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De nan(n)obaCteriaS

y otros aliens

ULTRAMICROBACTERIAS, NAN(N)OBACTERIAS, NANOBIOS,
NANOPARTICULAS CALCIFICANTES... PERO (DE QUE HABLAMOS?

osiblemente, la denominacién de “ultramicrobacterias” fue acufiada en 1981 para designar las

formas cocoides, de menos de 0.3 um de didmetro, que se suelen observar en muestras recien-
tes de agua marina (Torrella y Morita, 1981). Con frecuencia, se aplica esta denominacién, por ejem-
plo, a las formas viables pero no cultivables de Vibrio que poseen un volumen menor de 0.1 pm3. No
es inusual la confusidn entre “ultramicrobacterias” y “nannobacterias” incluso entre astrobidlogos
de la NASA (http://astrobiology.nasa.gov/ask-an-astrobiologist/question/2id=161). “Nannobacterias”
son, segln el gedlogo R. Folk (1993) que fue quien propuso el término, formas enanas de bacterias,
de entre 0.05 y 0.2 um, que poseen un didmetro y un volumen, respectivamente, de 1/10 y 1/1000 del
de las bacterias ordinarias (http://naturalscience.com/ns/ articles/01-03/ns_folk.html). Segun Folk, las
“nannobacterias” son particularmente abundantes en algunas muestras geoldgicas (calcitas) y podri-
an desempefiar un papel destacado en Ila precipitacion de los carbonatos
(http://www.msstate.edu/dept/geosciences/nannobacteria/index.htm). Los “nanobios” son otra his-
toria: sélo han sido descritos una vez por un grupo de gedlogos australianos (Uwins et al., 1998) y
poco mas se sabe de estos “microorganismos” que, cémo no, también se suelen confundir con los
otros “entes” (http://serc.carleton.edu/ microbelife/topics/nanobes/index.html).
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Figura 1. Tres supuestas "nanobacte-
rias gigantes" (sic) formadas después
de un mes de incubacién en medio
minimo de Dulbecco carente de
suero. Los satélites esféricos de unos
200 nm de didametro (flecha) que
estan unidos a un iglu de HA corres-
ponden, presumiblemente, a NB libe-
radas de la cavidad materna en la
cual han madurado. Reproducido
con permiso de Sommer et al. (2003).
Copyright © 2003 American
Chemical Society.
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Mucha mds informacién existe sobre las denominadas
“nanobacterias” (NB) que, recientemente, han sido rebautiza-
das como “nanoparticulas calcificantes” (calcifying nanoparti-
cles; CNP) (Kajander, 2006). El nombre Nanobacterium sangui-
neum, como nombre especifico de una “nanobacteria”, fue
utilizado por primera vez en 1990 en una comunicacion pre-
sentada al XXI Congreso de la Sociedad Escandinava de
Inmunologia por el investigador finlandés E. Olavi Kajander y
sus colaboradores (http://wwwa3.interscience.wiley.com/cgi-
bin/fulltext/119377094/PDFSTART) asi como en una patente
presentada el mismo afio (http://patft.uspto.gov/netacgi/nph-

Parser?Sect1=PTO2&Sect2=HITOFF&p=1&u=%2Fnetahtml%2FP
TO%2Fsearch-bool.htmI&r=21&f=GC&I=

50&c01=AND&d=PTXT&s1=kajander.INNM.&OS=IN/kajan-
der&RS=IN/kajander). Durante 8 afos, el Dr. Kajander

(http://www.nanobaclabs.com/content/management.htm) y
su colaboradora la Dra. Neva (ifcioglu (http://

lifeboat.com/ex/bios.neva.ciftcioglu) junto con otros colegas
de la Universidad de Kuopio presentaron sus resultados en
diversos congresos, pero no fue hasta 1998 cuando vio la
luz la primera publicacidn que tuvo un notable impacto
(Kajander y Ciftcioglu, 1998). Un andlisis pormenorizado

NANOBACTERIAS: CARACTERISTICAS
MICROBIOLOGICAS Y CLINICAS

egun Kajander y Cifcioglu (1998), N. sanguineum vy

Nanobacterium sp. se encuentran en la sangre humana,
miden entre 0.08-0.5 pm vy, sobre la base de la secuencia
del 16S rDNA, pertenecen al subgrupo -2 de
Proteobacterias. Estos resultados, sin embargo, han sido
refutados por otros autores (Cisar et al., 2000). De particu-
lar interés es el hecho de que las NB estan rodeadas de una
gruesa cubierta de fosfato cdlcico (hidroxiapatito; HA)
(Figura 1). Las NB son pleomérficas y adquieren formas
diversas dependiendo de si se multiplican en medio con o
sin suero. La cubierta de HA es mas voluminosa en medio
sin suero. Si se anade suero irradiado a estos cultivos apa-
recen particulas moviles en formas D y “cuerpos fructife-
ros” que contienen “particulas elementales” rodeadas por
una membrana. En http://www.nanobac.fi/Klin%20lab/
Abs_mammalian_blood.pdf se puede observar una serie
de microfotografias de diversas formas de NB. Un com-
pendio completo de las caracteristicas de las NB ha sido
publicado recientemente por Kajandery cols. (2003). Se ha

Se encuentran en la sangre humana

Replican mucho mas lentamente que las bacterias o los virus
Se requieren métodos especiales de cultivo y observacion

Poseen una gruesa envuelta de hidroxiapatito

Resisten niveles de radiacién y calor que matan a la mayor parte de los microorganismos

Producen el mismo tipo de hinchamiento y taponamiento que se da en enfermedades cardiacas

Causan cdlculos renales en animales de experimentacion

Contaminan las vacunas y pasan a través de la mayoria de los filtros de membrana

Se han encontrado en las placas arteriales, valvulas cardiacas, cancer ovdrico y cdlculos dentales y renales
Se han observado en cada enfermo cardiaco que ha participado en ensayos clinicos

Son un buen indicador de la calcificacidn de las arterias coronarias

Pueden ser eliminadas con una combinacidn de sustancias quimicas y antibidticos

Tabla 1. Caracteristicas principales de las nanobacterias.

de la cronologia del estudio de las NB se escapa de los limi-
tes de este articulo pero el lector interesado puede encon-
trar bastantes datos, incluyendo los bibliograficos, en la
pagina web de Nanobac Pharmaceuticals, Inc.
(http://www.nanobaclabs.com/index.cfm). Esta compafiia
fue creada en 1998 por Kajander y Cifcioglu en Finlandia
con el nombre de Nanobac Oy (http://www.
nanobac.fi/Klin%20lab/index.htm) y, desde 2003, es una
subsidiaria de Nanobac Pharmaceuticals, Inc., radicada en
Tampa (Florida) (http://sec.edgar-online.com/2005/04/
15/0001144204-05-011771/Section2.asp). Nanobac ha cola-
borado en los ultimos afios con investigadores del
Instituto de Astrobiologia de la NASA (http://astrobiology.
nasa.gov/nai/). Se desconoce si las NB tienen alguna rela-
cién con las entidades recientemente descritas por el
investigador bulgaro E. Kalfin en la sangre humana
(http://www.ispub.com/ostia/index.php2xmiFilePath=journals/ijm

b/volani/nano.xml).

descrito que las nanobacterias pueden multiplicarse en
medios de cultivo complejos (como los utilizados para las
células animales) y que son capaces de producir enferme-
dades relacionadas con la produccién de diferentes tipos
de calcificaciones como cdlculos renales y biliares, cuerpos
de samoma en tumores ovaricos, calcinosis y diversos
tipos de aneurismas tanto en arterias como en valvulas
cardiacas. Hay que destacar la resistencia de las NB a las
radiaciones ionizantes y ciertos agentes antibacterianos
(Tabla 1).

Ciftcioglu y Kajander (1998) describieron la produccién
de dos anticuerpos monoclonales contra NB, Nb 8/o -que
reconoce aparentemente una proteina nanobacteriana de
30 kDa- y Nb 5/2 que mostrd utilidad en la técnica de ELISA
y que ha sido comercializado bajo el nombre de
Nanocapture ELISA kit (http://www.nanobac.fi/Klin%20lab/
E1001.html). Ademads, el laboratorio clinico de American
Health Associates ofrece la posibilidad de llevar a cabo
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determinaciones de la presencia de NB y anticuerpos anti-
NB en suero o plasma humano mediante el kit NB2™
Nanobacterial Antigen & Antibody Blood Test
(http://americanhealthassociates.com/web/index.php2opt
ion=com_content&task=view&id=16&Itemid=41). Por el
momento al menos, este kit no cuenta con la autorizacién
de la FDA.

EL PORQUE DEL IMPACTO MEDIATICO DE LAS NB

no de los sistemas mds rdpidos para medir el interés
Usocial que despierta un tema cualquiera es realizar una
busqueda en Internet. Hace escasamente un par de afios,
la palabra “nanobacteria” arrojaba un resultado de varios
cientos de miles de entradas. ;Por qué? Sin duda alguna,
una de las razones de este interés generalizado tiene que
ver con la publicacién, en 1996, de un estudio de la NASA
sobre la posible existencia de rastros fdsiles en el meteori-
to marciano ALH84001 (McKay et al., 1996). En este traba-
jo, ademas de demostrarse la presencia de hidrocarburos
aromdticos policiclicos y de cristales de magnetita, se
apuntaba la posibilidad de que ciertas formas mindsculas
de aspecto ovoide y elongado (20 x 100 nm) pudieran
corresponder a las “nannobacterias” de Folk.
Curiosamente, la foto que se hizo mas famosa y que apa-
recié en todos los medios de comunicacion (Figura 2) fue
publicado en el mismo nimero de la revista Science, no en
el articulo original sino en un comentario firmado por R. A.
Kerr bajo el atractivo titulo Ancient Life on Mars? (Kerr,
1996). Este autor afirmaba que el posible microfésil seg-
mentado, “recuerda a otros microfdsiles terrestres de la

era precambrica”. Aunque estas observaciones no han
podido ser refrendadas (Friedmann et al., 2001), resulta
bastante evidente que, con una campafia medidtica per-
fectamente organizada, se ha conseguido obtener finan-
ciacion suficiente para acometer la exploracién del plane-
ta Marte actualmente en curso (http://mars.jpl.nasa.gov/;
http://www.esa.int/esaMI/Mars_Express/). Como era de
suponer, la posible existencia de estructuras tipo NB en otros
meteoritos no tardé en ser observada y, en este sentido,
cabe mencionar los casos de los meteoritos Murchinson y
Allende (http://www.panspermia.org/hoover.htm#%202ref)
o Tataouine (Benzerara et dal., 2003)

De manera, si se quiere, colateral, pero no cabe duda
que relacionada, algunas investigaciones apuntan a una
abundante existencia de nanobacterias, no sélo en la
estratosfera (Wainwright et al., 2004) sino incluso en
buena parte del cosmos (Wickramasinghe vy
Wickramasinghe, 2006). No menos sorprendentes son las
publicaciones del investigador alemdn A. P. Sommer quien
sugiere que las nanobacterias pueden estar en el mismo
origen de la vida sobre la Tierra (Sommer et al., 2003).

Lamentablemente y a pesar de algunas declaraciones
posiblemente precipitadas, las “nannobacterias” descritas
por Folk y colaboradores nunca pudieron multiplicarse en
el laboratorio. Sin embargo, las NB descritas por Kajander
y Ciftcioglu eran, seguin estos investigadores, capaces de
hacerlo. Como consecuencia légica, los estudios subsi-
guientes abandonaron toda referencia a “nannobacterias”
para fijarse (casi) exclusivamente en las NB. No es por
tanto casual que se estableciera el acuerdo de investiga-
cién entre Nanobac y la NASA mencionado con anteriori-
dad y que se eligiera a la Dra. Ciftcioglu como responsable
del laboratorio correspondiente.

Pero las NB no sélo “colaboraron” en la promocién de
investigaciones sobre el origen de la vida (panspermia
incluida, como ya se ha apuntado), sino que las posibles

200 nm
*
.

Figura 2. Forma tubular segmentada observada por
microscopia electrénica de barrido en el meteorito mar-
ciano ALH84001. Se ha sugerido que dicha estructura
podria corresponder a un microfésil bacteriano (Kerr,
1996). La imagen ha sido obtenida de la pagina web de la
NASA (http://nssdc.gsfc.nasa.gov/planetary/marslife.ntml).
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implicaciones clinicas de las NB, con su cubierta de HA, en
procesos en los que una calcificacién anormal podria dar
origen a multitud de procesos patoldgicos, fue la causa de
un incremento muy notable en las publicaciones sobre NB.
A este respecto, el comentario firmado por D. A. Carson
titulado An infectious origin of extraeskeletal calcification
(Carson, 1998), aparecido en el mismo nimero de la revis-
ta PNAS que el trabajo de los investigadores finlandeses,
seguramente contribuyd de manera decisiva a promover
tales investigaciones. A titulo anecdético se puede citar la
publicacién, en 2004, de todo un superventas sobre la
implicacion de las NB en todo tipo de calcificaciones pato-
[6gicas (Mulhall y Hansen, 2004), asi como la concomitan-
te apertura de wuna interesante pagina web
(http://www.calcify.com).

LA CONTROVERSIA ESTA SERVIDA

parte acusaciones directas de fraude
A(httD //www nature.com/doifinder/10.1038/43525),
una de las primeras consecuencias de las publicaciones
antes mencionadas fue el comienzo de una larga discusién
sobre el tamafio minimo de los microorganismos. Después
de no pocas acaloradas discusiones, la NASA solicité al
National Research Council de la National Academy of
Sciences la organizacidon de una reunidn de especialistas en
el tema (http://www.nap.edu/catalog.php?record id=9638).
Entre las conclusiones de dicha reunién se destaca que,
con la sola oposicién del Dr. Kajander, los especialistas
coincidieron en que “el limite inferior para un microorga-
nismo de vida libre, con una biologia basada en el DNA,
corresponde a un organismo esférico con un didmetro de
entre 200 y 250 nm”’. A este respecto debe sefialarse que
las dimensiones de un ribosoma son de, aproximadamen-
te, 25-30 nm de didmetro (http://www.astrobio.net/news/
modules.php?op=modload&name=News&file=article&sid=31).

De entre los varios aspectos conflictivos que tiene el
estudio de las NB, uno de los mas discutidos es si estas
entidades contienen o no acidos nucleicos. Como dato a
favor se ha esgrimido el hecho de que las NB muestran
fluorescencia con el colorante de Hoechst 33258, especifi-
co de DNA (Kajander y Ciftcioglu, 1998), pero los detracto-
res argumentan que para ello es necesario utilizar una con-
centracion del colorante que es diez veces superior a la
recomendada (Cisar et al., 2000). Asimismo se ha publica-
do que las NB pueden marcarse radiactivamente con
[3H]uridina (Miller et al., 2004) pero los datos, a mi juicio,
no son convincentes.

Es notable que, recientemente, Kajander parezca
haber admitido que las NB carecen de acidos nucleicos y
establezca un paralelismo entre NB y priones (Kajander,
2006); como ya se sefialé anteriormente, no parece casual
que el mismo autor haya sugerido, como alternativa al
nombre de ‘“nanobacterias”, la denominacién de “nano-
particulas calcificantes” (CNP). En cualquier caso,
Kajander reconoce explicitamente que las CNP no forman
parte ni de las eubacterias ni de las arqueas, pero insiste en
que “es un hecho que las CNP causan o, al menos partici-

pan en, enfermedades habituales de la humanidad”. Asf
pues, la discusién sobre si las NB (o CNP) causan enferme-
dades en humanos relacionadas con una calcificacidn
anormal no parece haber terminado (véase mas adelante).
Aunque, como ya se ha sefialado anteriormente, existen
multitud de trabajos en los que se asegura que las CNP
estan implicadas en un gran variedad de diversas dolen-
cias, posiblemente el mayor nimero se refiere a la impli-
cacion de las CNP en la formacidn de célculos renales (para
una revision reciente, véase Wood y Shoskes, 2006).
Curiosamente, se ha descrito que las NB se multiplican mas
rapidamente en condiciones de microgravedad (Ciftcioglu
et al., 2005) lo que podria suponer un peligro potencial
para los astronautas. De hecho, un estudio muy reciente
refiere el caso de un astronauta afectado de urolitiasis en
uno de cuyos cdlculos se pudo demostrar, mediante andli-
sis microscépicos e inmunoldgicos (incluyendo el marcaje
con anticuerpos monoclonales “especificos”) la presencia
de particulas con las caracteristicas de las CNP (Jones et
al., 2008). La perplejidad indicada por las comillas tiene
que ver con la informacién suministrada en la pagina web
de Nanobac Oy (http://www.nanobac.fi/esitys/sldoo8.htm)
en la que se informa de la existencia de reacciones cruza-
das entre NB y anticuerpos anti-lipopolisacdrido de clami-
dias asi como entre NB y suero hiperinmune anti-
Bartonella, observaciones ya mencionadas previamente
por alguno de los mismos autores (Hjelle et al., 2000).

Un repaso pormenorizado de toda la bibliografia en la
que se informa de las (posibles) implicaciones patogénicas
de las NB se sale obviamente de los margenes de este tra-
bajo. Sin embargo, el lector interesado puede consultar, a
este respecto, la reciente revision de Urbano y Urbano
(2007). No obstante, merece citarse por su resonancia
medidtica la reciente publicacién de un grupo de investi-
gadores de la Clinica Mayo quienes, junto al gedlogo R.
Folk, describieron particulas semejantes a NB que pudie-
ron cultivarse a partir de tejido cardiovascular calcificado
obtenido de pacientes (Miller et al., 2004). Resultados
comparables han sido publicados recientemente por, al
menos, dos grupos diferentes, uno de ellos espafiol
(Bratos-Pérez et al., 2008; Jelic et al., 2007).

Ala vista de resultados como los aqui comentados y de
la notable resistencia de las CNP a los antibidticos (Ciftcio-
glu et al., 2002), cabria preguntarse si se ha propuesto
algun tratamiento especifico para las patologias causadas
(presuntamente) por dichas entidades y la respuesta a
esta cuestion es afirmativa. El tratamiento, comercializado
por Nanobac, consta fundamentalmente de un suplemen-
to oral que contiene, entre otros componentes, varias vita-
minas, algunos aminoacidos y proteasas, ademads de EDTA.
El tratamiento, patentado en 2007, se complementa con
una dosis de 500 mg/dia de tetraciclina y supositorios de
EDTA (http://www.vivagen.net/gallery/Patient-Brochure-
NanobacSciences.pdf). Entre los usos de dicha patente se
cita su utilidad en el tratamiento de mas de un centenar de
enfermedades caracterizadas por la formacién de calcifi-
caciones, de placas o ambas (menciondndose explicita-
mente la enfermedad de Alzheimer, la esclerosis multiple,
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o la diabetes tipo 1, asi como varios tipos de cancer), ade-
mas de las calcificaciones patoldgicas causadas por las
CNB.

PERO, FINALMENTE, {VIVEN O NO?

demas de la cuestidn de si, efectivamente, las CNP cau-
Asan enfermedades o, al menos, cooperan de alguna
manera a causarlas, esta la pregunta de si estas entidades
son capaces de multiplicarse, como afirman los defenso-
res de su existencia o, por el contrario, la capacidad de
multiplicacidon estd basada en algin tipo de artefacto
experimental. Cisary cols. (2000) fueron capaces de repro-
ducir la biomineralizacién en sucesivos pases de sus “culti-
vos”’ pero proporcionaron evidencias directas de que este
proceso, atribuido a las NB, podia ser iniciado por macro-
moléculas “no vivas” (como ciertos fosfolipidos) y trans-
feridas en “subcultivo” en medio fresco por las especiales
caracteristicas del apatito microcristalino que actuaria
como nucleador de dicha biomineralizacién. Por otra
parte, un estudio muy reciente ha puesto de manifiesto
que se pueden ‘“fabricar” particulas muy semejantes a las
NB (nanobacteria-like particles; NLP) preparando in vitro
precipitados de CaCOs; en presencia de suero humano
(Martel y Young, 2008). Hay que hacer notar que, utilizan-
do anticuerpos monoclonales comerciales anti-NB, se
pudo observar que reaccionaban contra la seroalbdmina.
La cuestidn de si las NB estan o no realmente vivas ha sido
también objeto de un reciente y amplio estudio por parte
de investigadores franceses que han observado la forma-
cién de complejos entre minerales y la proteina fetuina-A,
que poseen capacidad de autopropagacién y para los que
se ha sugerido la denominacién inglesa de ‘“nanons”
(Raoult et al., 2008), que me resisto a traducir. Estas enti-
dades han sido sometidas a una minuciosa caracterizacién:
contienen HA pero no poseen acidos nucleicos, se destru-
yen mediante tratamiento con tripsina, EDTAo a pH 5y no
parecen afectarse significativamente por los antibidticos.
Ademas, los nanons tienen propiedades antigénicas, como
ya se habia notificado para las CNB (Ciftcioglu et al., 2007)
y producen un efecto deletéreo sobre cultivos de células
eucaridticas. Es de particular interés el hecho de que los
nanons lleven proteinas asociadas, fetuina-A (Mr 45000,
aunque migrando con una masa molecular aparente de
unos 65 kDa, posiblemente por efectos de la glicosilacién)
y apolipoproteina-A1 (aprox. 30 kDa). Por otra parte, sue-
ros anti-nanons y anti-fetuina humana dieron una reaccién
positiva con extractos solubles obtenidos de calculos rena-
les humanos.

CONCLUSIONES ;PROVISIONALES?

espués de lo expuesto hasta aqui, parece fuera de toda
duda razonable que las NB -o cualquiera que sea la
denominacién utilizada- ni son microorganismos ni consti-
tuyen una nueva forma de vida, contrariamente a lo que
algunos investigadores habian sugerido (Rawal vy

Pretorius, 2005). Sin embargo, si parece confirmarse la
capacidad de autopropagacién de unas particulas minera-
les de HA o CaCOs con proteinas asociadas. A este respec-
to, resulta de interés consultar un articulo reciente donde
se estudia al microscopio éptico la autopropagacion de las
CNP (Mathew et al., 2008). Es notable y contradictorio, sin
embargo, que tanto la albimina como la fetuina-A, posean
una reconocida capacidad inhibitoria de la calcificacién
(Heiss et al., 2008). Esta propiedad es fundamental para
evitar una calcificacién ectdpica ya que los fluidos extrace-
lulares de los vertebrados estdn supersaturados con res-
pecto al calcio y al fosfato y, de una manera singular, el epi-
telio renal y la zona de remodelacién dsea. La fetuina-A
forma coloides estables proteico-minerales que reciben el
nombre de “particulas de calciproteina” (calciprotein par-
ticles; CPP). En contraste con estos datos, la propagacion
in vitro de los nanons sugiere que la fetuina-A promueve la
nucleacion de HA. Se ha sugerido que se puede producir
un cambio conformacional de la proteina, equivalente al
observado en los priones, que condicione la formacidon de
agregados insolubles de HA-proteina (Raoult et al., 2008).
Por consiguiente, parece necesario continuar estudiando
los mecanismos por los cuales la fetuina-A es capaz de pro-
mover la mineralizacién.

¢Y qué decir de la capacidad patogénica de los nanons y
otras entidades similares? Como era de esperar, no existe
unanimidad a este respecto. Mientras uno de los investi-
gadores que han descrito recientemente las NLP (Young)
cree que las NB pueden causar enfermedades, otros como
Cisar opinan que estas entidades son probablemente
benignas (Hopkin, 2008). En cualquier caso, se puede
sacar la conclusidn, siquiera provisional, de que existen
datos suficientes como para justificar futuros estudios
sobre el potencial patogénico de estos, sin duda, curiosos
aliens.

ADENDA EN PRUEBAS

ocos dias después de concluir la elaboracidn de este
Partn’culo (15 de septiembre 2008), los enlaces relaciona-
dos con la empresa Nanobac Oy (Finlandia) han sido des-
activados. Lamentamos las molestias que ello pueda supo-
ner a los lectores. Los mantenemos en el texto por si en
algin momento volvieran a ser funcionales.
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