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AGRAIMENTS

Sens dubte aquest ha estat, de moment, un dels viatges més interessants que m’ha tocat viure. Es massa el que
es va deixant al llarg del cami, com per pensar que les compensacions a aquest esforg no van més enlla de les
cientifica o académicament reconegudes. Segurament, la distancia que sempre déna el temps permetra valorar

els coneixements arreplegats al llarg d’aquest dilatat itinerari.

En primer lloc agraeixo l'oportunitat que em van donar els directors d’aquesta tesi, Dr. Jordi Mas Gordi i Dr.
Manuel A. Soler Manuel, de poder participar en els seus projectes i idees originals. Sens dubte, ells han estat els
guies que han aconsequit tirar endavant un itinerari raonable per afrontar I'excursio6 amb certes garanties. En
aquestes etapes inicials del recorregut, seria injust no citar la contribucié del Dr. Jaume Mir, ja que com a minim
ell em va situar dins del camp de la microbiologia ambiental. També en aquestes etapes inicials vaig poder gaudir

del suport de Mina Pdblica de Terrassa.

Afortunadament he pogut realitzar gran part del viatge acompanyat de persones com en Miguel Campafia i en
Francesc Codony. En Miguel va contribuir de forma important en el disseny i desenvolupament del sistema per
monitoritzar els biofilms, mentre que amb el Francesc hem col-laborat en els mostrejos microbiologics. Dalfra
banda, el treball de camp no s’hagués pogut realitzar sense la inestimable ajuda de companys, molts dels quals
només han coincidit en etapes més curtes. El meu sincer agraiment a totes les persones que van col-laborar en
els esgotadors mostrejos realitzats al pou d’Alfons el Magnanim (Barcelona) i a la mina de Ribatallada a Sabadell,
especialment a Jestis Alonso, Josep Ramon Martinez i Nuria Guitart. Conjuntament hem aprés que per a la
microbiologia de camp també sén basics els coneixements d’escalada, espeleologia, submarinisme, natacio,

mecanica, electronica i, en alguns casos, defensa personal.

Es inevitable que en un viatge tan llarg sorgeixin moments d’euforia, moments de dubte i, a vegades, una certa
desesperanga. Totes aquestes etapes les he compartit des de l'inici amb els companys de despatx i de laboratori
del Dept. d’Optica i Optometria de la UPC, especialment amb la Dra. Marisol Marqués, la Sara Lluch, la Dra. Ma.
Dolores Merindano i, com no, amb en Xavier Rocabayera. En etapes posteriors, també han contribuit la Marta

Cerda, la Carme Casanovas i la Carme Blasi i gent del taller com el Mingueza i el Xavi Mdrcia.

Després d’uns quants itineraris circulars que ens dirigien de retorn al punt inicial, va arribar la decisio de llangar-
nos a les ameriques. En gran part va influir-hi el Dr. Ferran Ribas, cap de Microbiologia d’AGBAR. De fet, poder
comptar amb l'ajut de la gent ’AGBAR, com el mateix Ferran o I’Anna Aira, ha estat un estimul constant i, alhora,

ens ha mantingut en contacte amb els ultims avengos realitzats en la microbiologia aquética.

S’havia passat el moment critic: es disposava ja d'un clar itinerari per arribar al final del cami i es sabia com fer-lo.
Només calia una excusa per accelerar el ritme i comengar a veure la sortida del tunel. L'estada al Center of
Biofilm Engineering de la Montana State University va ser, sens dubte, el catalitzador que va contribuir de forma
decisiva a accelerar la meva recerca. A part, ha estat una de les etapes més interessants per tot allo que he
apres, especialment en aquells aspectes humanistics complementaris, pero tant importants per a la formacié d’'un
cientific. Voldria agrair molt especialment a la Dra. Anne Camper per acceptar-me com a investigador visitant.
També a la resta de persones d’aquest meravellds centre, comengant per l'inefable Bill Costerton, el seu director i

un dels pares de la “biofilmologia, el cap de Laboratoris John Newman, sempre disposat a ajudar a qualsevol, 0



els companys de laboratori com la Marianna Patrauchan o el Robin Gerlach. Per cert, en Robin, organitzador de
'equip de “soccer’, em va permetre retornar part de les excellencies del sistema universitari nord-america
“‘ensenyant” com es juga a futbol als inexperts companys i companyes del centre. Ironicament, com a jugador de
futbol quasi vetera, he hagut d’arribar als Estats Units per disfrutar donant patades a la pilota en un camp de

gespa.

L’estada al CBE va ajudar a millorar la meva formacié en microscopia confocal i en I'is de tincions per a I'estudi
de l'estat fisiologic dels bacteris. Gran part de I'ajuda en aquests camps la vaig rebre del Dr. Dave Davids i la Dra.
Jo Rayner, habituals organitzadors dels famosos TGl (Thanks God, is Friday), una especie de “guateques” molt
nord-americans. La utilitzacio practicament en exclusiva del microscopi confocal del centre em va permetre batre

el récord de grabacio de CD-Roms, 12 CDs plens d’imatges en només dos mesos.

Un cop retornats a I'habitual ritme mediterrani la sorpresa va ser maxima quan les imatges es resistien a obrir-se.
Una part de “Thorror’ experimentat pel famés explorador Marlow en el llibre de Joseph Conrad, “El cor de les
tenebres”, va recorrer la meva espinada. Senzillament, les imatges no s'obrien amb cap dels programes
coneguts. La solucié era utilitzar I'original LEICA-TCS-NT, és a dir, tornar a Montana. Afortunadament, en aquesta
parada obligatoria vaig poder coincidir amb la gent del Grup de Tractament d’lmatges del Dept. d’'Optica i
Optometria de la UPC i, especialment, amb el flamant Dr. Héctor Abril. La seva erudicio dins de I'obscur mén
informatic va permetre trobar la ‘pedra rosetta” que ens traduis el format original. No hi ha dubte que la
combinacio6 entre 'Héctor i el Matlab produeix un coctel capag de resoldre qualsevol problema relacionat amb el
tractament d'imatges, la criptografia o la conversio entre formats absolutament incompatibles entre si. Alleugerits,
encara que pensant quin seria el proper ensurt, es va poder continuar el treball amb microscopia confocal al
Servei de Microscopia de la UAB, on he d’agrair I'ajuda de la Dra. Merce Marti, i amb el perfildmetre confocal PLu

dissenyat al Dept. d’Optica i Optometria de la UPC, grécies a I'ajuda del Roger Artigas.

Tots aquests alts i baixos tipics de qualsevol viatge van disminuir de forma notable en el moment en que es va
iniciar la col-laboracié amb I'Institut Municipal de Parcs i Jardins de Barcelona, i amb la Companyia d’Aigiies de
Sabadell (CASSA). La participaci6 d’aquestes dues empreses ens va permetre adaptar el sistema per al
desenvolupament de biofilms en dues localitzacions al camp. Cal mencionar molt especialment a Jaume Pelegri,
Mé Alba Fransi i Josep M? Andevert, aixi com a la gent de CASSA, per les facilitats obtingudes en la instal-lacio
del sistema aixi com en 'obtenci6 de dades complementaries. Finalment, gracies a l'estreta col-laboracid de Jordi
Comas i Nuria Cafiameras de I'Escola Superior d’Agricultura de Barcelona, he pogut introduir-me de forma rapida

en el mén de la irrigacio de les gespes i altres formacions vegetals.

Ja a casa i com en qualsevol viatge, ha arribat el moment de deixar madurar i ordenar les moltes dades
obtingudes al llarg d’aquest tortués trajecte. Aquest ultim tram ha estat més facil gracies al Miquel Rallo. En un
altre ordre de coses, el meu més afectués agraiment a la familia i a tots els amics que m'han suportat durant
aquest temps, als companys del Nashville per ajudar-me a “desconnectar” en aquesta Ultima etapa, a I'Esteve
Gimferrer pels seus consells, aixi com al Lluis i la Neus, per convertir la seva acollidora casa de Valéncia d’Aneu
en el racd on he pogut treure a passejar l'oblidat equip de fotografia. Perd cert és que sense el suport

incondicional dels meus pares i de la Montse, aquest viatge no s’hagués pogut realitzar.

Aixi ha estat, i voldria deixar-ne constancia, a 13 de novembre del 2000.
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INTRODUCCIO

Because of its universality the biofilm concept impacts virtually all of the subdivisions
of Microbiology, including medical, dental, agricultural, industrial and environmental.

J.W. Costerton (1995)
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4 11 Creixement microbia a les superficies

1.1.  Creixement microbia a les superficies

La majoria de bacteris presents a la natura, les malalties o la industria proliferen adherits a diferents tipus de superficies,
formant les anomenades biopel-licules o biofilms (Costerton et al. 1987). Aixi, quan es submergeix una superficie solida en un
ambient aquatic les céllules microbianes en suspensio s'adhereixen a aquesta superficie, les cél-lules immobilitzades creixen,
es repliquen i secreten polimers extracel-lulars que envolten a les cel-lules amb una matriu gelatinosa. Per tant, un biofilm és
una matriu bioldgicament activa de cél-lules i productes extracel-lulars adherits a una superficie sdlida (Brading et al. 1995).
Encara que el terme biofilm s'acostuma a utilitzar només per a les cél-lules bacterianes i els seus productes, en principi es
podria fer extensiu a qualsevol comunitat formada per cél-lules (Bryers 1987). De fet, els biofilms predominen en practicament
qualsevol sistema aquatic amb els nutrients suficients, independentment de la geometria del sistema i del tipus d’ecosistema
implicat, presentant algunes caracteristiques uniques (Hamilton 1988):

v’ Els bacteris metabolicament actius (vegetatius) mostren una gran avidesa per adherir-se a les superficies. La
major part de I'activitat biologica, tant en ambients naturals com artificials, es produeix als biofilms.

v’ Els biofilms son heterogenis, amb discontinuitats horitzontals i verticals que impliquen als organismes i als
components biotic i abidtic, creant microambients fisico-quimics.

v’ Els biofilms sén estructures dinamiques: les seves heterogeneitats varien amb el temps.

El desenvolupament de comunitats complexes adherides o en forma d'agregats, t¢ un paper molt important per a la
supervivencia i I'éxit reproductiu dels microorganismes. Les comunitats formades pels biofilms poden actuar com a reservoris
per a diverses especies, proporcionant llocs especifics en ninxols limitats i donant refugi protector enfront de la competéncia,
predacié o condicions ambientals desfavorables (Korber et al. 1995).

Tanmateix, la integracié dins del biofilm es pot considerar com una estratégia de supervivéncia que va més enlla del simple
augment en la taxa de creixement. Els biofilms presenten semblances amb els teixits formats per les céllules eucariotes,
especialment en la seva cooperaci6 fisiologica i en la proteccid que presenten enfront de les variacions en les condicions de la
fase aquosa. Els bacteris que es troben dins dels biofilms, anomenats bacteris séssils, constitueixen una comunitat funcional
coordinada i altament eficient, gracies a aquesta cooperacié fisioldgica (Costerton et al. 1987). En realitat, els bacteris sessils
modifiquen I'ambient al seu entorn mitjangant I'associacio i la diversitat, constituint I'expressio més competitiva i de més éxit del
genoma, mentre que les cél-lules planctoniques es produirien per colonitzar nous ambients (Costerton et al. 1995). De fet, els
biofilms representen societats microbianes amb el seus propis sistemes de defensa i comunicacié (Costerton et al. 1999).

Es indubtable que el coneixement sobre els biofilms ha evolucionat molt rapidament durant els altims 20 anys. L'aparicio de
tecniques especifiques i aparells dissenyats o optimitzats per a I'estudi dels biofilms, han alterat la visié i la comprensi6 que es
tenia sobre aquests sistemes vius. S’ha establert, en definitiva, que els biofilms poden constituir una forma superior i molt més
complexa de creixement bacteria, amb una naturalesa heterogénia en l'espai i el temps - que tendeix a desenvolupar
I'especialitzacio i cooperacié cel-lular -, un sistema de circulacié primitiu i un cert grau d’homeostasi (Costerton 1995).

1.1.1.  Estratégies de colonitzaci6 bacteriana de superficies

Els bacteris tenen una gran varietat d'estrategies per adaptar-se a la vida en un habitat de superficie i, alhora, per alliberar la
progénie de la fase séssil a la fase planctonica. Aquestes estrategies representen adaptacions per colonitzar i ocupar el
substrat, optimitzar la disponibilitat del substracte, assegurar I'éxit reproductiu, respondre a l'estrés ambiental i afrontar la
competéncia intra i interespecifica.

Adheréncia i mobilitat. La mobilitat és un mecanisme que facilita la colonitzacié de les superficies, incrementant les
possibilitats que un bacteri t¢ de contactar amb una superficie al proporcionar el potencial d’energia suficient per superar les
forces electrostatiques de repulsié que es produeixen entre bacteri i substrat. Aixi, la disminucié de la mobilitat ocasiona una
reducci6 consequent en 'adsorcié cel-lular (Fletcher 1977).
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Les cel-lules que no presenten mecanismes de mobilitat no poden controlar la seva orientacio final en relacié amb el substrat,
degut a la seva dependencia dels processos de difusio. Aquestes cel-lules s'acostumen a alinear longitudinalment en la direccio
del flux, degut potser a la preséncia d’una regi6 adhesiva en un dels seus extrems (Caldwell et al. 1992). Les cél-lules mobils, en
canvi, s'adhereixen de forma molt més aleatoria respecte a la direcci6 del flux.

La mobilitat també afecta la distribucié i la disposicié de la biomassa dins dels biofilms. Les soques no mobils formen biofilms
amb les tipiques colonies piramidals, amb arees cel-lulars més grans a la base. Les soques mobils formen, en canvi, biofilms
més gruixuts, menys variables i amb quantitats més grans de biomassa cel-lular a la superficie i a la interfase biofilm-liquid. En
molts casos, la seccié dels biofilms formats per soques mobils presenten una regi6 intermedia bastant difusa, si es compara
amb les regions superiors i inferiors. Aixo pot ajudar a facilitar la difusié dels nutrients a la base del biofilm.

Adheréncia reversible i irreversible. L'adheréncia bacteriana a les superficies es produeix generalment en dues etapes. En
una primera fase d’adherencia reversible, els bacteris s'uneixen a les superficies contactant per una part de la cél-lula o gracies
a alguna de les seves estructures de superficie. Aquest tipus d’unié permet un cert moviment, generalment giratori al voltant del
punt d'uni6 (Brading et al. 1995) i sembla ser el procés predominant a la natura (Powell & Slater 1983).

El comportament de les cel-lules unides de forma reversible podria explicar-se com un mecanisme quimiosensor, que ajudaria a
determinar els llocs potencialment colonitzables, avaluant les condicions ambientals a través de quimioreceptors (Lawrence &
Caldwell 1987). En una segona fase, el bacteri es pot separar de la superficie 0 es pot adherir de forma irreversible.

Estratégies en cél-lules solitaries. En bacteris adherits, les cel-lules solitaries exhibeixen taxes especifiques de creixement
més elevades que els bacteris que formen microcolonies extenses o agrupacions (Lawrence & Caldwell 1987). Per tant, la
colonitzacié de superficies en forma de cél'lula solitaria no només serveix per optimitzar les distancies intercel-lulars, sin6 que
també ajuda a mantenir I'equilibri entre la captacid de nutrients i 'acumulacié de residus. Tanmateix, aquesta estratégia de
comportament solitari sembla correspondre clarament a organismes colonitzadors pioners, els quals serien eliminats sovint per
la pressi6 de la predacio (Korber et al. 1995).

Les cellules filles migren, després del cicle de divisio, allunyant-se cada una de les altres mentre es mantenen adherides al
substracte. Aquest tipus de colonitzacié acostuma a estar dirigit per la recerca de nutrients, de forma que el cicle es pot anar
repetint fins que s'utilitza tot el substracte, moment en el qual les céllules retornen a l'estat planctdnic (Brading et al. 1995).

Agregacio i Coagregacio. Les interaccions que resulten en I'agregacio i la coagregacio son extremadament importants en la
colonitzacié i ocupacié del substrat, desenvolupant un paper clau en la formacié de microcolonies i, de retruc, en l'arquitectura i
I'estructura del biofilm. El procés de coagregacid bacteriana presenta una elevada especificitat de reconeixement i es pot produir
intergenéricament, intragenéricament i multigenéricament. Un dels casos més estudiats, correspon a les comunitats orals
humanes, on practicament tots els bacteris participen en la coagregacié intergenerica (Kolebrander 1989).

El creixement en forma de biofilm esta intimament relacionat amb I'existéncia de zones o dominis d’activitat sota la influéncia
metabolica de cada bacteri (Sjollema et al. 1990). Aquests resulten, sovint, en la modificacié de I'ambient que els envolta en un
de més favorable, augmentant la taxa d'adherencia. Quan dos d’aquests dominis espacials fisioldgicament diferents es solapen,
pot produir-se una interaccidé beneficiosa o perjudicial. En molts casos, les associacions de cel-lules produeixen consorcis
funcionals amb una gran capacitat per portar a terme processos fisiologics cooperatius, que proporcionen la gran majoria dels
requeriments necessaris per al creixement.

Un dels fendmens que sembla presentar-se en especies diferents és la migracié dins del propi biofilm. En alguns casos
coneguts, el creixement microbia i la migracié posterior determinen la formacié d’una capa basal difusa amb nombrosos canals,
després de les 24 hores (Lawrence et al. 1991). D'altres vegades, I'agregacié cellular és encara evident en forma de
microcolonies adherides a la superficie, a la zona basal dels biofims i després de 12-24 hores de creixement.
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Estratégies colonials. Després d’adherir-se sobre una superficie les cél'lules bacterianes experimenten canvis fenotipics per
I'alteracié de varies de les seves molecules estructurals i, alhora, es des-reprimeix la sintesi d’exopolisacarids (Davies et al.
1993). La divisid cel-lular i la sintesi d’exopolisacarids conduirien, de forma natural, al desenvolupament de microcolonies
adherides i encerclades per una densa capa mucosa. Aquestes microcolonies sén la unitat basica de creixement dels biofilms, i
segueixen uns patrons establerts que acostumen a ser especifics per cada espécie. Tanmateix, sovint es desenvolupen
microcolonies en forma de monticles o piles, mentre que en alguns biofilms madurs predominen les formes semblants a bolets
(veure Figura 1.2, Costerton et al. 1995). Moltes de les estructures que es converteixen en microcolonies dins dels biofilms
requereixen de les interaccions cél-lula a cél-lula. Aquestes interaccions son actives i dependents de la mobilitat, i juguen un
paper important en 'establiment de la matriu estructural de les microcolonies i els propis biofilms (Shapiro & Hsu 1989).

La matriu del biofilm formada tipicament per material poliméric extracellular (EPS), es concentra densament al voltant de les
microcolonies, i de forma menys densa en els espais entre aquestes. Els exopolisacarids mantenen cohesionada la
microcolonia i, alhora, adherida al substrat 0 a altres microcolonies.

Cada microcolonia presenta un cert grau d’homeostasi, de forma que el seu ambient intern esta condicionat per la matriu i
I'activitat metabolica de les cél-lules que la composen. En general, les seqiiéncies de comportament acostumen a variar per la
induccié de gens especifics, que s'activarien només quan els microorganismes creixen de forma sessil (Dagostino et al. 1991).
Factors ambientals com el flux, viscositat, oxigen, COg, intensitat luminica i la concentracio de nutrients, poden ajudar a modular
les estratégies colonials (Kjelleberg et al. 1982). L'estatus nutricional és, evidentment, un dels factors que més pot influir en la
seqliéncia de processos que es produeixen durant el creixement associat a les superficies. Un creixement excessiu a la
superficie pot resultar en la disminuci6 dels nutrients, I'aturada del creixement i la induccié d’una fase de privacié de nutrients o
d’inanicié (Korber et al. 1995).

Dispersi6. Alguns autors expliquen aquest fenomen com un mecanisme per generar diversitat i permetre als organismes
adaptar-se a ambients canviants, proporcionant dos estats morfogénics optims per circumstancies diferents (Korber et al. 1995).
Aixi, després d'un periode de creixement séssil el desenvolupament de les microcolonies acostuma a passar per una fase de
redistribucid bacteriana, on les cel-lules adherides emigren cap a la fase planctonica per aconseguir la dispersio i la colonitzacio
d’habitats nous (Lawrence & Caldwell 1987). Aquest procés proporciona a les cel-lules un mecanisme per abandonar les regions
altament colonitzades, i anar cap a regions més aptes per al creixement rapid. El temps necessari per iniciar aquesta fase varia,
depenent de cada espécie i de les condicions sota les quals esta creixent la cel-lula. Valors tipics per a la redistribucié sén de 2-
5 hores després del creixement associat a la superficie (Korber et al. 1995).

1.1.2.  Formacio6 dels biofilms

Encara que els bacteris requereixen una certa quantitat d'aigua per poder créixer, poden adherir-se a qualsevol superficie solida
ja sigui inorganica, materials vius o morts (com argila, plantes, grans de sorra, animals), o residus organics (Marshall 1980). La
formacio del biofilm pot ser particularment rapida si existeix 'aport d’'una font nutritiva regular, com ho pot provocar l'existéncia
d'un sistema aquatic amb flux (Brading et al. 1995). En general, la formacié dels biofilms és el resultat net de la deposici6 de
cellules en suspensio, del metabolisme de les cel-lules adherides i dels processos que produeixen la separacié del biofim
(Bryers 1987), tal com s’aprecia a la Figura 1.1.

La combinaci6é continua de creixement i processos de dispersid produeix una estructura altament dinamica, que dificulta la
determinaci6 de l'edat d’'un biofilm. Tot i aixi, habitualment es consideren cinc etapes en el desenvolupament del biofilm
(Characklis & Cooksey 1983):
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v Condicionament del substrat per molécules organiques. Molécules organiques i cél-lules microbianes son transportades
a la superficie en contacte amb el liquid, on es produeix la seva adsorcio, resultant en el desenvolupament de la
pel-licula de condicionament. Aquesta acumulacié de nutrients a la superficie es produeix ja que la majoria de
superficies solides tenen una carrega neta negativa quan estan immerses en aigua. Degut a aixo, els cations i una
varietat de materials macromoleculars i colloidals sén atrets a les interfases superficie-aigua (Marshall 1980).

v’ Adsorci6 de cél-lules al substrat: Adheréncia reversible. Com a resultat de la formacié de la pel-licula de condicionament
i del transport de cel-lules de la fase aquosa a la interfase solid-liquid, els bacteris inicien I'adhesio reversible, on les
cel-lules poden separar-se amb un lleuger rentat.

\

Algunes de les céllules adherides de forma reversible es separen del substrat, tornant a la fase aquosa (planctonica)

v Transformaci6 de cél-lules adherides de forma reversible a irreversible, com a resultat d'interaccions fisico-quimiques i
després de la produccié de polisacarids. El metabolisme realitzat pels propis microorganismes resulta en I'adhesi6 de
més cel-lules i material associat, abans de la separacio final.

v’ Erosi6 i separacio de cél-lules i agregats cel-lulars del biofilm, que tornen a la fase aquosa.
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Figura 1.1. Mecanisme de formacié dels biofilms, a la fase aquosa: (1) dissolucié de macromolécules organiques, (2) formacio de la
pel-licula de pre-condicionament, (3) transport cel-lular, (4) replicacié, (5) producci6 de polimer extracellular, (6) mort, (7) adheréncia
al substrat. Dins del biofilm, (8) replicacié, (9) produccié de polimer extracel-lular i (10) separacio del biofilm.

Producci6 de glicocalix. EI microambient de la superficie s'altera a mesura que els primers colonitzadors creixen, es divideixen
i produeixen exopolisacarids (Lappin-Scott & Costerton 1989). Aquesta pel-licula d’exopolisacarids (EPS) anomenada glicocalix,
atrapa més matéria organica i inorganica, aixi com productes microbians i altres microorganismes. Tant els agregats com les
cellules filles es veuen protegits dins la matriu del glicocalix, afegint-se al biofilm i formant sistemes heterogenis. El glicocalix
bacteria és molt important per a la formacié dels biofilms, per la seva persisténcia i supervivéncia al damunt les superficies.

El glicocalix és una estructura d’origen bacteria que en el seu estat hidratat presenta aproximadament un 98% d'aigua. Esta
formada per polisacarids en forma de fibra, glicoproteines globulars, acids nucleics i acids himics (Jahn & Nielsen 1996). Es
troba per fora dels elements integrals de la membrana externa dels bacteris gram-negatius i per fora de la capa de glucopéptids
de les cél'lules gram-positives (Brading et al 1995, Schmitt & Flemming 1998). Degut a que el glicocalix es pot considerar com
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una matriu polianionica, pot actuar com les resines d'intercanvi idnic, atraient ions carregats i molécules dins de la matriu que
envolta les cél-lules bacterianes, formant microcolonies adhesives.

De fet, 'adhesi6 pot desencadenar I'expressio de gens que controlen la produccid de components bacterians necessaris per a la
formacié del biofilm i per mantenir I'adheréncia. Es el cas de la produccié de polimers extracel-lulars com els alginats en el cas
de Pseudomonas aeruginosa, on I'adhesié inicia I'expressié entre d'altres del gen algC, que controla la producci6 de la fosfo-
manomutasa i altres enzims que intervenen en la sintesi d'alginat (Davies et al. 1993).

Desenvolupament de comunitats heterogénies: Maduracié del biofilm. Les condicions ambientals de les superficies netes
es modifiquen amb la colonitzaci, creixement i activitat dels bacteris. EI microambient microbia seria el resultat de I'accié
conjunta del consum microbia de nutrients, la producci6 de residus i la sintesi de materials cel-lulars i extracel-lulars (Korber et
al. 1995). A mesura que I'heterogeneitat s'incrementa dins del biofilm per la presencia de microcolonies amb tipus fisiologics
diferents al seu interior, es desenvolupen uns microgradients quimics i fisics (nutrients, pH, oxigen, etc.). Amb el temps es
desenvolupa un nivell d’organitzacié on les cél-lules d’espécies diferents aconsegueixen la cooperacio fisiologica (Blenkisopp &
Costerton 1991).

D’altra banda, les cél-lules dins del glicocalix poden presentar problemes per la falta de nutrients i d’oxigen, i per 'acumulacio6 de
productes toxics residuals. L'oxigen no acostuma a ser un factor limitant en les primeres etapes de la colonitzacid. Tanmateix,
en biofilms gruixuts amb multiples capes de cel-lules I'estat fisiologic d’aquestes depén de la seva localitzacié (Anwar et al.
1992). Aixi, les cél-lules de les regions més externes tenen més facil I'accés als nutrients i a 'oxigen, i tenen menys problemes
per eliminar els productes residuals toxics. L’estrés per la manca d’oxigen obliga a les cel-lules de les capes més profundes a
adoptar una fase d'inactivacié, arribant en alguns casos a morir per processos litics. En aquestes zones andxiques que es
desenvolupen prop del substrat, seran especialment actius els bacteris fermentadors, els quals mantenen I'activitat respiratoria
utilitzant nitrats i altres compostos inorganics com a acceptors d’electrons alternatius.

A les parts externes del biofilm els microorganismes s’adhereixen i es separen, en dos processos intimament relacionats. La
separacié és el moviment de cél-lules o altres components del biofilm cap a la fase aquosa. Les cél-lules que es separen son,
fonamentalment, les cel-lules filles, les quals acostumen a ser més hidrofiliques que les cél-lules que estan als biofilms (Gilbert
etal. 1991).

Estructura dels biofilms: Heterogeneitat espacial. Tots els estudis recents en el camp dels biofilms han permés descriure’ls
com estructures variables i heterogenies (Stewart et al. 1993), que creixen formant microcolonies dins d’'una matriu, barrejades
amb regions menys denses que inclouen canals d’aigua altament permeables (Costerton et al. 1994). Aixi, els biofilms
microbians vius sén estructures altament hidratades, formats per bacteris disposats espacialment de forma heterogenia,
materials biogenics extracel-lulars i amb un 50-90% de I'area total de cada secci6 formada per polimers o espais buits (liquid)
(Stewart et al. 1993). S'observen heterogeneitats en la dimensio vertical si es t& en compte la superficie colonitzada pel biofilm,
malgrat que també s’han observat heterogeneitats en el pla horitzontal del biofilm, produint una topografia forga irregular que
recorda més una “bioesponja” que un film confluent (Hamilton & Characklis 1989, Keevil et al. 1995).

La distribucio de la biomassa del biofilm pot exhibir patrons diferents, segons quina sigui 'espécie implicada. Aixo seria el reflex
de les diverses estrategies de colonitzacio utilitzades per cada un dels bacteris. Alguns biofilms naturals presenten una capa
basal d’aproximadament 5-10 pum de gruix, amb piles de cél-lules associades a polimers estenent-se des de la superficie cap a
la fase aquosa (Keevil et al. 1995). Aquestes estructures facilitarien el flux de nutrients cap a les capes basals. D’aquesta
manera, es permet el creixement de bacteris heterotrofs aerobis mentre alhora es creen els microambients necessaris que
permeten el creixement dels microorganismes anaerobis.
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Diferents investigadors han confirmat aquest tipus d’estructura (veure Figura 1.2) on els agregats cellulars es barregen amb
zones on abunden els canals buits, de manera que les microcolonies dins del biofilm estan banyades pel flux del liquid, fins i tot
a les capes més profundes. Aquesta estructura pot variar segons els diferents régims hidrodinamics, temps d'incubacio,
composicié d'espécies o estatus nutritiu (Stewart et al. 1993, Costerton et al. 1995). La preséncia dels canals que es poden
trobar entre les microcolonies 0 a sota seu (veure Figura 1.2), incrementa la rugositat de les superficies i disminueix la longitud
de difusié, facilitant l'intercanvi i la barreja de nutrients i proporcionant accés directe des del fluid a la superficie colonitzada. De
fet, la utilitzacié de técniques com la velocimetria d'imatges de particules (PIV) i la ressonancia magnética nuclear (NMR), han
confirmat I'existencia de flux convectiu dins dels canals d’aigua dels biofilms. La mesura dels perfils de velocitat en sistemes
amb biofilms ha mostrat la preséncia de I'esforg de cisalla tant a les parets dels canals com al propi substrat —on el flux no arriba
en cap cas a zero- (DeBeer et al. 1994). Per tant, el transport de masses dins del biofilm s’incrementa gracies al flux convectiu
pels canals (Figura 1.2) el qual segueix la mateixa direccié del fluid. Aquest mecanisme permet el pas de substancies de 0.3 um
de diametre (Lewandowski et al. 1992), o fins i tot més grans, com bacteris i altres organismes com protozous i nematodes
(Keevil et al. 1995).

Els bacteris que formen part dels biofilms gaudeixen de certs avantatges de la vida multicellular. De fet, el desenvolupament de
les microcolonies dins dels biofilms presenta alguns mecanismes de control que impedeixen l'oclusié dels canals, ja que
aquests representarien un primitiu sistema circulatori de forma analoga als organismes superiors. Aixi, els canals ajudarien a
aportar nutrients des del medi liquid al ninxol ocupat per cada microcolonia i, alhora, ajudarien a retirar els productes metabalics
de la mateixa manera (Costerton et al. 1994).

Les dades obtingudes amb microsensors demostren com I'heterogeneitat estructural dels biofiims correspon, moltes vegades, a
una heterogeneitat fisiologica (Costerton et al. 1995). Aixi, les taxes de creixement varien als biofilms depenent de la profunditat
(Korber et al. 1995), de forma que els biofilms creixen fonamentalment a la interfase biofilm-liquid i no a la capa basal del
biofilm. Amb aquesta disposicio els individus més grans o més actius estarien situats a les parts més externes, dalt de les piles,
on es troben més nutrients disponibles pel creixement com a conseqiiéncia del major flux. Aquestes piles també poden afavorir
la barreja turbulent, beneficiant a altres membres de la comunitat i facilitant la difusié en regions no directament exposades a la
fase aquosa.

D'altra banda, es poden observar variacions en la concentracio de substractes fisiologicament importants a les diferents regions
del biofilm, com l'oxigen dissolt,. Malgrat que els canals d’aigua ajuden al transport d’oxigen, la seva utilitzaci6 pels propis
microorganismes i la limitacié per difusio en fan disminuir la seva concentracio a l'interior de les microcolonies.

La preséncia de gradients de concentracio a través del biofilm — oxigen, nutrients organics essencials, carboni organic dissolt i
altres -, pot influir en la diversitat i distribucié espacial de les poblacions bacterianes, aixi com sobre I'activitat metabolica que es
produeix dins dels biofilms, permetent la supervivéncia d’'organismes amb requeriments especifics pel creixement. De fet, la
preséncia d'aquests microambients és I'origen de gran part de la diversitat microbiana observada a la natura.

Un dels millors exemples de la modificacié temporal/quimica dels biofilms resulta de I'activitat dels bacteris heterdtrofs aerobis.
Dins d'un biofilm jove acabat de formar, la rapida utilitzacié dels nutrients disponibles condueix a l'increment en la biomassa
microbiana, amb el conseqtient augment en la demanda d’oxigen. Aixo origina zones anaerdbies degut a la reduccié metabolica
de l'oxigen i a la limitaci6 dels processos difusius. D’aquesta manera, s'afavoreix la proliferacié de microorganismes anaerobis
en microninxols a l'interior de biofilms, en ambients aerobis, alhora que es limita I'éxit dels aerobis.

Tal com s’ha comentat anteriorment (veure 1.1.2), dins de les microcolonies s'afavoreix la juxtaposici6 d’espécies diferents que
poden cooperar metabolicament. D’aquesta forma, la cooperacidé metabodlica permet l'intercanvi de substractes i I'eliminacié de
productes finals. Per tant, una cél-lula individual dins del biofilm viu en un microninxol unic, on la difusi6 i les cel-lules veines
aporten els nutrients, on els productes metabolics son retirats pels mateixos processos i on els antagonistes, com els biocides,



10 11 Creixement microbia a les superficies

son mantinguts a distancia per les barreres difusives (Costerton et al. 1994). Aixi, les condicions quimiques d’un microninxol
determinat depenen de I'aport de components del liquid a través dels canals, perd també de la propia activitat metabolica de les
cel-lules veines.

Aquest nivell d'organitzaci6 estructural i d’especialitzacio metabolica estaria controlat pel propi comportament cel-lular, amb
preséncia de comunicacio cél-lula a cél-lula. Aixd s’aproxima a I'organitzacio6 dels primitius organismes eucariotes multicel lulars i
explicaria, en part, la remarcable eficiéncia metabolica dels biofilms microbians i la seva resisténcia a molts agents
antibacterians (Anwar et al. 1990).

Assumint I'heterogeneitat estructural, fisiologica i quimica que es produeix als biofilms bacterians, és molt possible que les
poblacions sessils naturals siguin heterogénies en diferents parametres fisics. Per exemple, diferéncies en el potencial electric
poden donar lloc a un potencial de corrosié mesurable quan la superficie és conductora (Lappin-Scott & Costerton 1995)
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Figura 1.2. Model conceptual de I'arquitectura d’un biofilm mono-especific. El flux convectiu s'observa en els canals entre
les microcolonies i fins i tot dins de les mateixes (Costerton et al. 1995).

Arquitectura de poblacions del biofilm. L'arquitectura de poblacions es pot estudiar directament utilitzant conjugats
fluorescents de sondes amb oligonucledtids, amb PCR i sondes filogenétiques. Avui en dia, sondes moleculars amb rRNA 16S,
58 i 23S s'estan utilitzant per estudiar un ampli rang de sistemes naturals, permetent I'estudi de comunitats ambientals sense la
necessitat de realitzar cultius (Stahl et al. 1988, Amann et al. 1992).

La utilitzacio d'aquests métodes conjuntament amb la microscopia de fluorescéncia i microscopia confocal poden proporcionar
informacio de la contigliitat espacial de les associacions cellulars sintréfiques o obligades. Si s'examinen alhora els gradients
microquimics, es pot obtenir una informacié molt valuosa per descriure els requeriments quimics i espacials en comunitats
altament estructurades com sén els biofilms. La utilitzacio d'aquestes técniques en estudis al llarg del temps, pot proporcionar
informacio important referent a la successio temporal d’organismes amb uns requeriments especifics.

Competéncia i successio6 en els biofilms. En els sistemes naturals existeix un elevat grau d'interaccio6 cel-lular i competéncia.
Gran part d'aquest comportament resulta de la competéncia de les cel-lules pels recursos disponibles, tant pels llocs
d’adheréncia com pels substractes necessaris pel creixement (Korber et al. 1995). Alguns organismes superiors poden influir en
la colonitzacid microbiana de les superficies. Aixi, alguns protozous poden limitar I'éxit d'un organisme, mentre que tenen
relativament poc efecte sobre els altres membres del consorci. No obstant, pocs estudis s’han centrat en I'efecte de la pressid
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exercida per la competencia durant el desenvolupament dels biofilms microbians, ja que moltes de les técniques utilitzades per
a l'estudi de les comunitats complexes microbianes presenten limitacions importants.

Entre les técniques utilitzades per mesurar la superficie recoberta durant la colonitzacié, tant per cultius purs com mixtes, cal
destacar les tecniques d'analisi d'imatge amb microscopia confocal en conjuncié amb anticossos poli/monoclonals marcats
fluorescentment o amb sondes moleculars (Lawrence et al. 1998). També s’ha utilitzat el marcatge radioquimic de bacteris per
avaluar el comportament competitiu en biofilms (Banks & Bryers 1991).

Les observacions realitzades en poblacions adherides d’habitats naturals indiquen que aquests sistemes presenten un gran
dinamisme, resultant en una successid de les espécies colonitzadores inicials per organismes diferents. Aquest patrd en
successio de la colonitzacié de superficies s’ha observat, tant en sistemes estatics com amb flux, i s'origina per una seqtiéncia
de processos fisics i bioldgics, iniciada per I'adsorcié de films organics i seguida per la colonitzacié bacteriana de la superficie
(Fletcher & Loeb 1979). El temps necessari per aquestes dues fases inicials de colonitzacio és relativament curt, formant-se el
film molecular en questid de minuts i produint-se una colonitzacid bacteriana significativa al cap de 24 hores. Els bacteris
bacil-lars acostumen a ser els colonitzadors primaris, quan s'exposa una superficie neta a sistemes aquatics naturals
(Marszalek et al. 1979). Segueixen en la colonitzacié els bacteris amb apéndixs o peduncles, com Caulobacter spp. De forma
eventual, es pot observar la preséncia de predadors que s'alimenten del biofilm. En aquest sentit, els predadors eucariotes
grans (incloent amebes, flagellats i ciliats) i les diatomees poden arribar al biofilm al cap de pocs dies, mentre que diferents
larves i espores es poden dipositar al cap de setmanes (Marszalek et al. 1979, Dempsey 1981).

1.1.3.  Avantatges del creixement sessil

En general, els biofilms constitueixen un reservori d’espécies amb capacitat per resistir diferents fluctuacions ambientals
(Carpentier & Cerf 1993). Les cel-lules presents als biofilms estan protegides contra I'atac de I'ambient extern en forma de
radiaci6 UV, agents antibacterians, calor, bacteridfags, predadors, etc. També com a conseqiiencia del creixement séssil, els
bacteris que formen part dels biofilms s6n més resistents a les estrategies de control adoptades per la industria o la medicina
(Blenkisopp & Costerton 1991).

Els bacteris séssils son inherentment diferents dels que es troben en I'estat planctonic, degut especialment als canvis fenotipics
que experimenten, a les barreres a la lliure difusi6 dins del biofilm i als canvis lligats a la taxa de creixement. De fet, els bacteris
sessils poden expressar diferents tipus de gens, alterar la seva morfologia, créixer a taxes forga variades i produir polimers
extracellulars en grans quantitats (Gilbert et al. 1990, Costerton 1995). La comparacié bioquimica entre cel-lules que formen
part dels biofilms i cél-lules planctoniques de la mateixa especie mostra un minim d'un 30% de diferencies entre les proteines
expressades en cada cas (Costerton et al. 1995). Aixi, 'adhesio induiria tota una série de canvis importants en proteines de
I'envolta cel-lular, membrana cel-lular i el citoplasma.

En molts casos, el comportament adherent no es pot explicar en termes d’'un simple avantatge, sind més aviat per I'efecte
combinat de diferents factors, entre els quals caldria destacar la resisténcia enfront del rentat de la superficie, el comportament
evasiu enfront dels predadors, el co-metabolisme de compostos recalcitrants, comportaments lligats al posicionament a les
superficies i dependéncies sintrofiques (Korber et al. 1995).

Captacio de nutrients. La formacio dels biofilms esta controlada per la quantitat de nutrients disponibles per a la replicacio
cel-lular i la produccié d’exopolisacarids. La colonitzaci6 de superficies proporciona diferents avantatges als bacteris que viuen
en ambients oligotrofics. De fet, 'increment del flux de nutrients a la superficie per la formacié de pel-licules organiques o com a
resultat de la hidrodinamica del fluid, pot alterar la fisiologia de les céllules adherides. En aquest sentit, en els ambients
oligotrofics els nutrients organics tendeixen a associar-se amb les superficies disponibles, ajudant al desenvolupament dels
biofilms que aprofiten les molécules organiques adsorbides al substrat (Kjelleberg et al. 1982). La formacid d’aquestes
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pel-licules de condicionament tendeixen a concentrar els escassos nutrients, convertint el creixement adhesiu de bacteris en
nutritivament avantatjos.

D’altra banda, la millora en la captacio de nutrients de les cél-lules adherides també es produeix en ambients amb flux. L'acci6
del flux en la reposicié de nutrients a la superficie que envolta els bacteris adherits proporciona un mecanisme per mantenir €l
gradient de concentracio necessari per a la difusio i el creixement. De fet, l'esforg de cisalla pot incrementar de forma
significativa la utilitzacié de diferents macromolecules (Confer & Logan 1991). Tanmateix, en molecules de baix pes molecular la
captacié sembla ser independent de I'esforg de cisalla.

Com a conseqtiéncia, les poblacions adherides assimilen de 2-5 vegades més glucosa i presenten taxes de respiracié més
elevades que les céllules en suspensi6 (Fletcher 1986), encara que aquest comportament no implica necessariament un
creixement rapid. De fet, els bacteris séssils aconsegueixen sobreviure i adaptar-se sobretot degut a la simplicitat, diversitat i
capacitat d’adaptacio metabolica com a grup (Korber et al. 1995).

Per tant, el paper de 'adheréncia bacteriana no es pot fonamentar només en la captura de nutrients, doncs les condicions
eutrofiques no resulten necessariament en l'existéncia exclusiva de bacteris planctonics. Tanmateix, I'estratégia bacteriana va
encaminada a créixer desenvolupant biofilms a les zones on els nutrients estiguin disponibles, mentre que persisteixen com a
cel-lules planctoniques - moltes vegades en forma d’ultramicrobacteris — als ambients on els nutrients son escassos (Costerton
et al. 1995). A vegades, les cél-lules presents a les zones més profundes del biofilm obtenen només els nutrients suficients per
mantenir la viabilitat, entrant en un estat “quiescent”, on no estan subjectes a la competéncia entre microorganismes (Lewis &
Gattie 1990). D’altra banda, en ecosistemes extremadament pobres en nutrients els bacteris no s'adhereixen, generalment, a
les superficies.

Els EPS microbians també juguen un paper important en la nutricid dels bacteris sessils. Aixi, els organismes poden concentrar
nutrients extracel-lularment gracies als EPS, els quals presenten una gran capacitat de sorcid de matéria organica dissolta i
metalls. Malgrat que existeixen poques evidéncies directes que confirmin la utilitzacid dels propis EPS com a nutrients, la
captaci6 de matéria organica dissolta pot arribar a ser un 60% major a les cél-lules séssils que a les planctoniques (Ferris et al.
1989).

Posicionament i resisténcia al rentat. En general, els bacteris persisteixen a les zones que afavoreixen el seu creixement i
desenvolupament. De fet, una gran varietat de bacteris confia en el comportament adhesiu per buscar 'aport éptim de nutrients
organics, una major resistencia al flux o condicions favorables de pH, oxigen, temperatura, etc. (Korber et al, 1995). D’aquesta
manera, les estrategies adhesives de colonitzacié son responsables indirectament de la formacié de microhabitats diversos i
Gnics.

Resisténcia a la predacié. L'adheréncia bacteriana també millora la supervivéncia dels microorganismes que, d'altre forma,
podrien ser predats per protozous. Encara que existeixen protozous capagos d'exercir un efecte predador selectiu sobre
agregats bacterians, la majoria dels bacteris adherits o formant agregats sén predats en quantitats menors que les cél-lules
planctoniques (Caron 1987).

La formacié d’un embolcall complex format pels EPS d'origen bacteria proporciona les forces adhesives que impedeixen que la
cellula es separi de la superficie (Costerton et al. 1987) i, alhora, disminueix la penetracié d’enzims digestius secretats pels
predadors de superficie. Alguns autors suggereixen que els predadors presenten una accié considerable sobre els EPS sense
afectar als bacteris, ja que no existeix la suficient biomassa bacteriana com per suportar la biomassa mesurada de protozous
depredadors (Sibbald & Albright 1988). D'aquesta forma, els EPS rics en sucres constituirien una font d'energia important pels
protozous, produint-se la transferencia de nutrients cap a nivells trofics més elevats de la cadena alimentaria sense afectar de
forma perjudicial les poblacions microbianes associades a les superficies.
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1.2.  Factors que governen la interaccié microorganismes-superficie

Per poder entendre el paper dels biofilms alla on intervenen és fonamental conéixer els principals processos que es
desencadenen en la seva formacio, incloent les diferents formes i taxes d’adheréncia bacteriana, i la separacio posterior de les
superficies. Processos fisics, quimics i bioldgics dirigeixen la formacié dels biofilms a les interfases superficie-liquid, variant la
seva contribucié a 'acumulacié en funcié del periode de desenvolupament. Cada un d'aquests processos intervé controlant la
dinamica de formacié dels biofilms, tant en I'adherencia com en la separacié dels bacteris.

1.21.  Processos fisico-quimics

A part de factors ambientals com la temperatura i el pH, també juguen un paper important en I'adheréncia les caracteristiques
del substrat, el tipus d'unié amb la superficie i el medi que envolta el propi biofilm. La taxa de formaci6 inicial del biofilm depen,
en gran part, de la naturalesa quimica de la superficie. En general, quan la tensi6 superficial dels bacteris és més gran que la

del medi que els envolta, 'adheréncia és més gran en els materials hidrofilics. Quan la tensi6 superficial del liquid és més gran
que la dels bacteris, s'observa el patré invers de comportament (Absolom et al. 1983).

D’altra banda, la textura de la superficie sembla afectar de forma important la formacié dels biofilms, ja que les superficies

rugoses proporcionen més llocs per a I'adherencia i un grau més elevat de proteccioé al biofilm.

Pellicules de condicionament. Els microorganismes es mouen des de la fase aquosa als microambients presents a les
superficies, on estableixen un focus de creixement. En principi, qualsevol superficie neta exposada a I'ambient es veu
rapidament coberta amb material organic present a les solucions aquoses, desenvolupant una pel-licula molecular o de
condicionament, que pot estimular la colonitzaci6 microbiana (Fletcher & Loeb 1979).

El medi liquid que envolta el substrat té un paper fonamental en el procés de I'adheréncia bacteriana, ja que controla la quantitat
de nutrients dissolts en el medi aquatic i afecta les interaccions amb el substrat. Es conegut I'efecte de diferents cations (Na,
Ca? i Fe3+) disminuint les distancies de separacié bacteri-superficie, i neutralitzant les carregues negatives en els polimers de
superficie dels bacteris. A més, el calci i el magnesi s'acumulen dins la matriu del biofilm i actuen com agents cohesionadors,
entrecreuant-se amb i entre els exopolisacarids.

Entre els components que intervenen en la formacié d’aquests films organics cal destacar a diferents polimers de glicoproteines,
proteines i, possiblement, d’acids himics (Baier 1980). La preséncia d’aquests compostos organics modifica algunes de les
propietats de la superficie, adquirint una carrega neta negativa. Tanmateix, altres parametres com el potencial z, I'energia lliure i
I'angle de contacte variaran en funci6 de I'energia de la superficie original (Busscher et al. 1990).

En gran mesura, el moviment dels materials organics des de la fase liquida a la superficie és el resultat de la difusio molecular,
resultant en la rapida formacio de diposits organics, significatius en només 15 minuts (Characklis et al. 1990). D’aquesta
manera, s’han determinat films moleculars que resulten en 0,8-15 mg de matéria organica per m? de superficie exposada,
equivalent a espessors d’entre 30-80 nm (Loeb & Neihof 1975).

No esta del tot definit el paper d’aquests films moleculars en I'adheréncia bacteriana a les superficies. En medis pobres en
nutrients les cél-lules creixen generaiment millor a les interfases, perqué I'adheréncia permet als bacteris explotar una font de
nutrients essencials que poden ser escassos en 'ambient que els envolta. En canvi, el subministrament d'un substracte com a
font d’energia a bacteris en situacio d’estrés per privacid de nutrients, resulta en la disminucié de I'adheréncia. En aquestes
condicions d'estrés nutritiu els receptors per les fonts de carboni de les superficies no estan saturats i, per tant, els bacteris
poden interaccionar amb ells i adherir-se (Brown et al. 1977). En altres casos, les condicions d’estrés nutritiu provoquen la
formacio de bacteris més petits del normal, els ultramicrobacteris, amb una major capacitat d'adherencia (Dawson et al. 1981).
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Apart, alguns dels grups quimics de les molécules organiques poden interaccionar amb els grups presents a les estructures
superficials dels bacteris, com les fimbries, pili, flagels o substancies polimériques extracel-lulars (EPS) (Sjollema et al. 1990).
Aquests apéndix superen la barrera de I'energia lliure i fan contacte amb la matriu organica, formant unions electrostatiques
reversibles de curt abast, unions covalents o ponts d’hidrogen.

Forces de superficie fisico-quimiques i teoria de la doble capa. Moltes de les caracteristiques fisico-quimiques de les
superficies, com la tensi6 superficial, poden influir en I'adsorci6 de bacteris i altres molecules (Absolom et al. 1983). Donada la
seva grandaria, la superficie carregada negativament i la densitat només lleugerament més gran que la de l'aigua, els bacteris
es comporten com particules col-loidals. Segons la teoria de la doble capa (teoria DLVO), formulada originalment pels treballs
de Derjaguin i Landau (1941), i Verwey i Overbeek (1948), la propensid a I'atraccié col-loidal i I'adhesié depén de les
interaccions electrostatiques i de les forces de London-van der Waals actives a la superficie, tal com es descriu a la seglient
equacio:

Vi (1) = Va (1) + Vi () (1.1)

on 'energia d'interaccié total d'una particula (Vr) en funcié de la distancia que la separa d’'una superficie solida (1), és la suma
de l'atraccid produida per les forces de van der Waals (Va) i les interaccions electrostatiques (VR). La teoria prediu que I'atraccid
entre dues particules es pot produir en distancies al voltant de 5-10 nm, en 'anomenat minim secundari, on es produira
I'adheréncia reversible.

En distancies més curtes (<= 1 nm), regid que s'anomena minim primari, es manifesta I'adherencia irreversible (van Loosdrecht
et al. 1989, 1990), on a més de les forces electrostatiques i les de van der Waals, intervenen les interaccions especifiques entre
la cél-lulai el substrat (Lappin-Scott & Costerton 1989).

Entre aquestes dues posicions es troba una zona on les superficies experimenten una repulsié maxima, degut a les interaccions
electrostatiques originades per la carrega negativa neta que presenten la cel-lula i el substrat. La magnitud d’aquesta repulsio
depén del potencial de superficie de la particula i del substrat, de la separacid existent entre les dues i del poder electrolitic del
medi aquos.

Tanmateix, I'adheréncia no es pot atribuir en exclusiva a cap tipus d'interaccioé adhesiva, doncs una mateixa soca es pot adherir
amb una intensitat o forca adhesiva variable a substrats amb diferents propietats. Aixd és possible gracies als diferents tipus de
forces de curt abast implicades, entre les quals cal destacar els ponts d’hidrogen, les interaccions idniques, les unions
covalents i electrostatiques i les interaccions dipol. Un paper basic el tenen les forces de van der Waals, les quals ajuden a
superar la repulsié electrica produida per la carrega negativa del substrat i el bacteri (a una distancia d’aproximadament 10-20
nm), atraient el bacteri cap a la superficie (van Loosdrecht et al. 1989, Characklis & Marshall 1990). A part d’aquestes
interaccions fisico-quimiques, caldria destacar també a tot un seguit d’'unions especifiques. En aquest cas s’acostuma a produir
un reconeixement entre estructures bacterianes (adhesines) i un receptor situat a la superficie, com en el cas de les unions
entre lectines i sucres (Lappin-Scott & Costerton 1995).

La utilitzacié de la teoria de la doble capa per predir I'adsorcié microbiana a les superficies s’ha de fer tenint en compte algunes
consideracions. Originalment, aquesta teoria es va desenvolupar per sistemes dins de la capa limit hidrodinamica, lliures
desforg de cisalla. Es evident pero, que en la majoria de sistemes naturals els fluids presenten moviments dinamics, que
apliquen esforgos de cisalla a les cél-lules que s'acosten a qualsevol superficie (Characklis & Marshall 1990). També es pot
remarcar la diferéncia evident en grandaria entre les particules col-loidals i les cél-lules bacterianes, i la generacié de gradients
ionics, gradients de pH i la presencia de diferéncies geomeétriques — com diferents apéndix cel-lulars - en aquestes ultimes. En
I'ultim cas, aquestes estructures cel-lulars no només alteren el diametre eficag de la cél-lula prop de la superficie, sin6 que a
més modifiquen les forces de repulsio a les zones on aquestes forces son més grans, entre el minim primari i el minim
secundari (Sjollema et al. 1990).
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Energia lliure superficial i teoria de la hidrofobicitat. L'adsorci6 inicial bacteriana també es pot explicar en termes de
I'energia lliure del sistema. L'adsorci6 de la cél-lula al substrat es pot produir quan I'energia lliure total del sistema disminueix,
pel contacte de la céllula amb una superficie (Absolom et al. 1983). Termodinamicament es pot desenvolupar un balang
d’energia lliure, tenint en compte les energies lliures de les interfases de cada superficie implicada, com es mostra a la seglient
equacio:

AFan = Ys— Y — Wi (1.2)

on AFaan és I'energia lliure d’adhesid, ybs €s 'energia lliure per la interfase bacteri-substrat, ye €s 'energia lliure per la interfase
substrat-liquid i ybi és I'energia lliure per la interfase bacteri-liquid. Per mesurar I'energia lliure és critic disposar d'un métode
apropiat per determinar la tensi6 superficial critica (oc) del bacteri i del substrat. Normalment, es mesura de forma microscopica
I'angle de contacte entre liquids definits i la superficie o cél-lules microbianes (Fletcher & Marshall 1982). En teoria, un liquid que
proporciona un angle de contacte de 0° hauria de presentar una tensio superficial equivalent a I'energia lliure superficial del
substrat. L'increment en I'angle de contacte mesurat es correspon amb I'augment en la hidrofobicitat superficial i la disminucid
en I'energia lliure superficial.

Els estudis que intenten explicar 'adhesi6 bacteriana amb el criteri de la tensio critica superficial, mesurant I'angle de contacte
del liquid amb el substrat, demostren una gran variabilitat en els resultats (Korber et al. 1995). Analitzant les dades
bibliografiques existents es desprén que no es poden fer generalitzacions referents a les propietats fisico-quimiques de la
superficie dels microorganismes (van der Mei et al. 1998). Aquesta elevada variabilitat es pot explicar, en part, per la falta d'un
métode estandard validat, aixi com per Iheterogénia naturalesa fisico-quimica de la céllula bacteriana. A més, les
aproximacions fisico-quimiques simples de les interaccions superficials molt dificilment poden explicar tots els aspectes de
I'adhesio bacteriana. En aquest sentit, la majoria dels models no incorporen algunes de les caracteristiques tipiques de
I'estructura i del comportament adaptatiu de la cél-lula bacteriana, assumint per exemple que les superficies son petites, llises i
energéticament homogenies, fet molt poc fregiient entre els bacteris (Busscher et al. 1990).

Difusié. La difusié es defineix com el moviment aleatori de particules, des de regions amb concentracions elevades cap a zones
amb baixa concentraci6. Tal com es descriu a la primera llei de Fick, aquest flux (dg/dt) depén del gradient de concentracio del
solut (dC/dX), de I'area del material a través del qual el solut esta difonent (A) i de la constant de difusi6 del solut (D):

ﬂ = —DAé (1.3)

A X

La difusid6 no només governa una part important dels moviments bacterians cap a les superficies, sind que també ajuda a
explicar una part important del transport molecular i de la nutricié dins dels biofilms. Aixi, el desenvolupament dels biofilms pot
afectar la transferéncia de nutrients essencials com I'oxigen o altres metabolits cap al seu interior, perque augmenta la longitud
de difusio6 i el seu consum pot limitar la concentracidé abans d'arribar a la capa basal (Christensen & Characklis 1990). S’han
mesurat taxes de difusié a través de biofilms entre un 60-100 % del valor obtingut, per una substancia determinada, en I'aigua
pura (Nielsen 1987). De fet, tant el gruix com la propia concentracié del substracte poden influir en la resistencia a la difusio. La
difusi6 es torna un mecanisme de transport molecular menys efectiu en sistemes amb flux. A més de mantenir un gradient de
concentracié més abrupte, els fluxos elevats tendeixen a reduir I'espessor de la capa limit.

Hidrodinamica del sistema. La hidrodinamica del sistema és un aspecte fonamental per comprendre la formacié dels biofilms,
influint en els sistemes industrials, médics i naturals, on la colonitzacié bacteriana és el pas previ a la corrosié i la infeccio
microbiana (Lappin-Scott & Costerton 1989). L'éxit de la colonitzaci6 bacteriana d’una superficie depen del flux de cel-lules des
de la fase liquida als microambients superficials on es pot produir I'adherencia. En gran part, aquest flux cel-lular esta governat
per la hidrologia del sistema liquid (estatic, turbulent o laminar), el gradient de concentracio i la naturalesa del microorganisme
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(incloent sobretot la seva grandaria i les caracteristiques superficials) (van Loosdrecht et al. 1989). A més, els factors
hidrodinamics controlen la separacio i erosi6 en biofilms ja formats, mitjangant el transport de metabolits i nutrients i I'esforg de
cisalla. D'altra banda, I'acumulaci6 del biofilm pot arribar a canviar la hidrodinamica del sistema, incrementant la rugositat de la
superficie (Bouwer 1987), i com a conseqiiencia protegint de l'esfor¢ de cisalla i augmentant 'area de la superficie, la
turbulencia del sistema i el transport per conveccio.

Els dos tipus extrems de flux, flux laminar i flux turbulent, poden afectar de forma diferent tant a les cél-lules planctoniques com
a les adherides. La majoria dels fluxos, en sistemes naturals i artificials, sén turbulents. No obstant, el flux turbulent és molt
complex i dificil de predir, de manera que gran part del treball experimental descrit a la bibliografia s’ha realitzat utilitzant el flux
laminar, que es pot descriure analiticament i és d'interés en l'estudi dels moviments de bacteris mobils a través de liquids
quiescents 0 amb circulaci6 lenta (Characklis & Marshall 1990).

Tot i que és practicament impossible predir el moment exacte en que el flux laminar passa a flux turbulent, es pot aconseguir

una estimacié utilitzant el nombre de Reynolds (Re). Aquest parametre sense dimensid ens descriu la magnitud de la inercia

de les forces viscoses:

_puD
Y7

Re (1.4)

on D és la longitud constant del sistema com el diametre de la tuberia (en metres), v és la velocitat del fluid que es mou a traves
de la tuberia (en ms-"), p és la densitat del fluid (en kg m=3) i p és la viscositat del fluid (en N s m-2).

Generalment s’accepta que per a un flux a través d'una tuberia circular de diametre constant, Re igual o inferior a 2000 és
representatiu del flux laminar, mentre que les condicions del flux turbulent es trobarien amb Re igual o superior a 4000. Quan el
numero de Reynolds es troba entre 2000 i 4000, es parla de flux de transicié, doncs les condicions poden alternar entre el flux
laminar i el turbulent depenent de les condicions ambientals i, especialment, la temperatura —que afectaap i [ -, la rugositat de
la tuberia o les condicions d’entrada a la mateixa (Characklis & Marshall 1990).

Quan un fluid entra en una tuberia té un perfil de velocitat quasi uniforme. A mesura que el fluid es mou a través d'aquesta
tuberia, els efectes viscosos provoquen que el flux s’enganxi a la paret de la tuberia. Per tant, el fluid que es mou prop del
centre ho fa més rapidament que el fluid proper a les parets de la canonada, degut al fregament provocat per la viscositat
(Caldwell & Lawrence 1986). Les diferencies observades entre els dos tipus de flux es deuen fonamentalment a I'esforg de
cisalla, forga que es produeix quan les dues parts llisquen una contra l'altre. En el flux laminar, I'esforg de cisalla esta produit pel
gradient de velocitat combinat amb la viscositat del fluid, mentre que en el flux turbulent, és el resultat del moment de
transferéncia entre els feixos —de magnitud finita- de les particules del fluid, els quals es mouen aleatériament.

Tant en el flux laminar com en el turbulent, I'efecte de les forces viscoses — més importants que les forces d'acceleracio o
inercia -, determinen que el fluid proper a la superficie de les parets de la tuberia desenvolupi la capa limit. Aquesta, es pot
definir com la regi6 del fluid més propera a la superficie i que separa el fluid que es troba al seu interior del que es troba fora, on
les forces viscoses sén negligibles comparades amb altres forces (Sotelo 1994). Quan la capa limit és turbulent, el flux
immediatament proper a la superficie solida no ho és. En aquestes condicions, i a prop de la superficie sdlida on el flux té
velocitat zero, es produeix una capa extremadament prima (sovint de menys de 1 pm) anomenada subcapa laminar o viscosa.

Dinamica de fluids en flux laminars. En el flux laminar les particules del fluid es mouen en linies o lamines paral-leles sense
produir-se barreja lateral, mantenint les mateixes posicions relatives en les seccions transversals (Fletcher & Marshall 1982). Es
produeixen diferencies en la velocitat del fluid, amb el caracteristic perfil de velocitat parabolic del flux laminar, on el flux és molt
més lent prop de la superficie.
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De fet, el flux del liquid prop de la superficie pot ser negligible en el flux laminar, de manera que alguns autors parlen de
microambient per definir 'area propera a la superficie de la canonada, diferent del flux principal de la tuberia o macroambient
(Caldwell & Lawrence 1989).

En un ambient on el fluid es mou en abséncia total de barreja és dificil imaginar com les cél-lules planctoniques i els nutrients
poden passar del medi liquid a la superficie de la tuberia. De fet, aix6 es pot convertir en un factor limitant important pel
creixement del biofilm, degut als efectes evidents sobre I'arribada de céllules i nutrients. Tanmateix, algunes cél-lules poden
utilitzar els seus mecanismes de mobilitat, mentre que la difusié molecular i la gravetat poden ajudar als microorganismes no
mobils a arribar a la superficie de la tuberia (Characklis & Marshall 1990).

Els fendmens d’'adheréncia i separacid de les superficies — que es poden produir al mateix temps -, depenen en una part
important del flux: 'augment del flux incrementa I'adherencia d’aquells bacteris que estan creixent lentament, encara que
disminueix I'adheréncia dels que creixen a taxes més elevades (Fletcher & Marshall 1982). En gran part, sembla que els
processos fisiologics dirigeixen I'adheréncia dels bacteris quan aquests creixen activament, mentre que I'adsorci6 fisico-quimica
és el principal factor relacionat amb 'adheréncia de les cel-lules que creixen lentament.

La falta de barreja i la baixa velocitat del fluid prop de la superficie pot limitar el creixement del biofilm establert en condicions de
flux laminar. De fet, la taxa de creixement del biofilm dependra de la velocitat del flux laminar i de la concentracié del substracte.
En ambients naturals, els biofilms madurs acostumen a estar limitats per la difusio, fins i tot a velocitats elevades. Aixi, la
quantitat de substracte present a la paret de la canonada pot disminuir rapidament i, alhora, pot augmentar I'acumulacio de
metabolits toxics i productes residuals (Caldwell & Lawrence 1989). Aixo es pot explicar pel desequilibri provocat per la gran
densitat de cel-lules que es poden acumular a les parets de la tuberia, comparat amb la velocitat del fluid en aquesta zona.
L'estrés produit no només afectara el creixement dels biofiims que s'estan desenvolupant, siné que també pot provocar el
trencament de biofilms gruixuts ja desenvolupats (Caldwell et al. 1992).

Dinamica de fluids en flux turbulents. El flux es torna turbulent quan el moviment a qualsevol punt particular es converteix en
erratic i irregular, ocupant les particules posicions relatives diferents en successives seccions transversals. Diferents factors com
la preséncia de bombolles d'aire o la rugositat de la superficie de la canonada, poden afectar el flux turbulent. Si la rugositat de
la paret de la tuberia comenga a ser suficient degut a I'acumulacié del biofilm, es poden desenvolupar remalins fins i tot en
condicions de flux laminar, que poden resultar en pérdues d’energia (Characklis & Marshall 1990).

La turbulencia afecta a les taxes de deposicié dels organismes i a l'alliberament dels nutrients. També incrementa la
transferéncia calorifica i el moment entre les masses adjacents d’aigua (Fletcher & Marshall 1982). En el flux turbulent, les
particules en suspensié dins del fluid sén transportades a la superficie solida de la tuberia, de forma majoritaria, per les forces
hidrodinamiques del fluid. En contrast amb el que passa en condicions de flux laminar, la difusié, la mobilitat cel-lular i la
gravetat semblen contribuir poc en condicions de flux turbulent (Stanley 1983, Characklis & Marshall 1990).

La capa limit sera en aquest cas la capa propera a la superficie de la canonada on predomina el flux laminar i, on es produeix
gran part de la resistencia al transport de masses. A diferéncia del flux laminar, la capa limit roman propera a la superficie i no
omple el radi de la tuberia (Silvester & Sleigh 1985). Pero a més, i degut a la naturalesa del flux turbulent, fluctuacions turbulents
arriben a entrar dins d’aquesta zona, provocant pertorbacions en totes direccions de la velocitat local, fins i tot en sentit contrari
a la direcci6 principal del flux. Aixd pot ajudar al transport de substractes i altres nutrients al biofilm, aixi com al transport de
particules col-loidals com els bacteris a les superficies de les canonades (Escher & Characklis 1990). A mesura que els bacteris
entren a través de la subcapa, les forces de fregament disminueixen la seva velocitat, ja que les forces d'acceleracio de les
particules microbianes sén molt petites degut a la seva reduida grandaria i densitat (en relaci6 a I'aigua).
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La turbuléncia també pot afectar a I'estructura del biofilm. Biofilms desenvolupats en el laboratori sota condicions de fluxos
reduits (0,5 m s*) son menys compactes perd més gruixuts i amb una distribucié aleatoria en I'adheréncia, comparat amb els
crescuts sota fluxos elevats (2,5 m s*), més prims i amb les céllules alineades en la direccid del flux per oferir la menor
resistencia (Santos et al. 1991). En general, els biofilms prims i densos sembla que estan induits per la turbuléncia del liquid i
per la gran quantitat de contactes particula a particula.

La turbuléncia pot incrementar 'adheréncia en un biofilm, perd quan el biofilm és massa gruixut i sobresurt de la capa limit
augmenta la resistencia a la friccio en el sistema, fet que repercuteix en lincrement de la separacié. De fet, la resisténcia a la
friccid només s'incrementa, proporcionaiment al gruix del biofilm, quan les irregularitats del mateix sobresurten a través de la
subcapa. En aquest punt, el biofiim bacteria té¢ un efecte directe en el flux incrementant el fregament del sistema, fet que
provoca una important disminucié del flux a través de la tuberia (Brading et al. 1995).

Daltra banda, quan el biofilm sobresurt de la subcapa s'incrementa la turbulencia al seu voltant, augmentant la taxa de
separacié per erosio, abrasié i despreniment. En aquest sentit, els biofilms poden incrementar la resistencia a la fricci6 dels
fluids en aproximadament un 200-300% (Bryers 1987). Aixd provocara problemes importants no només pel propi creixement
dels biofilms, sind també per 'increment del consum d’energia i de les despeses de manteniment del sistema de distribucio.

Si el biofilm es localitza dins de la capa limit no hi ha resistencia a la friccio, més que la propia del valor hidraulic per la tuberia
llisa (Trulear & Characklis 1982). D’aquesta forma, el biofilm pot continuar creixent sense veure’s afectat pel flux, exceptuant les
fluctuacions turbulents que penetren la subcapa portant nutrients i céllules a la superficie de la tuberia (Escher & Characklis
1990).

Tots aquests processos depenen en gran mesura del nombre de Reynolds (Escher & Characklis 1990). Com més gran és
Reynolds, més elevada sera la velocitat en la tuberia i menor el gruix de la capa limit, sobresortint el biofilm més enlla de la
subcapa i augmentant la separacio dels microorganismes de la superficie. De fet, la separacio és un procés important en la
formacié i el manteniment del biofilm, que pot ser beneficios en certs casos per als propis bacteris. Aixi, els biofilms amb taxes
de separacié més elevades presenten una quantitat més gran de bacteris actius, ja que s’exclou la formacié d’'una zona inert
prop del substrat (Rittmann 1989). D'altra banda, la separacié es pot produir en resposta a les necessitats de dispersio,
especialment sota condicions de limitaci6 pels nutrients, permetent que es produeixi la colonitzacidé de zones més favorables
nutricionalment (Marshall 1985).

Per tant, el gruix del biofilm en una superficie arriba a un maxim a la zona de transici6 entre el flux laminar i el turbulent. El
transport de substractes limitaria el creixement a la zona laminar, mentre que I'erosié ho faria a la zona turbulent.

1.2.2.  Processos biologics

La majoria d'ambients naturals s6n sotmesos a la invasié continua per una gran varietat de microorganismes. Una vegada els
bacteris han colonitzat una superficie comencen a secretar material polimeric extracel-lular (EPS) per formar el glicocalix, que
uneix tant els bacteris com altre material extracel-lular dins d’'una matriu. En alguns bacteris I'adheréncia és un procés passiu,
doncs ja presenten les estructures necessaries per I'adheréncia abans que aquesta es produeixi. D'altre banda, I'adheréncia
activa es produeix quan els bacteris necessiten una exposicié prolongada per adherir-se fermament a la superficie, sovint amb
producci6 de EPS.

Entre els tres components fonamentals de I'adherencia bacteriana a les superficies solides, el microorganisme, el substrat i el
medi liquid, el primer és el que presenta un clar i evident component bioldgic, influint sobre 'adheréncia segons les seves
propietats de superficie. En aquest sentit, la hidrofobicitat i la carrega neta superficial semblen afectar de forma significativa la

taxa d’adheréncia bacteriana (Martinez-Martinez et al. 1991). A més, cal destacar les caracteristiques de I'envolta cellular,
segons si es tracta d’un bacteri gram-positiu 0 gram-negatiu. L'estructura de I'envolta cel-lular dels bacteris gram-negatius conté
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proteines, lipids i glucopéptids amb lipopolisacarids a la superficie externa. Els lipopolisacarids tenen cadenes de diferent
longitud, les quals influeixen en el grau d’hidrofobicitat de la superficie cellular i, per tant, en les taxes d’adherencia. Lestructura
de l'envolta dels bacteris gram-positius és molt més simple, formada fonamentalment per glucopéptid amb petites quantitats
d'acids teicoics i teicourdnics, polisacarids o proteines.

La taxa d’adheréncia també es veu afectada per la morfologia cellular i 'estructura del microorganisme. En aquest sentit, els

bacils i els cocs tenen una baixa rugositat superficial, si es comparen amb els bacteris filamentosos (Brading et al. 1995).
També és important el fet que un bacteri sigui mucoide o no, doncs en el primer cas semblen presentar una major adherencia.

D'altra banda, alguns estudis mostren com el cicle de creixement influeix sobre la hidrofobicitat cellular. En general, la proporcio
de cél'lules capaces d'adherir-se disminueix significativament durant el creixement actiu (5-8 h. d'incubaci6). Amb Escherichia
coli i Staphylococcus epidermidis I'adhesivitat i la hidrofobicitat superficial disminueix durant els inicis i a meitat de la fase
exponencial de creixement (Gilbert et al. 1991). Altres autors troben que les taxes d’adherencia son més grans en la fase de
laténcia, disminuint de forma progressiva en les fases estacionaria i de mort dels cultius (Fletcher 1977), fenomen lligat molt
probablement als canvis en la mobilitat cel lular i en la quantitat o qualitat dels polimers de la superficie cellular.

La maduraci6 i diferenciacié de les microcolonies adherides per formar un biofilm sembla seguir una seqiiéncia de fets
programats genéticament. Recentment, alguns autors han remarcat la importancia de diferents senyals cel-lula a cél-lula en el
desenvolupament dels biofilms. Davant d'una determinada concentracié cel-lular, I'acumulacié d'aquests senyals
desencadenaria I'expressio d'un set especific de gens. Aixi, Pseudomonas aeruginosa produeix al menys dues senyals
extracel lulars involucrades en la comunicacio cel-lula a cél-lula i que tenen un paper en la diferenciacié dels biofilms: Lasl, que
direcciona la sintesi de la lactona 3-oxododecanoil-homoserina i Rhll, que catalitza la sintesi de la lactona butil-homoserina
(Davies et al. 1998). Experiments realitzats amb un mutant /as/, mostren com es produeixen biofilms plans no diferenciats i
sensibles a un biocida, a diferencia de les soques salvatges. Afegint la molécula senyal (lactona 3-oxododecanoil-homoserina)
al mutant /asl, es restaura el desenvolupament del biofilm. Per tant, en aquest cas la diferenciacio de céllules individuals de
Pseudomonas aeruginosa en estructures complexes multicel-lulars requereix un senyal de comunicacid céllula a cél-lula
(Davies et al. 1998).

1.2.3.  Separacio cellular de la superficie

Diferents factors afecten la separacié dels bacteris una vegada aquests s’han aconseguit adherir. Es poden diferenciar tres
processos fisics principals: erosio per efecte de I'esforg de cisalla, abrasié i despreniment (Rittmann 1989). L'erosié és la
separacié continua de petits fragments del biofilm, procés altament dependent de les condicions hidrodinamiques del fluid i que
augmenta amb el gruix del biofilm i 'esforg de cisalla del fluid a la interfase biofilm-liquid. L'abrasié és la pérdua de bioflm com a

resultat de les col-lisions entre particules, mentre que el despreniment és la perdua rapida i massiva de part del biofilm,
separant-se trossos sencers del biofilm des de les zones més profundes en contacte amb la superficie (Brading et al. 1995).
Aquest Ultim procés pot passar al mateix temps que I'erosié, encara que es produeix més en biofilms gruixuts desenvolupats en
ambients rics en nutrients. Mentre que I'erosié és un procés continu que afecta a la biomassa de les superficies externes, el
despreniment sembla ser un procés esporadic i aleatori que afecta a grans quantitats de biomassa. Entre les explicacions que
justifiquen aquest fenomen cal parlar de la limitacié per nutrients o la disminucié d’oxigen en zones profundes del biofilm. En
alguns casos, les limitacions a la transferéncia d’oxigen en biofilms gruixuts determinen que bacteris aerdbics facultatius es
converteixin en anaerobics produint-se el debilitament de l'estructura del biofilm.

Altres factors importants son la disponibilitat de nutrients i el tipus de medi que envolta el substrat. En aquest sentit, alguns dels
components del medi poden ajudar a la separacié com l'accidé d’agents quelants. Aquests agents, com 'EGTA, redueixen la
quantitat de calci del biofilm, fet que condueix a la disminuci6 de la cohesivitat del biofilm (Turakhia et al. 1983).
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Altres experiments mostren com la disminucié de glucosa o nitrogen condueixen a la separacio activa de les cél-lules del biofilm
(Delaquis et al. 1989), demostrant la importancia de la disponibilitat de nutrients. Sota aquestes condicions limitants la biomassa
adherida disminueix rapidament, incrementant-se de forma simultania la biomassa de cel-lules planctoniques. Per tant, la
limitacié per glucosa i nitrogen indueixen la migraci6 activa i la separacio de cellules.

En aquest procés de separacio també cal considerar a processos biologics com la produccié de cel-lules filles no adhesives,
la falta d’oxigen i I'acumulacié de productes residuals toxics que poden afectar biologicament les cél-lules actives i, en ambients
naturals, la predacio realitzada per protozous alimentant-se en la superficie externa del biofilm (Ritmann 1989, Lawrence et al.
1998). En general, el cicle de creixement també influeix activament en la separacio bacteriana dels biofilms, ja que els bacteris
creixent molt rapidament no s'adhereixen bé als biofilms. Aixi, en experiments on s'augmentava la carrega de substracte de
forma considerable els biofilms experimentaven episodis de despreniment o separacio massiva (Bakke et al. 1984).
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1.3.  Impacte del desenvolupament de biofilms

1.3.1.  Distribuci6 i ubiqiitat dels biofilms

Els bacteris constitueixen la forma de vida més estesa al planeta en termes de biomassa total, i de varietat i extensid dels
habitats colonitzats. Malgrat la gran diversitat del genoma bacteria, la rad fonamental d'aquest éxit es troba en la plasticitat
fenotipica, és a dir, I'habilitat del genotip per respondre fenotipicament als estimuls ambientals (Brown & Williams 1985).

En ambients naturals els bacteris tendeixen a existir com a poblacions sessils. De fet, en sistemes aquatics, per cada bacteri en
forma planctonica n’hi han 1.000 o 10.000 adherits a les superficies (Brading et al. 1995). Aixi, la formacié de biofilms es
produira a practicament qualsevol superficie submergida, en qualsevol ambient on els bacteris siguin presents. Aixd és degut a
que, com ja s’ha comentat anteriorment, els biofilms bacterians sén capagos d’explotar els nutrients que s’acumulen en forma
d'ions i macromolécules a la interfase superficie-aigua. Aixo els hi proporciona un avantatge ecologic en ambients
nutricionalment desfavorables (Brown et al. 1977, Dawson et al. 1981).

D’altra banda, no existeix cap metall —fins i tot en el cas del coure que és toxic- ni cap plastic, ni cap material fabricat per 'home
que resisteixi la colonitzacié bacteriana (Costerton & Lappin-Scott 1989). Tampoc es coneix un bacteri que sigui 100% no
adherent (Christensen 1989). Una roca dins I'aigua d'un rierol, les canonades d'aigua, un implant dins del cos huma, les dents,
la superficie interna dels inodors, etc., s6n només alguns dels llocs on es poden arribar a desenvolupar els biofilms.

De fet, les tniques superficies que resisteixen la colonitzacié bacteriana degut a les seves caracteristiques inherents, son les
superficies de molts teixits. La preséncia de cél-lules fagocitaries, mucus, surfactants, anticossos i altres agents antimicrobians
naturals recobrint les mucoses i el despreniment periodic de les céllules dels teixits son alguns dels mecanismes coneguts que
converteixen als teixits en resistents a la colonitzacié microbiana encara que estiguin exposats a elevades concentracions de
bacteris planctonics (Costerton & Lappin-Scott 1995).

1.3.2.  Aspectes beneficiosos dels biofims

Encara que sovint la formacié de biofilms s'ha considerat com perjudicial, en molts casos pot ser beneficiosa. De fet, els biofilms
s'utilitzen en el tractament d’aigties residuals per a la degradacié de components organics solubles o residus nitrogenats. A la
natura, la descomposicié de fibres de cel-lulosa requereix primer I'adheréncia de bacteris cel-lulolitics, mentre que cel-lules de
Rhizobium formant biofilms a les arrels de plantes lleguminoses ajuden en la fixacio del nitrogen atmosféric. Els biofilms també
actuen de forma positiva estabilitzant el sol, bé actuant com a agents cimentadors o floculant les particules, millorant 'aireacio i
la percolacié d'aigua i permetent més creixement microbia.

Sens dubte, el tractament d'aiglies residuals és una de les aplicacions més importants que es fonamenta en I'habilitat dels
microorganismes per formar biofilms. En aquest sentit, existeix una gran varietat de reactors amb diferents geometries, com els
reactors de llit empacat, filtres percoladors, filtres amb medis plastics, contactors biologics rotatoris (RBC), reactors de llit
fluiditzat i reactors de cél-lules immobilitzades en membranes (Bryers 1993). Amb I'ajuda d’aquests reactors s’han tractat aigiies
residuals amb l'objectiu de millorar els processos de desnitrificacio, eliminar cadmi, fenols i urani, i degradar compostos
hidrocarbonats policlorats, tolug, glifosfats i altres (Bryers 1993). Molt sovint, I'éxit d’aquests sistemes depén de la dinamica d’un
cultiu microbia enriquit selectivament, el qual es capag de metabolitzar substractes multiples.

L’habilitat dels microorganismes per obturar medis porosos s’ha comengat a utilitzar els darrers anys per crear “bio-barreres
que limitarien 'extensié d’abocaments toxics. La barrera de microorganismes pot aillar el plomall contaminant i, alhora, ajudar
en la seva degradacio (Jones et al. 1989, Blenkisopp & Costerton 1991).
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1.3.3.  Problemes causats pels biofilms

Malgrat el gran esforg realitzat i els milers de milions de délars gastats, avui en dia no existeix un material resistent a la
colonitzacié bacteriana (Costerton 1995). Per tant, la formacié de biofilms és important i pot significar I'origen de nombrosos
problemes en sistemes naturals, biomedics i industrials. Els efectes perjudicials documentats inclouen el deteriorament de
materials i la corrosid, la colonitzacid de canonades en torres de refrigeracio, intercanviadors de calor, instal-lacions d’extraccio
de cru i vaixells, industries alimentaries i en el tractament d’aiglies, provocant increments en la resisténcia per friccié del fluid i a
la transferéncia calorifica, adheréncia i infeccié en implants biomédics, teixits i dents, colonitzacié de bioreactors i alteracié dels
seus parametres operacionals (Bryers 1993). El desenvolupament dels biofilms a les canonades pot arribar a restringir el flux i,
alhora, disminuir la transferéncia calorifica efectiva entre la superficie i el liquid, disminuint 'eficacia en sistemes de refrigeracié
industrials. En realitat, la formacié de biofilms a les industries ocasiona unes despeses molt importants, quantificades en més de
100.000 milions de pessetes anuals només a la Gran Bretanya (Bott 1997).

L'acceleracié metabolica i la concentracié local d’acids organics i altres productes corrosius pot ajudar en I'atac a diferents tipus
de substrats. Atés que la difusio de les molécules produides per les microcolonies a través de la matriu es realitza a un ritme
forca més lent que la seva produccid, en certes zones s’arriben a acumular concentracions realment elevades de productes
corrosius (Costerton & Lewandowski 1997), els quals poden presentar efectes devastadors per a molts tipus de superficies.

En sistemes industrials la proliferacié de biofims formats per bacteris heterotrofs creixent a les parts externes, i bacteris
reductors de sulfats a les parts internes, pot provocar danys considerables. Aquests biofilms permeten I'establiment de zones
anaerobies on creixen els bacteris reductors de sulfats. La produccié de sulfur d’hidrogen pot deteriorar les canonades de
ciment i provocar la corrosié de les estructures metalliques. A més, els microorganismes creen anodes i catodes a les
superficies metal-liques, de forma que la distribucid desigual dels ions provoca corrents eléctriques que resulten en la perdua de
part de la superficie metal-lica (Costerton & Lappin-Scott 1989).

Tal com es comentara més endavant (veure 3.1.4) la industria del tractament d’aiglies es pot veure afectada pel despreniment
de grans quantitats de biofilm acumulats a les parets de les canonades, que pot incrementar el nombre de microorganismes
planctonics per sobre dels nivells recomanables per al consum public. Els biofilms existeixen en tots els sistemes de distribucio
d'aigua amb temperatures per sota dels 60°C (Keevil et al. 1995), actuant moltes vegades com a reservoris per patogens
potencials (Lappin-Scott & Costerton 1989). De fet, una proporcio relativament important dels sistemes de distribucio d’aigua
potable experimenten de forma ocasional proliferacions bacterianes, sense que existeixin defectes apreciables dins de la xarxa
de distribucié (Smith et al. 1990). Increments en els nivells dels bacteris heterotrofs i dels indicadors bacterians a l'aigua es
poden produir com a resultat del creixement a la superficie de les canonades i el posterior alliberament a la fase aquosa
(Camper 1994, LeChevallier et al. 1996). Aixd pot ocasionar problemes per les empreses que gestionen l'aigua de consum,
doncs no es compleix amb els estandards de qualitat de 'aigua i, alhora, s'erosiona la confianga del consumidor.

En general, qualsevol indUstria que fabriqui productes on existeixi la presencia d’algun tipus de liquid presenta el risc de
desenvolupar biofilms, com a la indUstria alimentaria. Bacteris d'importancia per a la salut publica, com Listeria monocytogenes,
poden trobar refugi en els biofilms que es desenvolupen en poques hores als guants de goma, carros que transporten les
carcasses, sistemes col-lectors d'aigties i altres (Carpentier & Cerf 1993). Fins i tot en el cas de tractar-se d'un biofilm de pocs
dies, les cél'lules estaran protegides dels agents antimicrobians.
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1.3.4.  Control de la formaci6 i I'extensié dels biofilms

Atées que la formacio de biofilms perjudicials és dificil de controlar, els métodes per aconseguir-ho inclouen intents per eradicar
els biofilms ja existents, prevenir 'adheréncia bacteriana i retardar-ne la seva formacié. La neteja mecanica i els antimicrobians
quimics son els métodes més utilitzats. Cal recordar que els bacteris que formen part dels biofilms (bacteris sessils) son més
resistents als agents antimicrobians que els bacteris en suspensid (bacteris planctonics) de la mateixa especie (Brown et al.
1988). De fet, les cél-lules séssils sén més resistents als surfactants, metalls pesants, antibiotics, desinfectants, bacteriofags,
cel-lules fagocitaries i predadors com amebes (Costerton 1995).

Els mecanismes fonamentals que explicarien aquesta millora en la resistencia de les cel-lules séssils son la limitacio en el
transport i I'adaptacio fisioldgica. En el primer cas, la neutralitzacid de I'agent antimicrobia és més rapida que el seu transport
cap a linterior del biofilm (Stewart 1996). En general, els soluts difonen de forma més lenta dins dels biofilms que en l'aigua,
segurament per l'efecte d’algunes de les substancies polimeriques que es troben dins la matriu del biofiim (Costerton et al.
1999). La segona hipotesi es basa en I'heterogeneitat espacial que determina una distribucié caracteristica, on cél-lules amb
estats fisiologics diversos ocupen zones diferents. En molts casos, els microorganismes que creixen a linterior del biofilm
creixen lentament, limitats per la manca de nutrients. La deficiencia de nutrients incrementa la resisténcia a diferents agents
antimicrobians (Berg et al. 1982, Cargill et al. 1985, LeChevallier et al. 1988), desencadenant I'expressié de gens responsables
de la sintesi de noves proteines (Matin & Harakeh 1990). Aquesta variabilitat podria ajudar a mantenir un “pool” de céllules amb
diferents estats metabolics, fet que milloraria la capacitat de supervivencia enfront de condicions ambientals adverses (Gilbert et
al. 1990).

Tanmateix, és innegable que algunes de les cel-lules sessils son fenotipicament molt diferents de les planctoniques, com ja s’ha
comentat anteriorment (veure 1.1.3). Aquest fenotip no és una resposta a la limitacio per nutrients, sind que es tracta d’'una
resposta biologica programada al creixement en superficies (Costerton et al. 1999). A més, molts desinfectants no acaben de
destruir l'estructura del biofilm. Aixd determina, sovint, la seleccid dels microorganismes supervivents, els quals acostumen a
produir grans quantitats de EPS que protegeixen les cel-lules microbianes reaccionant amb els biocides i reduint-ne el seu
efecte (Characklis & Dydek 1976).

D’altra banda, els processos de neteja, desinfeccid o la manca de nutrients produeixen I'estrés de les cél-lules de l'interior del
biofilm, fins al punt que moltes d’aquestes ceél-lules no es poden arribar a cultivar. De fet, a la majoria dels ambients naturals
només una petita fraccié (0,1-1%) de la poblacié de microorganismes vius consisteix en cel-lules cultivables (Bianchi & Bianchi
1991). La preséncia d’aquests microorganismes no es podra detectar amb els métodes tradicionals que impliquen la utilitzacié
de cultius. No obstant, el fet que les céllules no es poden arribar a cultivar no significa que siguin cel-lules mortes, perque
poden multiplicar-se i transferir-se a altres ambients quan les condicions es tornen favorables. Aquesta situacié es pot produir
per metodes de neteja que creen aerosols, els quals poden ajudar al transport de microorganismes com Listeria
monocytogenes, els quals poden mantenir-se a I'aire durant 312 hores (Spurlock & Zottola 1991).

En situacions industrials, s’ha demostrat com el control absolut de la formacié de biofilms a les superficies no és possible. Sha
intentat I'eliminacié o eradicacié dels biofilms existents amb I'ajuda de neteges mecaniques, reemplagant els materials o unitats
afectades, utilitzant biocides quimics o eliminant nutrients essencials pel creixement microbia. En industries petroquimiques i
refineries, s'utilitzen els biocides i oxidants de forma habitual, per suprimir la colonitzacié, especialment en intercanviadors de
calor, encara que moltes vegades s'inactiven les cél-lules bacterianes perd no s'afecta la matriu del biofim (Bryers 1993). La
modificacié de les propietats quimiques de la superficie del substrat, adsorbint surfactants cationics o amb la reduccié de la
rugositat superficial, ha ajudat a prevenir 'adherencia a biomaterials en certs casos. La incorporacié dins del substrat
d'antiséptics com la clorhexidina o antibidtics d'alliberament lent com la gentamicina, ha ajudat a retardar I'activitat microbiana i
la formacié dels biofilms. En vaixells, s'ha controlat I'extensio de la colonitzacié incorporant metalls pesants en la pintura (Bryers
1993). No obstant, moltes vegades aquests tractaments només sén efectius durant curts periodes de temps.
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1.4.  Plantejament i objectius del treball

El desenvolupament de técniques i metodologies cada vegada més sofisticades, on cal destacar la microscopia confocal, han
obert una porta a la comprensi6 de I'estructura i del desenvolupament dels biofilms. Malgrat tot, la gran varietat de metodes
existents per a I'analisi de les mostres de biofilms dificulten la comparacié dels resultats obtinguts. De fet, avui en dia no existeix
encara un metode estandarditzat i ampliament acceptat per separar, desagregar i quantificar la poblacio de bacteris adherits
(Levy et al. 1997).

L'estudi de la formaci6 de biofilms en sistemes de distribuci6 d’aigua plantejava una série d'interrogants:

. Es possible analitzar in situ la formacié de biofilms en sistemes de distribucié d’aigua, aixi com determinar el potencial de
formacié de biofilms a partir d'aiglies d’origen diferent?.

[l S'estructuren de manera semblant les comunitats de microorganismes dels sistemes de distribucié de caracteristiques
diferents?

. En quin grau aquestes comunitats de microorganismes adherides poden ser diferents de les comunitats de
microorganismes planctonics?

IV.  El desenvolupament de biofilms als sistemes de distribucio pot representar un risc per a la salut publica? Es pot quantificar
aquest risc?

Amb aquestes qliestions prévies, el treball realitzat va comengar amb un clar objectiu general:

v’ Desenvolupar un sistema experimental per analitzar la colonitzacié microbiana de superficies, especialment a partir de
sistemes de distribucié d’aigua.

Aquest sistema havia de presentar una serie de requisits per ajudar a respondre les preguntes anteriors. S’havia de:

v Desenvolupar un sistema facilment operatiu, de baix manteniment i aplicable tant en condicions de camp com de laboratori.
v" Obtenir el maxim de mostra de biofilm amb el minim espai i temps necessari.

v Quantificar alhora les céllules adherides i les planctoniques, identificant grups de microorganismes dins dels dos tipus de
poblacions.

v’ Realitzar un seguiment de I'evolucié al llarg del temps de les poblacions que formen part dels biofiims desenvolupats.

v Comprovar I'efecte de diferents parametres, com el tipus de material de suport o I'esforg de cisalla, sobre la colonitzacié
microbiana.

v" Determinar el potencial de formacit de biofilms a partir d'aigiies d’origens diferents.

v" Avaluar el risc sanitari de la formacié de biofilms.

Per poder assolir aquests objectius, es va escallir el reactor de llit empacat com a sistema experimental, i esferes de vidre de 5
mm de diametre com a material de suport per a la colonitzaci6. Amb l'objectiu de respondre a les preguntes plantejades
previament al treball experimental i, a les que han anat sorgint al llarg d’aquest cami, va ser necessari:
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1) Desenvolupar el sistema experimental per la colonitzacié de superficies i procedir a la seva instal-laci6 al laboratori de
Microbiologia de la EUOOT (UPC), aixi com en dues zones al camp, a partir d'aiglies subterranies.

2) Posar a punt la metodologia optima d’extraccio dels biofilms i quantificacio de la poblacié bacteriana adherida i planctonica.
S’ha partit dels protocols previs utilitzats pel Grup Europeu d’Estudi de Biomasses Adherides.

3) Optimitzar el rendiment del sistema per obtenir el maxim de mostra, comprovant I'efecte de diferents parametres, com el
tipus de material de suport o I'esfor¢ de cisalla, sobre la colonitzacié microbiana.

4)  Optimitzar I'observacié directa de les mostres amb diferents métodes microscopics i de tincio.
5)  Controlar la formacio dels biofilms utilitzant un condicionador catalitic d’aigiies

6) Quantificar el risc sanitari en la reutilitzacio d'aiglies subterranies per a la irrigacio de parcs i jardins urbans, desenvolupant
préviament la metodologia d’avaluaci6 del risc.

1.5.  Estructura de la memoria del treball

El treball presentat s’estructura en forma de 6 capitols. El capitol 2 segueix I'estructura d'un article presentat (en premsa), on es
descriuen les principals caracteristiques del sistema experimental per a la colonitzacié microbiana de superficies. Es descriuen
les caracteristiques generals i la forma d’'operar del sistema experimental utilitzat per a la colonitzacié de superficies. També es
mostra la posta a punt, calibratge en laboratori, reproductibilitat del mostreig, optimitzacié del metode i primers resultats de
camp, descrivint el rendiment del reactor utilitzat. Apart, es mostren els resultats de colonitzacié segons el tipus de material de
suport i I'estres de cisalla utilitzat, aixi com la influéncia del biofilm en la hidrodinamica del medi por6s.

Després de descriure la metodologia utilitzada per a les analitiques microbiologiques i la identificacié dels microorganismes
planctonics i séssils, incloent 'equipament de laboratori, medis de cultiu i reactius quimics, protocols de treball i procediments
utilitzats, en el capitol 3 es mostren els resultats obtinguts en aplicar el sistema experimental en situacions de camp. El sistema
s’ha utilitzat per avaluar la formacié de biofilms a partir d'aiglies subterranies, en dues zones de mostreig diferents. Els resultats
s’han comparat amb els obtinguts a partir del mostreig d’'una xarxa de distribucié d'aigua potable.

En el capitol 4 s’ha fet un seguiment de les comunitats microbianes presents als tres sistemes al llarg del temps, i s'ha intentat
caracteritzar 'estructura dels biofilms formats a partir de la seva visualitzacié per microscopia confocal.

En el capitol 5 s’ha aplicat un condicionador catalitic al sistema experimental utilitzat, per determinar la seva influéncia sobre la
colonitzacidé microbiana i avaluar la seva eficacia en el control de la formaci6 de biofilms, en sistemes de distribucio a partir
d'aigiies subterranies.

Finalment, els resultats obtinguts als capitols 2, 3, 4 i 5, s’han utilitzat en el capitol 6 per determinar la contribucié del biofilm a la
carrega microbiana de I'aigua de la xarxa de distribucié. Malgrat les evidents dificultats, s’ha intentat avangar en la definici6 de
I'avaluacié del risc sanitari de la formacié de biofilms en aiglies subterranies reutilitzades.

Una discussié general, seguida de les conclusions que es desprenen del treball realitzat, aixi com d’'un annex en format CD-
Rom - on consten tots els PNT de cada una de les técniques utilitzades en aquest treball -, completen el contingut d'aquesta
memoria.
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