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INTRODUCCION

Las micobacterias no tuberculosas (MNT) son un grupo de patégenos oportunistas cada
vez mds reconocidos como causa de infeccidn[1]. Son, también, organismos ambientales
que se encuentran en diferentes ecosistemas sin implicaciones en la salud publica[2]. Las
infecciones causadas por MNT son un fendmeno emergente, principalmente en la dltima
década[3]. Se ha observado una creciente importancia de las infecciones causadas por
estos organismos, tanto localizadas como diseminadas, incluyendo también brotes y
pseudo-brotes[4, 5]. Entre ellas, las micobacterias no pigmentadas de crecimiento rdpido
(MNPCR) son ubicuas en la naturaleza y estdn ampliamente distribuidas en el agua, el
suelo y los animales[2, 6]. Las tres especies més importantes de este grupo, en cuanto a
su relevancia clinica, son Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chelonae y
Mycobacterium fortuitum[7]. M. abscessus es uno de los agentes causantes mas
frecuentes de enfermedad pulmonar por MNT, a menudo aislada en pacientes con
enfermedades pulmonares cronicas subyacentes, como silicosis, fibrosis quistica y
bronquiectasias[8-10]. M. chelonae y M. fortuitum se aislan frecuentemente en
infecciones de piel y tejidos blandos[11, 12]. Sin embargo, todos estos organismos
pueden aislarse de otras muestras clinicas diferentes como causa de muchos tipos de
infeccidn.

Las MNPCR tienen fenotipos de colonias rugosos y lisos cuando se cultivan in vitro.
Varios estudios han encontrado una correlacién significativa entre la morfologia de
colonia y la virulencia, siendo las variantes de colonia rugosa mas virulentas que las de
colonia lisa[13, 14]. Se ha relacionado el fenotipo de colonia con la cantidad de
glucopeptidolipidos (GPL) de la pared celular, teniendo las variantes de colonia lisa
mayor cantidad de GPL y una mayor capacidad para formar biopeliculas; sin embargo,

una menor capacidad para internalizarse en células eucariotas[15, 16]. Por otro lado, las
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variantes de colonia rugosa expresan una cantidad minima de GPL, siendo més invasivas
que las cepas de colonia lisa pero incapaces de formar biopeliculas[14, 17].

Muchas MNPCR pueden formar biopeliculas y este hecho otorga a estos
microorganismos ventajas sobre la forma plancténica de crecimiento, como la resistencia
a las agresiones ambientales y el aumento de la resistencia a desinfectantes y
antibidticos[18, 19]. Se cree que la mayoria de las infecciones por MNPCR son causadas
por bacterias presentes en el ambiente (especialmente en los sistemas de suministro de
agua), donde se pueden encontrar formando biopeliculas polimicrobianas con otras
especies como Mycobacterium avium[20-22]. Otro habitante de estos sistemas de
suministro de agua es Methylobacterium sp.[23, 24]. En un estudio realizado en Estados
Unidos, que analiz6 las biopeliculas presentes en las duchas de diferentes ciudades, los
autores detectaron que la presencia de Methylobacterium spp. en las biopeliculas se

asociaba con la ausencia de Mycobacterium spp. y viceversa[25, 26].

OBJETIVOS

- Evaluar la capacidad invasiva y la virulencia de M. abscessus, M. chelonae y M.
fortuitum segin su fenotipo de colonia liso o rugoso, utilizando un modelo celular
con macr6fagos y un modelo experimental con larvas de Galleria mellonella.

- Determinar el efecto de Methylobacterium sp. en la estructura de biopeliculas de
MNPCR, utilizando dos métodos: microscopia confocal 14ser de barrido (MCLB)
y el método de Calgary, utilizando las placas MBEC™ Biofilm Inoculator.

- Determinar el efecto de Methylobacterium sp. combinado con claritromicina en
la estructura de biopeliculas de MNPCR, utilizando dos métodos: MCLB y el

método de Calgary, utilizando las placas MBEC™ Biofilm Inoculator.
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MATERIAL Y METODOS

Evaluacién de la capacidad invasiva vy virulencia de M. abscessus, M. chelonae v M.

fortuitum segun su fenotipo de colonia liso o rugoso.

Se desarrollaron dos modelos, in vitro € in vivo, para evaluar la diferente patogenicidad
de cepas de variante de colonia lisa y rugosa. Se utilizaron cepas clinicas y de coleccién
de M. abscessus, M. fortuitum y M. chelonae. En el modelo in vitro, se evalud la
patogenicidad de la cepa analizando la fagocitosis en macréfagos, y en el modelo in
vivo se evalud la supervivencia, la actividad, la formacién de pupa y la melanizacién

de larvas de G. mellonella infectadas.

Evaluacién del efecto de Methylobacterium sp. en la estructura de biopeliculas de

MNPCR.

Methylobacterium sp. fue afadido en tres formas diferentes (suspension de bacteria
viva, bacteria autoclavada y un extracto obtenido mediante sonicacién) a diferentes
tiempos (24, 48 y 72 horas), a biopeliculas preformadas de una cepa coleccién de M.
abscessus. En biopeliculas de cepas coleccién de M. chelonae y M. fortuitum se
utilizaron las formas de Methylobacterium sp. autoclavado y extracto. Se utiliz6 un
control de 96 horas para cada especie. Las biopeliculas fueron analizadas mediante
MCLB y mediante el método de Calgary utilizando las placas MBEC™ Biofilm

Inoculator.

Evaluacién del efecto de Methylobacterium sp. combinado con claritromicina en la

estructura de biopeliculas de MNPCR.

Methylobacterium sp. fue combinado con claritromicina (2 mg/L) y se sigui6 el mismo

protocolo descrito en el experimento anterior.
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RESULTADOS

Evaluacién de la capacidad invasiva vy virulencia de M. abscessus, M. chelonae v M.

fortuitum segun su fenotipo de colonia liso o rugoso.

En el modelo in vitro (macréfagos), la fagocitosis fue mayor en cepas de colonia
rugosa de M. abscessus 'y M. fortuitum en comparacion con cepas de colonia lisa. Sin
embargo, no se encontraron diferencias cuando se estudiaron cepas de M. chelonae.

La supervivencia de larvas de G. mellonella en el modelo experimental fue menor en
aquellos insectos infectados con cepas de colonia rugosa de M. abscessus y M.
fortuitum en comparacién con las larvas infectadas con cepas de colonia lisa. No se
encontraron diferencias en las larvas infectadas con diferentes fenotipos de colonia de

M. chelonae.

Evaluacién del efecto de Methylobacterium sp. en la estructura de biopeliculas de

MNPCR.

Se observé una reduccién significativa en el espesor y la superficie cubierta en todas
las biopeliculas micobacterianas expuestas a todas las formas de Methylobacterium sp.
En cuanto a la autofluorescencia, se detecté un aumento significativo en biopeliculas
de M. abscessus tras la exposiciéon a Methylobacterium sp., pero no en las demds
especies de micobacterias. El porcentaje de micobacterias muertas aumenté
significativamente en todas las biopeliculas cuando se trataron con Methylobacterium
sp. Los resultados obtenidos del recuento expresados en log UFC (Unidades
Formadoras de Colonias) por proyeccién (presentes en las placas MBEC™ Biofilm
Inoculator) mostraron una reduccidn significativa en el recuento en biopeliculas de M.
chelonae después del tratamiento con Methylobacterium sp. autoclavado y extracto,

pero en biopeliculas de M. fortuitum el recuento disminuy6 inicamente con la forma
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autoclavada. Las biopeliculas de M. abscessus se redujeron significativamente en
términos de recuento de colonias con la forma autoclavada a las 72 horas y con el

extracto a las 24, 48 y 72 horas.

Evaluacién del efecto de Methylobacterium sp. combinado con claritromicina en la

estructura de biopeliculas de MNPCR.

El espesor de la biopelicula de M. abscessus fue reducido de forma significativa con
la adicién de claritromicina a Methylobacterium sp.; sin embargo, no fue reducido con
esta combinacién en biopeliculas de M. chelonae y M. fortuitum (en todos los casos
comparando con la utilizacién de Methylobacterium sp. sin antibiético). Por otra parte,
la superficie cubierta no fue menor en biopeliculas de M. abscessus con la combinacién
de Methylobacterium sp. y claritromicina con respecto a Methylobacterium sp. sin
antibidtico, pero si disminuy¢ significativamente en biopeliculas de M. chelonae tras
24 y 48 horas de exposicion y en biopeliculas de M. fortuitum tras 24, 48 y 72 horas
de exposicién. El porcentaje de micobacterias muertas aumentd significativamente
cuando la claritromicina fue afiadida a Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto)
en biopeliculas de M. abscessus 'y M. chelonae. En las biopeliculas de M. fortuitum el
incremento fue solo significativo con Methylobacterium sp. autoclavado combinado
con claritromicina. El recuento basado en log UFC/proyeccién (placas MBEC™
Biofilm Inoculator) mostré que la inica combinacién efectiva en la disminucién del
recuento fue Methylobacterium sp. extracto combinado con claritromicina cuando se

utiliz6 en biopeliculas de M. chelonae, comparado con la utilizaciéon de

Methylobacterium sp. sin antibi6tico.
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DISCUSION

Evaluacién de la capacidad invasiva vy virulencia de M. abscessus, M. chelonae v M.

fortuitum segun su fenotipo de colonia liso o rugoso.

Se han desarrollado pocos estudios sobre los factores de virulencia asociados con
MNPCR y la mayoria de ellos se centran en M. abscessus[27]. En estos estudios, se
han analizado diferentes factores de patogenicidad como hemolisina[28], fosfolipasa
C[29] y GPL[30]. La fagocitosis y la capacidad de supervivencia intracelular también
han sido estudiadas como factores de patogenicidad[31, 32]. Byrd y Lyons
demostraron que el fenotipo de colonia rugoso de cepas de M. abscessus persiste y se
multiplica en monocitos humanos, mientras que las variantes de colonia lisa
experimentan una disminucién en esta habilidad a los 5 dias[14]. Roux y col.
comprobaron que las cepas de colonia lisa eran capaces de restringir la acidificacién
intrafagosomal e inducian menos apoptosis[33]. Por el contrario, Esteban y col.
evaluaron la capacidad invasiva de cepas de MNPCR mediante un ensayo en
fibroblastos y no encontraron diferencias en cepas con fenotipo de colonia
diferente[34]. En el estudio desarrollado en esta tesis, se demostrd que la fagocitosis
fue mayor con el fenotipo de colonia rugoso en M. abscessus y M. fortuitum, pero no
se encontraron diferencias significativas entre las cepas de colonia lisa y rugosa en M.
chelonae. En cuanto a los experimentos in vivo, los modelos en ratén han sido los més
utilizados para evaluar la patogenicidad[31], pero el uso de G. mellonella no requiere
aprobacion ética, las larvas sobreviven a 37°C y su corta vida (til las hace ideales para
estos estudios[35]. Estas larvas tienen una respuesta inmune celular innata, por lo que
son adecuadas para el estudio de la infeccion por micobacterias[36]. Los resultados in
vivo del estudio descrito en esta tesis se correlacionan con el modelo celular

previamente descrito. Las larvas infectadas con el fenotipo de colonia rugoso de M.
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abscessus 'y M. fortuitum tuvieron una tasa de supervivencia mas baja que las
infectadas con la variante de colonia lisa. No se observaron diferencias en la infeccion

por M. chelonae.

Evaluacién del efecto de Methylobacterium sp. en la estructura de biopeliculas de

MNPCR.

A pesar de que la presencia de Methylobacterium sp. ha sido relacionada con la
ausencia de Mycobacterium sp. en entornos ambientales[37], y se ha desarrollado un
estudio in vitro con M. avium[26], no se han realizado estudios in vitro para evaluar
este efecto en MNPCR. El estudio expuesto en esta tesis muestra que
Methylobacterium sp. puede inhibir la formacién de biopeliculas de M. abscessus, M.
chelonae y M. fortuitum en dos modelos in vitro. Ademds, se demuestra que la
presencia de la forma viva de Methylobacterium sp. no es necesaria para inhibir la
formacién de biopeliculas de M. abscessus; por lo que, con M. chelonae y M. fortuitum
se continud el estudio con la forma autoclavada y el extracto. En las biopeliculas de
M. chelonae se observa una mayor reduccién en el espesor y en la superficie cubierta
que en M. abscessus y M. fortuitum. Aunque el porcentaje de micobacterias muertas
no fue superior al 10%, la diferencia fue estadisticamente significativa con respecto al
control en las tres especies. Con respecto a la autofluorescencia, la capacidad de las
MNPCR para emitir autofluorescencia azul ha sido previamente descrita[38]. Las
coenzimas H429 y FO han sido sefialadas como posibles responsables [39]. La
presencia de fluorescencia extracelular podria ser una consecuencia de la liberacién de
estas moléculas a medida que las células mueren en el proceso de formacién de
biopelicula[38]. Esto podria explicar el aumento de fluorescencia extracelular cuando

las biopeliculas de M. abscessus fueron expuestas a las diferentes formas de
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Methylobacterium sp.; sin embargo, este efecto no se observé en biopeliculas de M.
chelonae ni M. fortuitum. Con respecto al experimento realizado utilizando el método
de Calgary modificado usando las placas MBEC™ Biofilm Inoculator se observé que
el mayor descenso en el recuento tuvo lugar en las biopeliculas de M. chelonae después
del tratamiento con ambas formas de Methylobacterium sp. Este hecho estd
perfectamente relacionado con el experimento anterior (MCLB) en el cual la maxima
reduccién de la superficie cubierta y el espesor fue observada en biopeliculas de M.
chelonae. El efecto de Methylobacterium sp. en las biopeliculas de micobacterias
podria ser una consecuencia de la interrupcién del guorum sensing micobacteriano por
un compuesto presente en Methylobacterium sp. ya que este tipo de interaccién ha sido

descrito para otras especies[26].

Evaluacién del efecto de Methylobacterium sp. combinado con claritromicina en la

estructura de biopeliculas de MNPCR.

La claritromicina tiene buena eficacia frente a MNPCR, excepto frente a M. fortuitum
en la mayoria de los casos[40]. La formacién de biopeliculas implica un aumento de
la resistencia frente a antibidticos y desinfectantes, siendo un factor de patogenicidad
clave[41, 42]. Es constante la bisqueda de nuevas sustancias “antibiopelicula”, como
péptidos antimicrobianos[43], sustancias provenientes de la naturaleza[44] o
compuestos quimicos[45]. El objetivo de este experimento fue comprobar si la
combinacién de Methylobacterium sp. con claritromicina tendria algin efecto
sinérgico y si la reducciéon de la biopelicula seria mayor que solo con
Methylobacterium sp. El pardmetro en el que hubo méis diferencia al afiadir
claritromicina respecto a Methylobacterium sp. sin antibiético fue el porcentaje de

micobacterias muertas. Este porcentaje aument6 significativamente en las biopeliculas
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de M. abscessus y M. chelonae, tanto al combinar el antibidtico con la forma
autoclavada como con el extracto de Methylobacterium sp. En las biopeliculas de M.
fortuitum el aumento de micobacterias muertas al afiadir claritromicina solo tuvo lugar
cuando la forma autoclavada de Methylobacterium sp. estaba presente. En el
experimento realizado utilizando el método de Calgary modificado usando las placas
MBEC™ Biofilm Inoculator el recuento de colonias no se vio demasiado afectado por
la adicién de claritromicina. La tnica combinacién eficaz sobre biopeliculas de M.
chelonae parece ser Methylobacterium sp. extracto con claritromicina. Por lo tanto, la
adicién de claritromicina no parece aportar demasiadas ventajas cuando se combina
con Methylobacterium sp. Hay que tener en cuenta que la concentracién de
Methylobacterium sp. se redujo a la mitad en comparacién con los experimentos

anteriores al combinarlo con el antibiético.

CONCLUSIONES

La morfologia de colonia de M. abscessus y M. fortuitum parece estar relacionada con la
patogenicidad, ya que la fagocitosis en macréfagos y la mortalidad en larvas de G.
mellonella fue mayor en cepas de colonia rugosa. Sin embargo, no hubo diferencias en
cepas de colonia lisa y rugosa en M. chelonae.

Methylobacterium sp. es capaz de reducir significativamente el espesor y la superficie
cubierta de biopeliculas de M. abscessus, M. chelonae y M. fortuitum, tanto la forma viva
como una suspension de Methylobacterium sp. autoclavado y un extracto obtenido por
sonicacién. El recuento de colonias de la biopelicula tras exposicion a Methylobacterium
sp. mostré que la biopelicula més reducida fue la de M. chelonae.

La combinacién de Methylobacterium sp. con claritromicina no parece mostrar

demasiada sinergia en la inhibicién de biopeliculas de MNPCR.
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INTRODUCTION

Non-tuberculous mycobacteria (NTM) are a group of opportunistic pathogens that are
increasingly recognized as cause of infection[1]. They are also environmental organisms
that can be found in many different ecosystems without public health implications[2].
MNT infections are an emerging phenomenon, mainly in the last decade[3]. It has been
observed an increasing importance of infections caused by these organisms, both
localized and disseminated, including also outbreaks and pseudo-outbreaks[4, 5]. Among
these, non-pigmented rapidly growing mycobacteria (NPRGM) are ubiquitous in nature
and widely distributed in water, soil and animals[2, 6]. The three most important species
of this group, regarding their clinical relevance, are Mycobacterium abscessus,
Mycobacterium chelonae and Mycobacterium fortuitum[7]. M. abscessus is one of the
most frequently causative agents of nontuberculous mycobacterial pulmonary disease,
often isolated in patients with underlying chronic lung diseases, like old tuberculosis
scares, silicosis, cystic fibrosis and bronchiectasis[8-10]. M. chelonae and M. fortuitum
are frequently isolated in skin and soft tissue infections[11, 12]. Nevertheless, all these
organisms can be isolated from other different clinical samples as cause of many types of
infection.

NPRGM have rough and smooth colony phenotypes when cultured in vitro. Several
studies have found a significative correlation between colony morphology and virulence,
with rough variants being usually more virulent than those with a smooth colony
morphology[13, 14]. Different authors have reported that colony phenotype is related to
the amount of cell-wall glycopeptidolipids (GPL), with the smooth variants having a
higher level of GPL and with a better ability to form biofilms, however they have a lower

ability to cause eukaryotic cells invasion[15, 16]. On the other hand, rough colony
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variants express a minimal amount of GPL, being more invasive than smooth variants but
unable to form biofilms[14, 17].

NPRGM can form biofilms and it gives to these organisms many advantages over the
planktonic form of growth, like resistance to environmental aggressions and increase
resistance against disinfectants and antibiotics[18, 19]. Most of the NPRGM infections
are believed to be caused by bacteria present in the environment (especially water supply
systems), where they can be found forming polymicrobial biofilms with other species
such as Mycobacterium avium[20-22]. Another inhabitant of these water supply systems
is Methylobacterium sp.[23, 24]. Interestingly, in a study carried out in the United States,
which analyzed the biofilms present in the showerheads in different cities, the authors
report that the presence of Methylobacterium spp. in biofilms was associated with the

absence of Mycobacterium spp. and the opposite[25, 26].

OBJECTIVES

- Evaluate the invasive ability and virulence of M. abscessus, M. chelonae, and M.
fortuitum smooth colony variant and rough colony variant phenotypes, using a
macrophagic cell line and a Galleria mellonella larvae experimental model.

- Determine the effect of Methylobacterium sp. in the structure of NPRGM biofilms,
using two methods: Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM) and the Calgary
biofilm device, using the plates MBEC™ Biofilm Inoculator.

- Determine the effect of Methylobacterium sp. combined with clarithromycin in the
structure of NPRGM biofilms, using two methods: Confocal Laser Scanning
Microscopy (CLSM) and the Calgary biofilm device, using the plates MBEC™

Biofilm Inoculator.
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MATERIAL AND METHODS

Evaluation of the invasive ability and virulence of M. abscessus, M. chelonae, and M.

fortuitum smooth colony variant and rough colony variant phenotypes.

Two models were developed, in vitro and experimental, in order to assess the different
pathogenicity of smooth colony variant and rough colony variant phenotypes. We used
collection and clinical strains of M. abscessus, M. fortuitum and M. chelonae. In the
vitro model, we evaluated strain pathogenicity by analyzing phagocytosis in
macrophages, and in the experimental model we evaluated larvae survival, activity,

cocoon formation, and melanization of infected G. mellonella larvae.

Evaluation of the effect of Methylobacterium sp. in the structure of NPRGM biofilms.

Methylobacterium sp. was added in three forms (as a suspension of living bacteria,
autoclaved suspension and an extract obtained after sonication) at different times (24,
48 and 72 hours), to preformed biofilms of M. abscessus. In M. chelonae and M.
fortuitum biofilms, Methylobacterium sp. was added as autoclaved suspension and
extract. It was used a 96 hours control of each species. The biofilms were analysed by

CLSM and by the Calgary biofilm device using the plates MBEC™ Biofilm Inoculator.

Evaluation of the effect of Methylobacterium sp. combined with clarithromycin in the

structure of NPRGM biofilms.

Methylobacterium sp. was combined with clarithromycin (2 mg/L) and the same

protocol previous described was developed.
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Evaluation of the invasive ability and virulence of M. abscessus, M. chelonae, and M.

fortuitum smooth colony variant and rough colony variant phenotypes.

On the in vitro model (macrophages), phagocytosis was higher for M. abscessus and
M. fortuitum rough colony variants strains when compared to smooth colony variants.
However, we did not find differences when M. chelonae strains were studied.

Survival of G. mellonella larvae in the experimental model was lower for M. abscessus
and M. fortuitum rough colony variants when compared with larvae infected with
smooth colony variants. We did not find differences in larvae infected with M.

chelonae smooth and rough colony variants

Evaluation of the effect of Methylobacterium sp. in the structure of NPRGM biofilms.

A statistically significant reduction in the thickness and covered surface was observed
in all mycobacterial biofilms with all forms of Methylobacterium sp.

A statistically significant increase in the autofluorescence was observed in M.
abscessus biofilms but no in other biofilms. The percentage of dead mycobacteria was
statistically significant increased in all cases. The log CFU (Colony Forming
Units)/peg recount was statistically significant reduced in M. chelonae biofilms after
treatment with autoclaved suspension and extract suspension, but in M. fortuitum
biofilms the recount decreased only with autoclaved form. M. abscessus biofilms were
always significantly reduced with autoclaved suspension at 72 hours and with extract

form at 24, 48 and 72 hours.
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Evaluation of the effect of Methylobacterium sp. combined with clarithromycin in the

structure of NPRGM biofilms.

Thickness was reduced significantly with the addition of clarithromycin to
Methylobacterium sp. in M. abscessus biofilms; however, thickness was not reduced
with this combination in M. chelonae and M. fortuitum biofilms with respect to
Methylobacterium sp. without clarithromycin. On the other hand, covered surface was
not reduced with the combination of Methylobacterium sp. and clarithromycin in M.
abscessus biofilms, but the decrease was statistically significant in M. chelonae
biofilms at 24 and 48 hours and in M. fortuitum biofilms at 24, 48 and 72 hours. The
percentage of dead mycobacteria increases significantly when M. abscessus and M.
chelonae biofilms were treated with the combination of Methylobacterium sp.
(autoclaved and extract) with clarithromycin with respect to Methylobacterium sp.
without clarithromycin. In M. fortuitum biofilms the increase was only significant with
autoclaved Methylobacterium sp. combined with clarithromycin.

The log CFU/peg recount showed that the only effective combination was
Methylobacterium sp. extract combined with clarithromycin in M. chelonae biofilms,
since the count decreased significantly with respect to Methylobacterium sp. without

antibiotic to all times.

DISCUSSION

Evaluation of the invasive ability and virulence of M. abscessus, M. chelonae, and M.

fortuitum smooth colony variant and rough colony variant phenotypes.

There are few studies concerning virulence factors associated with NPRGM and most
of them focus on M. abscessus[27]. In these studies, different pathogenic factors have

been implicated such as hemolysin[28], phospholipase C[29] and
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glycopeptidolipid[30]. Phagocytosis and intracellular survival of mycobacteria have
been studied as pathogenicity factors too[31, 32]. Byrd and Lyons reported that the
rough phenotype of M. abscessus persists and multiplies in human monocytes, while
the smooth variant underwent a decrease in this ability after 5 days[14]. Roux et al.
described that the smooth variants are able to restrict intraphagosomal acidification
and induces less apoptosis[33]. By contrast, Esteban et al. evaluated the NPRGM
strains invasive capacity by means of a fibroblast microcolony assay, failing to find
differences between different phenotypes[34]. In our study, we have demonstrated that
phagocytosis is higher for the rough phenotype of M. abscessus and M. fortuitum, but
no differences were found between rough and smooth variants of M. chelonae.
Regarding experimental models, the mouse model was the most widely used in order
to evaluate pathogenicity[31], but the use of G. mellonella does not require ethical
approval, the larvae of this organism can survive at 37°C and their short life span
makes them ideal for research[35]. It has an innate cellular immune response, which
makes it ideal for the study of mycobacterial infections[36]. The results of our irn vivo
study correlate well with the results of the cell model. Larvae infected with the rough
morphotype of M. abscessus and M. fortuitum had a lower survival rate than those
infected with the smooth colony variant, but no differences were observed in M.

chelonae infection.

Evaluation of the effect of Methylobacterium sp. in the structure of NPRGM biofilms.

Even though the presence of Methylobacterium sp. has been previously related to the
absence of Mycobacterium sp. in environmental settings[37], and a study was
developed with Mycobacterium avium[26], no in vitro studies have been carried out

trying to evaluate this effect in NPRGM. Our study found out that Methylobacterium



Abstract

sp. can inhibit M. abscessus, M. chelonae and M. fortuitum biofilms formation in two
in vitro models. In addition, we have demonstrated that the presence of a living form
of Methylobacterium sp. is not necessary to inhibit the biofilm formation of M.
abscessus; so, with M. chelonae and M. fortuitum biofilms, we continue the study
only with the autoclaved and extract forms. In M. chelonae biofilms we can observe
a higher reduction in thickness and covered surface parameters than M. abscessus
and M. fortuitum. Although the percentage of dead mycobacteria was not higher than
10%, the difference was statistically significant with respect to the control in the
three species. Regarding to the autofluorescence, the ability of NPRGM to emit blue
autofluorescence has already been described[38]. H429 and FO coenzymes, involved
in the electron transport in mycobacteria, have been pointed out as possibly
responsibles for this autofluorescence[39]. The presence of extracellular fluorescence
could be a consequence of the release of these molecules as the cells die in the
biofilm formation process[38]. It could also explain the increase in this extracellular
fluorescence when M. abscessus biofilms were exposed to all the Methylobacterium
sp. forms studied; however, this effect is not observed in M. chelonae and M.
fortuitum biofilms. With respect to Calgary system using the MBEC™ Biofilm
Inoculator plates, we can observe that the highest decrease in log CFU/peg was in M.
chelonae biofilms after treatment with both forms of Methylobacterium sp. This fact
is perfectly related with CLSM in which the maximum reduction of covered surface
and thickness was seen in biofilms of M. chelonae. The effect of Methylobacterium
sp. in mycobacterial biofilms could be a consequence of the disruption of
mycobacterial quorum sensing by a compound present in Methylobacterium sp. since

this type of interaction has been described for other species[26].
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Evaluation of the effect of Methylobacterium sp. combined with clarithromycin in the

structure of NPRGM biofilms.

Clarithromycin has good efficacy against NPRGM, except against M. fortuitum in
most cases[40]. Biofilms have been recognized as an important pathogenic factor in
human infections and the ability to live in biofilms confers many advantages over the
planktonic form of growth, including resistance to antibiotics[41, 42]. A lot of studies
have been developed in order to discover “antibiofilm” agents, such as antimicrobial
peptides[43], natural substances[44] or chemical compounds[45]. The aim of this
experiment was to corroborate if the combination of Methylobacterium sp. and
clarithromycin could have synergic effect on the mycobacteria biofilms compared with
the effect with Methylobacterium sp without antibiotic. The parameter in which there
was more difference when adding clarithromycin to Methylobacterium sp. it was only
the percentage of dead mycobacteria. This percentage increased significantly in the
biofilms of M. abscessus and M. chelonae, both by combining the antibiotic with the
autoclaved form and with the extract of Methylobacterium sp. In M. fortuitum biofilms
the increase of dead mycobacteria only occurred when clarithromycin was added with
autoclaved form of Methylobacterium sp. With respect to Calgary system using the
MBEC™ Biofilm Inoculator plates, the log CFU/peg count was not too affected by the
addition of clarithromycin. The only effective combination was Methylobacterium sp.
extract with clarithromycin on M. chelonae biofilms, since it significantly decreased
the count with respect to Methylobacterium sp. without antibiotic at all times.
Therefore, the addition of clarithromycin does not seem to provide many advantages
when combined with Methylobacterium sp. In this experiment, the Methylobacterium

sp. concentration was reduced due to the combination with clarithromycin.



Abstract

CONCLUSIONS

Colony phenotype is related to virulence of the strains. On the in vitro model,
phagocytosis was higher for M. abscessus and M. fortuitum rough colony variants strains
when compared to smooth colony variants, and survival of G. mellonella larvae was lower
for M. abscessus and M. fortuitum rough colony variants when compared with larvae
infected with smooth colony variants. We did not find differences in larvae infected with
M. chelonae smooth and rough colony variants.

Methylobacterium sp. can inhibit M. abscessus, M. chelonae and M. fortuitum biofilms
formation in a living, autoclaved and extract forms. The maximum reduction in
mycobacterial count after exposition to Methylobacterium sp. was seen in biofilms of M.
chelonae.

The addition of clarithromycin does not seem to provide many advantages when

combined with Methylobacterium sp. in biofilms reduction.
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1.1. Género Mycobacterium

El género Mycobacterium incluye actualmente més de 198 especies[46-48]. La
mayoria son microorganismos ambientales que no estdn implicados en
infecciones humanas; sin embargo, algunos se encuentran entre los patégenos
humanos mds antiguos descritos. La bacteria causante de la tuberculosis fue
descrita por primera vez por Robert Koch en 1882[49] y la enfermedad
tuberculosa atin se encuentra entre las causas mdas importantes de mortalidad a
nivel mundial [50]. Por otra parte, Mycobacterium leprae tiene gran importancia

epidemiolégica y social en muchos paises del mundo[51].

A excepcion de estos dos patégenos primarios (M. tuberculosis y M. leprae), el
resto de las micobacterias que pueden causar patologia humana son también
organismos ambientales que se pueden encontrar en muchos ecosistemas sin
implicaciones para la salud. Estos microorganismos, conocidos como
micobacterias no tuberculosas (MNT), pueden causar infecciones humanas en
circunstancias especiales, como presencia de biomateriales, infecciones crénicas
en pacientes con enfermedades subyacentes o incluso brotes asociados con fuentes

ambientales[52-54].

Las infecciones por estas micobacterias son un fendmeno emergente en las
dltimas décadas[55]. Las MNT son ubicuas en la naturaleza, pudiéndose encontrar
en agua, suelo y vegetacion[2]. Ademas, cabe destacar su capacidad para formar
biopeliculas, lo que confiere a estos microorganismos muchas ventajas sobre la
forma plancténica de las mismas, como son la resistencia a agresiones

medioambientales, a desinfectantes y a antibiticos[18, 56]. Otro factor influyente
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es el desarrollo de nuevas técnicas metodoldgicas en los laboratorios de
micobacteriologia, que han propiciado un mejor diagnéstico, lo que se lleva a cabo

por un aislamiento e identificacién més répidos y precisos[54].

Las MNT pueden producir distintos sindromes clinicos, no solo en pacientes
inmunocomprometidos, sino también en inmunocompetentes, entre los que
destacan infecciones respiratorias crénicas, infecciones de piel y partes blandas,
infecciones osteoarticulares e infecciones diseminadas[52]. Los pacientes con
algun factor de riesgo o enfermedades de base son mds propensos a contraer estas

infecciones[3].

Pared celular de las micobacterias.

La estructura bésica de la pared celular de las micobacterias es la caracteristica de
las bacterias grampositivas: membrana citoplasmatica interna cubierta con gruesa
capa de peptidoglucano y ausencia de membrana externa. En la membrana
plasmitica se anclan proteinas, mandsido de fosfatidilinositol y
lipoarabinomanano, que presenta una relacién funcional con los lipopolisacaridos
antigénicos de otras bacterias. La estructura del peptidoglucano es ligeramente
diferente a las bacterias grampositivas, ya que en vez de ser un polimero de N-
acetil- glucosamina y N- acetil- murdmico, cambia este dltimo por N- glucosil-
murdmico. Al peptidoglucano se unen mediante enlace covalente
arabinogalactanos (polisacaridos formados por D- arabinosa y D- galactosa). El
residuo terminal de D- arabinosa esterifica para dar lugar a los 4cidos mic6licos
hidrofébicos (con ramificaciones y alto peso molecular). Otro componente

caracteristico de la pared celular micobacteriana es el cord factor (4cido mic6lico
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6,6'-dimicoltrehalosa). El componente lipidico de la pared celular de las
micobacterias supone un 60%. A lo largo de la pared también se intercalan
proteinas transportadoras y porinas, que suponen antigenos importantes a nivel

biolégico estimulando la respuesta inmune[57, 58].

Esta peculiar pared celular es la responsable de muchas de las propiedades
caracteristicas de las micobacterias (adcido-alcohol resistencia, crecimiento lento,
resistencia a detergentes, resistencia a los antibiéticos antibacterianos frecuentes,

antigenicidad y formacién de agregados)[58].

? ; ‘? 9.
I o el

Figura 1. Esquema de la estructura de la pared celular micobacteriana. Consta de (A) membrana
plasmitica, (B) peptidoglucano, (C) arabinogalactano, (D) lipoarabinomanano con cabeza de
manosa, (E) proteinas asociadas a la membrana plasmdtica y a la pared celular, (F) dcidos
mic6licos y (G) moléculas de glucolipidos de superficie asociados a los dcidos micdlicos. (Imagen
tomada de Murray y col., Microbiologia Médica, 5* Ed.)
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Las micobacterias se incluyen en la familia Mycobacteriaceae y en el orden
Actinomycetales. El género Mycobacterium esta formado por bacilos aerobios, no
esporulados, inmdviles, intracelulares y resistentes a las condiciones ambientales.
Como se detall6 en el apartado anterior, su pared celular posee un alto contenido
lipidico (cerca del 60%) responsable de la propiedad de la &cido-alcohol

resistencia[57].

Las especies dentro del género Mycobacterium pueden clasificarse de miltiples
formas. La clasificacién clasica de Runyon se basa en la velocidad de crecimiento,
la morfologia y la capacidad de pigmentacién de las colonias en medios sélidos y
sigue teniendo una cierta utilidad en los laboratorios de micobacteriologia clinica.
La diferencia fundamental parte de la velocidad de crecimiento; asi se pueden
distinguir micobacterias de crecimiento lento (si requieren mdas de 7 dias para
producir colonias visibles en medio s6lido) y micobacterias de crecimiento rdpido
(si producen colonias visibles en medio s6lido en menos de 7 dias). Ademais, las
micobacterias pueden diferenciarse si no tienen capacidad de producir pigmento
(no cromdgenas), producirlo en presencia de luz (fotocromédgenas) o en ausencia
de luz (escotocromégenas). De esta forma, segtn la clasificacién de Runyon[59]
(1959) se pueden distinguir cuatro grupos de micobacterias: Grupo I
(fotocromégenas), Grupo II (escotocromégenas), Grupo III (no cromégenas),
(siendo estos tres grupos de crecimiento lento), y Grupo IV (no cromdgenas,

crecimiento rapido).



Micobacterias de crecimiento lento

Grupo III. No
cromdgenas
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Micobacterias

de crecimiento
rapido

Grupo IV. No
cromdgenas

Grupo L. Grupo II.
Fotocromégenas | Escotocromdgenas
M. asiaticum M. flavescens
M. kansasii M. gordonae
M. marinum M. scrofulaceum
M. simiae M. szulgai

M. xenopi

M. africanum
M. avium

M. bovis

M. tuberculosis
M. gastri

M. genavense
M. haemophilum
M. intracellulare
M. malmoense
M. ulcerans

M. triviale

M. terrae

M. shimoidei

M. nonchromogenicum

Tabla 1.Clasificacién de micobacterias de Runyon.

M. abscessus

M. chelonae

M. fortuitum

M. mucogenicum
M. peregrinum

M. porcinum

Existen otras clasificaciones realizadas con fines practicos, como la que divide en

funcién de entidades nosoldgicas en tres grupos las micobacterias: Grupo A, el

complejo M. tuberculosis (formado principalmente por las especies M.

tuberculosis, M. bovis, M. africanum y M. microti); Grupo B, M. leprae; y Grupo
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C, micobacteriosis producidas por micobacterias distintas a las anteriores. Este
dltimo grupo ha recibido varios nombres, “atipicas”, ‘“‘ambientales”,
“oportunistas” y el mds extendido actualmente: micobacterias no tuberculosas

[40, 52, 54].

Micobacterias no pigmentadas de crecimiento rapido

(MNPCR)

Son aquellas micobacterias pertenecientes al Grupo IV segin la clasificacion de
Runyon, que no son cromégenas y producen colonias en medio s6lido en menos

de 7 dias.

Epidemiologia

Las MNPCR son ubicuas en la naturaleza, y ampliamente distribuidas en suelo,
agua, animales y vegetacion[2, 60]. Pueden sobrevivir con poca concentracién de
nutrientes, en un amplio margen de temperatura y a pH bajo. Ademds, son capaces
de formar biopeliculas, lo que les confiere resistencia a factores ambientales,
desinfectantes y antibiéticos[18, 56]. Por todo esto, se considera el medio

ambiente como una fuente potencial de infeccién[60].

Especialmente relevante es la presencia de MNPCR en el agua, asi como en los
sistemas de distribucién de esta, como conductos y cafierias. En este ambito, las
micobacterias pueden convivir con amebas y otros protozoos, creando una
relacién beneficiosa para las micobacterias, ya que dentro de la ameba pueden
evitar condiciones hostiles[61]. En conductos de distribucién de agua existe

diversidad de microorganismos, entre los que se encuentran bacterias del Phylum
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Proteobacteria  como  Burkholderia, = Methylobacterium,  Legionella,
Pseudomonas y Stenotrophomonas; y también MNT, formando una comunidad
microbiana compleja[62, 63]. Entre estas bacterias, se han detectado
interacciones, destacando el estudio realizado por Joseph O. Falkinham y
colaboradores[37], en el que se muestra que cuando M. avium esté presente, no lo

estd Methylobacterium, y viceversa.

La capacidad de las micobacterias de formar biopeliculas confiere a estos
microorganismos md4s resistencia a agresiones medioambientales que la forma
plancténica de las mismas, por lo que el crecimiento en biopeliculas parece estar
relacionado con las fuentes ambientales[56, 64, 65]. Ademas, varios estudios han
demostrado el papel de estos reservorios ambientales en brotes causados por estos
microorganismos, incluidas infecciones secundarias a intervenciones estéticas,

procedimientos médicos y realizacion de tatuajes[60, 66-70].

En cuanto a los mecanismos de transmision, la principal via de adquisicién de
estas micobacterias es respiratoria a través de aerosoles[71]; aunque también
existe la transmision mediante agua o alimentos contaminados por via

digestiva[72] y la inoculacién directa en la piel por traumatismo o cirugia[73].

Debido a la presencia generalizada de las MNPCR en el medio ambiente y los
sistemas de distribucién de agua, toda la poblacién estd expuesta a ellas. Sin
embargo, hay determinados tipos de poblacién con factores de riesgo para la
adquisicién de infecciones. Los factores de riesgo en infecciones pulmonares son

enfermedades respiratorias de base, como fibrosis quistica, bronquiectasias o
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enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)[8-10]. Los factores de riesgo
para infecciones localizadas en la piel son traumatismos o cirugia[74]. Ademds,
los pacientes con mayor riesgo de desarrollar una infeccién diseminada son los
trasplantados, en tratamiento con corticoesteroides y con otras enfermedades que
conllevan un debilitamiento del sistema inmune, como VIH, leucemia o

linfoma[75].

Patogenia

Las MNPCR pueden causar varios tipos de infecciones, como infecciones
pulmonares, infecciones de piel y partes blandas, infecciones asociadas a
dispositivos biomédicos (catéteres, protesis), infecciones asociadas a cirugias e

infecciones diseminadas[73].

Segin la relevancia clinica, las tres especies mas patégenas son M. abscessus, M.
chelonae y M. fortuitum, suponiendo un 90% del total de infecciones causadas por
MNPCR[7, 73]. M. abscessus es la tercera micobacteria aislada con mayor
frecuencia en enfermedad pulmonar en Estados Unidos, y su aislamiento es cuatro

veces mas frecuente que el resto de las micobacterias de su grupo[76, 77].

Las MNPCR, en especial M. abscessus, son causantes de infeccién pulmonar[77],
la cual se asocia en la mayoria de los casos a enfermedades estructurales crénicas
que conllevan un aclaramiento deficiente de los microorganismos, como EPOC o
fibrosis quistica[10, 78]. Clinicamente, la infeccion puede causar desde una
enfermedad asintomética hasta bronquiectasias graves y cavitaciones con

morbilidad y mortalidad significativas. En estos pacientes, es frecuente la
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asociacién de M.abscessus con otras bacterias como Staphylococcus aureus o
Pseudomonas aeruginosa[73]. También existen infecciones pulmonares
polimicobacterianas, como las causadas simultineamente por M. avium y M.
abscessus; de hecho, es mas probable que los pacientes con cultivos de M.
abscessus cumplan con los criterios de la American Thoracic Society (ATS) and
Infectious Diseases Society of America (IDSA) para el diagnéstico de otras
micobacterias no tuberculosas, como el complejo M. avium[54]. En cuanto a las
tasas de prevalencia en muestras respiratorias, Olivier y col. encontraron un 13%
de MNT en esputos de pacientes con fibrosis quistica, siendo un 75% del complejo
M. avium y un 13% MNPCR][79]. Sin embargo, la presencia en el esputo no
asegura el diagndstico certero de infeccidn, ya que estos microorganismos pueden
ser meros colonizadores del tracto respiratorio. Siguiendo las guias ATS/IDSA,
los criterios clinicos, radiolégicos y microbiolégicos son igualmente importantes
y todos deben cumplirse para hacer un diagndstico de enfermedad pulmonar por

micobacterias no tuberculosas[54].

Las infecciones de piel y partes blandas por estas micobacterias normalmente son
producidas por traumatismo o procedimientos médicos o quirtirgicos en los que
exista material contaminado. Con el desarrollo de la medicina estética, en los
dltimos afios ha habido un aumento de infecciones asociadas a estos
procedimientos, como en procedimientos faciales, abdominoplastia, liposuccion,
mamoplastia y realizacién de piercings[80-82]. Ademads, se han documentado

casos de forunculosis después de un bafio de hidromasaje[83].
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Las infecciones asociadas a dispositivos, como catéteres, se han descrito con més
frecuencia en los dtltimos afios[7, 84]. Los riesgos de adquisicién son
inmunosupresién, tiempo de permanencia del catéter y terapia antimicrobiana
previa[85, 86]. También se han descrito casos de infecciones asociadas a otros
implantes, como marcapasos[87]o prétesis articulares[88]. En todos estos casos

la retirada del dispositivo es fundamental para una completa curacidn.

En cuanto a las infecciones diseminadas, ocurren en personas con
inmunosupresiéon  celular  (quimioterapia, trasplante, sindrome de
inmunodeficiencia adquirida), y también en casos de bacteriemia asociada a

catéter, normalmente por un uso prolongado del mismo[54, 89].

Segin los criterios ATS/IDSA[54], hay que tener en cuenta respecto a la

patogenia de MNT:

a) En pacientes infectados por VIH, las infecciones diseminadas ocurren cuando
el nimero de linfocitos T CD4+ est4 por debajo de 50/ul[90].

b) En pacientes no infectados por VIH, la infecciéon diseminada se ha asociado
con mutaciones especificas en las vias de sintesis y respuesta al interferén
(IFN) y la interleucina 12 (IL-12)[91, 92].

c) Existe una asociacién entre bronquiectasias, infeccién nodular por MNT y
particularidades del cuerpo humano, como pectus excavatum, escoliosis o

prolapso de vélvula mitral[93].

En cuanto a la respuesta inmune, las micobacterias son inicialmente fagocitadas

por macréfagos, los cuales producen IL-12 y esto regula el IFN-y, que activa
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neutréfilos y macréfagos para matar patégenos intracelulares, incluyendo las
micobacterias. Existe una retroalimentacién positiva entre el IFN y el IL-12, que
es fundamental para el control de las micobacterias, asi como algunas otras

infecciones intracelulares[94].

Morfologia de colonia y patogenicidad

El crecimiento de MNT en medios sélidos permite diferenciar diferentes
morfologias de colonia, pudiendo distinguir entre cepas con morfologia de colonia
rugosa y cepas con morfologia de colonia lisa[13, 14, 95, 96]. Varios estudios
muestran una correlacién entre la morfologia de la colonia y la virulencia de la
cepa, siendo generalmente las cepas de colonia rugosa mas virulentas que las
variantes de colonia lisa en modelos experimentales de infeccidn. Varios estudios
han demostrado que el fenotipo de colonia estd influenciado por el
glucopeptidolipido (GPL) de la pared celular[15, 16], teniendo las variantes de
colonia lisa més cantidad de GPL y siendo capaces de formar biopeliculas, pero
menos invasivas en células. Por el contrario, las cepas de colonia rugosa expresan
menos cantidad de GPL y son més invasivas a nivel celular pero su capacidad de

formar biopeliculas es mucho menor[14, 17].

Figura 2. Colonias de M. abscessus con morfologia lisa (A) y con

morfologia rugosa (B) en agar triptosa €N soja + 5% sangre de
carnero (TSS) (BioMérieux, Marcy 1’Etoile, Francia).
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1.3.4. Diagnéstico

1.3.4.1. Diagnéstico microbiolégico
La identificacién microbiolédgica final consiste en determinar género y especie
de la micobacteria a estudio. El diagndstico microbiolégico de las infecciones
por MNPCR comprende métodos cldsicos, como la observacién
microscépica, el cultivo y pruebas bioquimicas, asi como técnicas moleculares

mas actuales[40].

La microscopia es un procedimiento simple, barato y rdpido que permite
obtener una orientacion diagndstica preliminar. Presenta una sensibilidad que
oscila entre el 22% y el 80%, variando ésta segin el tipo de muestra, la
cantidad y la concentracion de micobacteria en la muestra. Debido a las
caracteristicas de la pared celular micobacteriana, las tinciones empleadas son
especificas, como la tincién 4cido alcohol resistente (Ziehl-Neelsen o
Kinyoun) o tinciones con fluorocromos, como auramina-rodamina. Esta
dltima permite emplear menos tiempo en la observacién, pero no estd

claramente probado que aumente la sensibilidad[40, 97].

A. wE /)

k ;‘0

ES

e

-

'\

Figura 3. Tinciones especificas para micobacterias: Ziehl-Neelsen (A) y auramina-rodamina (B).
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El cultivo es mds sensible que el examen microscépico y el aislamiento
permite la identificaciéon de la especie y la realizacién de estudios de
sensibilidad. Suelen emplearse medios con antibiticos u otras sustancias
(verde malaquita, cristal violeta) para impedir el crecimiento bacteriano o
fingico. Para el aislamiento a partir de una muestra clinica es conveniente usar
medio liquido y sélido. Los més utilizados son Middlebrook, Lowenstein-
Jensen y Coletsos. A partir del crecimiento en el cultivo, mediante técnicas
fenotipicas y pruebas bioquimicas puede llevarse a cabo la identificacién[98],
pero actualmente este método estd en desuso, ya que hay otros métodos que
permiten identificar con mds precisién los aislamientos. La identificacién
molecular y los métodos cromatograficos permiten identificar correctamente

las diferentes especies[40, 99].

Los métodos de identificacién més actuales estdn basados en el diagndstico
molecular, como la deteccion de las dianas 16S ARNr (PCR), hsp65, rpoB y
las técnicas de hibridacion. Para las especies mas frecuentes, existen sistemas
comerciales (Figura 4), y para la identificacién de especies menos frecuentes
se utiliza PCR- RFLP Analysis (PRA) y secuenciacién de diversos genes[72,

99-102].
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Figura 4.Sistema GenoType basado en la hibridacién mediante sonda de cada
especie micobacteriana.

1.3.4.2. Diagnéstico histopatologico
Si el caso requiere muestra de biopsia (piel, ganglios, pulmoén...) el examen
histopatoldgico revelard, en el caso de infeccién por micobacterias atipicas,
granulomas supurativos (el rasgo histopatolégico més frecuente), inflamacién
crénica inespecifica, infiltrado difuso de histiocitos, células espumosas y

foliculitis necrotizante[103, 104].
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Figura 5. Detalle histopatolégico de foliculitis por micobacterias.

Diagnoéstico por imagen

El diagnéstico por imagen es fundamental en las infecciones pulmonares por
micobacterias. Radiolégicamente, la infeccién por micobacterias atipicas
clasica puede ser indistinguible de la infeccién por M. tuberculosis[105],
aunque por lo general la dltima es m4s sintomética clinicamente. La infeccién
pulmonar por MNPCR se aprecia radiolégicamente por cavitacion,
consolidacién, presencia de bronquiectasias, ndédulos pulmonares y en
ocasiones empiema y fistulas broncopleurales[3]. Estas manifestaciones
radiolégicas pueden variar en funcién de cada paciente, dependiendo si es

inmunocompetente o no, o si ya existe enfermedad pulmonar de base[106].

Criterios ATS/IDSA

El diagnéstico de la enfermedad pulmonar por MNT es, en ocasiones,
complicado. Los sintomas son, muchas veces, inespecificos (tos, fatiga,
malestar general); y los sintomas constitucionales (pérdida de peso, fiebre,

sudores nocturnos) suelen indicar enfermedad avanzada[54, 107].
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Un cultivo positivo no siempre indica infeccién, puede tratarse de una
contaminacién o una colonizacién transitoria del tracto respiratorio[53, 54,
106]. En algunos hospitales, se han descrito contaminaciones por estas
micobacterias en sistemas de conduccién de agua e instrumental médico[108,
109]. Por todo ello, y siguiendo las indicaciones ATS/IDSA[54], los criterios
clinicos, radiolégicos y microbiolégicos son igualmente importantes a la hora

de diagnosticar enfermedad pulmonar por MNT.

Segin la ATS/IDSA, los criterios clinicos y microbiolégicos para el
diagnéstico de enfermedad pulmonar por MNT son[54]:
1- Ccriterios clinicos:

a) Sintomas pulmonares, opacidades nodulares o cavitarias en la
radiografia de térax, o una tomografia computarizada de alta
resolucién que muestre bronquiectasias multifocales con multiples
ndédulos pequeiios, y

b) Exclusién apropiada de otros diagndsticos.

2- Criterios microbiolégicos:

a) Cultivo positivo de al menos dos muestras de esputo recogidas de
forma separada, o

b) Cultivo positivo de al menos un lavado bronquial, o

c) Biopsia transbronquial u otra biopsia pulmonar con caracteristicas
histopatoldgicas propias de infeccién micobacteriana y cultivo
positivo para MNT o biopsia con caracteristicas histopatoldgicas
micobacterianas y uno o mds cultivos de lavados bronquiales o

esputos positivos para MNT.
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3- Recomendaciones:

a)

b)

Debe hacerse consulta a un experto en la materia cuando se aislan
MNT que se encuentran con poca frecuencia o que generalmente
representan contaminacién ambiental.

Los pacientes con sospecha de enfermedad pulmonar por MNT
pero que no cumplen con los criterios de diagndstico deben
seguirse hasta que el diagnéstico esté firmemente establecido o
excluido.

Establecer el diagnéstico de la enfermedad pulmonar por MNT no
requiere, por si mismo, la institucibon de tratamiento
antimicobacteriano. Esta decisidn estard basada en los riesgos y
beneficios potenciales de la terapia para cada paciente de forma

individualizada.

Otras pruebas diagndsticas

Se han ensayado pruebas intradérmicas similares a la técnica de Mantoux en
el diagnéstico de la tuberculosis, a partir de derivados de proteina purificada
de micobacterias atipicas, pero no parecen tener utilidad en la practica clinica,

debido principalmente a la abundancia de reacciones cruzadas[110].

Bhatta y col. comprobaron que los espectros de emision y excitacion revelan
que las bacterias y levaduras pueden diferenciarse por su fluorescencia
intrinseca con la excitaciéon ultravioleta (UV)[111]. La autofluorescencia
intrinseca es una caracteristica propia de algunos microorganismos, como

Lactobacillus spp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis,
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Enterococcus faecalis y Saccharomyces[111, 112]. En al ambito de las
micobacterias, Patifio y col. detectaron la presencia de autofluorescencia azul
en especies de micobacterias como M. tuberculosis, M. smegmatis, M.
marinum y M. fortuitum[39]. Posteriormente Mufioz-Egea y col. utilizaron la

autofluorescencia propia de las MNPCR para caracterizar la formacién de

biopeliculas de las mismas[38].

1.3.5. Sensibilidad in vitro y tratamiento
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Las técnicas valoradas para realizar los estudios de sensibilidad antibiética en
MNPCR han sido disco-placa, E-test y microdilucién en caldo. El tnico método
estandarizado por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) en 2003
es la microdilucién en caldo[113]. En este documento, actualizado en 2011, se
establecen puntos de corte para los siguientes antimicrobianos frente a MNPCR:
amikacina, cefoxitina, claritromicina, doxiciclina, linezolid, imipenem,
tobramicina, cotrimoxazol, minociclina y moxifloxacino. La microdilucién en
caldo se considera el método de referencia[114, 115], mientras que el resto de
técnicas tienen problemas de reproducibilidad[40]. Sin embargo, para algunas
infecciones causadas por estos microorganismos todavia no existen pautas
establecidas de tratamiento consenso ni protocolos para el estudio de la

sensibilidad claramente pautados[116, 117].

En cuanto a mecanismos de resistencia, la abundancia de lipidos en la pared
celular de las micobacterias se convierte en una barrera frente a la penetracién de
compuestos antimicrobianos, relaciondndose la resistencia natural de las

micobacterias frente a algunos fairmacos con esta hidrofobicidad[118]. Por otro
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lado, es conocida la a presencia de bombas de eflujo, que suponen la aparicién
de resistencia fenotipica a macrélidos y quinolonas respectivamente[119-123].
Ademais, son de especial interés las metilasas inducibles como mecanismo de
resistencia a macrélidos. Existen 5 clases de genes erm (erythromycin ribosome
methylation), que codifican para enzimas llamadas metilasas. Son enzimas
inducibles, que actian metilando los ARN ribosémicos 23S, lo que dificulta la
unién de los macrélidos a los ribosomas, impidiendo, por tanto, su accién[124-
127]. Al ser enzimas inducibles, el efecto en la resistencia antimicrobiana
fenotipica puede no ser detectado en las pruebas antimicrobianas
convencionales[126]. El CLSI propone la posibilidad de detectar estos genes
haciendo la primera lectura de la concentracién minima inhibitoria (CMI) por el
método de microdilucién en caldo al tercer dia y realizar una posterior lectura a
los 14 dias[54, 113]. También puede detectarse la resistencia por métodos

moleculares de deteccién del gen[128].

El tratamiento debe realizase en funcién de la especie aislada, la sintomatologia
y el estudio de sensibilidad in vitro. Las MINPCR son resistentes a los firmacos
antituberculosos convencionales, pero pueden tener sensibilidad frente a
antimicrobianos de amplio espectro[129]. Debido al desarrollo de resistencias
bacterianas, se recomienda el uso de al menos dos formacos sensibles segin
antibiograma[89].En términos generales, los patrones de sensibilidad mas
caracteristicos muestran que M. abscessus suele ser sensible a macrélidos,
amikacina y cefoxitina y resistente a quinolonas; M. chelonae suele ser sensible
a amikacina y macrdélidos y resistente a quinolonas y cefoxitina; por dltimo, M.

fortuitum suele presentar sensibilidad a quinolonas, pero resistencia a
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macroélidos[77, 89, 130, 131]. Aun asi, la gran variabilidad de cepas hace

necesaria la realizacion de estudios de sensibilidad.

Debido a la capacidad de estas micobacterias de formar biopeliculas, en algunos
casos puede ser necesario el tratamiento quirdrgico ademds del farmacolégico.
En pacientes portadores de dispositivos biomédicos (mallas, prétesis, catéteres)
la retirada del mismo y la consiguiente eliminacién de la biopelicula es

fundamental para una completa curacién[88, 89, 132].

Biopeliculas

El concepto de biopelicula fue demostrado por J. W. Costerton y cols. en 1978, y
se definen actualmente como ‘“comunidades de microorganismos, en muchas
ocasiones mixtas, que crecen embebidas en una matriz extracelular, sintetizada
por la propia comunidad, y adheridas a una superficie inerte, tejido vivo o

interfase[133, 134].

Se considera que todos los microorganismos son capaces de formar biopeliculas
bajo las condiciones de pH, temperatura y nutrientes adecuadas[135], siendo
ademds la forma prevalente de existencia de los microorganismos en la naturaleza,
estimandose que el 90% de las bacterias viven en biopeliculas, pudiendo ser
monomicrobianas y més frecuentemente polimicrobianas[134, 136].

El proceso de formacién de una biopelicula se puede describir en 4 fases: adhesion
reversible, adhesion irreversible, maduracién y dispersiéon[137]. Todo comienza
con la adherencia de las bacterias en estado plancténico a la superficie[138]. Esta

adherencia parece estar mediada por diferentes componentes segiin la bacteria;
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por ejemplo, en bacterias gramnegativas se ha comprobado que los flagelos y
fimbrias juegan un papel importante[139, 140], mientras que en bacterias
grampositivas se ha descrito la participacién de proteinas de superficie (AtlE, Bap,
Esp) en esta adherencia primaria[141, 142]. En la primera etapa la adhesion es
reversible, mediante fuerzas débiles, como las fuerzas de Van der Waals. En la
segunda etapa, se produce una adhesién més fuerte mediante enlaces covalentes.
En las fases tercera y cuarta se produce la multiplicacién y agregacién celular, con
la secreciéon de exopolimeros y la consiguiente formacién de la matriz
extracelular, alcanzdndose una biopelicula madura. En la dltima etapa se produce
la liberacién de microrganismos en forma plancténica hacia otros focos donde
puede darse la formacién de una nueva biopelicula[41, 137, 143]. Por ello, las

biopeliculas se convierten en una fuente de infeccidn persistente y crénica.

Las bacterias que forman una biopelicula poseen su propio sistema de
comunicacién y regulacién intrinseca denominado quorum sensing[144, 145].
Este proceso se basa en sefiales quimicas. Las bacterias producen, liberan,
detectan y responden a pequefias moléculas similares a hormonas denominadas
autoinductores. La acumulacién en el medio de esta molécula o inductor como
consecuencia del aumento en la densidad de células hace que estas moléculas
interactien con receptores en la bacteria que pueden dar lugar a activacién o

desactivacion de genes[145].
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Figura 6. Etapas de formacion de una biopelicula: (1) adhesién reversible, (2) adhesién irreversible
a la superficie, (3, 4) sintesis de la matriz de exopolisacdridos y formacién de la biopelicula, (5)
biopelicula madura y dispersién de nuevas bacterias. Imagen tomada de D. Davis. Looking for
Chinks in the Armor of Bacterial Biofilms. PLoSBiol, Vol 5, issue 11.

La formacién de biopeliculas se considera un importante mecanismo de
patogenicidad, que confiere a las bacterias mayor resistencia frente a
desinfectantes y antimicrobianos que en su estado plancténico[146, 147]. La CMI
de las bacterias que forman una biopelicula puede ser de 100 a 1000 veces superior
a la de las mismas bacterias en estado planctonico[143, 148]. Esta caracteristica
puede deberse a varios mecanismos. En primer lugar, cabe destacar la
impermeabilidad de la biopelicula a varias sustancias (como antibiéticos) debido
a la presencia de matriz extracelular, aunque esto no parece ser la causa
fundamental de la resistencia[149]. Otro motivo que podria explicar la mayor
resistencia a antibidticos en las bacterias que forman biopeliculas es el
agotamiento de nutrientes y oxigeno, que causaria que las bacterias estuvieran en
un estado estacionario (sin multiplicacién) por lo que podrian ser menos

susceptibles a antibidticos dependientes del crecimiento bacteriano[149, 150].
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Ademis, puede existir una activacién de genes de resistencia, inactivos en estado
plancténico, como es el caso de las bombas de eflujo en P. aeruginosa[151, 152],
e incluso la diferenciacién de células para que actien como mecanismo de
resistencia (persisters) dentro de la diferenciacién metabdlica que tiene lugar
durante la maduracién de la biopelicula[153]. En definitiva, la causa de la
resistencia a antimicrobianos de las bacterias que forman una biopelicula es,

posiblemente, multifactorial[ 149, 150].

Las biopeliculas bacterianas estdn, por tanto, implicadas en numerosas
infecciones de tipo crénico y con mala respuesta a tratamiento antibidtico[154,
155]. Algunas de estas infecciones son caries dental, otitis media, osteomielitis,
fascitis necrotizante, endocarditis, neumonia en pacientes con fibrosis quistica e
infecciones asociadas a dispositivos biomédicos, como prétesis osteoarticulares,
catéteres, suturas, mallas, valvulas mecédnicas, marcapasos y tubos
endotraqueales[147, 155, 156]. Para la deteccién y el diagnéstico de los
microorganismos que forman estas biopeliculas se han desarrollado varios
métodos. En el diagnéstico de la infeccién asociada a catéter, la técnica
semicuantitativa de Maki[157] se practica en los laboratorios como método
habitual, aunque puede tener sensibilidad limitada al no tener en cuenta la parte
intraluminal del catéter[158]. Por ello se han propuesto técnicas como el cepillado
intraluminal[159]. Los métodos en otros dispositivos estdn poco estandarizados,
y muchas veces se recurre al uso de agitacién con vortex con el fin de desprender
la biopelicula[160]. Sin embargo, en los dltimos afios, la sonicacién (basada en

ondas de ultrasonidos) se ha impuesto como un método eficaz para el diagndstico
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de infecciones asociadas a diversos dispositivos, pudiéndose ademds realizar una

cuantificacién del microorganismo [161-163].

Biopeliculas micobacterianas.

La capacidad de las micobacterias de formar biopeliculas estd totalmente
establecida, y pueden ser definidas del mismo modo que las del resto de
bacterias[18]. El proceso de formacién es similar, y también existe comunicacion
bacteriana mediante quorum sensing[164]. La adherencia inicial de las
micobacterias a las superficies estd mediada por unas moléculas denominadas
adhesinas. Una vez adheridas, comienza la sintesis de la matriz extracelular,
normalmente compuesta por glucopéptidos, ADN y otras moléculas. Cabe
destacar la falta de produccién de exopolisacarido caracteristica de las
biopeliculas de otras bacterias[165]. Algunos autores han propuesto que los dcidos
micolicos forman una matriz extracelular hidrofébica[166]. Las micobacterias
carecen de fimbrias o pili, pero se han descrito algunas proteinas como potenciales

factores de agregacion[167].

Figura 7. Biopelicula de M. abscessus
de 96 horas tefiida con Nile Red®.
Microscopia confocal l4ser de barrido.
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Las micobacterias son capaces de desarrollar biopeliculas no solo en las
superficies, sino también en la interfaz aire-medio[168]. Este fendmeno podria ser
explicado por la diferente composicion de la matriz extracelular y las

caracteristicas de la pared bacteriana, rica en lipidos.

Varios estudios han confirmado la capacidad de las micobacterias de adherirse a
materiales, como cloruro de polivinilo[169], diacetato de celulosa[170] o
polipropileno[165]. En cuanto a la formacién de estas biopeliculas, el papel de
varias moléculas ha sido estudiado: Recht y col. mostraron que los
glucopeptidolipidos son esenciales en M. smegmatis para la adhesion inicial[171].
Ademas, influyen en la motilidad, propiedad que se relaciona con la capacidad de
las micobacterias de colonizar superficies[171-173]. Sin embargo, esta motilidad
no siempre estd relacionada con el desarrollo de biopeliculas, ya que estudios
como el de Ojha y col. demuestran que, en micobacterias sin motilidad, los dcidos
micdlicos de cadena corta (modulados por la chaperona GroEL1) tienen un papel
importante en el desarrollo de la estructura de la biopelicula[166, 168].

En cuanto a la patologia causada por biopeliculas de MNPCR, la principal es la
respiratoria, que normalmente afecta a pacientes con predisposicién como
enfermos por silicosis, antiguas cicatrices tuberculosas y otras cavidades
pulmonares donde las MNPCR pueden desarrollar una biopelicula y
posteriormente causar una enfermedad invasiva[52, 54, 174]. El desarrollo de
estas biopeliculas en enfermos de fibrosis quistica o con bronquiectasias crénicas
estd documentado y supone un problema a la hora de instaurar un tratamiento
eficaz[175]. Otro grupo importante de infecciones debidas a biopeliculas de

MNPCR son las asociadas con biomateriales, entre las que estdn documentadas:
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bacteriemia asociada a catéter[129], catéteres usados en didlisis peritoneal[176],
infeccién de prétesis osteoarticular[88], infeccién de mallas utilizadas en cirugia
abdominal[132], infeccién de marcapasos[177, 178] y endocarditis por valvula
protésica[179]. Para tratar estas infecciones suele ser imprescindible retirar el

material para curar la infeccién[180].

Al igual que en el resto de las biopeliculas, la resistencia a antibiéticos y
desinfectantes es mucho mayor que en las micobacterias en estado plancténico.
Por ello, aunque la CMI indique que la micobacteria a estudio es sensible a
determinados antibidticos, estos farmacos seran minimamente activos en las
biopeliculas[181, 182]. En un estudio llevado a cabo con MNPCR, se confirmaron
las diferencias entre la CMI y la concentracién minima de erradicacién de la
biopelicula (CMEB), observando que cuando estas micobacterias se encuentran
formando parte de una biopelicula presentan una resistencia a antimicrobianos
muy superior respecto a las micobacterias en estado plancténico, variando desde
< 100 veces en el caso de M. mucogenicum cuando se expone a ciprofloxacino,
hasta > 100.000 veces en el caso de M. abscessus y M. peregrinum cuando se

exponen a claritromicina[183].

1.5. Methylobacterium spp.
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Methylobacterium es un género de bacterias gramnegativas, pertenecientes a la
clase Alphaproteobacteria, que normalmente se encuentran en suelo, plantas,
lagos y en sistemas de distribucién de agua[23, 184-186]. Son bacterias aerobias
y metil6trofas facultativas, ya que pueden utilizar compuestos con un solo 4tomo

de carbono para crecer[187]. Contienen carotenoides, pigmentos que hacen que
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las colonias de Methylobacterium sp. sean de color rosado. Es frecuente observar

este pigmento macroscopicamente en bafios o cafierias[188].

Figura 8. Cultivo de Methylobacterium sp. en
agar R2A. Imagen tomada de www.ccos.ch.

Methylobacterium spp. presenta elevada resistencia al cloro y la desecacién, por
lo que predomina en ambientes poco favorables para el crecimiento de otros
microorganismos[189]. Es una bacteria ambiental, que ocasionalmente, puede
comportarse como oportunista, causando infecciones en pacientes
inmunodeprimidos. Estdn documentados varios casos de bacteriemia asociada a

catéter en este tipo de pacientes[190-192].

En los sistemas de distribucién de agua, Methylobacterium spp. convive con otras
especies de bacterias, entre las que se encuentran Legionella pneumophila,
Mycobacterium avium, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii o
Aeromonas hydrophila. En estos sistemas es frecuente el desarrollo de

biopeliculas polimicrobianas[144].

1.5.1. Methylobacterium spp.y su relacion con las micobacterias.

En el medio ambiente, muchos microorganismos conviven en comunidades, en

ocasiones formando biopeliculas y compitiendo por los recursos[144]. Es
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conocido el hecho de que en biopeliculas asociadas a sistemas de distribucién de
agua conviven especies de Methylobacterium y algunas especies de

micobacterias[25, 144, 193].

Feazel y col. llevaron a cabo un estudio que pretendia describir la poblacién
microbiana que forma biopeliculas en duchas, ya que, por formacién de aerosoles
y posterior inhalacién, podrian llegar a ser una potencial fuente de infeccién en
determinados pacientes, en especial por la presencia de MNT. En este estudio se
pudo observar que la presencia Methylobacterium spp. se asociaba con la ausencia
de Mycobacterium spp. y la presencia de Mycobacterium spp. con la ausencia de
Methylobacterium spp.[25]. Partiendo de esta observacion, Falkinham y col.
recolectaron muestras de sistemas de distribucién de agua de casas de pacientes
con enfermedad por MNT y sus vecinos en Philadelphia, con el objetivo de hacer
un recuento bacteriano de micobacterias y Methylobacterium spp. Los resultados
mostraron que en las biopeliculas donde habia Methylobacterium spp. rara vez se
aislaban micobacterias y viceversa[37]. En otro estudio in vitro realizado por el
mismo grupo, se demostré que la presencia previa de Methylobacterium sp.
reducia la adherencia de M. avium, demostrado tanto por cultivo bacteriano como

por métodos moleculares (qPCR)[26].
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Hipétesis

Se establecen las siguientes hipdtesis:

1.

La morfologia de colonia de MNPCR parece estar relacionada con la patogenicidad,
y este hecho podria ser probado mediante cultivo celular de cepas de estas
micobacterias en macréfagos y mediante un modelo experimental con larvas de
Galleria mellonella, pudiendo ser itil el conocimiento del tipo de colonia para el
manejo de los pacientes infectados.

Methylobacterium sp. podria inhibir la formacién de biopeliculas de MNPCR, siendo
un posible primer paso para el desarrollo de un tratamiento o sustancia
antibiopelicula.

La combinacién de Methylobacterium sp. y claritromicina podria ser sinérgica frente

a la erradicacion de biopeliculas de MNPCR.
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Objetivos

1. Evaluar la patogenia de M. abscessus, M. chelonae y M. fortuitum segin la morfologia
de colonia lisa/rugosa con cepas coleccién y con cepas clinicas, mediante dos
métodos:

1.1. Modelo in vitro por fagocitosis en macréfagos.

1.2. Modelo in vivo con larvas de G. mellonella.

2. Evaluar el efecto de Methylobacterium sp. sobre biopeliculas de M. abscessus, M.
chelonae y M. fortuitum, mediante dos métodos:
2.1. Evaluacién del espesor de la biopelicula, porcentaje de superficie cubierta,
porcentaje de autofluorescencia y porcentaje de bacterias muertas mediante
microscopia confocal l4ser de barrido (MCLB).

2.2. Evaluacién de la biopelicula mediante recuento bacteriano.

3. Evaluar el efecto de Methylobacterium sp. combinado con claritromicina sobre
biopeliculas de M. abscessus, M. chelonae y M. fortuitum, mediante dos métodos:
3.1. Evaluacién del espesor de la biopelicula, porcentaje de superficie cubierta,
porcentaje de autofluorescencia y porcentaje de bacterias muertas mediante
MCLB.

3.2. Evaluacién de la biopelicula mediante recuento bacteriano.
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4. MATERIAL Y METODOS
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Material y métodos

4.1. Evaluacion de la patogenia de M. abscessus, M. chelonae

y M. fortuitum segin la morfologia de colonia lisa/rugosa.

Las micobacterias utilizadas para estos experimentos fueron: tres cepas coleccién

de cada micobacteria (M. abscessus DSM 44196, M. chelonae ATCC 19235y M.

fortuitum ATCC 6841), las tres de colonia lisa; y tres cepas clinicas de cada

micobacteria aisladas en el Departamento de Microbiologia Clinica del Hospital

Universitario Fundacién Jiménez Diaz, siendo una de cada especie de colonia lisa

y dos de colonia rugosa. Las cepas se mantuvieron congeladas a -20°C en leche

desnatada estéril (Oxoid, Reino Unido).

Microorganismo

Morfologia de

colonia/origen

MA DSM 44196 M. abscessus DSM 44196 Lisa/cepa coleccion
MA1 M. abscessus sub. abscessus Lisa/clinica

MA 2 M. abscessus sub. abscessus Rugosa/clinica

MA 3 M. abscessus sub. massiliense | Rugosa/clinica

MF ATCC 6841 M. fortuitum ATCC 6841 Lisa/cepa coleccion
MF 1 M. fortuitum Lisa/clinica

MF 2 M. fortuitum Rugosa/clinica

MF 3 M. fortuitum Rugosa/clinica

MC ATCC 19235

M. chelonae ATCC 19235

Lisa/cepa coleccién

MC 1 M. chelonae Lisa/clinica
MC?2 M. chelonae Rugosa/clinica
MC 3 M. chelonae Rugosa/clinica

Tabla 2. Micobacterias utilizadas en los experimentos de evaluacién de la patogenicidad de M.
abscessus, M. chelonae y M. fortuitum segin la morfologia de colonia.
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Material y métodos

4.1.1. Modelo in vitro por fagocitosis en macrofagos.

66

Los macréfagos utilizados fueron la linea celular J-774A.1 (ATCC® TIB-67™),
obtenidos de liquido ascitico de ratén con sarcoma de células reticulares. Las
células fueron conservadas en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI,
Gibco®, Massachusetts, EE. UU.) suplementado al 10% con suero fetal bovino y
antibidticos. La patogenicidad de cada micobacteria fue evaluada analizando la
fagocitosis. Para ello, se formaron monocapas celulares confluentes en placas de
96 pocillos de poliestireno de fondo plano (Falcon®, Corning, NY, EE. UU.)
afiadiendo 200 pl por pocillo de una suspensién con 30.000 células por mililitro y
48 horas de incubacién (37°C, 5% COz). Después, cada pocillo fue lavado tres
veces con 150 pl de tamp6n fosfato salino (PBS) estéril (Gibco®, Massachusetts,

EE. UU.) con el fin de eliminar el antibiético del medio.

Con el fin de proceder a la infeccién celular, cada micobacteria a estudio fue
descongelada, sembrada en agar triptosa soja + 5% sangre de carnero (TSS)
(BioMérieux, Marcy I’Etoile, Francia) e incubada durante 72 horas a 37°C y 5%
CO:s. Las células fueron infectadas con 150 pl de una suspensién 0,5 McFarland
(McF) de cada micobacteria en medio Middlebrook 7H9 (BD, EE. UU.) durante
una hora (37°C, 5% COy). La concentracién de 0,5 McF se evalué por
turbidimetria (DensiCHEK™ plus Instrument, bioMérieux, Francia). Después de
la infeccidn, los pocillos fueron lavados tres veces con 150 pul de PBS estéril con
el fin de eliminar micobacterias extracelulares. Para finalizar, se realiz6 una lisis
hipoténica de las células infectadas. Para ello, se afiadieron 150 pl de agua estéril
a cada pocillo para romper las membranas plasmaéticas celulares y liberar las

micobacterias intracelulares[194, 195]. A partir de cada pocillo se realizaron



Material y métodos

diluciones seriadas 1:10 y se sembré cada dilucién siguiendo la técnica “drop-
plate”’[196] en agar TSS. Las placas se incubaron durante 72 horas a 37°C 'y 5%
CO: Yy se procedié al recuento de colonias.

Se utilizé un control negativo (células sin infectar) por cada cepa. El experimento

fue realizado por triplicado.

El anélisis estadistico fue realizado con el programa STATA (StataCorp2009). Se
utilizé la prueba no paramétrica de Wilcoxon para la comparacién por pares. Los

valores utilizados fueron mediana y rango intercuartilico.

Placa de 96 pocillos con 200 pl
de suspensién  de macrofagos J-

Inéeulo 0,5 MacFarland d
774A.1 (30.000 céliml) PRI S

5 micobacteria
Formacion de

48h monocapas

confluentes 3

37°5% CO;
Tres lavados con PBS

estéril
: 1 hora de infeccion 37%5% CO,
Diluciones seriadas y siembra en
agac Thnmediente fidodo{diop: Ma |MA | Ma (mc |[mMe |mc [ |mF [
plate’ i DSM | DSM | DSM | ATCC | ATCC | ATCC | ATCC | ATCC | ATCC
Incubacién 72k 37°C 5% CO- hipoténica: MAl | MAL | MAl | MCl | MCI | MClL | MFL [ MFL | MF1
= 150 plde

H,0 estéril
MA2 MA2 MA2 MC2 MC2 MC2 MF2 MF2 MF2
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Figura 9. Esquema del procedimiento para la evaluacién de la patogenicidad de MNPCR en macréfagos.

4.1.2. Modelo in vivo con larvas de Galleria mellonella.

Las cepas de micobacterias fueron descongeladas y sembradas en agar TSS e
incubadas 72 horas a 37°C y 5% COz. Con el fin de obtener una suspensién
homogénea para poder inyectar en las larvas, cada micobacteria fue resuspendida
en medio Middlebrook 7H9 con un 0,005% de Tween (BD, EE. UU) e incubada
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a 37°C y agitacién (80 rpm) durante 72 horas. Antes de la inoculacién a las larvas,

cada suspension fue centrifugada y lavada con suero salino por duplicado.

Las larvas de G. mellonella (BioSystems Technology Ltd, Exeter, Devon, Reino
Unido) se mantuvieron a 15°C durante las 24 horas previas al inicio del
experimento. Fueron infectadas (en grupos de 10) por inyeccién a través del
tiltimo propodio izquierdo con 10 pl de inéculo (1 McF, 10® UFC en 10 pl, por
turbidimetria) de cada cepa de micobacteria. Después de la infeccién, fueron

incubadas a 37°C.

Los pardmetros evaluados fueron: supervivencia, actividad, melanizacién y
formacién de pupa, siguiendo el sistema “Health Index Scoring”[197]. Las
observaciones fueron realizadas en intervalos de 24 horas y durante 7 dias en total.
Como controles negativos se utilizaron un grupo de larvas sin manipular y otro
grupo a las que se inocul6 solucién salina. Se recuperd la micobacteria a estudio

mediante cultivo convencional de cada larva muerta.

El andlisis estadistico fue realizado con el programa STATA (StataCorp2009). Se
utilizé la prueba estadistica log-rank para la comparacién por pares de las curvas
de supervivencia de Kaplan-Meier. La actividad y melanizacién se evaluaron
mediante un modelo de regresién lineal, y las pendientes se compararon mediante
la prueba paramétrica t de Student de comparacién por pares, teniendo en cuenta

o no la desigualdad de la varianza.
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Figura 10. Larvas de G. mellonella (A). Inyeccién en propodio (B).

4.2. Evaluacion del efecto de Methylobacterium sp. sobre

biopeliculas de M. abscessus, M. chelonae y M. fortuitum.

Las micobacterias utilizadas en estos experimentos fueron cepas coleccion de las
tres MNPCR mas relevantes clinicamente: M. abscessus DSM 44196, M.
chelonae ATCC 19235 y M. fortuitum ATCC 6841. Las cepas se mantuvieron
congeladas a —20°C en leche desnatada estéril. La cepa colecciéon de
Methylobacterium sp. utilizada fue Methylobacterium sp. CECT 7805. Se
mantuvo congelada a —20°C en leche desnatada estéril. Para su crecimiento en

medio sélido se utiliz6 agar TSS y requirié una incubacién de 5 dias a 30°C.

Methylobacterium sp. CECT 7805 fue usada de tres formas:

- Methylobacterium sp. vivo: Se prepar6 suspendiendo colonias en medio

liquido Middlebrook 7H9 hasta alcanzar una turbidez de 2 McF (6 x 108
UFC/ml).

- Methtlobacterium sp. autoclavado: Se realiz6é suspendiendo colonias en PBS

hasta alcanzar una turbidez de 4 McF (1.2 x 10° UFC/ml). Esta suspensién se
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sometié a 121°C (15 psi) durante 20 minutos en autoclave. La concentracién
final de esta suspensién se ajustd a 2 McF por dilucién con Middlebrook 7H9.

- Extracto de Methylobacterium sp.: Se sonicé una suspensiéon 4 McF de

Methylobacterium sp. usando un sonicador UP200H (Hielscher, Alemania)
durante 1,5 minutos en intervalos de 30 segundos (1 ciclo, 100 Amp), parando
5 minutos entre cada intervalo. Después las muestras fueron centrifugadas a
5000 x g a 4°C durante 10 minutos. Los sobrenadantes fueron separados y

congelados a -80°C para ser utilizados en los experimentos.

4.2.1. Evaluacion mediante microscopia confocal laser de barrido.
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Las biopeliculas de micobacterias fueron desarrolladas utilizando placas de 2x4
pocillos con superficie hidr6foba y sin recubrimiento (Ibidy GMBH, Martinsried,
Alemania), siguiendo el protocolo desarrollado por Mufioz-Egea y
colaboradores[38]. Antes del inicio de cada experimento se procedié a la
descongelacidn, siembra e incubacién (72 h, 37°C, 5% CO-) de las micobacterias
en placas de agar TSS. Una vez crecidas, las micobacterias se resuspendieron en
PBS (bioMérieux, Francia) hasta alcanzar una concentracién de 0,5 McF
(equivalente a 1,5x10% UFC/ml) mediante turbidimetria. En cada pocillo fueron
inoculados 300 pl de una suspensién 0,5 McF de la micobacteria a estudio. Una
vez inoculada toda la placa, fue incubada a 37°C y atmésfera de CO; durante 30
minutos. Después de este tiempo, la suspension fue retirada y los pocillos fueron
lavados con PBS. Se afiadieron 300 pl de medio liquido Middlebrook 7H9 a cada
pocillo y la placa se colocé en un agitador orbital (80 rpm) y se incubd a 37°C
durante 24 horas. Después, fueron afiadidos 300 pl de Methylobacterium sp.

CECT 7805 en tres formas (cada una de ellas en placas independientes) en las
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biopeliculas de M. abscessus (Methylobacterium sp. vivo, autoclavado y un
extracto del mismo) y en dos formas en las biopeliculas de M. chelonae y M.
fortuitum (Methylobacterium sp. autoclavado y extracto) a las 24, 48 y 72 horas,
dejando un pocillo como control (96 horas). El medio fue cambiado diariamente

y el experimento fue realizado por triplicado.

Las placas fueron tefiidas con la tincién Nile Red® (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO) en la fila de pocillos de arriba y con la tincién Live/Dead BacLight©
(Live/Dead BacLight Bacterial Viability Kit, Invitrogen, EE. UU) en la fila de
pocillos de abajo, de acuerdo con las instrucciones provistas por el fabricante. Se
afiadieron 25 pl de tincién a cada pocillo. Las placas con la tincién se incubaron
durante 15 minutos en oscuridad, a temperatura ambiente y en cimara hiimeda, y

posteriormente se lavaron con agua destilada estéril.
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Figura 11. Esquema del procedimiento para el estudio del efecto de Methylobacterium sp. sobre biopeliculas de
MNPCR mediante microscopia confocal ldser de barrido.
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Después de la tincién, cada pocillo fue analizado usando un microscopio confocal

laser de barrido (Leica, Germany) (MCLB). Las placas se observaron con el

objetivo de inmersion HCX PL APO lambda blue 63,0 x 1,40 OIL UV, y se

emplearon diferentes laseres en funcién del pardmetro a estudiar.

Parametros

Excitacion
(nm)

Emision
(nm)

Descripcion

Autofluorescencia

Diode 405

450-480

Fluorescencia emitida por las propias
micobacterias (azul)

Nile Red®

HeNe 543

600-650

Nile Red es una molécula que se une a
lipidos de células bacterianas.
Emite fluorescencia roja en ambientes
hidrofébicos.

Live/Dead
BacLight©

Argén 488

Verde: 500-550

Fluorescencia verde emitida por
células vivas

Roja: 610-670

Fluorescencia roja emitida por células
muertas

Tabla 3. Espectros de excitacion y emisién empleados en el CLSM[198].

El espesor de las biopeliculas, en micrémetros, fue medido en ocho puntos

diferentes en cada pocillo empleando ZOOM 2. La férmula utilizada fue:

Media espesores * Desviacion estindar (um)

El porcentaje de superficie cubierta fue estudiado tomando 24 microfotografias de

cada forma de Methylobacterium sp. y cada tiempo empleando ZOOM 1. Estas

fotografias fueron analizadas con el programa Image J (National Institute of

Health, Bethesda, MD, EE. UU). Se calculé a partir de los resultados obtenidos

mediante la tincién Nile Red® mediante la férmula:
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Media Nile Red * Desviacion estandar (%)
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La autofluorescencia fue analizada como el porcentaje de fluorescencia
relacionada con el nimero de células bacterianas detectadas con la tincién Nile
Red© empleando la férmula:

% autofluorescencia superficie cubierta

% Nile Red superficie cubierta x 100

Para calcular el porcentaje de bacterias muertas se tomaron 24 microfotografias
de cada forma de Methylobacterium sp. y cada tiempo empleando ZOOM 1 y
después de analizarlas con el programa Image J, se utilizaron los resultados

obtenidos con la tincién Live/Dead BacLight© empleando la férmula:

% bacterias muertas
100

. . X
total bacterias vivas y muertas

Los datos estadisticos se analizaron mediante comparaciones por pares utilizando
la prueba no paramétrica de Mann-Whitney con un nivel de significacion

estadistica de 0,05 utilizando el programa STATA (Stata Corp 2009).

Evaluacion mediante recuento bacteriano utilizando el método de

Calgary modificado.

Con el fin de replicar el mismo experimento realizado anteriormente, las
biopeliculas de micobacterias fueron desarrolladas utilizando placas MBEC™
Biofilm Inoculator (Innovotech, Canad4) con la intencién de desarrollar un

protocolo basado en el método de Calgary[199].
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Figura 12. Detalle de placa de 96 pocillos con proyecciones (MBEC™ Biofilm
Inoculator) utilizada en el método de Calgary. Imagen tomada de
http://www.innovotech.ca.

Doscientos microlitros de una suspension 0,5 McF (medido por turbidimetria) en
medio liquido Middlebrook 7H9 de la especie de micobacteria a estudio fueron
inoculados en 20 pocillos (cuatro columnas de 5 pocillos cada una). La placa fue
llevada a un agitador orbital (80 rpm) e incubada a 37°C en atmdsfera normal
durante 24 horas. La formacién de las biopeliculas se desarrollé en las
proyecciones salientes de la tapa. Pasadas 24 horas, en otra placa de 96 pocillos
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EE. UU) se prepararon 200 pul de medio
Middlebrook en la primera, tercera y cuarta columna correspondientes al dia
anterior (5 pocillos cada una) y en la segunda columna 200 pl de
Methylobacterium sp. (autoclavado o extracto). Después, se intercambi6 la tapa
normal por la tapa con proyecciones en las que ya habia formada biopeliculas y
se incubd durante otras 24 horas. A las 48 y 72 horas el proceso fue similar al

anterior pero el tratamiento con Methylobacterium sp. se fue afiadiendo a una
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columna mas, es decir, a las 48 horas en la segunda y tercera columna y a las 72
horas en todas menos en la primera. De esta manera se consigue un control de 96

horas y un tratamiento progresivo sobre la biopelicula de 24 h, 48 h 'y 72 h.
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Figura 13. Esquema del procedimiento para el estudio del efecto de Methylobacterium sp. sobre biopeliculas de
MNPCR mediante método de Calgary modificado (parte 1).

Pasados estos tiempos, las tapas con proyecciones se lavaron dos veces con PBS,
se colocaron en placas de pocillos con medio Middlebrook 7H9 y fueron
sometidas a sonicacién durante 5 minutos con un sonicador Ultrasons-H 3000840
(J. P. Selecta, Barcelona, Espafia). Las bacterias que formaban la biopelicula se
desprendieron y quedaron en medio Middlebrook 7H9. A partir de cada pocillo se
realizaron diluciones seriadas 1:10 y se sembr6 cada dilucién siguiendo la técnica

“drop-plate” en agar TSS.
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Colocar encima tapa
con proyecciones

Somicar 5 minutos

Sembrar mediante
drop-plate en TSS
De cada pocillo, realizar las
diluiciones 1:10

correspondientes
Incubar 72h 37°C

5% CO,

Figura 14. Esquema del procedimiento para el estudio del efecto de Methylobacterium sp. sobre
biopeliculas de MNPCR mediante método de Calgary modificado (parte 2).

Las placas se incubaron durante 72 horas a 37°C y 5% CO. y se procedi6 al

recuento de colonias.

Los datos estadisticos se analizaron mediante comparaciones por pares utilizando
la prueba no paramétrica de Mann-Whitney con un nivel de significacién

estadistica de 0,05 utilizando el programa STATA.

4.3. Evaluacion del efecto de Methylobacterium sp. combinado
con claritromicina sobre biopeliculas de M. abscessus, M.

chelonae y M. fortuitum.

Las cepas de micobacterias y Methylobacterium sp. utilizadas en este experimento
fueron las mismas que en el experimento anterior (4.2). En este caso,

Methylobacterium sp. solo se utiliz6 en las formas autoclavado y extracto.
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4.3.1. Evaluacion mediante microscopia confocal laser de barrido.

El protocolo fue el mismo que el seguido en el experimento 4.2.1. La unica
diferencia fue que Methylobacterium sp. se combind con el antibidtico
claritromicina. Para ello, se prepar una solucién madre de claritromicina 4 mg/ml
mediante disolucién de 4 mg de este antibiético en 1 ml de dimetilsulféxido y se
mantuvo congelado a —20°C. Semanalmente se descongeld para diluir el volumen
necesario en medio Middlebrook 7H9 alcanzando la concentracién de 4 mg/l.
Como se utiliz6 combinada con Methylobacterium sp. en proporcién 1:1, la

concentracidn final de claritromicina fue 2 mg/l.

4.3.2. Evaluacion mediante recuento bacteriano utilizando el método de

Calgary modificado.

El protocolo fue el mismo que el seguido en el experimento 4.2.2, pero
Methylobacterium sp. se utilizd combinado con claritromicina en una
concentracidn final de 2 mg/l. La preparacidn de claritromicina fue la misma que

la seguida en el punto 4.3.1.
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Resultados

5.1. Evaluacion de la patogenia de M. abscessus, M. chelonae
y M. fortuitum segin la morfologia de colonia lisa/ rugosa.

5.1.1. Modelo in vitro por fagocitosis en macrofagos.

Los resultados del recuento de colonias expresados en log UFC/10* células

pueden verse reflejados en la Figura 15.
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Figura 15. Representacién del recuento de colonias (expresado en log UFC/10* células) de micobacterias
fagocitadas por los macréfagos J-774A.1. (*) Estadisticamente significativo.
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Los resultados de M. abscessus corresponden a la Figura 15A. No se observaron
diferencias significativas en el recuento bacteriano entre M. abscessus DSM
44196 y MA1 (ambas cepas de colonia lisa) (p=1,000). Sin embargo, el recuento
de colonias fue mayor en MA3 que en MA2 (ambas cepas de colonia rugosa)
(p=0,024). Comparando las dos cepas de colonia rugosa (MA2 y MA3) con las
cepas de colonia lisa (M. abscessus DSM 44196 y MA1), la fagocitosis fue mayor

en las cepas de colonia rugosa (p=0,0003).

En la Figura 15B estdn representados los resultados para M. fortuitum. Se
observaron diferencias significativas en la fagocitosis entre las cepas de colonia
rugosa (MF2 y MF3) y las cepas de colonia lisa (M. fortuitum ATCC 6841 y
MF1), siendo los valores de log UFC/10* células mayores en las cepas de colonia
rugosa (p=0,0001). No se encontraron diferencias significativas al comparar entre
si las dos cepas de colonia lisa (p=0,837); sin embargo, si hubo diferencias entre
las cepas de colonia rugosa, siendo mayor el recuento bacteriano en MF2

(p=0,004).

Como muestra la figura 15C, la infeccién con M. chelonae no produjo mayor
fagocitosis en cepas con un fenotipo de colonia u otro, de hecho, no se encontraron

diferencias significativas entre las cuatro cepas (p>0,05).

Y
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Figura 16. Tincién de Zielh-Neelsen de un
macréfago con micobacterias fagocitadas.
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5.1.2. Modelo in vivo con larvas de Galleria mellonella.

Como controles negativos se utilizaron un grupo sin manipular, y un grupo al que
se le inyectd solucion salina. Entre estos dos grupos no hubo diferencias
significativas en mortalidad (p=0,860), demostrando asi que no hubo muertes por
causa de la inyeccién. Si hubo diferencias estadisticamente significativas al
comparar cualquiera de los controles negativos con todos los grupos de larvas
infectados, siendo mayor la mortalidad siempre en los grupos infectados con

micobacterias (p<0,001 para todas las cepas).

Evaluacion de la mortalidad.

En las larvas infectadas con M. abscessus, 1a mortalidad fue similar en los dos
grupos infectados con cepas de colonia rugosa (p=0,595), y se detectd el mismo
resultado al comparar los dos grupos infectados por cepas de colonia lisa
(p=0,201). Cuando comparamos el total de larvas infectadas por cepas de
micobacterias con morfologia de colonia lisa (n=60) con el total de larvas
infectadas con cepas de colonia rugosa (n=60), pudimos comprobar que la
diferencia era significativa, siendo mayor la supervivencia en larvas infectadas
con micobacterias con morfologia de colonia lisa (p<0,001) (Figura 17A).

En las larvas infectadas con M. fortuitum, los hallazgos fueron similares entre las
dos cepas de colonia lisa (p=1,000). Sin embargo, si se encontraron diferencias
significativas en mortalidad entre las dos cepas de colonia rugosa (p=0,008),
causando la cepa MF3 méas mortalidad que la cepa MF2. Al comparar el total de
larvas infectadas con cepas de colonia lisa (n=60) con el total de larvas infectadas
con cepas de colonia rugosa (n=60), comprobamos que el mayor porcentaje de

supervivencia correspondia a las larvas infectadas con cepas de colonia lisa
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(p<0,001). Ademads, comparamos cada cepa de colonia rugosa con cada cepa de
colonia lisa y en todos los casos causaron mayor mortalidad las cepas de colonia
rugosa que las de colonia lisa (p<0,05 en todos los casos) (Figura 17B).

En el caso de M. chelonae, no hubo diferencia significativa al comparar los grupos
de larvas infectados con cepas de colonia rugosa con aquellos infectados con
cepas de colonia lisa (p=0,338). De hecho, ni siquiera hubo diferencia al comparar

cada una de las cepas entre si (p>0,05) (Figura 17C).

Evaluacién de la actividad.

El valor més alto de actividad fue encontrado en el grupo de larvas control.

En el modelo de infeccién por M. abscessus, la puntuaciéon del pardmetro
actividad fue significativamente més baja en los grupos infectados que en el grupo
control (p<0,05). Ademds, estas puntuaciones fueron mas bajas en las larvas de
G. mellonella infectadas con cepas de colonia rugosa que en larvas infectadas con
cepas de colonia lisa (p<0,05) (Figura 17D).

En las larvas infectadas con M. fortuitum y M. chelonae los resultados fueron
similares: las puntuaciones de actividad fueron significativamente menores
(p<0,05) en grupos de larvas infectados con cepas de colonia rugosa que en grupos

infectados con cepas de colonia lisa (Figura 17E y Figura 17F).

Evaluacién de la melanizacion.

El grupo control evidencié una menor produccién de pigmentacién oscura en la
piel, lo que correspondi6 con la mayor puntuacién, y por lo tanto pendiente, en las
curvas. Esta diferencia fue significativa comparada con los grupos de larvas

infectados (p<0,001).
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En la infeccién por M. abscessus, las puntuaciones de melanizacién fueron
menores en los grupos de larvas infectadas con cepas de colonia rugosa en relacién
con aquellas infectadas con cepas de colonia lisa, aunque las diferencias s6lo
fueron significativas entre M. abscessus DSM 44196 y MA2 (p=0,0468) y entre
MA1 y MA2 (p=0,0468) (Figura 17G).

De manera similar, en la infeccién por M. fortuitum, las puntuaciones de
melanizacién fueron menores en larvas infectadas con cepas de colonia rugosa,
pero las diferencias sélo fueron significativas entre M. fortuitum ATCC 6841 y
ME2 (p<0,001) y entre M. fortuitum ATCC 6841 y MF3 (p<0,001) (Figura 17H).
Por otro lado, las puntuaciones de melanizacién en M. chelonae fueron diferentes
para cada cepa; el valor mas bajo correspondié a una cepa de colonia lisa (MC1)
y el valor més alto a una cepa de colonia rugosa (MC3) (Figura 17I). Por lo tanto,

M. chelonae sigui6 un patrén diferente al resto de micobacterias.

Evaluacién de la formacién de pupa.

La formacién de pupa fue mayor en el grupo control con respecto a los grupos
infectados (Figuras 17J, 17K, 17L), pero no fue posible establecer relaciones

significativas entre este pardmetro y la morfologia de colonia lisa o rugosa.
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Figura 17. Porcentaje de supervivencia (A, B, C), puntuacién de actividad (D, E, F), puntuacién de melanizacién (G, H, I) y
puntuacién de formacién de pupa (J, K, L) de larvas de G. mellonella sometidas a infeccién con M. abscessus, M. chelonae y M.

fortuitum.
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Categoria

Supervivencia

Actividad

Melanizacion

Formacion de pupa

Descripcion

Muertas

Vivas

No movimiento

Minimo movimiento con estimulacién
Movimiento con estimulacién
Movimiento sin estimulacién
Larva negra

Larva marrén

> 3 puntos en larva

< 3 puntos en larva

No melanizacién

No pupa

Pupa parcial

Pupa completa

Puntuacion

._,ao.l;mm»—nowl\)»—notoo

Tabla 4. Health Index Scoring System para la evaluacion de larvas de Galleria mellonella.
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5.2. Evaluaciéon del efecto de Methylobacterium sp. sobre

biopeliculas de M. abscessus, M. chelonae y M. fortuitum.

5.2.1. Evaluacion mediante microscopia confocal laser de barrido.

S5.2.1.1.

Efecto de Methylobacterium sp. sobre biopeliculas de M. abscessus.
Los resultados obtenidos del anélisis del porcentaje de superficie cubierta,
espesor, autofluorescencia y porcentaje de bacterias muertas pueden ser

observados en la Figura 18.

Se observo reduccidn en el espesor y en el porcentaje de superficie cubierta
de la biopelicula de M. abscessus tras su exposicion a todas las formas de
Methylobacterium sp; mientras que el porcentaje de autofluorescencia
aumentS. Los valores minimos de superficie cubierta y de espesor se
observaron después de la exposicion de la biopelicula de M. abscessus a
Methylobacterium sp. durante 72 horas (p<0,001); aunque la diferencia fue
estadisticamente significativa en comparacién con el control a todos los
tiempos y con las tres formas de Methylobacterium sp. (Figuras 18A y 18B).
La mayor emisién de autofluorescencia fue registrada a las 48 horas (p=0,001)
(Figura 18C), siendo las diferencias con el control estadisticamente
significativas en todos los casos excepto a las 24 horas de exposicién a

Methylobacterium sp. autoclavado.

En cuanto al porcentaje de micobacterias muertas, se observ$ un incremento

de este pardmetro con la forma autoclavada a las 72 horas (p=0,0198) y con el

extracto a las 48 y 72 horas (p=0,0065, p<0,001) (Figura 18D).
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Figura 18. Efecto de Methylobacterium sp. (vivo, autoclavado y un extracto
obtenido por sonicacién) en diferentes parimetros de la biopelicula de M.
abscessus: A) espesor (um), B) % de superficie cubierta, C) % de
autofluorescencia, D) % de micobacterias muertas. Tiempo: horas de incubacién
con Methylobacterium sp. (24, 48 y 72h) y control sin Methylobacterium sp. (96h).
*Estadisticamente significativo con respecto al control.
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En la tabla 5 se muestran los p valores provenientes de la comparacién a

diferentes tiempos de cada uno de los pardmetros de las biopeliculas de M.

abscessus expuestas a las diferentes formas de Methylobacterium sp.[200].

Methylobacterium  Espesor % supertficie % . % .
: : . micobacterias
Sp. Vivo (um) cubierta autofluorescencia
muertas
24-48 h 0,3404 0,1489 0,1333
24-72h 0,4824 0,1333 0,3865
24h- control <0,0001* <0,0001* 0,0327*
48-72 h 0,9835 0,4884 0,2482
48h- control <0,0001* <0,0001* 0,0005%*
72h- control <0,0001* 0,0001* 0,0005%*
Methylobacterium  Espesor % supertficie % . % .
: . micobacterias
sp. autoclavado (um) cubierta autofluorescencia
muertas
24-48 h 0,0401* <0,001* 0,0078* 0,0949
24-72h 0,0005* <0,001* 0,4321 0,0069*
24h- control 0,0010* 0,0447* 0,0052* 0,3753
48-72 h 0,0311* <0,001* 0,0244* 0,2482
48h- control <0,001* 0,0001* 0,0001* 0,2482
72h- control <0,001* <0,001* 0,1543 0,0198*
Methylobacterium  Espesor % superficie % . % .
: . micobacterias
sp. extracto (um) cubierta autofluorescencia
muertas
24-48 h 0,0009* 0,0111* 0,0377* 0,0373*
24-72h <0,001* <0,001* 0,3291 0,0001*
24h- control 0,0001* 0,0087* 0,0003* 0,5499
48-72 h 0,1665 <0,001* 0,4642 0,1489
48h- control <0,001* <0,001* <0,001* 0,0065*
72h- control <0,001* <0,001* 0,0001* <0,001*

Tabla 5. Valores p obtenidos de las comparaciones a diferentes tiempos de los pardmetros de las

biopeliculas de M. abscessus expuestas a las diferentes formas de Methylobacterium sp.

89




Resultados

90

Figura 19. Efecto de Methylobacterium sp. en diferentes tiempos sobre

biopeliculas de M. abscessus usando Methylobacterium sp. vivo (A),

autoclavado (B) y un extracto de Methylobacterium sp. (C). Las

imagenes de 96 horas corresponden al control de una biopelicula de

M. abscessus (Tincién Nile Red©) (200).
Se realizaron comparaciones entre las diferentes formas de Methylobacterium
sp. (vivo, autoclavado y extracto) en el efecto que mostraron en los diferentes
parametros de la biopelicula de M. abscessus (tabla 6). El efecto fue mayor con
Methylobacterium sp. vivo comparado con el autoclavado y el extracto. Fue
demostrada la emisién de autofluorescencia en las biopeliculas de M. abscessus

y también fue detectada fluorescencia extracelular tras la exposicién a

Methylobacterium sp.

A las 72 horas, la diferencia entre la forma autoclavada de Methylobacterium
sp. y el extracto fue estadisticamente significativa en cuanto a la reduccién de
la superficie cubierta de la biopelicula de M. abscessus, siendo mayor la
reducciéon con la forma autoclavada. De forma similar, se observé una
reduccidn significativa en este pardmetro al comparar el extracto y las bacterias

vivas, siendo mayor el efecto de Methylobacterium sp. vivo. Hubo diferencias
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entre las bacterias autoclavadas y las bacterias vivas a las 24 y 48 horas de
exposicién, siendo mayor el efecto inhibitorio producido por las bacterias

vivas, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa a las 72 horas.

Methylobacterium Methylobacterium Methylobacterium

Sp. Vivo Vs. Sp. Vivo Vs. sp. autoclavado
autoclavado extracto vs. extracto
24h <0,001* <0,001* 0,2115
Espesor (um) 48 h <0,001* <0,001* 0,4828
72h 0,1116 0,0012* 0,0510
24h <0,001* <0,001* 0,2617
% sup. cubierta | 48 h 0,001* <0,001* 0,0117%*
72h 0,0803 0,004* 0,0046*
24h 0,9223 0,4892 0,7697
%
autofluorescencia | 48 h 0,7188 0,6861 0,3819
72h 0,3819 0,2046 0,1161
24h 0,3535
% muertas 48 h 0,4455
72h 0,3223

Tabla 6. Valores p obtenidos, para cada uno de los parametros de las biopeliculas de M. abscessus, de la
comparacién a la exposicién a diferentes formas de Methylobacterium sp. a diferentes tiempos. (*)
Estadisticamente significativo[200].

En cuanto al espesor de la biopelicula, después de 72 horas de exposicién, no

hubo diferencias significativas entre el uso de Methylobacterium sp. vivo o

autoclavado, pero si se encontré diferencia significativa entre el uso de bacteria
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5.2.1.2.
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viva y extracto, siendo mayor la reduccién del espesor de la biopelicula de M.
abscessus cuando se utilizé bacteria viva. Al comparar bacteria autoclavada

con extracto no hubo diferencias significativas.

Por otra parte, el porcentaje de autofluorescencia no se vio afectado por el uso
de una u otra forma de Methylobacterium sp. Respecto al porcentaje de
micobacterias muertas, no hubo diferencias significativas por el uso de

Methylobacterium sp. autoclavado o extracto.

Efecto de Methylobacterium sp. sobre biopeliculas de M. chelonae.
Los resultados obtenidos del analisis del espesor, porcentaje de superficie
cubierta, porcentaje de autofluorescencia y porcentaje de micobacterias

muertas estin representados en la Figura 20.

La superficie cubierta y el espesor fueron significativamente menores en las
biopeliculas de M. chelonae después de la exposicion de estas a
Methylobacterium sp. autoclavado y extracto a las 24, 48 y 72 horas
comparado con el control (p<0,001 en todos los casos). La méxima inhibicién
de los dos pardmetros fue detectada a las 72 horas (Figuras 20A y 20B). En
cuanto al porcentaje de autofluorescencia, s6lo se encontraron diferencias
significativas con respecto al control cuando se utiliz6 la forma autoclavada
de Methylobacterium sp. durante 48 (p<0,001) y 72 horas (p=0,009),

disminuyendo la autofluorescencia en estos casos (Figura 20C).
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Figura 20. Efecto de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) en diferentes pardmetros de la biopelicula de M. chelonae: A
espesor (um), B % superficie cubierta, C % autofluorescencia, D % micobacterias muertas. Tiempo: horas de incubacién con
Methylobacterium sp. (24, 48 y 72h) y control sin Methylobacterium sp. (96h). (*) Estadisticamente significativo con respecto al
control (p<0,05).

El porcentaje de micobacterias muertas se increment6 cuando la biopelicula
de M. chelonae fue expuesta a Methylobacterium sp. autoclavado a todos los
tiempos (p<0,05 en todos los casos). Con el extracto de Methylobacterium sp.
el porcentaje de micobacterias muertas aument6 a las 48 horas (p=0,0047) y a

las 72 horas (p=0,0007) (Figura 20D).
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24h

96 h

Figura 21. Efecto de Methylobacterium sp. en diferentes tiempos sobre biopeliculas de M.
chelonae usando Methylobacterium sp. autoclavado (A) y extracto bacteriano (B). Las

iméagenes de 96 horas corresponden al control de una biopelicula de M. chelonae (Tincién Nile
Red©).

- -+

Figura 22. Biopelicula de M. chelonae tratada con
extracto de Methylobacterium sp. durante 72 horas.
Tincién Live/Dead BacLight©.

En la tabla 7 se muestran los p valores provenientes de la comparacién a
diferentes tiempos de cada uno de los pardmetros de las biopeliculas de M.

chelonae expuestas a Methylobacterium sp. autoclavado y extracto.
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Methylobacterium  Espesor % superficie % . & .
: . micobacterias
sp. autoclavado (um) cubierta autofluorescencia
muertas
24-48 h <0,001* <0,001* <0,001* 0,4962
24-72 h <0,001* <0,001* 0,0032* 0,6353
24h- control <0,001* <0,001* 0,7571 <0,001*
48-72 h 0,001* <0,001* 0,1124 0,3025
48h- control <0,001* <0,001* <0,001* 0,0119*
72h- control <0,001* <0,001* 0,009* <0,001*
Methylobacterium  Espesor % superficie Yo . % .
. . micobacterias
sp. extracto (um) cubierta autofluorescencia
muertas
24-48 h <0,001* <0,001* >0,05 0,0990
24-72 h <0,001* <0,001* >0,05 0,0187*
24h- control <0,001* <0,001* >0,05 0,1432
48-72 h 0,001* <0,001* >0,05 0,3865
48h- control <0,001* <0,001* >0,05 0,004 7*
72h- control <0,001* <0,001* >0,05 0,0007*

Tabla 7. Valores p obtenidos de las comparaciones a diferentes tiempos de los pardmetros de las
biopeliculas de M. chelonae expuestas a las diferentes formas de Methylobacterium sp.

Cuando se compar$ la forma autoclavada de Methylobacterium sp. con el
extracto se detectaron diferencias significativas en la capacidad de reduccién
del espesor de la biopelicula de M. chelonae, viéndose més reducido en todos
los tiempos con la forma autoclavada. En el pardmetro superficie cubierta, la
reduccién también fue mayor con la forma autoclavada a las 48 y 72 horas,
pero no hubo diferencias significativas con el extracto a las 24 horas. El
porcentaje de autofluorescencia fue estadisticamente mayor con el extracto a
las 48 y 72 horas, pero no hubo diferencias a las 24 horas. El porcentaje de
micobacterias muertas fue mayor con Methylobacterium sp. autoclavado a las

24 y 72 horas.
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Methylobacterium sp.
autoclavado vs. extracto
24h <0,001*
Espesor (um) 48 h <0,001*
72h <0,001*
24h 0,1432
% sup. cubierta 48 h <0,001%*
72h <0,001%*
24h 0,3223
% autofluorescencia 48 h <0,001%*
72h 0,0015*
24h 0,001"
% muertas 48 h 0,1548
72h 0,0233*

Tabla 8. Valores p obtenidos, para cada uno de los pardmetros de las biopeliculas de
M. chelonae, de la comparacién a la exposicion a diferentes formas de
Methylobacterium sp. a diferentes tiempos. (*) Estadisticamente significativo.
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5.2.1.3. Efecto de Methylobacterium sp. sobre biopeliculas de M. fortuitum.
Los resultados obtenidos del andlisis del espesor, porcentaje de superficie
cubierta, porcentaje de autofluorescencia y porcentaje de micobacterias

muertas estdn representados graficamente en la Figura 23.
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Figura 23. Efecto de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) en diferentes pardmetros de la biopelicula de M.
SJortuitum: A espesor (um), B % superficie cubierta, C % autofluorescencia, D % micobacterias muertas. Tiempo: horas de
incubacién con Methylobacterium sp. (24, 48 y 72h) y control sin Methylobacterium sp. (96h). (*) Estadisticamente
significativo con respecto al control (p <0,05).

La superficie cubierta y el espesor fueron significativamente méas bajos en
biopeliculas de M. fortuitum que habian sido expuestas a Methylobacterium

sp. autoclavado y extracto (p<0,001 en todos los casos) con respecto al control.
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La méaxima inhibicién de estos dos pardmetros fue registrada a las 48 y 72
horas (Figuras 23A y 23B). En cuanto al porcentaje de autofluorescencia, se
pueden observar diferencias significativas respecto al control con la forma
autoclavada de Methylobacterium sp. a las 72 horas (p=0,0083) y con el
extracto a las 48 (p=0,0039) y 72 horas (p=0,0106), disminuyendo la
autofluorescencia en todos los casos (Figura 23C). El porcentaje de
micobacterias muertas fue significativamente més alto sélo tras la exposicién
de la biopelicula a Methylobacterium sp. autoclavado durante 72 horas

(p=0,0054) (Figura 23D).

48 h

Figura 24. Efecto de Methylobacterium sp. en diferentes tiempos sobre biopeliculas de M.
fortuitum usando Methylobacterium sp. autoclavado (A) y extracto bacteriano (B). Las

imagenes de 96 horas corresponden al control de una biopelicula de M. fortuitum (Tincién Nile
Red©).

En la tabla 9 se muestran los p valores provenientes de la comparacién a
diferentes tiempos de cada uno de los pardmetros de las biopeliculas de M.

fortuitum expuestas a Methylobacterium sp. autoclavado y extracto.
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Methylobacterium  Espesor % supertficie % . % .
. . micobacterias
sp. autoclavado (um) cubierta autofluorescencia
muertas
24-48 h 0,0001* <0,001* 0,3979 0,0433*
24-72 h <0,001* <0,001* 0,0501 0,0005*
24h- control <0,001* <0,001* 0,0665 0,9671
48-72 h 0,0418* 0,0074* 0,0150* 0,0949
48h- control <0,001* <0,001* 0,8852 0,2568
72h- control <0,001* <0,001* 0,0083* 0,0024*
Methylobacterium  Espesor % superficie Yo . % .
. . micobacterias
sp. extracto (um) cubierta autofluorescencia
muertas
24-48 h <0,001* 0,0001 0,0039* 0,3753
24-72 h <0,001* <0,001* 0,0030* 0,3429
24h- control 0,0002* <0,001* 0,5777 0,1270
48-72 h 0,2162 0,0057* 0,5637 0,0909
48h-control <0,001* <0,001* 0,0039* 0,0054*
72h- control <0,001* <0,001* 0,0106* 0,8852

Tabla 9. Valores p obtenidos de las comparaciones a diferentes tiempos de los parametros de las
biopeliculas de M. fortuitum expuestas a las diferentes formas de Methylobacterium sp.

En la tabla 10, pueden observarse las diferencias entre la forma autoclavada y
el extracto de Methylobacterium sp. en su influencia en los diferentes
parametros de la biopelicula. La reduccién del espesor y de la superficie
cubierta fue significativamente mayor con la forma autoclavada que con el
extracto. En la autofluorescencia no se observaron diferencias entre las dos
formas a las 48 y 72 horas; solo se observé diferencia significativa a las 24
horas, siendo mayor el porcentaje de autofluorescencia con el extracto. El
porcentaje de micobacterias muertas fue significativamente mayor con

Methylobacterium sp. autoclavado a las 48 horas.
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Methylobacterium sp.
autoclavado vs. extracto
24h 0,0066*
Espesor (um) 48 h 0,0336*
72h 0,0009*
24h 0,0354*
% sup. cubierta 48 h 0,0001*
72h 0,0002*
24h 0,0106*
% autofluorescencia 48 h 0,0501
72h 0,3025
24h 0,5227
% muertas 48 h 0,0094*
72h 0,0990

Tabla 10.Valores p obtenidos, para cada uno de los pardametros de las biopeliculas
de M. fortuitum, de la comparacién a la exposiciéon a diferentes formas de
Methylobacterium sp. a diferentes tiempos. (*) Estadisticamente significativo.

5.2.2. Evaluacion mediante recuento bacteriano utilizando el método de
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Los resultados obtenidos del recuento expresados en log UFC por proyeccién de

la placa MBEC™ Biofilm Inoculator estdn recogidos en la figura 25.



Resultados

O = N W »~» U1 O N

Log UFC/proyeccion M. abscessus

Methylobacterium sp. autoclavado Methylobacterium sp. extracto

H Control m72h m48h m24h

B
o 82
S}
< 8
9
[

7,8
S * %
S 76 ; * *
jg 74 I *
u .
372 “ !
) T
s 7
o
L 68
D i
% 6,6
- Methylobacterium sp. autoclavado Methylobacterium sp. extracto
H Control m72h m48h m24h

C_9
S * *
= ,
g7 |
e
2
S
)
$3
4
e_ 2
Y1
>0
S Methylobacterium sp. autoclavado Methylobacterium sp. extracto

M Control m72h m48h m24h

Figura 25. Efecto de Methylobacterium sp. autoclavado y extracto en el recuento expresado en log
UFC/proyeccion de la placa con el objetivo de analizar la biopelicula de M. abscessus (A), M. chelonae
(B) y M. fortuitum (C). Tiempo: horas de incubacién con Methylobacterium sp. (24,48 y 72h) y control
sin Methylobacterium sp. (96h). (*) Estadisticamente significativo con respecto al control (p<0,05).
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En las biopeliculas de M. abscessus el recuento bacteriano disminuyd

significativamente con respecto al control después de afiadir extracto de

Methylobacterium sp. durante 24, 48, y 72 horas (p=0,0495 en los tres casos). Sin

embargo, con la forma autoclavada, la reduccién fue significativa sélo a las 72

horas de tratamiento (p=0,0495) (Figura 25A).

En cuanto a las biopeliculas de M. chelonae, la disminucién en el recuento

bacteriano fue estadisticamente significativa a todos los tiempos y con ambas

formas de Methylobacterium sp. (p<0,05 en todos los casos) (Figura 25B).

Methylobacterium Log UFC/ proyeccion  Log UFC/ proyecciéon  Log UFC/ proyeccién
sp .autoclavado M. abcessus M. chelonae M. fortuitum
24-48 h 0,5127 1,00 0,2752
24-72h 0,5127 0,2683 0,1266
24h- control 0,0765 0,0463* 0,8273
48-72h 0,2752 0,5127 0,2752
48h- control 0,3758 0,0495* 0,0495*
72h- control 0,0495%* 0,0495* 0,0495*
Methylobacterium Log UFC/ proyeccién Log UFC/ proyecciéon Log UFC/ proyeccién
sp. extracto M. abcessus M. chelonae M. fortuitum
24-48 h 0,8273 0,2752 0,2752
24-72h 0,0495* 0,2752 0,2752
24h- control 0,0495* 0,0495* 0,8273
48-72h 0,0495* 0,8273 0,2752
48h- control 0,0495* 0,0495* 0,2752
72h- control 0,0495* 0,0495* 0,2752

Tabla 11.Valores p obtenidos de las comparaciones entre los diferentes tiempos de exposicién de las
biopeliculas de MNPCR a diferentes formas de Methylobacterium sp.

En las biopeliculas de M. fortuitum se observa la menor reduccién en el recuento

de las tres micobacterias tras el tratamiento con Methylobacterium sp. S6lo la
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exposicién a la forma autoclavada tuvo una reduccién significativa a las 48 y 72

horas (p=0,0495) (Figura 25C).

En la tabla 12 se muestra la comparacién entre las dos formas de
Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) en cuanto a la reduccién en el
recuento bacteriano de biopeliculas de Mycobacterium sp. No se encontraron
diferencias significativas entre las dos formas en el recuento expresado en log
UFC/proyeccion, solamente la reduccién fue significativamente mayor a las 24

horas de exposicién a Methylobacterium sp. extracto en la biopelicula de M.

chelonae.
Methylobacterium sp.
autoclavado vs. extracto
24h 0.8273
M. abscessus 48 h 0.5127
72h 0.2752
24h 0.0463*
M. chelonae 48 h 0.8273
72h 0.8273
24h 0.1266
M. fortuitum 48 h 0.2752
72h 0.2752

Tabla 12. Valores p obtenidos de la exposiciéon a diferentes formas de
Methylobacterium sp. a diferentes tiempos. (*) Estadisticamente significativo.
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5.3. Evaluacion del efecto de Methylobacterium sp. combinado
con claritromicina sobre biopeliculas de M. abscessus, M.

chelonae y M. fortuitum.

Los resultados obtenidos en el apartado anterior fueron comparados con la adicién
de claritromicina a dos formas de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto),
con la intencién de comprobar si mejoraba el efecto sobre la inhibicion de

biopeliculas de MNPCR.

5.3.1. Evaluacion mediante microscopia confocal laser de barrido.

5.3.1.1. Efecto de Methylobacterium sp. combinado con claritromicina sobre
biopeliculas de M. abscessus.
En las Figuras 26, 27, 28 y 29 estan representadas todas las opciones a las que
se expusieron las biopeliculas de M. abscessus y su efecto sobre los diferentes
pardmetros (espesor, % superficie cubierta, % autofluorescencia, %

micobacterias muertas).

Methylobacterium sp. Methylobacterium sp. Methylobacterium sp. Methylobacterium sp. extracto
autoclavado autoclavado + claritromicina extracto + claritromicina

Espesor (um)
-~ o N w w
(21 o v o w0

o

0

W 72h 48h ®24h

Figura 26. Efecto de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) y la combinacién de
estos con claritromicina en el espesor de la biopelicula de M. abscessus.

104



Resultados

En cuanto al espesor de la biopelicula de M. abscessus, se redujo
significativamente con la adicién de claritromicina a las dos formas de

Methylobacterium sp. (Figura 26).

Sin embargo, en el pardmetro superficie cubierta las diferencias no fueron
significativas, por lo que afiadir claritromicina no supuso ninguna ventaja. De
hecho, al afadir claritromicina al extracto de Methylobacterium sp. la
superficie cubierta se vio ligeramente incrementada a las 24 y 72 horas. Cabe
destacar en este punto que al afadir claritromicina la cantidad de

Methylobacterium sp. se redujo a la mitad (Figura 27).
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Figura 27. Efecto de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) y la combinacién de
estos con claritromicina en la superficie cubierta de la biopelicula de M. abscessus.

La autofluorescencia disminuy6 significativamente con la adicién de
claritromicina a las dos formas de Methylobacterium sp. a las 48 y 72 horas,

y no hubo diferencias significativas a las 24 horas (Figura 28).
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Figura 28. Efecto de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) y la combinacién de
estos con claritromicina en la autofluorescencia de la biopelicula de M. abscessus.

El nimero de micobacterias muertas aumenté de manera muy significativa

cuando el antibidtico claritromicina estaba presente (Figura 29).
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Methylobacterium sp. Methylobacterium sp. Methylobacterium sp. Methylobacterium sp. extracto
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Figura 29. Efecto de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) y la combinacién de
estos con claritromicina en el nimero de micobacterias muertas de la biopelicula de M.
abscessus.
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Methylobacterium sp. Methylobacterium sp.
autoclavado vs. extracto vs.
M.abscessus Methylobacterium sp. Methylobacterium sp.
autoclavado + extracto +
claritromicina claritromicina
24h 0,0010* <0,001*
Espesor (pm) 48 h 0,0011* 0,0199%*
72h 0,0021* <0,001*
24h 0,0885 0,0172*
% sup. cubjerta | 48 h 0,3180 0,1689
72h 0,4314 0,0011*
24h 0,8625 0,1072
% autofluorescencia | 48 h <0,001* 0,001*
72h <0,001* <0,001*
24h <0,001* <0,001*
% muertas 48 h <0,001* <0,001*
72h <0,001* <0,001*

Tabla 13. Valores p obtenidos de las comparaciones entre la exposicion de las biopeliculas de
M. abscessus a Methylobacterium sp. autoclavado y extracto con y sin claritromicina.

5.3.1.2. Efecto de Methylobacterium sp. combinado con claritromicina sobre
biopeliculas de M. chelonae.
En las Figuras 30, 31, 32 y 33 est4n representadas todas las opciones a las que
se expusieron las biopeliculas de M. chelonae y su efecto sobre los diferentes

parametros.
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Figura 30. Efecto de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) y la combinacién de
estos con claritromicina en el espesor de la biopelicula de M. chelonae.

El espesor de las biopeliculas de M. chelonae no se redujo por la adicién de
claritromicina.; de hecho, al combinarla con la forma autoclavada se observd
un ligero aumento. En el extracto no hubo diferencias significativas con o sin
claritromicina (Figura 30). En cuanto a la superficie cubierta, hubo una
disminucién significativa con la adicién de claritromicina durante 24 y 48
horas, pero no durante 72 horas (Figura 31).
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Figura 31.Efecto de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) y la combinacién de
estos con claritromicina en la superficie cubierta de la biopelicula de M. chelonae.
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En el porcentaje de autofluorescencia apenas hubo diferencias significativas
por la adicién de claritromicina, inicamente hubo disminucion significativa al

afiadir claritromicina a Methylobacterium sp. autoclavado a las 24 y 72 horas

(Figura 32).
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Figura 32. Efecto de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) y la combinacién de
estos con claritromicina en la autofluorescencia de la biopelicula de M. chelonae.

El porcentaje de micobacterias muertas si fue significativamente mayor en

todos los casos en los que la claritromicina fue afiadida (Figura 33).
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Figura 33. Efecto de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) y la combinacién de
estos con claritromicina en el nimero de micobacterias muertas de la biopelicula de M.
chelonae.
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5.3.1.3.

110

Methylobacterium Methylobacterium
sp. autoclavado vs. sp. extracto vs.
M.chelonae Methylobacterium Methylobacterium
sp. autoclavado + sp. extracto+
claritromicina claritromicina
24 h 0,0125%* 0,7724
Espesor (um) 48 h 0,0020* 0,6645
72 h 0,0255* 0,6796
24h <0,001* <0,001%*
% sup. cubierta 48 h 0,0412* 0,0177*
72 h 0,2399 0,6801
24h 0,0017* 0,2568
% autofluorescencia | 48 h 0,9507 0,6952
72 h 0,0018%* 0,1671
24 h 0,007* 0,0094*
% muertas 48 h 0,0411%* <0,001*
72h 0,009* <0,001*

Tabla 14.Valores p obtenidos de las comparaciones entre la exposicién de las biopeliculas
de M. chelonae a Methylobacterium sp. autoclavado y extracto con y sin claritromicina.

Efecto de Methylobacterium sp. combinado con claritromicina sobre
biopeliculas de M. fortuitum.

En las Figuras 34, 35, 36 y 37 estan representadas todas las opciones a las que
se expusieron las biopeliculas de M. fortuitum y su efecto sobre los diferentes

parametros.
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Figura 34. Efecto de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) y la combinacion de
estos con claritromicina en el espesor de la biopelicula de M. fortuitum.

El espesor de las biopeliculas no se redujo por la adicién de claritromicina; de
hecho, aument6 ligeramente tras la exposicién de las biopeliculas durante 24
y 48 horas y se mantuvo igual tras la exposicién durante 72 horas, tanto con
la forma autoclavada como con el extracto de Methylobacterium sp. (Figura

34).
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Figura 35. Efecto de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) y la combinacién de
estos con claritromicina en la superficie cubierta de la biopelicula de M. fortuitum.
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El porcentaje de superficie cubierta si disminuyé en todos los casos tras la
adicién de claritromicina, siendo esta reduccién significativa a todos los
tiempos con el extracto de Methylobacterium sp. y a 24 y 48 horas con

Methylobacterium sp. autoclavado (Figura 35).

La autofluorescencia no sufrié variacién en la mayoria de las situaciones por
la adicién de claritromicina. Unicamente disminuyé con la combinacién de

Methylobacterium sp. extracto y claritromicina a 24 y 72 horas de exposicién

(Figura 36).
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Figura 36. Efecto de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) y la combinacién de
estos con claritromicina en la autofluorescencia de la biopelicula de M. fortuitum.

El ndmero de micobacterias muertas fue significativamente mayor cuando se
afiadi6 claritromicina a Methylobacterium sp. autoclavado con respecto a
Methylobacterium sp. autoclavado sin antibiético a todos los tiempos. Sin
embargo, el extracto de Methylobacterium sp. combinado con claritromicina

no produjo méas mortalidad de micobacterias en la biopelicula; de hecho, a las
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72 horas de exposiciéon la mortalidad fue mayor utilizando solo

Methylobacterium sp. extracto (Figura 37).
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37. Efecto de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) y la combinacién de

estos con claritromicina en el nimero de micobacterias muertas de la biopelicula de M.
fortuitum.

e

Figura 38. Diferentes biopeliculas vistas con Tincién Live/Dead BacLight©. A:
Biopelicula de M. abscessus tratada con Methylobacterium sp. autoclavado y
claritromicina 72 horas; B: biopelicula de M. chelonae tratada con extracto de
Methylobacterium sp. y claritromicina 72 horas; C: biopelicula de M. fortuitum
tratada con Methylobacterium sp. autoclavado y claritromicina 72 horas.
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Methylobacterium  Methylobacterium sp.
sp. autoclavado vs. extracto vs.
M. fortuitum Methylobacterium  Methylobacterium sp.
sp. autoclavado + extracto +
claritromicina claritromicina
24h 0,0162* 0,002*
Espesor (um) 48 h 0,003* <0,001*
72h 0,2315 0,6495
24h <0,001* <0,001*
% sup. cubierta 48 h 0,0320* <0,001*
72h 0,4333 <0,001*
24h 0,2568 0,0158*
% autofluorescencia | 48 h 0,0949 0,7105
72h 0,3979 0,0042*
24h <0,001* 0,3865
% muertas 48 h <0,001* 0,002*
72h 0,0189* 0,006*

Tabla 15.Valores p obtenidos de las comparaciones entre la exposicion de las biopeliculas de
M. fortuitum a Methylobacterium sp. autoclavado y extracto con y sin claritromicina.

5.3.2. Evaluacion mediante recuento bacteriano utilizando el método de
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Con la intencién de comprobar si la combinacién de claritromicina junto con
Methylobacterium sp. supone una mejora a la hora de erradicar la biopelicula de
MNPCR, se procedi6 al recuento de log UFC/proyeccion tras la exposicion de las

biopeliculas de cada micobacteria a dos combinaciones: Methylobacterium sp.
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autoclavado + claritromicina y Methylobacterium sp. extracto + claritromicina,
compardndose estas combinaciones con Methylobacterium sp. autoclavado y

Methylobacterium sp. extracto respectivamente.

En las biopeliculas de M. abscessus, no hubo diferencias significativas en cuanto
a una reduccidn en el recuento de colonias por la adiccién de claritromicina. La
unica diferencia se observo a las 72 horas de exposicién entre Methylobacterium
sp. extracto y Methylobacterium sp. extracto + claritromicina, pero el recuento fue

mayor en la dltima opcién (Figura 39).
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Figura 39. Efecto de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) y la combinacién de
estos con claritromicina en el recuento log UFC/proyeccién en las biopeliculas de M.
abscessus.

En las biopeliculas de M. chelonae, la adicién de claritromicina al extracto de
Methylobacterium sp. conllevé una reduccién significativa en el recuento de
colonias con respecto a Methylobacterium sp. extracto sin antibiético. La adicién
de claritromicina a la forma autoclavada de Methylobacterium sp. solo supuso una

mayor reduccién de la biopelicula a las 72 horas de exposicion (Figura 40)
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Figura 40. Efecto de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) y la combinacién de estos
con claritromicina en el recuento log UFC/proyeccion en las biopeliculas de M. chelonae.

En las biopeliculas de M. fortuitum, la adicion de claritromicina a
Methylobacterium sp. autoclavado tuvo mayor efecto en la disminucién del
recuento de colonias de la biopelicula que Methylobacterium sp. autoclavado sin
antibidtico a las 24 horas de exposicion. Sin embargo, la adicién de claritromicina
a Methylobacterium sp. extracto tuvo mayor efecto en la disminucién del recuento
de colonias de la biopelicula que Methylobacterium sp. extracto sin claritromicina

solo a las 72 horas de exposicién (Figura 41).
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Figura 41. Efecto de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) y la combinacién de estos
con claritromicina en el recuento log UFC/proyeccién en las biopeliculas de M. fortuitum.
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Methylobacterium sp.  Methylobacterium sp.

autoclavado vs. extracto vs.
Methylobacterium sp.  Methylobacterium sp.
autoclavado + extracto +
claritromicina claritromicina
24h 0,5127 0,2752
M. abscessus 48 h 0,2752 0,8273
72h 0,8273 0,0495*
24h 0,1046 0,0495*
M. chelonae 48 h 0,5127 0,0495*
72h 0,0495* 0,0495*
24h 0,0495* 0,5127
M. fortuitum 48 h 0,1266 0,5127
72h 0,1266 0,0495*

Tabla 16. Valores p obtenidos de las comparaciones entre la exposicién de las biopeliculas de
M. abscessus, M. chelonae y M. fortuitum a Methylobacterium sp. autoclavado y extracto con
y sin claritromicina.
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6. DISCUSION
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Discusion

6.1. Evaluacion de la patogenia de M. abscessus, M. chelonae

y M. fortuitum segin la morfologia de colonia lisa/rugosa.

Aunque las MNPCR son normalmente consideradas como bacterias oportunistas
ambientales, M. abscessus, M. chelonae y M. fortuitum han sido relacionadas con
enfermedad, mientras que otros miembros del grupo son aislados en el medio
ambiente y raramente causan infecciones[201, 202]. Ademds, la evidencia
epidemiolégica apunta al posible papel de factores de riesgo en la capacidad de
estos microorganismos para producir patologia[8, 9, 74, 75]. La habilidad de las
micobacterias para formar biopeliculas confiere un importante factor a la hora de
causar infecciones en humanos[203]. Sin embargo, hay pocos estudios que
describan factores de virulencia asociados a MNPCR y la mayoria se centran en
M. abscessus, la micobacteria mds patégena de este grupo[27]. Uno de los
estudios sugiere que la produccién de hemolisina podria influir en la
patogenicidad causada por estos microorganismos[28]. Otro estudio ha mostrado
que M. abscessus contiene un gen (ausente en M. chelonae) que codifica la enzima
fosfolipasa C, considerada un factor de virulencia por causar efecto citotéxico en
macréfagos de ratén[29]. Otro posible factor determinante de virulencia podria
estar codificado en el gen mmpL4b (esencial para la sintesis de GPL); ya que la
delecién de este gen causa una pérdida de motilidad y de la capacidad para formar
biopeliculas, aunque la micobacteria aumenta su capacidad de replicacién en
macréfagos humanos[30]. La secuenciacién completa del genoma de M.
abscessus muestra que muchas proteinas de virulencia estidn codificadas por los
denominados ‘“genes micobacterianos”, pero muchas otras se han adquirido
horizontalmente de bacterias ambientales (por ejemplo, actinobacterias y

Pseudomonas)[204].
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Las micobacterias infectan y se multiplican en macréfagos, y cuando un
macréfago fagocita micobacterias, estas se ubican en fagosomas rodeados por una
membrana dentro del citoplasma. Estas bacterias tienen gran capacidad de
adaptarse a la vida intracelular[205-207]. La fagocitosis y la capacidad de
supervivencia intracelular de estas micobacterias han sido estudiadas como
factores de patogenicidad, usando modelos celulares para evaluar los diferentes
aspectos de las enfermedades y su posible tratamiento[14, 31-33]. Byrd y Lyons
demostraron que el fenotipo de colonia rugoso de cepas de M. abscessus persiste
y se multiplica en monocitos humanos, mientras que las variantes de colonia lisa
experimentan una disminucién en esta habilidad a los 5 dias[14]. Roux y col.
describieron el diferente comportamiento de las variantes de colonia lisa y rugosa
de M. abscessus dentro de los macréfagos: las cepas de colonia lisa se disponian
como bacterias aisladas dentro de los fagosomas, y las cepas de colonia rugosa se
localizaban dentro de los fagosomas conteniendo més de dos bacilos en cada uno;
ademads, comprobaron que las cepas de colonia lisa eran capaces de restringir la
acidificacién intrafagosomal e inducian menos apoptosis[33]. Por el contrario,
Esteban y col. evaluaron la capacidad invasiva de cepas de MNPCR mediante un
ensayo por observacién de microcolonia en fibroblastos y no encontraron

diferencias en cepas con fenotipo de colonia diferente[34].

En el estudio desarrollado en esta tesis, se demostré que la fagocitosis fue mayor
con el fenotipo de colonia rugoso en M. abscessus y M. fortuitum, pero no se
encontraron diferencias significativas entre las cepas de colonia lisa y rugosa en
M. chelonae. Esté descrito que el fenotipo liso es debido a la expresion de GPL

en la pared celular bacteriana, y este GPL es minimamente expresado por las



Discusion

variantes rugosas. El estudio llevado a cabo por Howard y col. muestra que una
misma cepa de M. abscessus puede cambiar entre morfologias de colonia lisa y

rugosa[17].

En cuanto a los modelos in vivo, los modelos en raton han sido los mas utilizados
para evaluar la patogenicidad y los fiarmacos antimicobacterianos[31, 208].
Actualmente, estos modelos atin son utilizados[209], pero el uso de roedores
como modelos de infeccion se ha encontrado con obstidculos éticos y
presupuestarios, y se estdn utilizando cada vez mas modelos no mamiferos[35].
El pez cebra se ha utilizado con M. marinum[210] y las larvas de G. mellonella se
han infectado con éxito con M. tuberculosis[211] y con micobacterias no
tuberculosas[36], incluidos estudios sobre el efecto de los antimicrobianos en
estos organismos[212]. El uso de G. mellonella no requiere aprobacién ética, las
larvas pueden sobrevivir a 37°C, y su corta vida qtil las hace ideales para estos
estudios[35]. Ademas, G. mellonella tiene una respuesta inmune celular innata en
la cual estdn involucrados plasmocitos y células granulares, lo que lo hace ideal

para el estudio de la infeccién por micobacterias[36].

Los resultados in vivo del estudio descrito en esta tesis se correlacionan con el
modelo celular previamente descrito. Las larvas infectadas con el fenotipo de
colonia rugoso de M. abscessus y M. fortuitum tuvieron una tasa de supervivencia
mas baja que las infectadas con la variante de colonia lisa. Sin embargo, no se
observaron diferencias en la infeccién por M. chelonae. Para evaluar diferencias
mas sutiles en las larvas, se observaron la actividad, la formacién de pupa y la

melanizacién. Las mayores puntuaciones de actividad, formacién de pupa y
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melanizacién (menor coloracién) correspondieron a las larvas control. Las
puntuaciones de actividad y melanizacién fueron mayores en los grupos de larvas
infectadas por cepas de colonias lisas que en las infectadas por cepas de colonias
rugosas en M. abscessus y M. fortuitum, lo que se correlacioné con la tasa de
supervivencia. Como se observe para la tasa de supervivencia, los pardmetros de
actividad y melanizacién del modelo de infeccién por M. chelonae no siguieron
un patrén segin la morfologia de colonia. La formacién de pupa no estuvo

relacionada con los diferentes fenotipos de las colonias de MNPCR.

Evaluacion del efecto de Methylobacterium sp. sobre

biopeliculas de M. abscessus, M. chelonae y M. fortuitum.

A pesar de que la presencia de Methylobacterium sp. ha sido relacionada con la
ausencia de Mycobacterium sp. en entornos ambientales[37], y se ha desarrollado
un estudio in vitro con M. avium[26], no se han realizado estudios in vitro para
evaluar este efecto en MNPCR. El estudio expuesto en esta tesis muestra que
Methylobacterium sp. puede inhibir la formacién de biopeliculas de M. abscessus,
M. chelonae y M. fortuitum en dos modelos in vitro.

Con respecto al estudio desarrollado mediante MCLB, las diferencias observadas
cuando las biopeliculas de micobacterias fueron expuestas a las dos o tres formas
de Methylobacterium sp. podrian ser el resultado de las diferentes etapas de
maduracién de la biopelicula previas a la adicién de Methylobacterium sp. La
biopelicula expuesta durante 72 horas se desarroll$ previamente durante 24 horas
y la expuesta durante 24 horas se desarrollé previamente durante 72 horas. Por lo
tanto, ademds de estar expuestas durante menos tiempo, las dltimas biopeliculas

eran mis maduras y mads resistentes a la accién de Methylobacterium sp.
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La reduccién de la superficie cubierta y el espesor de las biopeliculas de M.
abscessus fue significativamente mayor cuando se expusieron a bacterias vivas
comparado con las formas no vivas de Methylobacterium sp. En general, la
reduccién fue mayor con las bacterias autoclavadas que con el extracto. Sin
embargo, cuando las biopeliculas se expusieron durante 72 horas, no hubo
diferencias estadisticamente significativas en la reduccién de estos pardmetros por
bacterias vivas o autoclavadas, siendo ambas reducciones mayores que la obtenida
por el extracto. Las diferencias entre la inhibicién causada por las bacterias
autoclavadas y el extracto podrian indicar que ciertos componentes de la pared
celular de Methylobacterium sp. podrian perderse en el proceso de sonicacién y
podrian tener un efecto significativo en la inhibicién de las biopeliculas. Ademas,
con este estudio se demuestra que la presencia de la forma viva de
Methylobacterium sp. no es necesaria para inhibir la formacién de biopeliculas de
M. abscessus, a pesar de que esta inhibicién fue mayor cuando esti presente una
forma metabdlicamente activa de la bacteria. Esto podria ser el resultado de una
competencia de ambas bacterias por los nutrientes presentes en el medio, ya que
Methylobacterium sp. esta adaptado a prosperar con una baja concentracién de
nutrientes[213], pero también podria ser una consecuencia de una posible

produccién constante de la molécula responsable de la inhibicion.

En las biopeliculas de M. chelonae y M. fortuitum continuamos el estudio solo
con Methylobacterium sp. autoclavado y extracto, ya que la reduccién del espesor
y la superficie cubierta fue estadisticamente significativa con estas formas; y con
el objetivo de buscar nuevos enfoques para inhibir las biopeliculas, el tratamiento

de pacientes con bacterias vivas no siempre es posible. En ambas biopeliculas, la
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reduccién fue mayor con Methylobacterium sp. autoclavado durante 72 horas de

tratamiento.

En las biopeliculas de M. chelonae se observa una mayor reduccién en el espesor
y en la superficie cubierta que en M. abscessus y M. fortuitum. Por otro lado, en
las biopeliculas de M. fortuitum, la reduccién de estos pardmetros fue menor en

comparacién con las biopeliculas de M. chelonae y M. abscessus.

Aunque el porcentaje de micobacterias muertas no fue superior al 10% en ningin
caso, la diferencia fue estadisticamente significativa con respecto al control en las
tres especies, siendo las opciones mads eficaces: Methylobacterium sp. autoclavado
y extracto durante 72 horas en biopeliculas de M. abscessus, con la forma
autoclavada durante 48 horas en biopeliculas de M. chelonae y con
Methylobacterium sp. autoclavado durante 72 horas en las biopeliculas de M.
fortuitum. En este sentido, una limitacién del estudio es el tiempo relativamente
corto de tratamiento, comparado con los periodos recomendados en la literatura
para manejo clinico de los pacientes, por lo que un periodo més largo de

experimentacion podria dar resultados diferentes.

Con respecto a la autofluorescencia, la capacidad de las MNPCR para emitir
autofluorescencia azul ha sido previamente descrita[38]. La emisién de
autofluorescencia en Methylobacterium sp. no se ha descrito, aunque se ha
demostrado que las bacterias presentes en el agua potable pueden emitir
fluorescencia[214]. Las coenzimas H429 y FO, involucradas en el transporte de

electrones en las micobacterias, han sido sefialadas como posibles responsables
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de esta autofluorescencia. Cuando estas coenzimas se excitan a 405 nm, son
capaces de emitir fluorescencia con una longitud de onda maxima de emisién a
470 nm[39]. La presencia de fluorescencia extracelular podria ser una
consecuencia de la liberacién de estas moléculas a medida que las células mueren
en el proceso de formacién de biopelicula[38]. Esto podria explicar el aumento de
fluorescencia extracelular cuando las biopeliculas de M. abscessus fueron
expuestas a las diferentes formas de Methylobacterium sp., alcanzdndose un
maximo tras 48 horas de exposicion en todos los casos, de forma similar a lo que
habia sucedido en un estudio previo tras la exposicién de las mismas biopeliculas
a antibidticos o sustancias antibiopelicula, como Tween o N-acetilcisteina[215].
Sin embargo, este efecto no se observé en biopeliculas de M. chelonae ni M.

fortuitum.

Con respecto al experimento realizado utilizando el método de Calgary
modificado usando las placas MBEC™ Biofilm Inoculator, se observé que el
mayor descenso en el recuento (log UFC/proyeccién) tuvo lugar en las
biopeliculas de M. chelonae después del tratamiento con ambas formas de
Methylobacterium sp. Este hecho esta claramente relacionado con el experimento
anterior (MCLB) en el cual la m4xima reduccién de la superficie cubierta y el
espesor fue observada en biopeliculas de M. chelonae. En las biopeliculas de M.
fortuitum, el recuento fue significativamente mas bajo con la forma autoclavada
de Methylobacterium sp. alas 48 y 72 horas de exposicién, pero no se encontraron
diferencias significativas con el extracto respecto al control. Este hecho podria
estar relacionado con que las biopeliculas de M. fortuitum fueron las menos

afectadas por Methylobacterium sp. en la reduccién de los pardmetros espesor y
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superficie cubierta. Finalmente, las biopeliculas de M. abscessus fueron reducidas
significativamente en el recuento de UFC tras la exposicién a Methylobacterium
sp. autoclavado durante 72 horas, y con el extracto a todos los tiempos. En
comparacién con el experimento realizado con MCLB, la superficie cubierta y el
espesor se redujeron significativamente a todos los tiempos con las dos formas de

Methylobacterium sp.

Por lo tanto, podemos confirmar la hipétesis de que Methylobacterium sp. inhibe
la formacién de las biopeliculas, ya que la superficie cubierta y el espesor son los
parametros mds afectados. Sin embargo, también se puede observar una reducciéon
en el recuento de UFC y un aumento de micobacterias muertas, en especial en las

biopeliculas de M. chelonae, lo que podria indicar cierto efecto bactericida.

En conclusién, la superficie cubierta y el espesor de las biopeliculas de
micobacterias se vieron mas afectadas por Methylobacterium sp. que el recuento
de UFC, pero existe una concordancia entre los dos experimentos. El efecto de
Methylobacterium sp. en las biopeliculas de micobacterias podria ser una
consecuencia de la interrupcién del quorum sensing micobacteriano por un
compuesto presente en Methylobacterium sp. ya que este tipo de interaccién ha

sido descrito para otras especies[26].
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6.3. Evaluacion del efecto de Methylobacterium sp. combinado
con claritromicina sobre biopeliculas de M. abscessus, M.

chelonae y M. fortuitum.

Las MNT son resistentes a los fArmacos antituberculosos convencionales, pero
son sensibles a otros antimicrobianos de amplio espectro, aunque existe gran
variabilidad segin especies. Este hecho motiva la realizacién de estudios de
sensibilidad in vitro; si bien, algunos estudios han permitido orientar un
tratamiento empirico. En MNPCR los antibidticos que se suelen ensayar son
macrdlidos, aminoglucésidos, fluoroquinolonas, cefoxitina, imipenem, linezolid,

tigeciclina, doxicilina y trimetoprim-sulfametoxazol[73, 77, 216, 217].

Entre los macrélidos, la claritromicina tiene buena actividad frente a la mayoria
de MNT convencionales[98, 217]. Es un antibiético que inhibe la traduccién de
proteinas mediante la unidén a la subunidad 50S del ribosoma bacteriano y es uno
de los tratamientos de primera eleccién en enfermedad por MNT[54, 117, 218].
La claritromicina tiene buena biodisponibilidad oral y tiene buena eficacia frente

a MNPCR, excepto frente a M. fortuitum en la mayoria de los casos[40].

Sin embargo, como se ha comentado anteriormente, la formacién de biopeliculas
implica un aumento de la resistencia frente a antibiéticos y desinfectantes, siendo
un factor de patogenicidad clave para la supervivencia de estas bacterias[41, 42].
Por todo esto, es constante la bisqueda de nuevas sustancias antibiopelicula. Chun
y Khanum probaron la eficacia de péptidos antimicrobianos (solos y en
combinacidén con antibidticos)[43], Kalan y col. estudiaron compuestos quimicos

como el oxinitrato de plata[45] y Lazarini y col. testaron un compuesto
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proveniente de un fruto de Brasil[44]. En el &mbito de las MNPCR, Mufioz-Egea
y col. demostraron la eficacia de Tween 80 y N-acetilcisteina como sustancias

antibiopelicula, solas y en combinacién con antibidticos[215].

Como se demostré en el punto anterior, Methylobacterium sp. es capaz de inhibir
las biopeliculas de MNPCR; por lo tanto, el siguiente objetivo fue comprobar si
la combinacién con claritromicina tendria algin efecto sinérgico y si la reducciéon
de la biopelicula seria mayor que solo con Methylobacterium sp. Como una
bacteria viva no siempre es Util para un tratamiento por las posibles infecciones
oportunistas, se combind claritromicina con Methylobacterium sp. autoclavado y

extracto.

En el experimento llevado a cabo con MCLB, el pardmetro en el que hubo més
diferencia al afiadir claritromicina respecto a Methylobacterium sp. sin antibiético
fue el porcentaje de micobacterias muertas. Este porcentaje aumentd
significativamente en las biopeliculas de M. abscessus y M. chelonae, tanto al
combinar el antibidtico con la forma autoclavada como con el extracto de
Methylobacterium sp. Especial relevancia tuvo la adicién de claritromicina a la
forma autoclavada de Methylobacterium sp. en el caso de las biopeliculas de M.
abscessus tras la exposicion durante 72 horas a esta combinacion: el porcentaje
de micobacterias muertas aument$ desde un 2,74% con Methylobacterium sp.
autoclavado a un 79,03% con la combinacién de Methylobacterium sp.
autoclavado y claritromicina. En las biopeliculas de M. fortuitum el aumento de
micobacterias muertas al afiadir claritromicina solo tuvo lugar cuando la forma

autoclavada de Methylobacterium sp. estaba presente.
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En cuanto al espesor de la biopelicula, solo se redujo por la adicién de
claritromicina a ambas formas de Methylobacterium sp. en las biopeliculas de M.
abscessus; no hubo reduccién ni en las biopeliculas de M. chelonae ni en las de
M. fortuitum. Sin embargo, en el pardmetro porcentaje de superficie cubierta
ocurrié lo contrario; no hubo diferencias por adicién de claritromicina en las
biopeliculas de M. abscessus, pero si se observé una reduccién en la superficie
cubierta de las biopeliculas de M. chelonae cuando se expusieron a las
combinaciones de Methylobacterium sp. autoclavado y claritromicina y
Methylobacterium sp. extracto y claritromicina respecto a Methylobacterium sp.
sin antibidtico a las 24 y 48 horas de exposicidn; y en el caso de las biopeliculas

de M. fortuitum con ambas combinaciones a todos los tiempos de exposicion.

El porcentaje de autofluorescencia apenas sufri¢ variacién con la adicién de

claritromicina, inicamente disminuy6 en algunos casos.

En el experimento realizado utilizando el método de Calgary modificado usando
las placas MBEC™ Biofilm Inoculator el recuento de colonias no se vio
demasiado afectado por la adicién de claritromicina. La tinica combinacidn eficaz
sobre biopeliculas de M. chelonae parece ser Methylobacterium sp. extracto +
claritromicina, ya que disminuyé significativamente el recuento con respecto a

Methylobacterium sp. sin antibiético a todos los tiempos.

Por lo tanto, la adicién de claritromicina no parece aportar demasiadas ventajas
cuando se combina con Methylobacterium sp. Hay que tener en cuenta que la

concentracién de Methylobacterium sp. se redujo a la mitad en comparacién con
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los experimentos anteriores al combinarlo con claritromicina. En el estudio
llevado a cabo por Mufioz-Egea y col.[215], en el que se estudiaron varios
antibidticos sobre biopeliculas de M. abscessus, M. chelonae y M. fortuitum, se
demostré que claritromicina no mostré préacticamente actividad frente a las
mismas, y ciprofloxacino resulté ser el antibiético més activo frente a estas
biopeliculas; por lo que, en estudios futuros, podria estudiarse la combinacién de

Methylobacterium sp. con esta fluoroquinolona.
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La morfologia de colonia en cultivos in vitro de M. abscessus y M. fortuitum
parece estar relacionada con la fagocitosis en macréfagos de estas micobacterias,
siendo mayor en las cepas con fenotipo de colonia rugoso. Sin embargo, no parece
que haya diferencias en la fagocitosis entre cepas de colonia lisa y rugosa en M.
chelonae.

El modelo experimental con larvas de G. mellonella fue ttil para evaluar la
patogenicidad de diferentes cepas (coleccién y clinicas) de M. abscessus, M.
fortuitum y M. chelonae; ya que todas las larvas infectadas presentaron mayor
mortalidad que los grupos control.

La supervivencia a los 7 dias de larvas de G. mellonella infectadas con cepas de
colonia rugosa de M. abscessus y M. fortuitum fue menor que aquellas larvas
infectadas con fenotipos de colonia lisa de ambas especies. Sin embargo, no hubo
diferencias en la mortalidad en larvas infectadas con cepas de diferente fenotipo
de colonia de M. chelonae.

El estudio de la actividad y melanizacién de larvas de G. mellonella infectadas
con M. abscessus, M. fortuitum y M. chelonae apoy6é los resultados de
supervivencia; sin embargo, el estudio de la formacién de pupa no parece itil en
este modelo de infeccion.

Segin los modelos desarrollados (in vitro e in vivo) la morfologia de colonia en
M. abscessus y M. fortuitum parece influir en la patogenicidad, por lo que podria
tener implicacién en el significado clinico de los aislamientos y podria ser util en
el manejo de los pacientes.

Methylobacterium sp.es capaz de reducir el espesor y la superficie cubierta de las
biopeliculas de M. abscessus, M. chelonae y M. fortuitum; no siendo necesaria la

forma viva de Methylobacterium sp. para esta reduccién, ya que también la
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10.

11.

producen la forma autoclavada y un extracto bacteriano obtenido por sonicacion,
siendo mayor la reduccién de ambos pardmetros con la forma autoclavada de
Methylobacterium sp. que con el extracto.

El porcentaje de micobacterias muertas fue significativamente mayor con respecto
al control tras la exposicién de las biopeliculas de M. abscessus, M. chelonae y
M. fortuitum a Methylobacterium sp. a determinados tiempos y con determinada
forma de Methylobacterium sp. en cada especie micobacteriana.

El porcentaje de autofluorescencia aumento tras la exposicion de las biopeliculas
de M. abscessus a Methylobacterium sp. con respecto al control; sin embargo, esto
no ocurri6 en biopeliculas de M. chelonae y M. fortuitum.

El recuento de UFC/proyeccién llevado a cabo mediante el método de Calgary
modificado demostré que Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) es capaz
de reducir significativamente el recuento bacteriano en las biopeliculas de M.
chelonae a todos los tiempos. Sin embargo, en biopeliculas de M. abscessus la
reduccién solo fue significativa con respecto al control con Methylobacterium sp.
autoclavado a las 72 horas de exposicién y con el extracto a todos los tiempos; y
en biopeliculas de M. fortuitum solo demostré eficacia en la reduccién la forma
autoclavada de Methylobacterium sp. a las 48 y 72 horas de exposicion.

La combinacién de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) y
claritromicina no parece suponer una clara mejora en la reduccién del espesor y
superficie cubierta de las biopeliculas de M. abscessus, M. chelonae y M.
fortuitum con respecto a la utilizacién de Methylobacterium sp. sin antibiético.
La combinacién de Methylobacterium sp. (autoclavado y extracto) y
claritromicina aument? la letalidad, siendo mayor el porcentaje de micobacterias

muertas de las biopeliculas de M. abscessus y M. chelonae con respecto a la
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utilizacién de Methylobacterium sp. sin antibidtico. En las biopeliculas de M.
fortuitum este porcentaje se increment6 con la combinacién de Methylobacterium
sp. autoclavado y claritromicina, pero no con la utilizacién de Methylobacterium

sp. extracto y claritromicina.
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