos pro-
cariéticos. Gracias a esta organizacion logran
ventagjas significativas que les protegen frente a
fluctuaciones medioambientales de humedad,
temperatura y pH, a igua que concentrando
nutrientes y facilitando la eliminacion de dese-
chos. La capacidad de formar biofilm no parece
restringirse a ningln grupo bacteriano especifico
y, en la actualidad, se considera que bajo condi-
ciones ambientales adecuadas la inmensa mayo-
ria de las bacterias, independiente de la especie,
puede existir dentro de biofilms adheridos a su-
perficies en una interfase solido/liquida, inclu-
yendo patégenos como P. aeruginosa, H. in-
fluenzae, S. pneumoniae, Klebsiella y S. aureus
(Anderl et al., 2000; Choley Faddish, 2003; Post
et al., 2004; Thomas y Nakaishi, 2006). La ad-
hesion a una superficie himeda (inanimada o
viviente), es de carécter irreversible; el biofilm
no logra ser removido mediante lavado suave
(Costerton et al., 1999; Donlan, 2002; Fergie et
al., 2004; Ramadan, 2006).

van Leeuwenhoek (1676, 1683), utilizando
sus microscopios artesanales, fue el primero en
describir la presencia de microorganismos ad-
heridos a superficies dentales, por 1o que se le
reconoce como el descubridor de los biofilms
bacterianos (Donlan, 2002). Tal como sucedio
con mucho de lo observado por este agudo
holandés, € pobre desarrollo de las ciencias del
momento limit6é valorar su importancia. Asi, no
es hasta la década del ** 70 del pasado siglo que,
tratando de encontrar una explicacion a la resis-
tencia bacteriana a diversos desinfectantes cons-
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tatada en sistemas de aguas industriales, se redes-
cubrid la presencia de comunidades bacterianas
embebidas matrices glucoprotéicas formadas en
superficies en contacto con € agua a las que se
denomind biofilms. A estas curiosas asociaciones,
como hipétesis, se atribuy6 la explicacion del
fendmeno investigado (Costerton et al., 1978).

Jones (1970), por su parte, habia reportado que
la presencia de metales toxicos en € mar induciaa
las bacterias marinas a producir grandes cantida-
des de materia organica extracelular, la cual inter-
actuaba con los iones metdlicos, reduciendo su
toxicidad en € ambiente. Lamentablemente, esta
valiosainformacion, al igual que la de Costerton et
al. (1978), no figuraron entre las fuentes utilizadas
por los investigadores liderados por Karadjov, al
publicarse en revistas genas a la esfera veterina-
ria. En la actualidad, el caracter multidisciplinario
de los equipos de investigacion, posibilita que esta
vertiente utilisima, [lamada biorremediacion, figu-
re tanto en temas de salud, como geoldgicos y
ecologicos, entre otros, a posibilitar el rescate
racional de ambientes contaminados (Corzo et al.,
1994; Unz y Shuttleworth, 1996; Novo et al.,
2000; Suérez y Reyes, 2002).

Suarez y Reyes (2002), en su monografia “La
incorporacion de metales pesados en las bacterias
y su importancia para € ambiente’, destacan la
alta toxicidad de los metales, comparable con su
utilidad, razén que convirtié al hombre en su prin-
cipal diseminador en los medios naturales. Estas
autoras describen los principales mecanismos in-
herentes a bacterias que las convierten en los ins-
trumentos idéneos para contrarrestar el dafio
hecho a planeta y rescatar los ecosistemas més
afectados. Entre los mecanismos abordados, desta-
can aguellos en los que se involucra la produccién
de polimeros extracelulares para la movilizacion e
inmovilizacién de metales. En € primer caso se
refiere a la capacidad de ciertas bacterias para
liberar los metales constitutivos de algunos com-
puestos quimicos. El gemplo mas conocido es €l
Thiobacillus ferrooxidans, responsable de la lixi-
viacién de Fe, Cuy Mo, razdn por la cual se utili-
za en la extraccion industrial de estos metales
(Novo et al., 2000). La inmovilizacién aude a la
capacidad inherente a las biomasas bacterianas
para atrapar metales, uniéndolos a sus componen-
tes estructurales, aspecto que posibilita utilizarlas
para recuperar metales de efluentes industriales
(Unz y Shuttleworth, 1996). La interaccién entre

Rev. prod. anim., 20 (1): 69-80, 2007



los polimeros microbianos y los metales pesados
tiene implicaciones ecoldgicas y practicas impor-
tantes ya que puede mediar lafijacion de metales
a las particulas de arcilla en € suelo, con las
consecuentes alteraciones en los cultivos agrico-
las, intervenir en algunos pasos de los ciclos
biogeoquimicos de los elementos, aterdndolos, e
inmovilizar los metales toxicos de efluentes li-
quidos, reduciendo su biodisponibilidad (Corzo
et al., 1994).

A todo lo beneficioso analizado anteriormen-
te, se contrapone el lado negativo de las bacterias
en biofilms, justamente el tema que aborda este
trabgjo: su resistencia a antimicrobianos diver-
sos. Para poder comprender este complejo fené-
meno, es preciso, mas alla de esa bacteria capsu-
lada de forma independiente, que por 1o general
asumimos, pensar en términos de poblaciones
(de un tipo microbiano o0 mixtas) inmersas en
unamatriz o glicocalix.

En los biofilms existe un medioambiente muy
dindmico. En ellos la tasa de intercambio de
material genético es elevadisima, sobre todo la
mediada por pldsmidos (Sanclement, 2005; Ra-
madan, 2006). Se ha demostrado que la matriz
de biofilms de P aeruginosa, una de |as especies
més polirresistentes, contienen ADN como cons-
tituyente principal. Es evidente que una tasa de
transferencia génica, mediada por plasmidos,
enormemente incrementada entre bacterias bio-
films, posibilite la redistribucién de genes entre
sus miembros de forma continua, 10 que repercu-
te en su adaptacion evolutiva (Post et al., 2004).
Existen evidencias de codmo cepas bacterianas de
importancia clinica, portadoras de plasmidos,
desarrollan biofilms més fécilmente y, ademés,
transfieren dichos plasmidos a organismos recep-
tores, generando la formacion de biofilm. Sin
plasmidos, estas bacterias producen solamente
microcolonias de escaso desarrollo.

Los plasmidos pueden codificar resistencia a
multiples antimicrobianos (antibidticos, desin-
fectantes, metales pesados) y, a mismo tiempo
lainformacién para diversos factores de virulen-
cia (fimbrias, exoenzimas que potencian la inva
sividad, capsulas antifagociticas, toxinas, siste-
mas para atrapar hierro, etc.) (Harnett y Gyles,
1984, 1985; Barreto y Rodriguez, 2006) A ese
conjunto de informacion genética, que no nece-
sariamente ha de estar en plasmidos, también se
daen e nucleoide, es alo que se ha denominado
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“idas de patogenicidad”. Se trata de un proceso
largo, en el que este planeta, con las condiciones
que hemos creado, ha actuado en forma de inmen-
so laboratorio (Barreto y Rodriguez, 2006).

A partir de lo expuesto resulta evidente que: s
estas islas de patogenicidad se ubican en plasmi-
dos, podran diseminarse con ata frecuencia a tra-
vés de conjugacion a bacterias de la misma espe-
cie, afines, e incluso diferentes, fenébmeno que se
potenciara significativamente cuando tiene lugar
en biofilms. De ahi que esta forma de asociacion,
al seleccionar variantes resistentes a los antimi-
crobianos, esta favoreciendo e predominio de
biotipos con una virulencia exacerbada (Donlan,
2002; Sanclement et al., 2005; Ramadan, 2006;
Cervantes y Gutiérrez-Corona, 2006; Barreto y
Rodriguez, 2006), aspecto a que se brinda poca
atencion.

Pero, ademés de la resistencia asociado a la
transferencia de pldsmidos, los propios biofilms
por su arquitectura confieren nuevas propiedades a
los miembros que laintegran. Parailustrar lo plan-
teado con un gjemplo vale sefidar que la concen-
traciéon minima inhibitoria (CMI) de ampicilina
para una cepa de Klebsiella pneumoniae en estado
plancténico es de 2 pg/mL. Esta misma cepa, al
crecer como biofilm, exhibe 66% de sobrevida
luego de terapia con 5 000 pg/mL del antimicro-
biano (Stewart y Costerton, 2001; Chole y Faddis,
2003; Sanderson et al., 2006).

Para explicar esta resistencia se han planteado
diversas hipétesis: (a) Penetracion lenta o incom-
pleta del antibiético en el biofilm: la matriz de
exopolisacaridos constituye una barrera que impi-
de € ingreso del antimicrobiano. Aunque hay
estudios in vitro en los que se demuestra la pene-
tracion de algunos antibidticos a biofilm, se pos-
tula que pueden ser desactivados por accién de
polimeros extracelulares, o sdlo alcanzan unadifu-
sion limitada dentro de estas matrices anionicas
(Stewart y Costerton, 2001; Post et al., 2004). (b)
Causas metabdlicas: una baja actividad metabdli-
ca, debida a limitaciones de oxigeno y nutrientes,
puede provocar que la poblacion ingrese en un
estado de lentificacion o cese de su mitosis, sobre
todo las bacterias situadas més profundamente,
con lo cual dejan de ser sensibles a los antimicro-
bianos. Se ha descrito la formacion de nichos
anaerdbicos en zonas profundas de biofilms debi-
do a consumo completo del oxigeno en las capas
superficiales. Los aminoglicésidos, resultan menos
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eficaces contra la misma bacteria en condiciones
anaerobicas que aerdébicas. No puede descartarse
el efecto debido a la acumulaciéon de productos
acidos del hiofilm que provocan diferencias sig-
nificativas de pH entre el exterior y €l interior de
éste, interfiriendo con la accion del antibidtico
(Stewart y Costerton, 2001; Post et al., 2004). (c)
Cambios genéticos: como ya se ha expresado, la
elevada tasa de transferencia genética conlleva,
en su expresion fenotipica, a modificaciones en
la fisiologia de las bacterias biofilm, debido a la
aceptacion y recombinaciéntacion de genes es-
pecificos que potenciarian mecanismos de resis-
tencia a multiples antibidticos (Scott y Manning,
2003; Chole y Fraddis, 2003; Post et al., 2004;
Sanclement et al., 2005; Thomas y Nakaishi,
2006). No obstante el respaldo mayoritario a esta
hipétesis, Stewart y Costerton (2001) expresan
sus dudas al respecto, sefialando que cuando las
bacterias son dispersadas desde un biofilm, con
frecuencia se tornan rapidamente susceptibles a
antibidticos, lo que sugeriria que tal resistencia
no seria adquirida via mutaciones o recombina-
cion (Nazar, 2007). (d) Formacién de endospo-
ras: esta hipotesis se sustenta en la posible géne-
sis de una subpoblacion de bacterias biofilm con
un estado fenotipico muy especial y atamente
protegido, con una diferenciacion semejante a
endosporas. Se basa en investigaciones que
muestran resistencia en biofilms recientemente
formados, alin cuando éstos son demasiado del-
gados para constituir una barrera ala penetracion
de agentes antimicrobianos (Stewart y Costerton,
2001).

Dada la gran informacion existente a respec-
to de los mapas genéticos de la mayoria de las
especies mencionadas, los autores del presente
trabajo consideran que la hipétesis “d” resulta la
mas improbable. La esporulacion es un estado
fisiologico, genéticamente determinado en géne-
ros bacterianos particulares, ninguno de los cua
les comprende las especies analizadas; no obs-
tante, durante més de 3 décadas se han estudiado
las denominadas proteinas de shock, con fre-
cuencia presentes en Salmonella, luego de pas-
teurizaciones ineficientes a alimentos, que las
hace tolerantes a ulteriores procesos a temperatu-
ras que normalmente no soportarian (Murano y
Pierson, 1993). Mas que hipotéticas endosporas,
tal vez la resistencia este relacionada con varian-
tes de este tipo. Otro aspecto que no puede des-
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entenderse es que los antibidticos utilizados ruti-
nariamente en clinica han sido seleccionados por
su actividad frente a bacterias planctonicas, sin
tener en cuenta que los resultados obtenidos pue-
den no extrapolarse a esa misma bacteria cuando
lo hace en € interior de un biofilm. Las mismas
propiedades que hacen a las bacterias biofilms
resistentes a antibidticos, y a sistema inmune
(aspecto no analizado en este trabajo), también las
tornan dificiles de cultivar in vitro. Incluso, su
estado metabdlico dentro del biofilm puede impo-
sibilitar por completo su cultivo (Post et al.,
2004).

La unién bacteriana a una superficie, y la for-
macion paulatina de un biofilm requieren de “co-
municacion” entre sus integrantes. En los ‘90 del
pasado siglo se constatd la existencia de sefiales
guimicas coordinadas que posibilitaban dicha co-
municacién y regulaban las funciones de la pobla-
cion en los biofilms; los mediadores resultaron ser
proteinasy al mecanismo de regulacion seledio €
nombre de quorum sensing, e mismo posibilita,
entre otras, establecer la presencia de microorga-
nismos vecinos, determinar la densidad poblacio-
nal existente y responder a eventuales condiciones
cambiantes. Cuando una bacteria se une a una
superficie produce una molécula sefia (sensing);
mientras mas se unen (quorum) mayor sera la
concentracion local de la sefial. A continuacion se
inducen diferentes fendmenos en las bacterias
para, finalmente, producirse la diferenciacion que
caracteriza a biofilm. Su objetivo es coordinar
comportamientos especificos, o acciones entre
microorganismos del mismo género, de acuerdo a
Su nimero. A menos que esté presente un ndmero
adecuado de células bacterianas en la vecindad
(quérum), los costos de la produccion de un bio-
film para una bacteria individual superan los bene-
ficios (Portera, 1999; Donlan, 2002; Ramadan,
2006; Nazar, 2007). Los microorganismos involu-
crados secretan moléculas sefidizadoras denomi-
nadas autoinductores como las acil-homoserina-
lactonas, que predominan en bacterias gramnega-
tivas, mientras que oligopéptidos modificados
prevalecen en las grampositivas. Ademas, poseen
un receptor que puede detectar especificamente el
auto-inductor respectivo. Cuando éste se une al
receptor activa la trascripcion de determinados
genes, incluyendo aquellos para la sintesis del
inductor (Thomasy Nakaishi, 2006).
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Davies et al. (1998) demostraron que en la
formacion de biofilm en P aeruginosa estan
implicados dos sistemas diferentes de sefializa-
cion célula-célula: lasR-lasl y rhiR-rhll. Unavez
conseguida una densidad suficiente de pobla-
cidn, estas sefides alcanzan las concentraciones
requeridas para activar los genes implicados en
ladiferenciacion del biofilm. Mutantes incapaces
de elaborar ambas sefidles producen biofilms
notoriamente mas delgados y sin su arquitectura
tipica. Ademés, pueden ser removidos mucho
mas féacilmente de superficies mediante uso de
surfactantes. La adicién de lactona homoserina a
medio que contiene los biofilms mutantes da
origen a biofilms similares a los de bacterias no
mutantes (Donlan, 2002).

En los afios posteriores se ha ido dilucidando
la genética que rige la sefidlizacion céula-cdlula
y la traslocacion coordinada de genes responsa-
bles de factores de defensa y virulencia (Scott y
Manning, 2003) que determinan la produccion
de factores de virulencia, la invasividad, e inclu-
so el abandono del sustrato (entre ellos los hos-
pederos humanos o animales) y la blsgueda de
nuevas opciones (nuevos hospederos) (de Kievit
e Iglewski, 2000), todo lo cua resulta impres-
cindible para quienes traten de comprender los
mecanismos de infeccion en las enfermedades de
etiologia bacteriana, asi como la resistencia de
estos agentes en las enfermedades crénicas. En
tal sentido, resultan muy Utiles las revisiones de
Lazaet al.(s.@) y Nazar (2007).

Luego de tan extenso andlisis resulta justo re-
conocer la certeza de lo aseverado por Karadjov
cuando, desde los tempranos 80, llamaba la
atencion sobre lainduccion de cdpsula—no podia
[lamarle biofilm- como respuesta bacteriana ante
contaminantes del ecosistema tan agresivos co-
mo metales pesados y herbicidas. Huelgan tam-
bién los comentarios al respecto de que dichos
polimeros extracelulares constituyen una estruc-
tura no esencial, tal vez si se sigue estudiando a
las bacterias en su fase plancténica.
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