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LAS MICOBACTERIAS NO PIGMENTADAS DE CRECIMIENTO RAPIDO
Desde que en 1896 fue definido el género Mycobacterium por Lehmann y

Neumann %3

, el numero de nuevas especies descritas englobadas en el
mismo no ha dejado de crecer. El género Mycobacterium incluye en la
actualidad unas ciento treinta y tres especies bien caracterizadas ''°. Dentro de
este pequefio género y por motivos histéricos, clinicos y epidemioldgicos, los
miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis, y muy especialmente la
especie tipo M. tuberculosis (Figura 1) descrita por Robert Koch en 1882 ¢,
son las especies mas estudiadas. Posteriormente al descubrimiento de M.
tuberculosis, se empezaron a describir nuevas especies con caracteristicas
similares, incluyendo la capacidad de ser acido-alcohol resistentes, fenomeno

observado mediante la tincién de Zeel-Nielsen 23:3¢:99:332,

Figura 1. Mycobacterium tuberculosis.

A: M. tuberculosis en cultivo Bactec, tincibn de auramina. B: M. tuberculosis en medio
Middlebrook, microcolonia.

Muchos de estos organismos eran Bacteria ambientales, rara vez descritas

como patégenos en humanos, que fueron englobadas dentro de las
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denominadas micobacterias “atipicas” o “no tuberculosas”. Con los afios en
este grupo de micobacterias, se han descrito cada vez mas especies", siendo
estudiadas por su papel, demostrado, como causantes de enfermedad humana
3674336354355 ' maxime cuando cada vez hay mas pacientes con factores de
riesgo 7 para la enfermedad causada por estas micobacterias.

Dentro de las micobacterias atipicas se engloban las micobacterias no
pigmentadas de crecimiento rapido (MNPCR), objeto del presente estudio y
que poseen diferentes caracteristicas, aunque tienen en comun que ninguna
tiene pigmentacion y todas dan lugar a colonias macroscopicamente visibles en
menos de siete dias *2°*%*  Son organismos conocidos desde los Ultimos
afios del siglo XIX % y primera mitad del siglo XX, cuando la especie
Mycobacterium fortuitum (Figura 2) fue descrita como causante de infecciones

en humanos 274,

Figura 2. Mycobacterium fortuitum en Middlebrook 7H11.

En la actualidad se conocen mas de veinte especies distintas de MNPCR,
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algunas de ellas descritas como causantes de infecciones en humanos (Cuadro

1) 23638 Estos organismos tienen caracteristicas comunes ¢

que hacen que
el grupo sea de especial interés en la patologia humana, por el amplio espectro
de enfermedades que pueden causar, las diferencias en el tratamiento en
comparaciéon con M. tuberculosis y otras micobacterias, y muchas otras
caracteristicas que son las diferencian claramente de los de los demas

miembros del género 36321347,

Cuadro 1. MNPCR con interés clinico descritas.

Especie
Mycobacterium abscessus Mycobacterium houstonense
Mycobacterium alvei Mycobacterium immunogenum
Mycobacterium boenickei Mycobacterium mageritense
Mycobacterium brisbanense Mycobacterium mucogenicum
Mycobacterium brumae Mycobacterium neworleansense
Mycobacterium canariasense Mycobacterium peregrinum
Mycobacterium chelonae Mycobacterium porcinum
Mycobacterium conceptionense | Mycobacterium senegalense
Mycobacterium cosmeticum Mycobacterium septicum
Mycobacterium elephantis Mycobacterium smegmatis
Mycobacterium fortuitum Mycobacterium wolinskyi
Mycobacterium goodii

CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA

En los ultimos anos y con el auge de la Biologia Molecular, el numero de
especies pertenecientes a las MNPCR ha ido en aumento
215,30,57,86,171,185,266,287,292,300351 * a5 como las reclasificaciones de las ya

existentes, dificultando su caracterizaciéon por parte de los laboratorios de

micobacteriologia clinica. Clasicamente, la identificacion de las especies se
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realizaba mediante una bateria de pruebas bioquimicas y unas

1023,212,226.293  Actualmente el

determinadas caracteristicas fenotipicas
numero de pruebas bioquimicas necesarias es mucho mayor, algunas muy
poco frecuentes, *® y deben ser complementadas en la mayoria de los casos
con técnicas moleculares basadas en el ADN. Las sondas especificas y
otras técnicas de amplificacion genética son instrumentos imprescindibles
para la correcta identificacion de las especies *>2'®. Dentro de las técnicas
moleculares podemos destacar la secuenciacion del gen que codifica para el
16s ARN y el PCR-RFLP Analysis (PRA). Esta ultima técnica se basa en la
amplificacion de regiones de genes comunes (fragmentos de los genes
hsp65, rpoB, o 16S-23S ARN ribosémico [ARNr]) dentro del género
Mycobacterium, que presentan polimorfismos, de manera que el posterior
corte con enzimas de restriccion especificas hace que cada patrén sea unico
de una especie concreta #%7°76:82:153,178,274.301.314.3% Eqta tgcnica es, junto
con la secuenciacion de fragmentos especificos del ADN cromosdémico, la
técnica mas empleada para la identificacion de micobacterias 638
EPIDEMIOLOGIA DE LAS MNPCR

154 |as

A pesar de su frecuencia y de su innegable potencial patégeno
infecciones causadas por las MNPCR no son de declaracién obligatoria y
por tanto existen muy pocos datos sobre su incidencia real. En algunos
estudios hasta un tercio de los aislamientos se pueden considerar

clinicamente significativos, si bien esto depende de la muestra en que se

aisle la micobacteria '%°. Las MNPCR son bacterias ambientales cuyo habitat
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puede ser, entre otros lugares, el suelo o en el agua, incluyendo los
sistemas de abastecimiento de la misma 36:60:157:288:324.343 " Eyiste un amplio
espectro de estudios sobre la presencia de micobacterias en estos sistemas,
incluyendo el aislamiento de MNPCR °260:112.191.324 " 5 nque estos estudios
tienen el problema de la ausencia de un protocolo estandar para su
: : 284,324 . : :
aislamiento . Por tanto, este podria ser el origen de las cepas aisladas

en humanos *?*. Los datos conocidos estan destinados a analizar el nimero

204

de aislamientos pero no poseen datos de evaluacion clinica salvo en

caso de infeccion clara o de brotes *****. Como pueden llegar a confundirse

con otras especies, su incidencia real puede ser mas alta que la registrada

en los laboratorios de micobacteriologia 3%,

250,345

La presencia de MNPCR en soluciones desinfectantes , que pueden

convertirse en focos de infeccion, ha sido demostrada en el seno de brotes

epidémicos 1643129187345 En estos casos y por técnicas moleculares se

pueden demostrar la clonalidad de los aislamientos **'9'%

al igual que
muchas infecciones asociadas a otras fuentes ambientales *®, dando lugar
tanto a brotes como a pseudobrotes '88*°3%_Algunos estudios recientes sobre
la epidemiologia de estos organismos utilizando técnicas moleculares han
demostrado que, en ausencia de un foco externo, las cepas de distintos
pacientes no tienen relacion, por lo que la transmisidn entre los seres humanos

podria ser excluida como causa de enfermedad '%%"%,
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ENFERMEDADES CAUSADAS POR MNPCR
Como patégenos humanos bien documentados que son *¢2°°33%¢ |as MNPCR
pueden causar un amplio espectro de cuadros clinicos, incluyendo

infecciones nosocomiales, especialmente en complicaciones relacionadas con

la presencia de cuerpos extrafios *®’’, tales como infecciones de herida

257,342 139

quirargica 2°°*%, bacteriemias , infecciones del tracto respiratorio ',

154,165

infecciones osteoarticulares e incluso endocarditis de valvula protésica

7325344 En algunos casos, los cuadros clinicos producidos por estos

organismos pueden llegar a ser extremadamente graves *°¥. Las especies

aisladas con mayor frecuencia en estas infecciones son M. fortuitum, M.

36,39,100,347

chelonae y M. abscessus , aunque en muchos otros casos estas

Bacteria no poseen significado clinico. Otras especies de MCRNP, como M.

33,36,255

peregrinum o M. mucogenicum, se aislan con menor frecuencia , 'y solo

en algunos casos excepcionales pueden ser consideradas como la causa de la

infeccion 26-3%.

Dentro de los cuadros clinicos graves podemos incluir osteomielitis

104,281,285,344,347 190,229,267,347

, endocarditis o infecciones respiratorias, en la

mayoria de los casos sin enfermedad cavitada °39140.166.168,206.208,347
También pueden producir infecciones de caracter leve, como foliculitis (Figura
3) y otras infecciones de la piel, muchas veces relacionadas con tratamientos

cosmeéticos 26,44,96,236,305,344,347.
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Figura 3. Foliculitis causada por MNPCR.

Otra patologia relativamente frecuente es la infeccion respiratoria en pacientes
con fibrosis quistica *¢°66191:230-32 Dentro del hospital, estos organismos son
susceptibles de causar un amplio abanico de cuadros infecciosos (algunas
veces de forma epidémica), entre los que pueden encontrarse infecciones del
sitio quirurgico, infecciones protésicas, bacteriemias relacionadas con catéteres
- : 36,250,343
e infecciones endovasculares, entre otras . En una gran parte de los
casos, estas infecciones se asocian a la presencia de cuerpos extrafios, como
. 2 : £ 37,257,307
es el caso de suturas, catéteres, protesis ortopédicas, eftc. . La
enfermedad respiratoria suele aparecer como un cuadro de infeccién crénica
con radiologia de afectacion multilobar, siendo rara la enfermedad cavitada
debida a estos organismos 139 E| cuadro suele aparecer en pacientes con
factores de riesgo tales como bronquiectasias, acalasia, cancer,
antecedentes de tuberculosis pulmonar tratada, etc. '4%1%61%8:347 "En ¢| caso

de las endocarditis y las osteomielitis (Figura 4), los casos descritos se han
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asociado frecuentemente con pacientes poseedores de algun tipo de cuerpo

137,184,229,267,325,345,347 Si
)

extrano, tales como valvulas cardiacas protésicas
bi : e . o 295,299

ien hay descritos casos de endocarditis sobre valvula nativa . En el
caso de las osteomielitis, la infeccidon se ha asociado a pacientes con
traumatismos, tanto heridas quirdrgicas como lesiones traumaticas
134,147,211,214,281,285,344.352 £ otros casos la infeccion dsea se ha descrito en
enfermos hematoldégicos sometidos a trasplante medular sin el antecedente

de la existencia de traumatismos 27833,

Figura 4. Tomografia de osteomielitis esternal causada por M. chelonae.

Dentro de las infecciones relacionadas con catéteres causadas por las
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MNPCR 25737 sj los catéteres son vasculares, pueden dar lugar a

bacteriemia o a infeccion del tunel del catéter 31.65128.136,160,199,210,215,347,348

17,50,69,84,122,123,164,182,183,249,317 causada por estos

La infeccidon diseminada
organismos se caracteriza por la presencia de lesiones nodulares multiples
no contiguas (Figura 5), generalmente en las extremidades, sin ninguna otra
sintomatologia, si bien puede aparecer fiebre y detectarse bacteriemia,
aunque rara vez se afectan otros érganos °8:6971:136.164,176,279.291,347

En pacientes con inmunodepresion secundaria a tratamiento corticoideo o
sin ningun defecto inmune evidente el pronostico suele ser bueno con
tratamiento, mientras que en pacientes con inmunodepresion celular severa
o neoplasias vasculares la mortalidad puede ser muy elevada '®*. Estos

cuadros suelen deberse a M. chelonae o0 a M. abscessus, y s6lo raramente a

M. fortuitum 6.

Figura 5. Infeccion diseminada producida por M. chelonae.
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Ademas pueden causar cuadros de meningitis, en ocasiones relacionada con

47,177,220,319

63.119,184,199.213.296.347 ' hepatitis >*', artritis o tenosinovitis ,

catéteres

14,35,72,73,79,121,130,161-163,197,268,282,323,326,347
)

queratitis endoftalmitis

92,219,258,275,302,323 46,64,85,117,159,173,264,347,360

, linfadenitis , otitis media y mastoiditis

16,113,118,195,253,316,327 25,95,156,234

, infeccion urinaria , infeccion de los cables de
marcapasos %2, mediastinitis *°°, peritonitis postquirdrgica '"*, endometritis ***, e
infeccion pleural, asociada en algin caso a infeccién pulmonar 283 Muchos
de estos casos son infecciones en las que existe el antecedente de
intervenciones quirurgicas u otro tipo de antecedentes médicos, por lo que se
podria considerar que se trata de infecciones nosocomiales.

Algunos estudios recientes sobre infecciones causadas por las MNPCR en la
piel y partes blandas, han demostrado que es necesaria la presencia de un
trauma ' o una cirugia anterior como factor de riesgo en mas del 50 % de los
casos 216,

Dada la amplitud del espectro de enfermedades que estas Bacteria pueden
causar potencialmente, el diagnostico puede retrasarse durante largos periodos
de tiempo. Ademas, como estos organismos pueden crecer en los medios de
cultivo empleados comunmente en microbiologia clinica, se podrian identificar
errbneamente como “difteromorfos” en caso de no realizarse una tincion acido-
alcohol resistente de los mismos, riesgo que aumenta con el uso de métodos
comerciales de identificacion %.

M. fortuitum se ha aislado en infecciones respiratorias y cutaneas de origen

36,347

extrahospitalario , ademas de ser el causante de gran cantidad de

34



infecciones nosocomiales, incluyendo brotes en infecciones secundarias
posteriores a cirugias cardiacas o plasticas, abscesos post-inyecciéon o
varios pseudobrotes **’. También, se ha podido aislar en infecciones de
herida quirGrgica como cirugias de hernia * y en infecciones de catéteres.
Los cuadros de infeccién de partes blandas y tejido celular subcutaneo
secundarios a inyecciones o traumatismos suelen aparecer semanas o
meses después de la lesion, en algunos casos de forma epidémica, teniendo
posteriormente una evolucidn torpida 49:97:126:331:347.353 ) a5 infecciones de

338,347

herida quirurgica relacionadas con cirugia cardiaca , Cirugia plastica

54,55,347 70,151,280,347

u otros procedimientos quirurgicos aparecen tras un
periodo de incubacién de dos a ocho semanas, pudiendo aparecer incluso
fiebre si la superficie afectada es de gran tamario.

M. chelonae, anteriormente clasificada como M. abscessus, es una especie

10 Es causante de

relativamente frecuente en algunos paises europeos
infecciones quirtirgicas, de piel y tejidos blandos 8***. También puede causar
brotes de infecciones oculares secundarias posteriores a una cirugia *.

M. abscessus es mas frecuente en Estados Unidos °. Causa infecciones de

vias respiratorias en un amplio espectro de pacientes, incluyendo pacientes

36,61 36

con fibrosis quistica . Puede causar diversas infecciones *°, incluyendo
infecciones de piel y tejidos blandos e infecciones post-quirurgicas.
TRATAMIENTO ANTIBIOTICO

Las MNPCR son resistentes a los farmacos utilizados habitualmente en el

tratamiento de la tuberculosis, por lo que para el manejo de los pacientes
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con infeccién por MNPCR se requiere el empleo de otros antibidticos,
usados con frecuencia para tratar infecciones causadas por otros
microorganismos 3*¢3%". Cada cepa de cada especie del grupo de las MNPCR
puede tener, potencialmente, una sensibilidad diferente. El correcto tratamiento
de las enfermedades causadas por estos organismos debe ser, por ello,
individualizado y basado en las pruebas de sensibilidad pertinentes. La técnica
de referencia para el estudio de sensibilidad es la microdilucién en caldo. Sin
embargo, esta técnica es dificil de realizar en la mayoria de laboratorios
asistenciales, por lo que se emplean otras técnicas. El uso del E-test no

permite conocer la concentracion minima inhibitoria (CMI) exacta para la

29 205

mayoria de los antibidticos <, como ocurre en el caso de la tigeciclina
(Figura 6), aunque permite saber en la mayoria de los casos si la cepa a
estudio es sensible o resistente, aunque se han descrito problemas de

reproducibilidad >*"%®, Otras técnicas como el estudio mediante disco-placa no

son recomendables para estos organismos "°".

Figura 6. Antibiograma por E-test de la tigeciclina en MNPCR.
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En el tratamiento se emplean preferentemente de eleccion suele ser con los
macrolidos, las quinolonas y la amicacina, aunque también se pueden utilizar

36,77,311,339

las tetraciclinas, el cotrimoxazol o la cefoxitina El linezolid, la

telitromicina o la tigeciclina parecen tener una buena actividad in vitro frente a

estos microorganismos 14340341

. Los macrolidos claritromicina y azitromicina
muestran una excelente actividad frente a M. chelonae, M. abscessus, M.
mucogenicum 'y M. peregrinum, pero menor frente a M. fortuitum
114.115,260.261.346 | 5 claritromicina ha sido utilizada frecuentemente para tratar
infecciones por MNPCR 2434 muchas veces en poliantibioterapia 2",
aunque se pueden llegar a producir resistencias in vivo en tratamientos
monoterapeuticos en infecciones diseminadas por M. chelonae. Cuando se
utilizan en combinacion, suelen asociarse a la amicacina. Este antibidtico
tiene una actividad bastante uniforme frente a MNPCR 11%152:217.308 "y, g6
excepcionalmente aparecen cepas resistentes %7741,

Cuando hay un cuerpo extrafo involucrado en la infeccion, se debe eliminar en
muchos casos, para que se consiga la curacion de la enfermedad.

Dentro de las MNPCR, M. chelonae y M. abscessus son mas resistentes a los
antibidticos que las otras especies del grupo, aunque la mayoria de las cepas
de M. chelonae siguen siendo susceptibles a los macrdlidos, especialmente a
la claritromicina. La multirresistencia de las cepas de MNPCR puede hacer
extremadamente dificil el tratamiento 2%,

MECANISMOS DE RESISTENCIA ANTIBIOTICA

La resistencia antibidtica de las MNPCR puede tener diversos origenes, al igual
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que ocurre con el resto de las Bacteria. Hay una serie de mecanismos muy
variados entre los que se encuentran la alteracion de la diana de unién, la
degradacion del antibiético y la expulsidn del mismo '2%194277:320 En ocasiones
especiales, la molécula antibidtica puede incluso no penetrar en la célula %,

Una de las formas de resistencia mas frecuentes a los macrélidos se debe a la
modificacion del sitio de union de estos antibidticos al ribosoma,
frecuentemente producida por la presencia de los genes erm (erythromycin

ribosome methylation) 212"

, que se encuentran presentes tanto en Bacteria
Gram positivas como en Gram negativas y de los que existen una gran
variedad . Estos genes codifican para metilasas (metiltransferasas) de ARNr,
cuya funcién es afiadir, de manera especifica, un grupo metilo a la posicion N6
del nucledtido adenina A2058 (numeracion de Escherichia coli) de la region
peptidiltransferasa de la subunidad 23S del ARNr #'3%° confiriendo una
resistencia cruzada a macrolidos, lincosamidas y estreptograminas B (MLSB).

200201 | 35 monometil-

Estas metilasas pueden monometilar o dimetilar
transferasas Erm confieren alta resistencia a las lincosamidas y baja o
moderada resistencia a los macrdlidos y las estreptograminas B. Las dimetil-
transferasas Erm confieren elevada resistencia a los macrolidos, las
lincosamidas y las estreptograminas B 2°°?°". La dimetilacion del nucleétido
A2058 de la subunidad 23S del ARNr es el mecanismo bacteriano mas comun

de resistencia MLSB %'

. El fenotipo puede aparecer de manera constitutiva,
cuando el gen se expresa independientemente de la presencia del antibidtico, o

inducible, cuando se produce con la presencia del macrolido. Varios estudios
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han detectado estos genes en MNPCR 201222224 ' qandose diferentes tipos de
esta extensa familia genética, aunque todas las metilasas detectadas fueron de
tipo inducible ?*2. Son constitutivos ?** los genes erm(39) en M. fortuitum y
erm(38) en M. smegmatis ***. Sin embargo, tanto el gen erm(38) y como el gen
erm(39), confieren resistencia de alto nivel a los macrdlidos y las lincosamidas

pero no confieren resistencia a las estreptograminas B 201222224

y se expresan
ante concentraciones subinhibitorias de los macrolidos 2°'.

Otro mecanismo comun de resistencia es la expulsién del antibiotico por medio
de proteinas transportadoras, disminuyendo la concentracion intracelular del
mismo 20:240:241.259294310 " Eotas hombas de eflujo son proteinas de membrana
activas y dependientes de energia '°®?’®, Una de las bombas descritas en la
literatura para el género Mycobacterium es la proteina Tap *, que confiere
resistencia de bajo nivel a los aminoglucédsidos y las tetraciclinas. Esta descrita
en M. fortuitum ***°. Esta proteina presenta una significativa homologia con
bombas protén antitransportadoras de antibidticos, especialmente de las
tetraciclinas y los macrolidos. Por tanto la bomba Tap funciona gracias a un
gradiente de protones mediante un mecanismo de antiporte *.

La primera bomba de eflujo descrita en el género Mycobacterium fue la
proteina LfrA de M. smegmatis **3'°. Esta bomba confiere baja resistencia a las
fluorquinolonas hidrofilicas como el ciprofloxacino “, pero no confiere
resistencia a las quinolonas hidrofébicas '®. Es homéloga de la proteina QacA

de Staphylococcus aureus, de la TcmA de Streptomyces glaucescens y de la

Mmr de Streptomyces coelicolor ',
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BIOPELICULAS
Las biopeliculas son comunidades de microorganismos, en muchas ocasiones
mixtas (Figura 7), que crecen embebidos en una matriz extracelular y adheridos

%8141 Actualmente se

a una superficie inerte o un tejido vivo o en una interfase
han definido como comunidades multicelulares compuestas de células
procariotas y/o eucariotas incluidas en una matriz compuesta, al menos
parcialmente, por sustancias sintetizadas por las células sésiles de la
comunidad *°. La formacién de estas estructuras es compleja y obedece a
multiples factores, atin no del todo conocidos 2*°, y esta regulada por el sistema
de quorum sensing. Este es un mecanismo de regulacién dependiente de la
acumulacion en el medio ambiente de la molécula sefal o auto inductor como
consecuencia del aumento en la densidad de células presentes '®°. Todo ello
da como resultado una alteracién en el fenotipo de los microorganismos que
forman estas estructuras como consecuencia de cambios en la expresion
genética, produciéndose la transcripcion de genes especificos *4%%. Estos
genes permanecerian silentes en las Bacteria en estado planctonico, pero se
activarian sélo cuando las Bacteria se encontrasen formando parte de la
biopelicula. Parece ser que en gran cantidad de especies bacterianas, la
biopelicula podria ser la forma natural de vida. Para un miembro del Dominio
Bacteria, la formacion de este tipo de estructuras posee muchas ventajas:
transferencia horizontal de material genético, uso conjunto de subproductos
metabdlicos, mayor tolerancia a agentes antimicrobianos, etc. Aunque pueden

ser asociados a procesos infecciosos, hay que sefialar que tienen papel
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protector (en dientes, vagina, etc.) **®'8 | as biopeliculas suponen un factor
clave para la supervivencia bacteriana en diversos ambientes y permiten la

colonizacion de nuevos nichos.

Figura 7. Biopelicula mixta obtenida de una caneria comun del sistema de

abastecimiento de aguas.

Obtenida en microscopio invertido. 40X. Tincion LIVE/DEAD®.

Las biopeliculas tienen importantes consecuencias a muchos niveles,
especialmente en medicina, al estar en relacion con diversas infecciones, sobre

todo las relacionadas con la presencia de cuerpos extrafios ' o con

87125131 | a formacion de

infecciones del oido medio u otras localizaciones
biopeliculas, tanto a nivel ambiental como infeccioso, por parte de las especies
del género Mycobacterium es un dato recogido en la literatura cientifica %*’.

La formacién de la biopelicula requiere de unos pasos muy concretos a seguir
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(Esquema 1). En primer lugar, se debe dar la fijacion de las Bacteria a la
superficie. La union inicial se debe a fuerzas débiles, como hidrofobicidad o
fuerzas de Van der Waals; para, posteriormente, pasar a uniones mas fuertes
mediante enlaces covalentes entre estructuras presentes en el organismo y
receptores del sustrato. A continuacién, algunas de las Bacteria fijadas
secretan exopolimeros que las recubren a modo de matriz extracelular.

Finalmente, los microorganismo comienzan a multiplicarse 98.59.88,141

Esquema 1. Representacion del desarrollo de una biopelicula.

7 Although antimicrobials damage
outer cell layers, the biofilm
community is res‘i'sn;nt.

1 Starvation can induce bacteria 3 =
6 shrink and adopt a spore-like D o 8 Propelled by shear forces, aggregated
* state, known as ultramicrobacteria, 2 _ . cells can become detached, or roll or
‘which wait in water, soll, rock or e En ripple along a surface in sheets and
°  tissue until conditions are iy o sl remain in their protected biofilm state.
suitable for active growth. " ¢ £

Active bacteria can attach to almost Q
any surface. Changes in gene i ’
expression transform 'swimmers' to &

"stickers’ within minutes,

Attached bacteria multiply and
encase the colonies with a
slimymatrie. = o
.
- - .
. TE N

]

Esquema conceptual realizado por Peg Dirckx.

El paso de la adhesion a la superficie no es bien conocido en las MNPCR,

habiendo algunos estudios sobre adherencia a células o a superficies como

28,111,244,364

suturas, catéteres u otros biomateriales Hay un estudio que
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demuestra la colonizacion de la superficie interna de tuberias de cloruro de

38 que ademas fueron

polivinilo (PVC) por M. abscessus y M. chelonae
capaces de sobrevivir a varios desinfectantes. Por tanto, el aislamiento de
MNPCR en sistemas de abastecimiento de agua es un hallazgo importante
ya que, el agua del grifo es un medio con escasa cantidad de nutrientes que,
ademas, suele estar clorada. Un estudio realizado por Falkinham et al. "2
puso de manifiesto que la presencia de micobacterias formando biopeliculas en
las cafierias podria explicar que vivieran en esas condiciones. Este dato se
complementa con un estudio anterior que demuestra la presencia de M.
chelonae y M. fortuitum en biopeliculas de los sistemas de aguas ?*°. Dada la
importancia de las biopeliculas en la infeccion, estos datos podrian ser
importantes en las infecciones causadas por MNPCR. Otros estudios han
demostrado la presencia de micobacterias, incluyendo MNPCR, en diversas
biopeliculas, tanto en muestras ambientales ?* como en modelos
experimentales en animales ?®. Asi mismo, y a lo largo de los afios, se han ido
descubriendo nuevas caracteristicas de las biopeliculas de MNPCR
21,22142143.328  desde el desarrollo de la misma a lo largo del tiempo generando
una curva sigmoidea "2 "% hasta que el tiempo de duplicacién de las células
fue mas corto que con respecto a las de vida planctonica ™.

Pero la mayor importancia de esta estructura es la resistencia que confiere a
las Bacteria hacia el medio externo o a factores ambientales estresantes

21228788 incluyendo a los antimicrobianos *'° o antisépticos %, diferentes, en

ocasiones, a los que poseen las Bacteria plancténicas o de vida libre 202233315,
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Los mecanismos implicados en la resistencia de las biopeliculas pueden ser
diversos incluyendo: la impermeabilidad a diversas sustancias (incluidos los
oo . . 8,189,242, . . :
antibidticos) debida a la matriz extracelular ; la existencia de Bacteria en
estado metabdlico latente, frente a las cuales numerosos antimicrobianos son

202,242

ineficaces , 'y la activacion de genes de resistencia, inactivos en las

Bacteria de vida planctonica *°*%%

, como es el caso de las bombas de eflujo
78202242 En el ser humano ademas, las Bacteria contenidas en biopeliculas
tienen mayor facilidad para escapar del sistema inmunitario, lo que dificulta su
eliminacién. Por tanto, las caracteristicas de las biopeliculas pueden estar
relacionadas con la patogenicidad de las MNPCR y su capacidad de resistencia
antimicrobiana.

Se conocen varios mecanismos moleculares implicados en la formacion de
biopeliculas en cepas de M. smegmatis ©7202207:227.262:263363 1| a5 mutantes de
esta especie para fosfoquinasas y GLPs son incapaces de desarrollar una
biopelicula %"?%3. Se ha relacionado la capacidad de las micobacterias de
realizar movimientos por deslizamiento con el desarrollo de las biopeliculas o el
fenotipo de las colonias 2°7%2%3 debido a la relacion entre los
glucopeptidolipidos (GLPs) con la superficie de las células y con la posibilidad
de exponer al exterior de la célula colas hidrofébicas que volverian a la célula
también hidrofobica y por tanto capaz de realizar enlaces con superficies
hidrofilicas, facilitando el desarrollo de la biopelicula o la misma movilidad por
deslizamiento ?°%%%®, Para demostrar estos hechos, también se han realizado

estudios con mutantes 227253,
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Asi mismo, se han analizado diversos genes como participantes en el
desarrollo de la biopelicula, una vez mas, de M. smegmatis ®"?*". Uno de estos
estudios analizan el gen Isr2 °, identificado en varias especies de
micobacterias. Aunque de funcidén no aclarada, parece que los mutantes para
este gen tienen alteraciones en los lipidos apolares, con respecto a los
salvajes, por lo que podria estar implicado en el metabolismo de produccion de

13179 relacionado, asi mismo, con el desarrollo de

los lipidos de la pared celular
la biopelicula en micobacterias.

Otro estudio, relaciona la presencia del gen GroEL, y otros que estan
relacionados con él, con las biopeliculas de las MNPCR. Este gen codifica para
la chaperona Hsp60. En las micobacterias se pueden encontrar dos formas de

la chaperona Hsp60 %’

relacionada con estrés por choque térmico, estrés
oxidativo o respuesta frente a sistema inmunitario **”: GroEL1 y GroEL2, que
poseen una similitud del 60 % de la secuencia aminoacidica. Ademas, mientras
GroEL2 posee en su extremo carboxilo terminal glicina-metionina, comun en
estas chaperonas, GroEL1 tiene en su extremo carboxilo terminal histidina %*’.
Hay otras funciones descritas en la literatura para esta chaperona, que van
desde participante en la sefializacion intercelular a regulador transcripcional 2%’

Se han estudiado en M. smegmatis **'

por su posible relacién con las
biopeliculas, especialmente GroEL1. Las mutantes para este gen mostraron
alteraciones en la produccion de biopeliculas, aunque las Bacteria planctdnicas
mostraban un fenotipo salvaje y eran capaces de adherirse a la superficie %’.

La chaperona GroEL1 participa en el metabolismo de la cadena corta de los
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micolatos 3%, lo que podria indicar que éstos también participan en el desarrollo
de la biopelicula. Los lipidos y no los glucopolisacaridos parecen estar
implicados en el desarrollo de la matriz de la biopelicula de las MNPCR.

Uno de los factores mas importantes de las biopeliculas con respecto,
fundamentalmente, al punto de vista clinico, es su implicacion en la resistencia
antimicrobiana 2°22*2_ Esta implicacion ha sido demostrada en M. smegmatis *'°
y en M. abscessus "8, En este Ultimo caso, las células de M. abscessus que
forman parte de la biopelicula presentaron resistencia a la amicacina y la
claritromicina, sugiriendo los autores que la clave podria estar en los cambios

metabolicos experimentados por las micobacterias dentro de la biopelicula "*2.
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OBJETIVOS
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Las MNPCR son patégenos humanos conocidos. A pesar de ello, los
estudios realizados para determinar las razones por las cuales estas
Bacteria ambientales pueden ser patdégenas, son escasos. Asi mismo, se
desconocen gran cantidad de hechos relacionados con las infecciones
producidas por estos microorganismos, como son los mecanismos de
resistencia antimicrobiana. Se sabe que hay una serie de factores de riesgo
como pueden ser la presencia de cuerpos extrafios o la realizacion de algun
proceso quirurgico anterior. Teniendo en cuento lo anteriormente expuesto,
la hipotesis de este trabajo es: las MNPCR forman biopeliculas, y esta
capacidad esta relacionada con la patogenia de las mismas y su resistencia

antimicrobiana. Por tanto, los objetivos del presente estudio son:

J. Evaluacién del significado clinico de los distintos aislamientos
de MNPCR y determinacion de la relacion entre las cepas procedentes de
distintos pacientes.

JJ. Estudio de sensibilidad in vitro de los aislamientos, tanto
clinicos como de coleccion de las MNPCR, mediante la técnica de
referencia de microdilucidn en caldo.

JJgg. Caracterizacion, tanto en cepas clinicas como de coleccién, de
mecanismos de resistencia a macrolidos, lincosamidas, tetraciclicas y
fluorquinolonas descritos en MNPCR.

JV. Estudio de adherencia, formacién de biopeliculas, movilidad,

fenotipo y su relacién con el significado clinico de las MNPCR.
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Q. Evaluacion de la penetracion de los antibidticos amicacina,
claritromicina y ciprofloxacino en las biopeliculas desarrolladas por las

MNPCR.
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MATERIAL Y METODOS
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MICOBACTERIAS EMPLEADAS EN LOS ESTUDIOS

CEPAS DE COLECCION

Se utilizaron las siguientes cepas de colecciéon segun los requerimientos de
cada experimento: Mycobacterium fortuitum ATCC 6841T y ATCC 13756,
Mycobacterium chelonae ATCC 19235 y ATCC 35752", Mycobacterium
abscessus DSM 44196', Mycobacterium peregrinum ATCC 14467,
Mycobacterium septicum ATCC 7007317, Mycobacterium mucogenicum DSM
44124, Mycobacterium immunogenum ATCC 700505', Mycobacterium
mageritense ATCC 700351T, Mycobacterium porcinum ATCC 33776,
Mycobacterium senegalense NCTC 10956, Mycobacterium elephantis DSM
44368", Mycobacterium smegmatis ATCC 607, ATCC 194207 y ATCC 14468,
Mycobacterium goodii ATCC 700504", Mycobacterium alvei ATCC 51304,
Mycobacterium wolinskyi ATCC 700010" y Mycobacterium brumae ATCC
51384".

CEPAS CLINICAS

La experimentaciéon se realizO con cepas aisladas de muestras clinicas
procedentes de pacientes estudiados en la Fundacién Jiménez Diaz.
Ademas se afadieron los aislamientos clinicos procedentes de pacientes
atendidos en diversos hospitales de Madrid y que fueron enviadas al
laboratorio de Microbiologia Clinica de la Fundacion Jiménez Diaz en el
proceso de realizacion de un estudio multicéntrico que contaba con la
colaboraciéon del Grupo de estudio de Micobacterias de Madrid. Los

hospitales participantes en este estudio fueron: Hospital de Getafe, Hospital
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Clinico San Carlos, Hospital Puerta de Hierro, Hospital de la Princesa, Hospital
la Paz, Hospital Ramoén y Cajal, Hospital 12 de Octubre y Hospital Gregorio
Marafién 1%°,

Las muestras clinicas se procesaron de acuerdo con los protocolos
aceptados internacionalmente en cada momento para cultivo de
micobacterias 167:212226.270298 5 vez aisladas e identificadas, las cepas se
mantuvieron congeladas a —-20° C en leche descremada hasta que se
realizaron los distintos estudios. Antes de cada estudio, se obtuvo un cultivo
axénico de cada Bacteria.

CARACTERIZACION DE LOS AISLAMIENTOS CLINICOS

La identificacion de los aislamientos se realiz6 mediante la siguiente bateria de
pruebas bioquimicas habituales, realizada de acuerdo con los protocolos
aceptados internacionalmente 3%2;

* Reduccion de nitratos (BD, EE.UU.).

* Crecimiento en agar McConkey sin cristal violeta (BD; EE.UU.).

x Utilizacion de los siguientes azucares como fuente de carbono:

citrato, manitol, sorbitol, inositol y ramnosa (Sigma, EE.UU.).

% Produccion de arilsulfatasa (tres dias) (Sigma, EE.UU.).

% Hidrolisis del Tween 80 (BD, EE.UU.).

* Crecimiento en presencia de un 5 % de NaCl.
Asi mismo, se comprobo la velocidad de crecimiento a 30° C, 37° C y 42° C,

al igual que la presencia de pigmentacion y la relacién de ésta con la luz

(fotocromogenicidad) de acuerdo con los protocolos vigentes de estudio de
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estas caracteristicas fenotipicas 2.

Se realizé también a todos los aislamientos un estudio molecular mediante
la técnica de la PCR-RFLP del gen hsp65 (PRA) '°°*'* Para la amplificacién
del gen por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se utilizaron los
cebadores TB11 Y TB12 (Grupo Taper, Espafia) (Cuadro 2). El programa del
termociclador automatico (PTC-100 Peltier Thermal Cycler, MJ Research,
EE.UU.) consistidé en: tres minutos a 94° C; cuarenta y cinco ciclos de un
minuto a 94° C, un minuto a 60° C y un minuto a 72° C; concluyendo con diez
minutos a 72° C. Posteriormente se realiz6 el analisis de los polimorfismos de
los fragmentos de restriccion mediante las enzimas BstEll (60° C) y Haelll (37°
C). Los fragmentos genéticos se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 3 % (BioRad, EE.UU.). El resultado se interpreté mediante el

software BIO-PROFIL version 11.06 (Viber-Lourmat, Francia).

Cuadro 2. Secuencias de los cebadores para el PRA.

CEBADORES
TB11 5’- ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT -3
TB12 5-CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT -3°

Solamente se estudié una cepa por paciente. En caso de deteccion de brotes o

pseudobrotes, solo se empled una cepa de cada grupo de casos '00105107.235
La clonalidad de las cepas empleadas en los distintos experimentos fue
determinada mediante Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) '%°1%°

Esta técnica molecular se realiz6 usando el protocolo descrito por Zhang et al
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%5 para M. abscessus. Se utilizaron los cebadores OPA-2, OPA-18, 1S986-FP y
INS-2 (Cuadro 3), a una concentracién de 100 pM, para la mezcla de reaccion
de PCR, con una concentracion final de MgCl, de 2,5 mM. El protocolo de
amplificacion se realizd en termociclador automatico con el siguiente protocolo:
cuarenta ciclos a 94° C durante un minuto, 36° C durante un minuto y 72° C
durante dos minutos. Los productos de amplificacion por PCR se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 3 %. Posteriormente se detectaron
con bromuro de etidio (BioRad, EE.UU.). Como control se utilizaron cuatro
aislamientos procedentes de un brote bien documentado de queratitis post-
quirurgica, cuyas muestras fueron enviadas a nuestro laboratorio para su

caracterizacion.

Cuadro 3. Secuencias de los cebadores para el RAPD.

CEBADORES
OPA-2 5-TGC CGA GCT G -3
OPA-18 5-AGGTGACCGT -3
IS986-FP 5- ACG CTC AAC GCC AGA GAC CA
INS-2 5- GCG TAG GCG TCG GTG ACA AA
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SIGNIFICADO CLINICO DE LOS AISLAMIENTOS

El significado clinico de las cepas se determind considerando las
caracteristicas clinicas de los pacientes de acuerdo con los criterios aceptados
internacionalmente, cuando las Bacteria fueron aisladas en muestras

respiratorias '9°3%7,

En el caso de muestras procedentes de piel y tejidos
blandos, la presencia de micobacterias en la muestra se considerd
clinicamente relevante ' cuando:

* La micobacteria se recuperd de la biopsia.

* La micobacteria se recuperé en varios exudados y el cuadro
clinico fue compatible con la infeccidn por micobacterias de
acuerdo con la literatura publicada.

* En el resto de los casos se considerd clinicamente significativo '°°
cuando varios cultivos fueron positivos y/o el diagndstico clinico
era coherente con los sindromes descritos para estas
micobacterias, incluyendo la presencia de signos o sintomas
caracteristicos y mejoria después del tratamiento especifico.

Se consideraron de dudosa significacion clinica los casos compatibles con los
hallazgos clinicos, en ausencia de otras posibles causas y que, sin embargo,

fueron interpretados como no significativos por el clinico responsable en cada

caso.
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DETERMINACION DE CARACTE RISTICAS FENOTIPICAS DE LOS
AISLAMIENTOS

EVALUACION DE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO

Se realizé una suspension de cada cepa de micobacteria en tampon fosfato
salino (PBS) (Sigma, EE.UU.) estéril, hasta obtener una concentracion de 10°
UFC/mL, que se diluyd posteriormente hasta 10° UFC/mL. Se sembraron 10 uL
de esta ultima dilucién en placas de agar triptosa soja suplementado con 5 %
de sangre de carnero (TSA) (bioMérieux, Francia). Se incubaron a 30° C
durante una semana. Las placas fueron revisadas diariamente y se considero
la deteccion de colonias de 0,5 mm de diametro como limite para la evaluacion
del crecimiento, expresado en numero de dias, de cada cepa.

DETERMINACION DEL FENOTIPO DE LAS COLONIAS

Con la misma metodologia que en el apartado anterior, se inocul6 la
suspension de micobacteria en placas de agar Middlebrook 7H10. Las placas
fueron incubadas a 30° C durante una semana, tras lo cual fueron analizadas
mediante una lupa binocular para determinar el fenotipo liso o rugoso de las

colonias.
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ESTUDIO DE SENSIBILIDAD MEDIANTE MICRODILUCION EN CALDO
Este estudio, una vez mas, se desarrollé tanto en cepas clinicas como de
coleccion.

ANTIBIOTICOS

Se estudiaron los siguientes antibioticos: tigeciclina (Wyeth, Madison, EE.UU.),
levofloxacino (GSK, Reino Unido), cefoxitina, ciprofloxacino, amicacina,
tobramicina, doxiciclina, cotrimoxazol, eritromicina (Sigma, EE.UU.),
azitromicina (Pfizer, EE.UU.) y claritromicina (Abbott, EE.UU.).

ESTUDIO DE LAS CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS (CMIs)

Las CMIs se determinaron mediante la técnica de referencia de microdiluciéon
en caldo en microplacas estériles de noventa y seis pocillos 22°:308:3%8
Inicialmente, las micobacterias se incubaron en TSA durante cuatro dias a 35°
C en atmdsfera normal, son suplemento de CO,. Posteriormente se preparo el
in6culo bacteriano directamente de las placas en caldo Mauller-Hinton
suplementado con cationes (Difco, EE.UU.) con 0,02 % de Tween 80 a una
turbidez equivalente al 0,5 de la escala de McFarland. Asi mismo se
prepararon diluciones dobles de los antibidticos en caldo Mduller-Hinton con
cationes pero sin Tween 80 que se ainadieron a los pocillos en un rango desde
64 a 0,03 pg/mL. El volumen final en cada pocillo fue de 0.1 ml. Cada placa
se inoculd con 10 ul/pocillo, quedando una concentracion final de 10*
UFC/pocillo. Posteriormente se incubaron las placas a 30° C durante tres

dias. Transcurrido ese tiempo, se realizo la lectura de la CMI.

Como controles del experimento se utilizaron las cepas Escherichia coli ATCC

63



25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Enterococcus faecalis ATCC
29212, incubandose a 37° C y leyéndose a las veinticuatro horas
postinoculacion. Los puntos de corte de cada antibiético son los propuestos por

el CLSI (Clinical and Laboratoy Standars Institute, antes NCCLS) ?*° (Cuadro

4).
Cuadro 4. Puntos de corte de CMIs descritos para MNPCR.
2 CMI (ng/L)
ANTIBIOTICO SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE
CEFOXITINA <16 32-64 >128
CIPROFLOXACINO <1 2 >4
AMICACINA <16 32 > 64
TOBRAMICINA <4 8 =216
DOXICICLINA <1 2-8 > 16
COTRIMOXAZOL <32 - > 64
CLARITOMICINA <2 4 >8

Para interpretar la CMI tanto de la azitromicina como de la eritromicina, se
utilizaron los puntos de corte de la CMI de la claritromicina. Debido a que no se
han descrito los puntos de corte especificos para MNPCR de la tigeciclina y del
levofloxacino, no se realizo la interpretacion como sensible o resistente, pero se

determinaron sus valores de CMI.
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DETECCION DE GENES DE LAS METILASAS erm
El analisis molecular se desarrollé tanto en cepas clinicas como de coleccion.
Estas ultimas se utilizaron como controles. El estudio de susceptibilidad

antibiética se realizé siguiendo los estandares descritos por el CLS| ?%°

para los
macrdlidos claritromicina, azitromicina y eritromicina.

EXTRACCION DE ADN

Partiendo de un cultivo fresco, se inoculd una colonia de micobacteria en 200 pl
de tampoén TE (Tris 10 mM-EDTA 1 mM, pH 8). Después de diez minutos
hirviendo a 100° C, se centrifugd quince minutos a 12.000 rpm (Microfuge 11,
Beckman, EE.UU.). El sobrenadante con el ADN se recogi6 y se congelo a -20°
C hasta su estudio.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La PCR se realizé utilizando los cebadores de consenso (Cuadro 5) para la

familia de genes erm descrito por Nash et al #%°.

Cuadro 5. Cebadores consenso.

CEBADORES
CME-1Y 5-ACG TGG TGG TGG GCAAYCC TG -3’
CME-2 5- AAT TCG AAC CAC GGC CACCAC T -3’

La mezcla de reaccioén se realizd para un volumen final de 25 uL en los tubos
comerciales PureTaq™ Ready-To-Go™ PCR beads (GE Healthcare, Reino
Unido), con una concentracion final de MgCl, de 1,5 mM. Se afadieron 23 uL

de mezcla de reaccion y 2 uL de ADN por tubo. Como control negativo de la
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reaccion, se aiadié agua bidestilada estéril en vez de ADN.
El protocolo de amplificacion utilizado fue:
% Separaciéon de las cadenas molde a 94° C durante un minuto.
* Veinticinco ciclos de:
% Desnaturalizacion a 94° C durante treinta segundos.
% Hibridacién de los cebadores a 60° C durante treinta
segundos.
% Sintesis de ADN a 72° C durante treinta segundos.
% Extension final durante cinco minutos a 72° C.

ELECTROFORESIS

Tras obtener el ADN amplificado, se realiz6 una electroforesis en gel de
agarosa al 2 %, en tampon 1x TBE (10x en stock: 89mM de Tris, 89 mM de
acido bodrico, 2mM de EDTA, a pH 8,4, BioRad, EE.UU.) y con bromuro de
etidio. En cada muestra se afadieron 5 ul de buffer de carga (para 6x: 0,25 %
de azul de bromofenol, 0,25 % de xilencianol y 40 % (p/v) de sacarosa en
agua). La electroforesis se realizé en unas cubetas (Sub-Cell GT o Wide mini-
sub cell GT, de BioRad, EE.UU.) durante una hora y media aproximadamente a
cien voltios (suministrador de voltaje Power Pac Basic o Power Pac 300 de
BioRad, EE.UU.). Se utilizé como control de peso molecular un marcador de 10
bandas (100 bp DNA ladder, BioRad, EE.UU.). El analisis se realizé en un
transiluminador (EcoGen, EE.UU.) acoplado a un ordenador (EcoGen, National
Electronics M900X, EE.UU.), con PhotoCapt software (BioGene, EE.UU.),

obteniéndose fotografias de los geles. El producto de amplificacion fue de
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ciento setenta y cinco pares de bases.

SECUENCIACION DEL AMPLICON

El amplicon se purific6 mediante el sistema comercial Montage PCR
(Genomics, Millipore, EE.UU.). Se prepararon 100 uL de reacciones de
amplificacion, que fueron purificadas en las membranas del sistema comercial
por centrifugacion. Posteriormente se prepararon tubos de ADN purificado a
una concentracién de 100 ng por duplicado, cada uno con el cebador sentido o
el cebador antisentido. El producto de la purificacion se envié para su
secuenciacion automatica al centro Secugen (Madrid, Espafa) El resultado de
la secuenciacion se proceso con la herramienta nucleotide blast del NCBI

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi, a quince de

diciembre de 2008).

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizd el coeficiente de correlacién de Pearson’s para calcular la relaciéon
ente la resistencia fenotipica y las presencia de genes erm. El andlisis
estadistico se realiz6 mediante el programa SPSS v. 15.0 para Windows

(SPSS, EE.UU.).
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DETECCION DEL GEN IfrA

Como anteriormente, la deteccion molecular del gen se realizé tanto en cepas
clinicas como de coleccién. Asi mismo, la extraccion del ADN se realizd
siguiendo el método anteriormente descrito.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La PCR se realizé utilizando los cebadores (Cuadro 6) descrito por Buroni et al.

45

Cuadro 6. Cebadores /frA.

CEBADORES
RG 391 5- CGC CCC GAG CAC CGA GTT -3’
RG 392 5’- GAT GAT CGA CAG GAA GTT -3°

La mezcla de reaccion se realizdé para un volumen final de 25 uL en los tubos
comerciales PureTaq™ Ready-To-Go™ PCR beads, con una concentracion
final de MgCl, de 1,5 mM. Se afiadieron 23 uL de mezcla de reaccion y 2 uL de
ADN por tubo. Como control negativo de la reaccidén, se afiadié agua
bidestilada estéril en vez de ADN.
Después se procedid a realizar la amplificaciéon del ADN en el termociclador. El
programa de amplificacién estuvo compuesto por:

% Desnaturalizacion a 94° C durante tres minutos.

* Treinta ciclos de:

% Un minuto a 94° C.

% Un minuto a 61° C.
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% Cuarenta y cinco segundos a 72° C.
% Quince minutos a 72° C.

ELECTROFORESIS

Posteriormente se analizé la amplificacion mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2 %. Se utilizé tampdn TBE y se realizé durante una hora y media a
cien voltios. El producto de amplificacion se revel6 con bromuro de etidio y fue
de quinientas cuarenta y siete pares de bases.

SECUENCIACION

En este caso la purificacion se realiz6 mediante el sistema comercial QIAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante.
El amplicén se analizé por electroforesis en tampon TBE en gel de agarosa de
bajo punto de fusion (BioRad, EE.UU.). La banda correspondiente al gen
amplificado se cort6 con una cuchilla limpia. Posteriormente, los trozos
recortados se metieron en tubos prepesados. Se volvieron a pesar y se les
afiadio tres volumenes de tampon QG por volumen de gel. Después se
incubaron a 65° C durante unos diez minutos con agitacion ocasional.
Trascurrido ese tiempo, la solucion se centrifugé a 12.000 rpm durante un
minuto en la microcentrifuga (Mikro200R, Hettich, Alemania) en las columnas
de purificacién del sistema comercial. Las columnas se lavaron con tampén PE
y se volvieron a centrifugar como anteriormente. Finalmente se transfirieron las
columnas a tubos colectores limpios, eludiéndose el ADN purificado con
tampén TE, mediante centrifugacion. EI ADN purificado se prepard para su

envio al secuenciador automatico como anteriormente (igual referencia).
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DETECCION DEL GEN tap
Como anteriormente, la deteccion molecular del gen se realizé tanto en cepas
clinicas como de coleccidén. Asi mismo, la extraccion del ADN se realizé de

acuerdo con el método anteriormente descrito.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La PCR se realizé utilizando los cebadores (Cuadro 7) suministrados por el Dr.

Ainsa 4.
Cuadro 7. Cebadores tap.
CEBADORES
TAP 1 5-GTCGCG TTC CCG TGG CTG GT -3
TAP 2 5-CGATACCGG GGC CGACGA TG -3

La mezcla de reaccion se realizdé para un volumen final de 25 uL en los tubos
comerciales PureTaq™ Ready-To-Go™ PCR beads, con una concentracion
final de MgCl, de 1,5 mM. Se afiadieron 23 uL de mezcla de reacciéon y 2 uL de
ADN por tubo. Como control negativo de la reaccidén, se afiadié agua
bidestilada estérii en vez de ADN. Después se procedid a realizar la
amplificacion del ADN en el termociclador. Las fases programadas para la
amplificacion fueron las siguientes:

* Desnaturalizacion a 94° C durante diez minutos.

* Treinta ciclos de:

% Un minuto a 94° C.

% Tres minutos a 72° C.
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ELECTROFORESIS

Posteriormente se analizé la amplificacion mediante una electroforesis en gel
de agarosa al 2 %. Se utiliz6 tampdn TBE y se realizdé durante una hora vy
media a cien voltios. El producto de amplificacion se revelé6 con bromuro de
etidio y fue de trescientas setenta y tres pares de bases.

SECUENCIACION

Este paso se realiz6 igual que el del gen anterior (http://www.ncbi.nim.nih.gov/,

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi, a quince de diciembre de 2008).
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ESTUDIO DE ADHERENCIA A BIOMATERIALES

MEDIO DE CRECIMIENTO Y CONDICIONES DE INCUBACION

Se uso6 agar Middlebrook 7H10 suplementado con OADC sin antibioticos y con
glicerol (BD, EE.UU.) para el cultivo de las distintas cepas de micobacterias.
Las placas se incubaron a 30° C durante siete dias en atmdsfera normal. A
continuacion se aislé una colonia de cada cepa y se inoculd en caldo
Middlebrook 7H9 (BD, EE.UU.) suplementado con Tween-80 0,01 % durante
cinco dias a 30° C, también en atmdsfera normal.

EVALUACION DE LA ADHERENCIA

Para evaluar la capacidad de adherencia de las MNPCR se sigui6 el protocolo
descrito por Yorganci et al **? con modificaciones.

En el experimento se utilizaron fragmentos de suturas estériles monofilamento
de polipropileno (calibre 0) de 2 cm de longitud (Ethicon Inc., EE.UU.). Cada
fragmento se introdujo, asépticamente, en tubos con 2,5 mL de PBS y se
incubd a 37° C durante veinticuatro horas previas a la inoculacion bacteriana.
Para realizar el in6culo bacteriano se centrifugaron los botes de cinco dias de
crecimiento de Middlebrook 7H9 durante treinta minutos a 1500 g, se desecho
el sobrenadante y se lavo el sedimento con PBS estéril. Estos pasos se
repitieron una segunda vez. Finalmente, se resuspendio el sedimento en 2,5
mL de PBS estéril. Con esta suspension se realizé una dilucién bacteriana
ajustada a un 0,5 de turbidez en la escala de McFarland (10® UFC/mL)

A continuacion, el PBS de los tubos que contenian las suturas, fue sustituido

por 2,5 mL del caldo Middlebrook 7H9 inoculado con las Bacteria a estudiar. En
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aquellas cepas en las que se generaba una suspensidon no homogénea, se
utilizaron perlas de vidrio estériles ademas de una agitacion vigorosa en el
vortex. Se cuantificd el indculo bacteriano con mayor precision mediante la
realizacion de ocho diluciones seriadas 1:10 a partir de la original. De las tres
tltimas diluciones (10°, 107 y 10®) se sembraron 100 pL en placas de
Middlebrook 7H10, que fueron incubadas a 30° C durante cinco dias. Se
contabilizé el crecimiento bacteriano de dichas placas para confirmar los
recuentos de colonias.

Las suturas con el inéculo bacteriano se incubaron a nuevamente a 37° C
durante treinta minutos. A continuacion, se retiré el indculo y se sustituyé por
PBS estéril. Los botes fueron reincubados durante veinticuatro horas a 37° C.
Después de este ultimo periodo de incubacion, los fragmentos de sutura se
lavaron doce veces en agua destilada estéril; a continuacion se colocaron en
tubos con 2,5 mL de PBS estéril y se sonicaron a baja potencia durante cinco
minutos en un sonicador Bandelin Sonorex TK-52 (Schalltec GmbH, Alemania).
La adherencia bacteriana se cuantifico mediante los recuentos obtenidos en
cuatro diluciones seriadas 1:10 preparadas con el producto de la sonicacién,
sembrando 100 uL de las tres ultimas diluciones (102, 10° y 10™) en placas de
agar Middlebrook 7H10. Las placas se incubaron a 30° C durante siete dias
para realizar los conteos de las colonias. La cuantificacién de la adherencia de
S. epidermidis ATCC 35983 se realizd siguiendo el procedimiento
anteriormente descrito pero en placas de TSA incubadas a 37° C durante

veinticuatro horas seguidas de otras 24 horas en caldo triptosa soja (TSB)
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(bioMérieux, Francia) a 37° C.

El numero de Bacteria totales presentes en los 2,5 mL de PBS sonicado,
correspondientes al numero total de Bacteria adheridas al fragmento de sutura
se calculé mediante el recuento del numero de colonias presentes en las
placas de cada dilucion.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y fueron repetidos de dos a
cuatro veces.

ANALISIS ESTADISTICO

Para confirmar si los resultados presentaban una distribucion normal, se utilizé
el test de Bartlett. Posteriormente se realiz6 una comparacién multiple de la
media del total de recuentos bacterianos mediante el test de Kruskall-Wallis. Se
realizaron comparaciones dos a dos entre las diferentes especies utilizando el
test de Mann-Whitney. Para comparar las propiedades adherentes y la
velocidad de crecimiento, el numero de Bacteria totales fue analizado
dividiendo los aislamientos en dos grupos (alto o bajo recuento bacteriano,
tomando como punto de corte 5 x 10° UFC). El analisis estadistico se realiz6
mediante el test exacto de Fisher.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS v. 10.0 (SPSS

Inc, EE.UU.).
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TECNICA DE DETECCION DE LAFO RMACION DE BIOP ELiCULAS E N
MICROPLACAS PARA EVALUAR EL E FECTO DE LA COMPOSICION DE L
MEDIO DE CULTIVO

El experimento se realizé utilizando microplacas de poliestireno de noventa y
seis pocillos de fondo plano tratadas para cultivos celulares (Costar, EE.UU.).
El in6culo bacteriano se obtuvo inoculando las cepas de micobacterias en caldo
Middlebrook 7H9, que se incubaron a 30° C durante cinco dias.
Posteriormente, se centrifugaron estos caldos de cultivo a 3000x g. EL
sedimento se lavo una vez con PBS estéril. A continuacion, se realizé una
suspension ajustada a un 0,5 de turbidez en la escala de McFarland en PBS,
también estéril.

Los pocillos de las microplacas se inocularon con 100 uL de la anterior
suspension bacteriana. Las microplacas se incubaron a 37° C durante treinta
minutos. Posteriormente se retird el indculo de los pocillos con una pipeta
Pasteur de vidrio estéril (Afora, Espafia). Los pocillos vacios se lavaron con
PBS estéril y se rellenaron con 100 uL de uno de los siguientes medios:
Middlebrook 7H9, PBS-Glucosa 5 % (Sigma, EE.UU.), PBS-Glucosa 5 %-
Glicerol 0,5 % o agua corriente esterilizada por filtracion (Majadahonda).

Una vez realizada la inoculacién, se incubaron las placas a temperatura
ambiente, en un rango de 25° C a 32° C, y en agitacion en un agitador orbital a
80 rpm, durante sesenta y nueve dias. Se remplaz6 el medio correspondiente
en cada pocillo los dias 1, 4, 7, 11, 14, 18, 21, 25, 28, 32, 35, 39, 41, 44, 47, 51,

54, 58, 61,65y 69. Los dias 1, 4, 7, 11, 21, 28, 35, 41, 47, 54, 61 y 69, se dejo
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vacio el pocillo correspondiente, consecutivo al del dia inmediatamente
anterior. Posteriormente, estos pocillos, se lavaron con agua destilada estéril y
se tifieron con fuchsina basica durante treinta minutos. Luego se lavaron con
agua destilada estéril, se decoloraron diez segundos con etanol absoluto, se
eliminé el etanol relavando con agua destilada estéril y se dejaron secar.

Todas las cepas se evaluaron varias veces para comprobar la reproducibilidad
de la técnica.

ANALISIS DE LOS DATOS

Se obtuvieron fotografias (Digital Camera Coolpix 8400, Nikon, Japdn) a bajo
aumento (10X) en un microscopio invertido (modelo Leite DM IL Leica,
Alemania) de los pocillos tefidos de las microplacas (de tres a cuatro
fotografias por pocillo). Estas fotografias se procesaron con el programa
Imaged Launcher software v.1.4.3.67 (National Institute of Health, EE.UU.),
evaluandose la superficie cubierta por la biopelicula. Este dato, unido al tiempo
de medicion, se utilizé para generar las curvas de crecimiento de las
biopeliculas.

ANALISIS ESTADISTICO

Las diferencias observadas en las curvas de crecimiento realizadas con los
datos de superficie/tiempo obtenidos se compararon mediante un modelo mixto
lineal. Si y;denota la j-ésima observacion del aislamiento /, se asume que:

Yii = Batj + batj + & (1)
Donde f; es la j-ésima observacion en el tiempo del i-ésimo aislamiento. El

parametro B; se corresponde con la pendiente media, mientras que la variable
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aleatoria b4, de distribucion normal, se corresponde con la pendiente aleatoria.
Se asume que bs sigue una distribucidn normal con media y desviacién
estandar op1.

Asi mismo, se asume que el término de error ¢; es independiente y sigue una
distribucion normal (varianza o) para los diferentes tiempos y especies. Se
pueden encontrar detalles adicionales del modelo en la referencia *'. El
analisis estadistico se realizé con el NLME software package **°. Para el
modelo lineal de efectos mixtos se utilizd, especialmente el paquete de la

referencia 2.

77



ESTUDIO DE FO RMACION DE BIO PELICULAS E N AIS LAMIENTOS
CLINICOS DE MNP CRY S U CORRE LACION CON LA M OVILIDAD, EL
FENOTIPO DE LA COLONIA Y EL SIGNIFICADO CLINICO

Siguiendo la técnica descrita en el apartado anterior 1% se procedié al estudio
de aislamientos clinicos. Las cepas se incubaron solamente en Middlebrook
7H9 y durante veinticinco dias. Los pocillos correspondientes se fotografiaron
los dias 1, 4, 7, 11, 14, 18, 21 y 25. Estos mismos dias se sustituyd el medio de
los pocillos restantes. Se utilizaron como controles positivos cepas de coleccion
anteriormente procesadas.

PRESENCIA DE CONTAMINACIONES

De forma aleatoria, se seleccionaron pocillos para analizar la posible presencia
de contaminaciones, inoculando el medio de cultivo en placas de TSA
incubadas a temperatura ambiente durante tres dias. Los experimentos se
repitieron cuando se detectaron contaminaciones.

MICROSCOPIA CONFOCAL LASER

La microscopia confocal laser (CLSM) se utilizé también para evaluar la
formacion de la biopelicula. Para ello se seleccionaron aleatoriamente cepas de
coleccion y aislamientos clinicos. En este caso se utilizaron placas de 6 x 4
pocillos (Nunc, Dinamarca.), en cuyo fondo se depositd de forma estéril discos
estériles de poliestreno Thermanox® de 13 mm de diametro (Nunc,
Dinamarca). Se realiz6 un inoculo de un 0,5 de turbidez en la escala de
McFarland en Middlebrook 7H9, del cual se tomd un mililitro que se anadid a

los pocillos. Las placas se incubaron en las mismas condiciones que las
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microplacas anteriores. Los dias siete, catorce y veintiuno, el medio fue retirado
y los discos de poliestireno, montados en portas con la superficie de la
biopelicula expuesta, tefidos con 25 uL durante quince minutos con la tincidn
de viabilidad LIVE/DEAD® BacLight™ (Invitrogen, EE.UU.), a temperatura
ambiente, en oscuridad en camara humeda. Posteriormente se lavaron con
agua destilada. La observacion de los discos tefidos se hizo en un microscopio
confocal laser Leica DM IRB (Leica, Alemania) a 40X.

ANALISIS ESTADISTICO

Se generaron curvas de crecimiento en funciéon de la superficie cubierta y el
tiempo como en el experimento anterior, pero los datos se analizaron mediante
una regresion logistica, para evaluar la relacion entre el desarrollo de la
biopelicula y la significacion clinica de los aislamientos, para asi predecir la

variable “significado” mediante el uso de las variables “especie”, “biopelicula” y
los datos obtenidos que generan las curvas de crecimiento. La relacidn entre el
fenotipo de la colonia, la movilidad por deslizamiento y el desarrollo de la

biopeliculas se analizé mediante el Test de la Chi-Cuadrado, y el Test Exacto

de Fisher.
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ESTUDIO DE MOVILIDAD POR DESLIZAMIENTO

Se fabricaron placas de caldo Middlebrook 7H9 con 0,3 % de agar (BD,
EE.UU.) o medio de movilidad sin suplementos. En el centro de cada una de
estas palcas se inoculd una unica colonia de MNPCR. EI medio inoculado se
incubo a 37° C en atmosfera de 5 % de CO; durante dos semanas en el caso
de las cepas de coleccion. El diametro del crecimiento bacteriano se midi6 los
dias cuatro, ocho, doce y dieciséis utilizando un calibre digital.

La movilidad de las cepas clinicas, en el mismo medio y en las mismas
condiciones que anteriormente, se midi6 a los siete dias de incubacion.

La estadistica de los datos obtenidos del experimento de la movilidad se realizé
conjuntamente con los datos obtenidos de los experimentos de formacion de

biopeliculas.
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DETECCION DEL GEN groEL EN MNPCR

El analisis molecular se desarrollé tanto en cepas clinicas como de coleccion.
Estas ultimas se utilizaron como controles. La extraccion del material genético
se realiz6 de la misma manera que se describe anteriormente para los otros
genes estudiados.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

En primer lugar se disefiaron los cebadores especificos para la deteccién del
gen productor de la chaperona GroEL. Se utilizé una region de dicho gen
perteneciente a M. smegmatis. La secuencia de los cebadores (Cuadro 8) se
calculé mediante el programa Primer3 Output v. 0.4.0 (Whitehead Institute for
Biomedical Research, EE.UU.). El amplicon resultante fue de ciento cincuenta y

siete pares de bases.

Cuadro 8. Cebadores groEL.

CEBADORES
GroEl 1 5-TCG AGG AGT CCAACACCTTC -3’
GroEl 2 5-GTC GAG ACC TTC GAG CTG AC -3°

La mezcla de reaccion se realizdé para un volumen final de 25 uL en los tubos
comerciales PureTaq™ Ready-To-Go™ PCR beads (GE Healthcare, Reino
Unido), con una concentracion final de MgCl, de 1,5 mM. Se afadieron 23 uL
de mezcla de reaccion y 2 uL de ADN por tubo. Como control negativo de la
reaccion, se afadio agua bidestilada estéril en vez de ADN.

Después se procedio a realizar la amplificacion del DNA en el termociclador.
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Las fases programadas para la amplificacion fueron las siguientes:
* Desnaturalizacion a 94° C durante cinco minutos.
* Veinticinco ciclos de:
% Treinta segundos a 94° C.
% Un minuto a 61° C.
* Un minuto a 72° C.
% Diez minutos a 72° C.

ELECTROFORESIS

Posteriormente se analizé la amplificacion mediante una electroforesis en gel
de agarosa al 3 %. Se utilizé tampon TBE 1x y se realizé durante una hora y
media a cien voltios. El producto de amplificacion se revelé6 con bromuro de
etidio.

SECUENCIACION

El amplicén se purific6 mediante el kit Montage PCR (Genomics, Millipore,
EE.UU.). Se prepararon 100 uL de reacciones de amplificacion, que fueron
purificadas en unas membranas por centrifugacion. Posteriormente se
prepararon tubos de ADN purificado a una concentracion de 100 ng por
duplicado, cada uno con el cebador sentido o el cebador antisentido. El
producto de la purificacion se envid para su secuenciacion automatica al centro
Secugen (Madrid, Espafa) El resultado de la secuenciacion se proceso en la

herramienta nucleotide blast del NCBI (igual que anteriormente).
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EVALUACION DE LA PENET RACION ANTIBIOTICA EN LA S
BIOPELICULAS

Se procedié a estudiar la potencial penetracion antibidtica (permeabilidad) en
las biopeliculas desarrolladas de MNPCR se siguid el método descrito por
Anderl et al. ® con modificaciones. En primer lugar, se realizé una suspension
bacteriana de 0,5 de turbidez en la escala de McFarland en PBS estéril, de la
cual se tomaron 10 pL que fueron inoculados en el centro de discos de
policarbonato estériles, situados en placas de agar Mduller-Hinton.
Posteriormente, estas placas inoculadas se incubaron a 37° C durante siete
dias. Transcurrido este tiempo, se colocé otro disco de policarbonato sobre la
biopelicula desarrollada en el anterior disco. Entonces, se colocé encima un
disco de celulosa estéril impregnado del antibiotico correspondiente (15 ug de
claritromicina y ciprofloxacino, y 30 ug de amicacina). (Esquema 2).

A continuacién se humedecieron con 15 pl de caldo Miller-Hinton e incubaron
a temperatura ambiente. Se retiraron los discos impregnados de antibidtico a
las tres, seis, veinticuatro y cuarenta y ocho horas. La cantidad de antibidtico
que se mantiene en el disco se detecté mediante la técnica de difusion disco-
placa, utilizando la cepa Kocuria rizophyla ATCC 9341 en placas de agar Muller
Hinton. Tras veinticuatro horas de incubacion a 37° C, el diametro del halo de
inhibicion se mididé con un calibre digital.

El control positivo, o control de la permeabilidad, se realizé con idénticos discos
de policarbonato, pero sin biopelicula sobre ellos. También se realizé un control

negativo, o control de la impermeabilidad, utilizando discos de PARAFILM® en
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vez de policarbonato en contacto con la superficie.

Esquema 2. Representacion del modelo de permeabilidad de la biopelicula.

DISCO

BIOPELICULA

MEDIO DE CULTIVO

MEMBRANAS

Las medidas obtenidas del control negativo se utilizaron para calcular el
porcentaje de antibiético remanente en el disco, para evitar falsos resultados
debidos a la degradacion de los antibioticos. Todos los experimentos, incluidos
los bioensayos, se realizaron por triplicado.

Se determin6 la normalidad de los datos mediante el test de Bartlett. Para
comparar las medias se aplicaron un test de ANOVA y el test de Mann-
Whitney/Wilconxon. El calculo estadistico se realiz6 mediante el programa EPI-

INFO 3.4.1 software (Centers for Disease Control and Prevention, EE.UU.).
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RESULTADOS

87



88



SIGNIFICADO CLINICO DE LOS AISLAMIENTOS

Se aislaron e identificaron un total de ciento setenta aislamientos clinicos de
MNPCR (nueve M. abscessus, dos M. alvei, treinta y tres M. chelonae, ochenta
y nueve M. fortuitum, cinco M. mageritense, ocho M. mucogenicum, veintidos
M. peregrinum, un M. porcinum y un M. septicum), procedentes tanto de la
Fundacién Jiménez Diaz como del Estudio Multicéntrico de Madrid. De éstas,
se determin6é que cuarenta y una (ocho M. abscessus, catorce M. chelonae,

diecisiete M. fortuitum y dos M. peregrinum) fueron clinicamente significativas

de acuerdo con los criterios anteriormente expuestos (Cuadro 9).

Cuadro 9. Cuadro clinico de las cepas significativas.

Cepa Eslpecie Cuadro clinico

FJD-4 M. chelonae Infeccion de piel y partes blandas

FJD-5 M. chelonae Osteomielitis

FJD-10 M. peregrinum Infeccion urinaria

FJD-24 M. fortuitum Infeccion de piel y partes blandas
FJD-25 M. chelonae Bacteriemia relacionada con catéter
FJD-29 M. chelonae Bacteriemia relacionada con catéter
FJD-43 M. chelonae Endoftalmitis

FJD-51 M. chelonae Infeccion de piel y partes blandas
FJD-63 M. chelonae Infeccion de piel y partes blandas
FJD-64 M. abscessus Infeccién de piel y partes blandas
FJD-69 M. fortuitum Infeccién de piel y partes blandas
FJD-84 M. chelonae Artritis

FJD-85 M. fortuitum Infeccion de piel y partes blandas
FJD-92 M. fortuitum Infeccion de piel y partes blandas
FJD-95 M. abscessus Infeccion de piel y partes blandas
FJD-172 M. chelonae Bacteriemia
FJD-176 M. chelonae Bacteriemia relacionada con catéter
FJD-193 M. abscessus Osteomielitis
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FJD-207 M. fortuitum Infeccion de piel y partes blandas
FJD-211 M. chelonae Infeccion de piel y partes blandas
FJD-230 M. fortuitum Infeccidon protesis mamaria
FJD-233 M. fortuitum Infeccion protesis cadera
FJD-241 M. fortuitum Infeccion de piel y partes blandas
FJD-260 M. fortuitum Infeccion de piel y partes blandas
MCM-1 M. abscessus Infeccidn respiratoria
MCM-7 M. fortuitum Infeccidn respiratoria
MCM-8 M. fortuitum Absceso cuello

MCM-13 M. fortuitum Canaliculitis

MCM-14 M. chelonae Bacteriemia relacionada con catéter
MCM-15 M. fortuitum Infeccién de herida quirurgica
MCM-16 M. chelonae Endoftalmitis

MCM-24 M. abscessus Fibrosis quistica

MCM-25 M. abscessus Fibrosis quistica

MCM-28 M. fortuitum Bacteriemia

MCM-32 M. chelonae Infeccion de piel y partes blandas
MCM-53 M. fortuitum Bacteriemia relacionada con catéter
MCM-65 M. fortuitum Bacteriemia relacionada con catéter
MCM-66 M. fortuitum Bacteriemia relacionada con catéter
MCM-80 M. chelonae Fibrosis quistica

MCM-83 M. abscessus Fibrosis quistica

MCM-86 | M. abscessus Fibrosis quistica

FJD: cepas procedentes de la Fundacion Jiménez Diaz.
MCM: cepas procedentes del Estudio Multicéntrico de Madrid.

Es de destacar que la especie mas patdgena (numero de aislamientos con
significado clinico) fue M. abscessus (88,9 %), sequida de M. chelonae (42,4
%), M. fortuitum (19,1 %) y M. peregrinum (9,1 %). El estudio de las cepas
mediante RAPD (Figura 8) demostré que todas ellas eran clones diferentes, no
demostrandose ninguna relacion entre los distintos aislamientos, con lo que
quedd descartada la existencia de brotes epidémicos, asi como de clones

predominantes dentro de la poblacién. Si se detectd un pseudobrote de M.
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fortuitum debido a contaminacion cruzada a partir de una muestra con gran
cantidad de micobacterias, probablemente a causa de la generacion de
aerosoles durante su procesamiento. En este caso solo se consideré uno de

los aislamientos para su inclusion en los estudios posteriores.

Figura 8. RAPD completo.

RAPD con los cebadores: OPA-2, OPA-18, IS986-FP e INS-2.
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ESTUDIO DE SENSIBILIDAD MEDIANTE MICRODILUCION EN CALDO

Se estudid la sensibilidad de diecinueve cepas de coleccion: Mycobacterium
fortuitum ATCC 6841T y ATCC 13756, Mycobacterium chelonae ATCC 19235 y
ATCC 35752", Mycobacterium abscessus DSM 44196, Mycobacterium
peregrinum ATCC 14467, Mycobacterium septicum ATCC 7007317,
Mycobacterium immunogenum ATCC 700505", Mycobacterium mageritense
ATCC 700351, Mycobacterium porcinum ATCC 33776', Mycobacterium
senegalense NCTC 10956', Mycobacterium elephantis DSM 44368,
Mycobacterium smegmatis ATCC 607, ATCC 19420" y ATCC 14468,
Mycobacterium goodii ATCC 700504", Mycobacterium alvei ATCC 51304,
Mycobacterium wolinskyi ATCC 700010" y Mycobacterium brumae ATCC
51384,

Ademas, se evalud la sensibilidad de ciento sesenta y cinco aislamientos
clinicos: nueve M. abscessus, dos M. alvei, treinta M. chelonae, ochenta y
nueve M. fortuitum, cinco M. mageritense, seis M. mucogenicum, veintidés M.
peregrinum, un M. porcinum y un M. septicum. Entre estos aislamientos
clinicos, cuarenta y uno se consideraron clinicamente significativos.

Tras estudiar los valores de las CMIs, se determinaron los valores de CMlIso (50
% de inhibicion del crecimiento) y CMIgy (90 % de inhibicion del crecimiento).
Los resultados se muestran en los cuadros (Cuadros 10 y 11). Asi mismo, el
100 % de las cepas presentaron una CMI de < 1 pg/ml a la tigeciclina, siendo

por tanto el antimicrobiano que mejor actividad mostré por peso del estudio.
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Cuadro 10. CMIs de las MNPCR con n = 10 aislamientos.
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Cuadro 11. CMIs de las MNPCR con n < 10 aislamientos.
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Entre las quinolonas estudiadas, el ciprofloxacino mostré la mejor actividad,
especialmente en M. fortuitum y M. chelonae. En el caso de los macrdlidos, la
claritromicina fue el antimicrobiano con mejor actividad frente a las MNPCR,
especialmente en el caso de las cepas de M. chelonae. Los antimicrobianos
doxiciclina y cotrimoxazol mostraron una actividad in vitro variable. La cefoxitina
mostré una baja actividad.

Se observaron tres cepas (dos M. mageritense y un M. chelonae) resistentes a
la amicacina y otras dos (un M. fortuitum y un M. chelonae), con resistencia

22
1225 4

intermedia al mismo antimicrobiano de acuerdo con los criterios del CLS n

hallazgo muy poco comun.
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DETECCION DE GENES DE METILASAS erm

Se estudiaron las siguientes especies de coleccion: Mycobacterium fortuitum
ATCC 6841" y ATCC 13756, Mycobacterium chelonae ATCC 19235 y ATCC
357527, Mycobacterium abscessus DSM 44196, Mycobacterium peregrinum
ATCC 14467, Mycobacterium septicum ATCC 700731", Mycobacterium
mucogenicum DSM 44124, Mycobacterium immunogenum ATCC 700505,
Mycobacterium mageritense ATCC 700351", Mycobacterium porcinum ATCC
33776", Mycobacterium senegalense NCTC 10956", Mycobacterium elephantis
DSM 44368", Mycobacterium smegmatis ATCC 607, ATCC 194207 y ATCC
14468, Mycobacterium goodii ATCC 700504", Mycobacterium alvei ATCC
51304, Mycobacterium wolinskyi ATCC 700010" y Mycobacterium brumae
ATCC 51384

Ademas, fueron analizados ciento sesenta y seis aislamientos clinicos de
MNPCR de las siguientes especies: nueve M. abscessus, dos M. alvei, treinta
M. chelonae, ochenta y nueve M. fortuitum, cinco M. mageritense, siete M.
mucogenicum, veintidos M. peregrinum, un M. porcinum y un M. septicum. Las
CMIls de los aislamientos y la deteccion genética (siendo 0 = ausencia del gen'y

1 = presencia del gen) aparecen en el siguiente cuadro (Cuadro 12):

Cuadro 12. CMiIs de los aislamientos clinicos y deteccidon del gen en estudio.

Cepa Espjecie ERI CLA AZ erm
FJD-193 M. abscessus 0,5 <0,03 0,12 0
MCM-70 M. abscessus 2 <0,03 0,5 0
MCM-83 M. abscessus 1 <0,03 <0,03 0
MCM-86 M. abscessus 2 <0,03 2 0
MCM-25 M. abscessus 0,06 <0,03 2 1
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MCM-24 M. abscessus 0,12 <0,03 0,5 1
FJD-95 M. abscessus >64 32 16 1
MCM-1 M. abscessus 0,5 <0,03 0,25 1
FJD-64 M. abscessus 8 0,25 1 1
MCM-40 M. alvei >64 4 16 0
FJD108 M. alvei 32 16 >64 1
FJD172 M. chelonae 0,25 0,06 0,06 1
FJD-25 M. chelonae <0,03 0,06 0,06 0
FJD-43 M. chelonae 0,06 <0,03 0,06 0
FJD-176 M. chelonae 0,06 <0,03 0,06 0
FJD-82 M. chelonae 1 0,12 0,12 0
FJD-109 M. chelonae 32 4 1 1
MCM-32 M. chelonae 1 0,25 0,12 0
MCM-4 M. chelonae 0,25 0,06 0,25 0
MCM-61 M. chelonae 0,25 0,06 0,25 0
MCM-52 M. chelonae 0,5 0,06 0,25 0
FJD-51 M. chelonae 0,25 <0,03 0,25 0
FJD-44 M. chelonae 0,12 0,06 0,5 0
FJD-29 M. chelonae 2 0,25 0,5 0
FJD-83 M. chelonae 0,06 <0,03 0,5 0
MCM-16 M. chelonae 0,5 <0,03 2 1
FJD-184 M. chelonae 4 4 16 1
MCM-59 M. chelonae >64 8 16 1
FJD-63 M. chelonae <0,03 <0,03 0,5 0
FJD-237 M. chelonae 1 0,06 1 0
FJD-224 M. chelonae 1 0,12 1 0
MCM-31 M. chelonae 2 0,25 1 0
FJD-211 M. chelonae 0,25 <0,03 4 0
MCM-80 M. chelonae 0,25 <0,03 <0,03 0
FJD-45 M. chelonae >64 32 >64 1
MCM-94 M. chelonae 4 <0,03 4 1
MCM-30 M. chelonae 4 2 32 1
MCM-93 M. chelonae 16 0,25 0,5 1
FJD-4 M. chelonae 16 2 16 1
FJD-5 M. chelonae 64 2 4 1
MCM-14 M. chelonae <0,03 <0,03 <0,03 1
MCM-27 M. fortuitum 0,06 <0,03 0,5 1
MCM-33 M. fortuitum 0,12 0,06 1 1
MCM-90 M. fortuitum 0,25 <0,03 0,5 1
MCM-35 M. fortuitum 0,25 <0,03 1 1
FJD-206 M. fortuitum 1 0,12 0,25 1
MCM-92 M. fortuitum 1 0,06 4 1
FJD-207 M. fortuitum 1 0,25 <0,03 1
FJD-22 M. fortuitum 4 0,12 0,06 0
MCM-36 M. fortuitum 2 1 32 1
FJD-36 M. fortuitum 4 2 0,06 1
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FJD-191 M. fortuitum 8 0,5 0,06 1
MCM-50 M. fortuitum 8 1 8 1
FJD-236 M. fortuitum 1 0,06 0,5 0
MCM-42 M. fortuitum 16 0,06 2 1
MCM-41 M. fortuitum 16 0,06 4 1
MCM-43 M. fortuitum 16 0,5 4 1
MCM-65 M. fortuitum >64 4 4 1
FJD-5A M. fortuitum 64 16 4 1
MCM-75 M. fortuitum 0,5 0,12 0,5 0
FJD-156 M. fortuitum 32 2 0,5 0
FJD-233 M. fortuitum 1 <0,03 0,5 0
FJD-239 M. fortuitum 16 2 32 1
FJD-232 M. fortuitum 4 0,12 1 0
MCM-28 M. fortuitum 16 0,5 <0,03 1
MCM-23 M. fortuitum 32 2 0,12 1
FJD-221 M. fortuitum 32 1 0,25 1
FJD-250 M. fortuitum 32 2 2 1
FJD-295 M. fortuitum 32 2 2 1
FJD-24 M. fortuitum 64 4 8 1
FJD-92 M. fortuitum 64 4 8 1
FJD-257 M. fortuitum 64 4 8 1
MCM-51 M. fortuitum 64 4 8 1

FJD-8 M. fortuitum >64 4 8 1
FJD-69 M. fortuitum 64 8 8 1
FJD-84 M. fortuitum 64 8 8 1
FJD-259 M. fortuitum 64 8 8 1
MCM-20 M. fortuitum 32 2 2 1
FJD-240 M. fortuitum 4 0,25 1 0
MCM-17 M. fortuitum 32 1 4 1
FJD-242 M. fortuitum 32 4 16 1
MCM-15 M. fortuitum >64 4 16 1

M53 M. fortuitum >64 4 16 1
MCM-55 M. fortuitum >64 4 16 1
FJD-58 M. fortuitum >64 8 16 1
FJD-255 M. fortuitum >64 8 16 1
FJD-258 M. fortuitum >64 8 16 1

FJD-3 M. fortuitum >64 16 16 1
FJD-256 M. fortuitum 32 2 8 1
MCM-29 M. fortuitum 32 2 8 1
MCM-57 M. fortuitum 8 4 32 1
MCM-39 M. fortuitum 4 0,5 4 0
MCM-64 M. fortuitum >64 4 16 0
MCM-19 M. fortuitum 64 4 32 1
MCM-54 M. fortuitum >64 4 32 1
FJD-20 M. fortuitum 64 8 32 1
MCM-5 M. fortuitum >64 8 32 1




99

MCM-9 M. fortuitum >64 32 32 1
MCM-68 M. fortuitum 32 4 64 1
FJD-175 M. fortuitum >64 16 64 1
FJD-241 M. fortuitum >64 16 64 1
MCM-2 M. fortuitum >64 16 64 1
MCM-66 M. fortuitum >64 2 32 0
MCM-11 M. fortuitum >64 64 32 0
MCM-7 M. fortuitum >64 32 64 1
MCM-60 M. fortuitum >64 4 64 0
MCM-8 M. fortuitum >64 32 64 1
MCM-89 M. fortuitum 64 0,5 4 1
MCM-74 M. fortuitum 64 1 8 1
MCM-38 M. fortuitum 64 8 >64 0
MCM-22 M. fortuitum 64 2 8 1
FJD-61 M. fortuitum 32 8 >64 1
FJD-260 M. fortuitum >64 8 >64 1
MCM-78 M. fortuitum >64 8 >64 1
MCM-82 M. fortuitum >64 8 >64 1
FJD-56 M. fortuitum 32 16 >64 1
MCM-87 M. fortuitum 0,5 <0,03 <0,03 0
FJD-55 M. fortuitum 64 16 >64 1
FJD-194 M. fortuitum >64 32 >64 1
MCM-13 M. fortuitum >64 32 >64 1
MCM-77 M. fortuitum 64 2 8 1
MCM-76 M. fortuitum 64 2 16 1
FJD-230 M. fortuitum 64 2 32 1
FJD-247 M. fortuitum 64 2 64 1
FJD-65 M. fortuitum 64 2 >64 1
MCM-91 M. fortuitum >64 1 8 1
MCM-72 M. fortuitum >64 2 16 1
FJD-37 M. fortuitum >64 2 32 1
FJD-267 M. fortuitum >64 2 >64 1
MCM-79 M. fortuitum >64 2 >64 1
MCM-58 M. mageritense 32 2 4 1
MCM-69 M. mageritense 32 2 8 1
MCM-21 M. mageritense 64 4 16 1
MCM-56 M. mageritense 64 8 16 1
MCM-45 M. mageritense >64 2 2 1
MCM-18 M. mucogenicum 0,06 <0,03 0,06 0
FJD-19 M. mucogenicum 0,06 <0,03 1 0
FJD-187 M. mucogenicum 0,06 <0,03 1 0
MCM-71 M. mucogenicum 0,5 <0,03 1 0
FJD-218 M. mucogenicum | <0,03 <0,03 <0,03 0
FJD-155 M. mucogenicum 0,06 <0,03 <0,03 0
FJD-18 M. mucogenicum 32 16 >64 1
MCM-6 M. peregrinum 0,25 <0,03 0,25 1




FJD-46 M. peregrinum 1 0,06 0,25 1
FJD-15 M. peregrinum 2 0,25 0,25 1
MCM-44 M. peregrinum 8 0,12 0,06 1
FJD-81 M. peregrinum 8 2 >64 1
MCM-10 M. peregrinum 16 0,12 0,5 1
FJD-48 M. peregrinum 0,12 0,06 0,25 0
FJD-26 M. peregrinum 0,06 0,25 0,25 0
MCM-81 M. peregrinum 8 <0,03 0,25 0
FJD-272 M. peregrinum 2 0,12 0,5 0
MCM-12 M. peregrinum 32 0,12 0,5 0
FJD-53 M. peregrinum 0,5 0,06 1 0
FJD-213 M. peregrinum 1 0,06 1 0
FJD-223 M. peregrinum 2 0,25 1 0
FJD-274 M. peregrinum 2 0,25 1 0
FJD-273 M. peregrinum 0,12 <0,03 1 0
FJD-271 M. peregrinum 0,06 0,06 2 0
FJD-85 M. peregrinum 0,25 0,06 <0,03 0
MCM-3 M. peregrinum >64 16 >64 1
FJD-10 M. peregrinum 0,06 <0,03 <0,03 0
MCM-49 M. peregrinum 1 <0,03 <0,03 0
MCM-46 M. peregrinum <0,03 <0,03 <0,03 1
FJD-40-2 M. porcinum >64 8 32 1
MCM-95 M. septicum 2 <0,03 0,5 1

FJD: cepas procedentes de la Fundacion Jiménez Diaz.

MCM: cepas procedentes del Estudio Multicéntrico de Madrid.

ERI: eritromicina; CLA: claritromicina; AZ: azitromicina.

1: erm positivo; 0: erm negativo.

Se detectd la presencia de genes erm en las siguientes

utilizadas como control: M. fortuitum ATCC 6841T, M.

cepas de coleccion

mageritense ATCC

7003517, M. porcinum ATCC 33776" y M. septicum ATCC 700731". El

resultado fue negativo para M. abscessus DSM 44196, M. chelonae ATCC

35752, M. peregrinum ATCC 14467', M. mucogenicum DSM 441247, y M.

alvei ATCC 51304". En cuanto a los aislamientos clinicos, el 55,55 % del total

de cepas de M. abscessus fueron positivos; el 50 % de los M. alvei fue positivo.

De las cepas de M. chelonae estudiadas, un 40 % fue positivo. Entre las cepas
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de M. fortuitum, un 84,27 % fue positivo. EI 100 % de las cepas de M.
mageritense estudiadas fue positivo. Solo un 14,28 % de las cepas de M.
mucogenicum fue positivo. Entre las cepas de M. peregrinum, un 36,36 % fue
positivo. Las dos cepas estudiadas de M. septicum y de M. porcinum, fueron

positivas (Figura 9).

Figura 9. Fotografia de la electroforesis en gel de agarosa.

500-1000 ph

400 ph
300 ph
200 ph

100 pb

PM: control de peso molecular en pares de bases.
C-: control negativo; -: negativo.
C+: control positivo; +: positivo.

Como se muestra en el cuadro, las CMIs fueron mas bajas para los
aislamientos con genes erm no detectados, aunque cepas con alta CMI
presentaron también, ausencia de los genes estudiado. Teniendo en cuenta los
puntos de corte sugeridos por el CLSI para la claritromicina, cinco aislamientos

(un M. alvei y cuatro M. fortuitum) sin resultado positivo para deteccion de
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genes erm, se consideraron de fenotipo intermedio (tres cepas) o resistente
(dos cepas).

Se obtuvieron sesenta cepas sensibles a la claritromicina con deteccién
positiva para los genes erm (cuatro M. abscessus, ocho M. chelonae, treinta y
siete M. fortuitum, tres M. mageritense, siete M. peregrinum, y un M. septicum).
Sin embargo, treinta y ocho de estas cepas presentaron una CMI de la
eritromicina de > 8 mg/L. En veintiuna de las cepas se obtuvo una CMI > 8
mg/L frente a la azitromicina. Teniendo en cuenta todos los macrolidos
estudiados, s6lo quince aislamientos tuvieron una CMI < 4 mg/L, frente a estos
macrolidos, y ademas fueron positivos para estos genes.

La secuenciacién genética de los amplicones determind que, para M.
abscessus se obtuvo una homologia de secuencia del 90 % al 100 % con el
erm(39), del 83-84 % con el erm(38) y del 82-85 % con el erm(40). Para M.
chelonae fue del 94-99 % con el erm(39), del 73-99 % con el erm(38) y del 84
% con el erm(40). Para M. peregrinum fue del 95-100 % erm(39) y del 95 %
con el erm(38).

Se obtuvo una correlacion entre los datos obtenidos de altas CMIs para la
eritromicina y la presencia de genes erm (Coeficiente de Correlacién de
Pearson de 0,563), para la claritromicina (Coeficiente de Correlacién de
Pearson de 0,370) y para la azitromicina (Coeficiente de Correlacion de

Pearson de 0,525).
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GENES DE BOMBAS DE EFLUJO ACTIVO

Se estudiaron molecularmente las siguientes especies de coleccion:
Mycobacterium fortuitum ATCC 6841" y ATCC 13756, Mycobacterium chelonae
ATCC 19235 y ATCC 35752", Mycobacterium abscessus DSM 44196,
Mycobacterium peregrinum ATCC 14467", Mycobacterium septicum ATCC
7007317, Mycobacterium mucogenicum DSM 44124, Mycobacterium
immunogenum ATCC 700505', Mycobacterium mageritense ATCC 7003517,
Mycobacterium porcinum ATCC 33776, Mycobacterium senegalense NCTC
10956", Mycobacterium elephantis DSM 44368", Mycobacterium smegmatis
ATCC 607, ATCC 19420" y ATCC 14468, Mycobacterium goodii ATCC
700504, Mycobacterium alvei ATCC 51304, Mycobacterium wolinskyi ATCC
700010" y Mycobacterium brumae ATCC 51384,

Ademas, se analizaron ciento cincuenta y seis aislamientos clinicos de MNPCR
de las siguientes especies: nueve M. abscessus, dos M. alvei, treinta y un M.
chelonae, ochenta y dos M. fortuitum, cinco M. mageritense, cuatro M.
mucogenicum, veintiun M. peregrinum, un M. porcinum y un M. septicum. Las
CMIs de los aislamientos y la deteccion genética aparecen en el siguiente

cuadro (Cuadro 13):

Cuadro 13. CMIs de los aislamientos clinicos y deteccidn genética.

Cepa E$PECIE IfrA | tap | DOXTGC CIP LEV

FJD-64 M. abscessus 0
FJD-95 M. abscessus 0
FJD-193 M. abscessus 0
MCM-1 M. abscessus 0

8 0,06 <0,03 | 0,12
64 <0,03 | =0,03 | 0,25
4 <0,03 | <0,03 | 0,12
64 0,06 2 16

O|l=|-|0O
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MCM-24 M. abscessus 0 0 >64 0,12 4 16
MCM-25 M. abscessus 0 1 >64 1 8 32
MCM-70 M. abscessus 0 0 64 0,5 4 16
MCM-83 M. abscessus 0 0 32 0,06 2 32
MCM-86 M. abscessus 0 0 >64 0,5 8 32
FJD-108 M. alvei 0 1 32 0,12 <0,03 | 0,12
MCM-40 M. alvei 0 1 1 <0,03 | <0,03 | <0,03
FJD-4 M. chelonae 0 1 16 <0,03 0,25 0,06
FJD-5 M. chelonae 0 1 |<0,03 | <0,03 0,25 0,06
FJD-25 M. chelonae 0 0 1 <0,03 0,25 0,12
FJD-29 M. chelonae 0 0 64 0,5 2 4
FJD-43 M. chelonae 0 0 64 0,5 0,12 2
FJD-44 M. chelonae 0 1 32 0,5 0,25 2
FJD-45 M. chelonae 0 1 32 0,12 <0,03 | <0,03
FJD-51 M. chelonae 0 0 0,06 0,25 0,12 2
FJD-63 M. chelonae 0 1 >64 0,25 1 1
FJD-82 M. chelonae 0 0 64 0,06 0,5 2
FJD-83 M. chelonae 0 0 16 0,12 0,25 2
FJD-109 M. chelonae 0 0 64 0,25 0,5 0,5
FJD-172 M. chelonae 1 0 0,06 0,12 0,12 0,5
FJD-176 M. chelonae 0 1 8 0,12 <0,03 | <0,03
FJD-184 M. chelonae 0 1 0,5 0,06 0,12 0,12
FJD-211 M. chelonae 0 0 | <0,03| 0,25 <0,03 2
FJD-224 M. chelonae 0 1 | <0,03 | <0,03 | <0,03 | 0,06
FJD-237 M. chelonae 0 1 32 0,25 <0,03 | 0,12
MCM-14 M. chelonae 0 1 32 <0,03 0,5 1
MCM-16 M. chelonae 0 1 64 0,25 2 2
MCM-30 M. chelonae 0 1 |<0,03| 0,25 0,06 0,06
MCM-31 M. chelonae 0 1 4 0,12 <0,03 | 0,06
MCM-32 M. chelonae 0 0 32 0,5 4 8
MCM-4 M. chelonae 0 0 0,06 0,5 2 8
MCM-52 M. chelonae 1 0 64 0,5 4 32
MCM-59 M. chelonae 0 0 4 0,06 0,12 0,12
MCM-61 M. chelonae 0 0 0,25 | <0,03 0,5 0,25
MCM-80 M. chelonae 0 1 4 <0,03 4 64
MCM-93 M. chelonae 0 1 1 <0,03 | <0,03 | <0,03
MCM-94 M. chelonae 0 0 32 0,12 0,06 0,25
FJD-40-1 M. chelonae 0 1 64 0,12 <0,03 | 0,06
FJD-3 M. fortuitum 0 1 32 0,25 0,12 0,06
FJD-8 M. fortuitum 0 1 4 <0,03 0,25 0,06
FJD-20 M. fortuitum 0 1 64 0,5 0,12 0,06
FJD-22 M. fortuitum 0 0 64 <0,03 0,12 0,06
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FJD-24 M. fortuitum 0 1 8 <0,03 0,12 0,06
FJD-36 M. fortuitum 0 0 1 0,12 0,12 0,25
FJD-37 M. fortuitum 0 1 32 <0,03 0,06 0,06
FJD-55 M. fortuitum 0 1 64 <0,03 0,12 0,06
FJD-56 M. fortuitum 0 0 32 <0,03 | =0,03 | 0,06
FJD-58 M. fortuitum 0 1 4 <0,03 | <0,03 | 0,06
FJD-61 M. fortuitum 0 1 32 <0,03 0,06 0,12
FJD-65 M. fortuitum 0 1 32 0,06 <0,03 | 0,12
FJD-69 M. fortuitum 1 0 | =003 =0,03 0,12 0,12
FJD-84 M. fortuitum 0 1 2 <0,03 | =0,03 | 0,06
FJD-92 M. fortuitum 0 1 |=<0,03| =0,03 | <0,03 | 0,06
FJD-221 M. fortuitum 0 1 0,06 0,25 <0,03 | <0,03
FJD-230 M. fortuitum 0 1 2 0,06 <0,03 | 0,06
FJD-232 M. fortuitum 0 1 [=<0,03| 0,25 <0,03 | 0,25
FJD-233 M. fortuitum 0 0 [=<0,03| 0,12 <0,03 | 0,12
FJD-236 M. fortuitum 0 1 64 0,25 <0,03 | 0,25
FJD-239 M. fortuitum 0 1 64 0,25 <0,03 | 0,06
FJD-240 M. fortuitum 0 1 |1=<0,03| 0,25 0,25 8
FJD-241 M. fortuitum 0 1 32 0,12 <0,03 | 0,06
FJD-242 M. fortuitum 0 1 16 0,12 <0,03 | 0,12
FJD-247 M. fortuitum 0 1 32 0,06 <0,03 | 0,06
FJD-250 M. fortuitum 0 1 0,25 | =0,03 | =0,03 | 0,12
FJD-255 M. fortuitum 0 1 4 0,06 <0,03 | 0,12
FJD-256 M. fortuitum 0 1 2 0,06 <0,03 | 0,06
FJD-257 M. fortuitum 0 1 4 0,06 <0,03 | 0,12
FJD-258 M. fortuitum 0 1 16 0,06 <0,03 | <0,03
FJD-259 M. fortuitum 0 1 2 0,06 <0,03 | =0,03
FJD-260 M. fortuitum 0 1 32 0,06 0,06 0,12
FJD-267 M. fortuitum 0 0 32 <0,03 | =0,03 | 0,12
FJD-295 M. fortuitum 0 1 1=<0,03| 0,12 <0,03 | 0,06
FJD-5A M. fortuitum 0 1 8 0,06 0,06 0,12
MCM-11 M. fortuitum 0 1 16 0,06 0,06 0,12
MCM-13 M. fortuitum 0 1 4 <0,03 | =0,03 | 0,12
MCM-15 M. fortuitum 0 1 64 0,06 0,06 0,06
MCM-17 M. fortuitum 0 1 4 <0,03 4 1
MCM-19 M. fortuitum 0 1 32 0,25 <0,03 | 0,06
MCM-2 M. fortuitum 0 1 16 0,06 <0,03 | 0,12
MCM-20 M. fortuitum 0 0 1 0,12 0,06 0,06
MCM-22 M. fortuitum 0 1 |1=0,03| 0,06 <0,03 | =0,03
MCM-23 M. fortuitum 0 1 2 0,12 <0,03 | 0,06
MCM-27 M. fortuitum 0 1 |1=<0,03| 0,06 <0,03 | <0,03
MCM-28 M. fortuitum 0 1 |1=<0,03| 0,06 0,5 0,5

105




MCM-29 M. fortuitum 0 1 1 <0,03 | =<0,03 | 0,12
MCM-33 M. fortuitum 0 1 4 0,12 <0,03 | 0,06
MCM-35 M. fortuitum 0 1 4 0,12 0,06 0,12
MCM-36 M. fortuitum 0 1 8 0,25 <0,03 | 0,12
MCM-38 M. fortuitum 0 1 64 0,06 <0,03 | 0,12
MCM-39 M. fortuitum 0 1 1 <0,03 | =<0,03 | <0,03
MCM-41 M. fortuitum 0 1 1 <0,03 | <0,03 | 0,12
MCM-42 M. fortuitum 0 1 2 <0,03 0,12 0,25
MCM-43 M. fortuitum 0 1 4 <0,03 | <0,03 | <0,03
MCM-5 M. fortuitum 0 1 32 0,12 <0,03 | 0,12
MCM-50 M. fortuitum 0 1 | <0,03| 0,06 <0,03 | 0,12
MCM-51 M. fortuitum 0 0 |=<0,03| 0,12 0,06 0,06
MCM-53 M. fortuitum 0 1 |<0,03 | <0,03 0,06 0,12
MCM-54 M. fortuitum 0 1 64 0,12 <0,03 | 0,06
MCM-55 M. fortuitum 0 1 32 0,06 0,06 0,12
MCM-57 M. fortuitum 0 1 8 0,06 <0,03 | 0,06
MCM-60 M. fortuitum 0 1 64 0,06 <0,03 | <0,03
MCM-64 M. fortuitum 0 1 2 <0,03 | =<0,03 | 0,25
MCM-65 M. fortuitum 0 1 4 0,25 <0,03 | <0,03
MCM-66 M. fortuitum 0 1 64 0,25 <0,03 | <0,03
MCM-7 M. fortuitum 0 1 32 0,12 <0,03 | 0,25
MCM-72 M. fortuitum 0 0 |=<0,03| 0,12 <0,03 | 0,06
MCM-74 M. fortuitum 0 1 64 0,25 <0,03 | <0,03
MCM-75 M. fortuitum 0 1 4 0,06 <0,03 | <0,03
MCM-76 M. fortuitum 0 1 |<0,03| 0,06 <0,03 | 0,06
MCM-77 M. fortuitum 0 1 | =<0,03| 0,06 <0,03 | 0,06
MCM-78 M. fortuitum 0 1 | <0,03| <0,03 | <0,03 | <0,03
MCM-79 M. fortuitum 0 1 |<0,03| <0,03 | <0,03 | 0,06
MCM-8 M. fortuitum 0 1 64 0,06 <0,03 | <0,03
MCM-82 M. fortuitum 0 1 4 <0,03 | <0,03 | 0,06
MCM-87 M. fortuitum 0 0 | 0,06 | =0,03 | =0,03 | 0,25
MCM-89 M. fortuitum 0 1 32 <0,03 | =<0,03 | <0,03
MCM-9 M. fortuitum 0 1 16 0,06 <0,03 | 0,06
MCM-90 M. fortuitum 0 1 |<0,03| <0,03 | <0,03 | <0,03
MCM-91 M. fortuitum 0 1 8 <0,03 | <0,03 | <0,03
MCM-92 M. fortuitum 0 1 2 <0,03 | <0,03 | 0,06
MCM-21 | M. mageritense 0 1 <0,03 | <0,03 | =0,03 | 0,25
MCM-45 | M. mageritense 0 0 0,5 <0,03 0,12 0,12
MCM-56 | M. mageritense 0 1 16 0,06 0,12 0,25
MCM-58 | M. mageritense 0 0 2 <0,03 0,06 0,12
MCM-69 | M. mageritense 0 1 8 0,12 0,25 1

FJD-18 | M. mucogenicum | 0O 0 | 0,25 0,06 0,25 0,06
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FJD-19 | M. mucogenicum | 0O 0 | <0,03| 0,12 0,25 0,12
MCM-18 | M. mucogenicum | 0O 0 | <0,03 | =0,03 0,12 0,5
MCM-71 | M. mucogenicum | 1 0 64 0,5 4 8
FJD-10 M. peregrinum 0 1 |<0,03 | <0,03 0,25 0,06
FJD-15 M. peregrinum 0 1 0,5 0,06 0,06 0,06
FJD-26 M. peregrinum 0 1 32 <0,03 0,25 | <0,03
FJD-46 M. peregrinum 0 1 8 0,06 <0,03 | 0,12
FJD-48 M. peregrinum 0 1 8 0,06 <0,03 | <0,03
FJD-53 M. peregrinum 0 1 8 <0,03 | <0,03 | <0,03
FJD-81 M. peregrinum 0 0 8 <0,03 | <0,03 | <0,03
FJD-85 M. peregrinum 0 1 64 <0,03 | <0,03 | 0,12
FJD-213 | M. peregrinum 0 1 | <0,03| 0,06 <0,03 | <0,03
FJD-223 | M. peregrinum 0 1 0,25 0,12 0,06 0,25
FJD-271 | M. peregrinum 0 1 4 0,06 <0,03 | <0,03
FJD-272 | M. peregrinum 0 1 8 <0,03 | =0,03 | =0,03
FJD-273 | M. peregrinum 0 1 32 0,06 <0,03 | <0,03
MCM-10 | M. peregrinum 0 1 32 0,06 <0,03 | <0,03
MCM-12 M. peregrinum 0 1 32 0,06 <0,03 | 0,06
MCM-3 M. peregrinum 0 1 32 0,06 <0,03 | 0,12
MCM-44 M. peregrinum 0 1 4 <0,03 | <0,03 | 0,25
MCM-46 | M. peregrinum 0 1 |<0,03| <0,03 | <0,03 | 0,06
MCM-49 | M. peregrinum 0 0 |=0,03| =0,03 | =0,03 | 0,06
MCM-6 M. peregrinum 0 1 64 0,12 <0,03 | 0,12
MCM-81 M. peregrinum 0 1 32 <0,03 | <0,03 | 0,06
FJD-40-2 M. porcinum 0 1 64 0,06 <0,03 | 0,12
MCM-95 M. septicum 0 0 64 0,25 4 16

FJD: cepas procedentes de la Fundacion Jiménez Diaz.
MCM: cepas procedentes del Estudio Multicéntrico de Madrid.

DOX: doxiciclina; TGC: tigeciclina; CIP: ciprofloxacino; LEV: levofloxacino.
1: IfrA/tap positivo; 0: IfrA/tap negativo.

En el estudio de deteccion del gen IfrA (Grafico 1), las cepas de coleccion M.
elephantis DSM 44368, M. smegmatis ATCC 607, ATCC 19420" y ATCC
14468 dieron resultados positivos, mientras que M. fortuitum ATCC 68417 y
ATCC 13756, M. chelonae ATCC 19235 y ATCC 35752", M. abscessus DSM
44196', M. peregrinum ATCC 14467', M septicum ATCC 7007317, M.

mucogenicum DSM 44124, M. immunogenum ATCC 700505", M. mageritense
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ATCC 7003517, M. porcinum ATCC 33776", M. senegalense NCTC 10956, M.
goodii ATCC 700504", M. alvei ATCC 51304", M. wolinskyi ATCC 700010" y M.
brumae ATCC 51384 fueron negativas. En cuanto a las cepas clinicas, so6lo un
6,45 % de las cepas de M. chelonae, un 1,22 % de las cepas de M. fortuitum'y

un 25 % de las cepas de M. mucogenicum, fueron positivas para dicho gen.

Grafico 1. Porcentajes de los dos genes en especies con 2 cinco aislamientos.
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En cuanto al estudio de gen tap (Grafico 1), se obtuvo que el 33,33 % de las
cepas clinicas de M. abscessus fueron positivas. EI 100 % de los M. alvei
fueron positivos. El 51,62 % de las cepas de M. chelonae fueron positivas. En
cuanto a las cepas de M. fortuitum, un 87,80 % fueron positivas. El 60 % de las
cepas estudiadas de M. mageritense fueron positivas. Ninguna cepa estudiada

de M. mucogenicum fue positiva. Un 90,48 % de las cepas de M. peregrinum
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dio resultados positivos. Sélo M. peregrinum ATCC 14467, M. septicum ATCC
7007317 y M. porcinum ATCC 33776 fueron positivas en la deteccion del gen
mientras que M. fortuitum ATCC 68417 y ATCC 13756, M. chelonae ATCC
19235 y ATCC 357527, M. abscessus DSM 44196', M. mucogenicum DSM
44124, M. immunogenum ATCC 700505', M. mageritense ATCC 7003517, M.
senegalense NCTC 10956, M. elephantis DSM 44368", M. smegmatis ATCC
607, ATCC 19420" y ATCC 14468, M. goodii ATCC 700504", M. alvei ATCC
51304", M. wolinskyi ATCC 700010" y M. brumae ATCC 51384" fueron
negativas en esta deteccion.

No se encontraron, en ninguna de las especies estudiadas, cepas positivas

para ambos genes (Cuadro 14).

Cuadro 14. Relacién entre los dos genes en especies con = cinco aislamientos.

Especie IfrA+ [/ tap+ | IfrA+/tap- | IfrA-/tap- | IfrA-/tap+
M. abscessus 0,00% 0,00% 66,66 % 33,34%
M. chelonae 0,00% 6,45% 41,93% 51,62%
M. fortuitum 0,00% 1,22% 10,98% 87,80%
M. mageritense 0,00% 0,00% 40,00% 60,00%
M. peregrinum 0,00% 0,00% 9,52% 90,48%

IfrA+: IfrA positivo; IfrA-: IfrA negativo.
tap+: tap positivo; tap-: tap negativo.

De las ciento cincuenta y seis cepas clinicas estudiadas, solo cuatro dieron
resultados positivos en la deteccidon del gen IfrA. Dos de éstas, un M. chelonae
y un M. fortuitum, presentaron una CMI al ciprofloxacino de 0,12 (fenotipo
sensible). Una cepa de M. mucogenicum y otra de M. chelonae presentaron

una CMI de 4 (fenotipo intermedio).
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En el caso del estudio del gen tap, de las ciento cincuenta y seis cepas clinicas
estudiadas, treinta y una cepas sensibles a la doxiciclina dieron fueron positivas
para el gen tap (cinco M. chelonae, diecinueve M. fortuitum, un M. mageritense,
cinco M peregrinum y un M. alvei). Asi mismo se obtuvieron cuatro cepas con
fenotipo intermedio y con resultado negativo en la deteccidn genética y
dieciséis resistentes con igual resultado en el estudio genético.

La secuenciacion genética de los amplicones del gen IfrA revelé una similitud
de entre un 88 % a un 92 % con el gen de M. smegmatis, catalogado en el
NCBI.

En cuanto a la secuenciacién del gen tap, se obtuvieron unos valores de
similitud con el mismo gen de M. fortuitum de un 92 % a un 95 %,

independientemente de la especie analizada.
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ESTUDIO DE ADHERENCIA.

Las cepas de coleccidon utilizadas fueron Mycobacterium fortuitum ATCC

13756, Mycobacterium chelonae ATCC 19235, Mycobacterium peregrinum

ATCC 144677, Mycobacterium abscessus DSM 44196 y Mycobacterium

mucogenicum DSM 44124. Se seleccionaron, asi mismo, treinta aislamientos

clinicos. (Cuadro 15) de MNPCR: dos M. abscessus, ocho M. chelonae, once

M. fortuitum, dos M. mucogenicum, seis M. peregrinum y un M. porcinum. De

estas cepas, ocho fueron clinicamente significativas (dos M. abscessus, cuatro

M. chelonae y dos M. fortuitum).

Del total de cepas estudiadas, veintiséis aislamientos produjeron colonias de

0,5 mm a los cuatro dias; seis aislamientos, a los cinco dias; y dos aislamientos

a los seis dias.

Cuadro 15: Caracteristicas de las cepas clinicas y de coleccion estudiadas.

Cepa Espgcie Muestra S'gn,'f'.cado Crecimiento
clinico
ATCC 13756 M. fortuitum NA NA 4 dias
ATCC 19235 M. chelonae NA NA 4 dias
FJD-24 M. fortuitum Biopsia piel Si 4 dias
FJD-26 M. fortuitum Esputo No 4 dias
FJD-36 M. fortuitum Esputo No 5 dias
FJD-37 M. fortuitum Esputo No 4 dias
FJD-53 M. fortuitum Esputo No 5 dias
FJD-55 M. fortuitum Esputo No 4 dias
FJD-56 M. fortuitum Esputo No 4 dias
FJD-58 M. fortuitum Esputo No 4 dias
FJD-61 M. fortuitum Lavado No 4 dias
bronquial
FJD-65 M. fortuitum Esputo No 5 dias
FJD-69 M. fortuitum Biopsia piel Si 4 dias
FJD-25 M. chelonae Hemocultivo Si 6 dias
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FJD-29 M. chelonae | Exudado Si 4 dias
herida

FJD-43 M. chelonae Humor Si 5 dias
vitreo

FJD-44 M. chelonae Liquido No 4 dias
ascitico

FJD-50 M. chelonae Exud_ado Si 6 dias
herida

FJD-51 M. chelonae Exud_ado No 5 dias
herida

FJD-83 M. chelonae Biopsia No 5 dias
pleura

FJD-40-1 M. chelonae Liquido No 4 dias
pleural

FJD-40-2 M. porcinum Liquido No 4 dias
pleural

FJD-64 M. abscessus | —xudado Si 4 dias
herida

FJD-95 M. abscessus | —xudado Si 4 dias
herida

DSM 44196 M. abscessus NA NA 4 dias

FJD-18 M. peregrinum L!Ql:IIdQ No 4 dias

pericardico

FJD-15 M. peregrinum | Hemocultivo No 4 dias

FJD-20 M. peregrinum Biopsia No 4 dias
renal

FJD-72 M. peregrinum Asplrac;lo No 4 dias

bronquial

ATCC 14467 | M. peregrinum NA NA 4 dias

FJD-213 M. peregrinum Biopsia No 4 dias
pulmon

FJD-223 M. peregrinum Orina No 4 dias

DSM 44124 | M. mucogenicum NA NA 5 dias

FJD-155 M. mucogenicum Liquido No 4 dias
pleural

FJD-187 M. mucogenicum | Hemocultivo No 4 dias

NA: No aplicable.

Todas las Bacteria estudiadas presentaron adherencia a las suturas de
polipropileno. M. fortuitum fue la especie estudiada con mas adherencia (media

del numero total de Bacteria adheridas mas elevada), mientras que M.
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mucogenicum fue la especie con la media mas baja. Los valores medios, el
intervalo de confianza la 95 % (IC) y el rango de Bacteria adheridas para las
diferentes especies de MNPCR estudiadas fueron: para M. fortuitum, 3,5 x 10°,
IC: 6,6 x 10°- 6,9 x 10°, rango: 5 x 10°— 3,6 x 10°%; para M. chelonae, 1,9 x 10°,
IC: 2,5 x 10* — 3,5 x 10°, rango: 2,5 x 10° — 1,2 x 10% para M. abscessus, 1,8 x
10%,1C: 0 — 3,7 x 10°, rango: 2,5 x 10° — 6,25 x 10% para M. peregrinum, 1,5 x
10% 1C: 4,2 x 10°= 2,5 x 103, rango: 5 x 10°— 7,5 x 10%); para M. mucogenicum,
1,1 x 10% IC: 8,5 x 10> = 1,3 x 10°, rango: 2,5 x 10® — 3 x 10% y para S.
epidermidis, 3,3 x 10*, 1C: 0 — 1,1 x 10°, rango: 6,75 x 10* - 9,75 x 10*. El logio

de los valores de las medias se muestra en el grafico (Grafico 2).

Grafico 2. Logo de los valores de las medias.
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Numero total de Bacteria adheridas a las suturas expresado en log10. En gris, columnas con
los valores individuales de cada aislamiento. En blanco, media por cada especie. SD:
desviacion tipica / desviacion estandar.
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Se observaron dos grupos claramente diferenciados tanto en M. chelonae
como en M. fortuitum en funcién de los valores obtenidos de la adherencia.
Algunas Bacteria mostraron altos valores de adhesion (cinco cepas de M.
fortuitum y cuatro M. chelonae) con recuentos totales superiores a 350 x 10°
UFC), mientras que otras cepas dieron resultados similares la los de M.
peregrinum y M. mucogenicum. A destacar, un cepa de M. fortuitum que dio
resultados muy bajos (500 UFC) en comparacion con todas las demas cepas.
Los datos se analizaron mediante una comparacion multiple de la media total
de Bacteria entre las especies. No se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,0577). Sin embargo, la comparacién de especies dos a dos
mediante el test de Mann-Whitney reveld diferencias estadisticamente
significativas entre las cepas de M. fortuitum frente a las cepas de M.
peregrinum (p = 0,017) y M. chelonae vs. M. peregrinum (p = 0,033). Fue casi
estadisticamente significativa la diferencia entre S. epidermidis y M. peregrinum
(p = 0,055).

Tampoco se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre la tasa de
crecimiento y las cepas de alta o baja adhesion. Este analisis se realizd

mediante la prueba exacta de Fisher (p = 0,2).
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TECNICA DE DETECCION DE LAFO RMACION DE BIOP ELiCULAS E N
MNPCR Y EVALUACION DE LA IMPORTANCIA DEL MEDIO DE CULTIVO

Se realizdé con cepas de coleccion, incluyendo cepas tipo de algunas especies:
Mycobacterium fortuitum ATCC 6841" y ATCC 13756, Mycobacterium chelonae
ATCC 19235 y ATCC 35752", Mycobacterium abscessus DSM 44196,
Mycobacterium peregrinum ATCC 144687", Mycobacterium mucogenicum DSM
44124,  Mycobacterium  septicum  ATCC  700731",  Mycobacterium
immunogenum ATCC 700505', Mycobacterium mageritense ATCC 7003517,
Mycobacterium porcinum ATCC 33776, Mycobacterium senegalense NCTC
10956", Mycobacterium elephantis DSM 44368", Mycobacterium smegmatis
ATCC 607 3032, ATCC 19420" y ATCC 14468, Mycobacterium goodii ATCC
700504, Mycobacterium alvei ATCC 51304 y Mycobacterium brumae ATCC
51384". Los datos obtenidos tanto de los experimentos de formacion de
biopeliculas como los de movilidad se procesaron conjuntos por estar
posiblemente relacionados. Todas las cepas de coleccion excepto M. goodii, M.
chelonae ATCC 19235, M. porcinum y M. septicum (Figura 10), presentaron

movilidad en el medio.

Figura 10. Movilidad. 1A: M. abscessus. 1B: M. septicum.
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Se detectaron diferencias en la velocidad de movilidad de las Bacteria, siendo
M. chelonae ATCC 35752" la méas lenta y M. abscessus, la mas rapida (Grafico

3).

Grafico 3. Movilidad de las cepas de coleccion de MNPCR.
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M. chelonae 1: ATCC 19235; M. chelonae 2: ATCC 35752T; M. fortuitum 1. ATCC 6841T; M.
fortuitum 2: ATCC 13756; M. smegmatis 1: ATCC 607; M. smegmatis 2: ATCC 19420"; M.
smegmatis 3: ATCC 14468.

La reproducibilidad del test se determin6 mediante las tres cepas de M.
smegmatis repetidas, asi mismo, por triplicado. En todos los casos se
desarrollaron similares porcentajes de superficie cubierta por la biopelicula y
con idénticas pautas. No se detectaron diferencias entre este primer
experimento y la repeticion de las cepas de M. smegmatis junto con el resto de

las cepas de coleccidn. Estos ultimos son los datos utilizados para el calculo
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estadistico.

Todas las cepas fueron capaces de desarrollar biopeliculas en los tres medios.
En medio Middlebrook 7H9, todas las cepas cubrieron el 100% de la superficie
del pocillo a los veintiocho dias de incubacion, presentando en su desarrollo
una curva de tipo sigmoidea (Grafico 4). M. abscessus fue la especie mas
rapida, aunque no se pudieron establecer diferencias estadisticamente

significativas entre las diferentes especies testadas.

Grafico 4. Curvas por especies en Middlebrook 7H9.
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* Interpretacion de la gréfica idéntica a la anterior.

Fue muy caracteristico el crecimiento siguiendo un patron inicial en encaje de

todas las Bacteria (Figura 11). Este patron desaparece conforme la biopelicula
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va recubriendo la superficie del pocillo.

Figura 11. Morfologia de la biopelicula a lo largo del tiempo.

Morfologia de la biopelicula en funcién del tiempo. Se aprecia como el crecimiento en forma de
encaje desaparece conforme aumenta la cobertura de la superficie a lo largo del tiempo.
Tincion con fuchsina, 10X. Cepa de M. fortuitum ATCC 6841". Middlebrook 7H9.

Todas las cepas mostraron un patron de crecimiento sigmoideo utilizando agua
como medio de cultivo, aunque el desarrollo fue mas lento, alcanzandose el
100 % de cobertura total a los sesenta y tres dias de incubacion (Grafico 5).
Con PBS suplementado con un 5 % de glucosa se obtuvieron peores
resultados. A Los sesenta y nueve dias de incubacion, ninguna de las cepas de

coleccion habia alcanzado el 100 % de superficie cubierta (Grafico 6).
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Grafico 5. Curvas por especies en agua del grifo.
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* Interpretacion de la grafica idéntica a la de movilidad.

Grafico 6. Curvas por especies En PBS Glucosa 5%.
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* Interpretacion de la grafica idéntica a la de movilidad.
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El cuadro (Cuadro 16) muestra los modelos ajustados y los estimadores,

columnas denominadas Biime Y Tiime, del modelo aplicado.

Cuadro 16. Sumario de los modelos.

Otime Oresidual ,Btime Wiype
Middlebrook 7H9 4,63e-05 16,00 4,31
Agua corriente 8,64e-06 7,79 1,77 9,25
PBS-5% Glucosa 0,08 3,89 0,88
Movilidad 1,30 5,87 2,24

La primera columna (Middlebrook 7H9, PBS-5% Glucosa y Movilidad) indica la
variable, mientras que el modelo aplicado aparece en la ecuacion uno.
Basicamente, se trata de una linea aleatoria que pasa por el origen mas un
error aleatorio. La pendiente aleatoria tiene una distribucién normal con una
media Bime Y UnNa desviacion estandar oOime. La desviacion estandar de la
pendiente aleatoria de Middlebrook es casi nula y por tanto, se considera
constante con una pendiente estimada en 4,31, es decir, el incremento en el
area cubierta por cada dia adicional es del 4,31%. De igual manera se
interpretan el resto de los estimadores. El incremento medio es de 0,88 para
PBS-5 % Glucosa y la desviacion estandar es de 0,08. Para la movilidad la
estimacion es de 2,25 pero se obtuvo una mayor desviacion estandar, 1,30.
Las estimaciones de la desviacidén estandar del error aleatorio aparecen en la
columna denominada Oresiguair S€ Obtuvo un valor muy grande de desviacion
estimada entre Middlebrook y movilidad.

Se observa que la columna correspondiente al agua del grifo tiene una columna
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adicional ytype. Analizando los datos originales y utilizando un modelo lineal
diferente, se deduce que el comportamiento de M. abscessus en agua corriente
es diferente al del resto de las especies. Por tanto se introduce en el modelo

una variable explicativa adicional, quedando, entonces el modelo:

Yij = Btimeljj + Wiypelype + bty + & (2)

Donde type = 1 corresponde con M. abscessus y el cero con cualquier otra, y
Buype €S UNa constante. Este modelo tiene una pendiente aleatoria con una
media para M. abscessus y otra para las demas especies. La desviacion
estandar es la misma para las dos especies. La media de M. abscessus seria
Bimet Yype Y Para las otras especies seria Bime Siendo la desviacion estandar
comun, Oiime. Finalmente se compararon los dos modelos para el agua del grifo.
El valor de p indica que el modelo es significativamente distinto del modelo que
considera una misma media en la pendiente aleatoria para todas las especies.
El valor de p obtenido es menor de 0,0001, lo que significa que la media de la
pendiente aleatoria para M. abscessus es significativamente distinta de las
otras especies en este medio. En particular, el incremento medio por unidad de
tiempo seria 1,78+9,25 = 11,02 para M. abscessus y 1,77 para las otras
especies. La desviacion estandar seria casi nula. Se obtiene una gran

desviacion estandar del error, 7,79.
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ESTUDIO DE FO RMACION DE BIO PELICULAS E N AIS LAMIENTOS
CLINICOS DE MNPCR

Se analizé la capacidad para desarrollar biopeliculas de ciento sesenta y ocho
aislamientos clinicos de MNPCR de las siguientes especies: nueve M.
abscessus, dos M. alvei, treinta M. chelonae, noventa M. fortuitum, cinco M.
mageritense, ocho M. mucogenicum, veintidés M. peregrinum, un M. porcinum
y un M. septicum. Se utilizaron como controles positivos las cepas M. fortuitum
ATCC 6841", Mycobacterium chelonae ATCC 35752, Mycobacterium
abscessus DSM 44196', Mycobacterium peregrinum ATCC 14467,
Mycobacterium mucogenicum DSM 44124 y Mpycobacterium mageritense
ATCC 700351". Ademas se estudid la cepa de coleccién Mycobacterium
wolinskyi ATCC 700010". De las cientos sesenta y ocho cepas clinicas
cuarenta y una estaban caracterizadas como clinicamente significativas.

Del total de cepas, ciento veintitrés (73,2 %) fueron capaces de formar
biopelicula en las condiciones propuestas en el experimento, mientras que
cuarenta y cinco (26,8 %), no fueron capaces (un M. abscessus (11,1 %),
nueve M. chelonae (30 %), veintidés M. fortuitum (24,4 %), dos M.
mucogenicum (25 %), diez M. peregrinum (45,5 %) y un M. septicum). De entre
las especies con mas de cinco aislamientos, todas las cepas de M.
mageritense produjeron biopeliculas, aunque ninguna de las cepas estudiadas
era clinicamente significativa. Entre las demas especies, los porcentajes
oscilaron entre el 54,5 % de M. peregrinum y el 88,9 % de M. abscessus

(Grafico 7). Ademas todas las cepas de M. alvei y M. porcinum desarrollaron
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biopeliculas, pero el numero de aislamientos estudiados fue demasiado

pequefo como para considerar el dato como relevante.

Grafico 7. Porcentajes de MNPCR formadoras y no formadoras de biopeliculas.
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Se pretende predecir la respuesta de la variable “significado clinico” utilizando
las variables “especie”, “movilidad” “desarrollo de la biopeliculas” y los
porcentajes correspondientes a la superficie cubierta, medidos los dias 1, 4, 7,
11, 14, 18, 21 y 25. Teniendo en cuenta que la significacion clinica es una
variable categorica, hay que realizar una regresion logistica donde la
significacion clinica es la respuesta y el resto de las variables definidas son las

predictoras.
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Se realizé tanto un analisis global como un analisis por especies. En el analisis
global la respuesta es la significacion clinica y los predoctores son los
porcentajes obtenidos, la biopelicula desarrollada, la movilidad y la especie,
siendo interesante evaluar la hipétesis nula de un nulo efecto de cada variable
predictora sobre la respuesta de las demas. Se realizé el modelo con todas las
variables y el modelo sin cada una de ellas. Los valores de p observados
fueron: superficie cubierta (0,0232), biopelicula desarrollada (<0,000001),
movilidad (0,0037) y especie (<0,000001). Todas las variables fueron
significativas menos los porcentajes que resultaron casi significativos teniendo
en cuenta que realmente los porcentajes no son una unica variable.

Para dos especies se realizé un paso de seleccion de variables. M. chelonae y
M. fortuitum en el modelo final tuvieron como predictores la superficie cubierta,
la movilidad y el desarrollo de la biopelicula.

La curva generada durante el desarrollo de la biopelicula en las cepas
productoras a lo largo del tiempo fue de tipo sigmoideo, idéntica a la observada
anteriormente (Grafico 8). No se detectaron diferencias entre las curvas de las
distintas especies (Grafico 9), aunque se aprecid una gran variabilidad
intraespecie e interespecie en torno a la mitad de la curva (del dia siete
postinoculacion al dia dieciocho). Estas diferencias fueron desapareciendo

conforme se acercaba al final del experimento.
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Grafico 8. Curva generada por las medias por puntos de la biopelicula en cepas

positiva, incluidas las desviaciones estandar.
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Grafico 9. Curvas generadas durante la formacion de la biopelicula con las

medias de los datos vy las desviaciones estandares en MNPCR.
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En cuanto a la movilidad de las Bacteria estudiadas, setenta y seis de las
cepas capaces de desarrollar la biopelicula (61,8 %), presenté movilidad. Asi
mismo, veinticinco de las cepas incapaces de desarrollar biopelicula (55,6 %)
presentaron movilidad por deslizamiento. No se hall6 correlacion entre la
movilidad y el desarrollo de biopeliculas en las cepas estudiadas (p = 0,15).
Con respecto al fenotipo (Figura 12), un 38,3 % de los aislamientos mostraron
colonias rugosas, mientras que un 61,7 % mostraron colonia lisa. No se pudo
establecer una significacion estadistica entre el fenotipo de la colonia y la
movilidad (p = 0,13) la formacién de biopeliculas (p = 0,22). En cuanto a las
especies con menos de cinco aislamientos, se pudo establecer una
significacién estadistica en M. peregrinum entre el fenotipo liso y la ausencia de

movilidad (p = 0,029), mediante el Test exacto de Fisher.

Figura 12. Fenotipo de las colonias de MNPCR.

Colonia con fenotipo rugoso Colonia con fenotipo liso
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Finalmente se confirmd la produccion de biopeliculas mediante CLSM. En este
caso se procesaron veinte aislamientos clinicos seleccionados (cuatro M.
abscessus, M. fortuitum, M. chelonae y M. peregrinum y dos M. mucogenicum 'y
M. mageritense), ademas se procesaron cuatro cepas de coleccidon: M.
fortuitum ATCC 68417, M. septicum ATCC 700731, M. smegmatis ATCC
19420 y M. inmunogenum ATCC 700505'. Los patrones de crecimiento
observados se correspondieron con los que se detectaron en la tincién de
fuchsina (Figura 13). Se evalud la presencia de V Bacteria vivas y muertas
gracias a la tincion LIVE/DEAD®, con mayor porcentaje de Bacteria vivas en los
estratos mas superficiales de la biopelicula y al comienzo de los estados de
desarrollo de la misma (75-80 % de Bacteria vivas el dia siete) que en la

biopelicula madura (aproximadamente el 50 % de Bacteria vivas el dia veinte).

Figura 13. Imagenes tomadas con CLSM de la biopelicula formada por

MNPCR.
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CLSM, tincién LIVE/DEAD®. Objetivo de 40X. A: M. fortuitum ATCC 6841", cuatro dias de
desarrollo de la biopelicula-. B: M. fortuitum ATCC 6841", dia dieciséis de desarrollo de la
biopelicula. Se puede apreciar que el desarrollo estructural de la biopelicula es similar al
observado con la tincién de fucsina.

El dia veinticuatro de desarrollo la biopelicula alcanzé un espesor de
aproximadamente 20 um, en todas las especies (Figura 14). Asi mismo, se

pudo apreciar la presencia de canales en el interior de la biopelicula.

Figura 14. Representacioén tridimensional de la figura 3D.

130



DETECCION DEL GEN groEL EN MNPCR

Se utilizaron las siguientes cepas de coleccion: Mycobacterium fortuitum ATCC
6841" y ATCC 13756, Mycobacterium chelonae ATCC 19235 y ATCC 35752,
Mycobacterium abscessus DSM 44196", Mycobacterium peregrinum ATCC
144677,  Mycobacterium  septicum ATCC  700731",  Mycobacterium
mucogenicum DSM 44124, Mycobacterium immunogenum ATCC 700505,
Mycobacterium mageritense ATCC 700351", Mycobacterium porcinum ATCC
33776", Mycobacterium senegalense NCTC 10956", Mycobacterium elephantis
DSM 44368", Mycobacterium smegmatis ATCC 607, ATCC 194207 y ATCC
14468, Mycobacterium goodii ATCC 700504", Mycobacterium alvei ATCC
51304, Mycobacterium wolinskyi ATCC 700010" y Mycobacterium brumae
ATCC 51384". Ademas se analizaron los ciento setenta aislamientos clinicos
totales (nueve M. abscessus, dos M. alvei, treinta y tres M. chelonae, ochenta y
nueve M. fortuitum, cinco M. mageritense, ocho M. mucogenicum, veintidos M.
peregrinum, un M. porcinumy un M. septicum).

Todas las cepas de coleccion dieron resultados positivos en la deteccién
genética para el gen groEL, con la excepcion de M. fortuitum ATCC 13756,
unica cepa del total con resultado negativo, ya que todos los aislamientos
clinicos fueron positivos.

La secuenciacion genética de los amplicones determiné un porcentaje de
similitud de un 88 % a un 98 % entre las secuencias obtenidas y la secuencia
nucleotidica del mismo gen de M. smegmatis y de un 87 % a un 88 % con el

mismo gen de M. abscessus, independientemente de la especie analizada.
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EVALUACION DE LA PENET

BIOPELICULAS

En este estudio se utilizaron veinte cepas procedentes de aislamientos clinicos:
cuatro M. abscessus, cuatro M. chelonae, cuatro M. fortuitum, cuatro M.
peregrinum, dos M. mucogenicum y dos M. mageritense. Dentro de las cepas
de coleccion, se estudiaron las cepas tipo de seis especies de MNPCR:
Mycobacterium fortuitum ATCC 6841T. Mycobacterium peregrinum ATCC
144677, Mycobacterium abscessus DSM 44196, Mycobacterium chelonae
ATCC 19235, Mycobacterium mucogenicum DSM 44124 y Mycobacterium
mageritense ATCC 700351".

Una vez realizados los experimentos de formaciéon de biopeliculas, se

seleccionaron cepas con dicha capacidad. Asi mismo, se estudiaron sus CMIs

(Cuadro 17) como se ha descrito anteriormente.

RACION ANTIBIOTICA EN LA

Cuadro 17. CMIs de las cepas seleccionadas para el estudio.

Especie Cepa CLA CiP AK
M. abscessus FJD-64 0,25 <0,03 1
M. abscessus Cepa tipo 1 2 8
M. abscessus FJD-193 <0,03 <0,03 0,25
M. abscessus MCM-25 <0,03 8 0,5
M. abscessus FJD-70 <0,03 4 16
M. chelonae FJD-4 2 0,25 0,06
M. chelonae Cepa tipo 0,06 0,06 16
M. chelonae MCM-30 2 0,06 0,12
M. chelonae MCM-32 0,25 4 0,12
M. chelonae MCM-52 0,06 4 >64

M. fortuitum FJD-22 0,12 0,12 0,5
M. fortuitum Cepa tipo 2 <0,03 1
M. fortuitum FJD-206 0,12 0,25 1
M. fortuitum FJD-207 0,25 <0,03 2
M. fortuitum MCM-75 0,12 <0,03 0,5
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M. mageritense Cepa tipo 16 0,12 0,5
M. mageritense MCM-45 >64 0,12 >64
M. mageritense MCM-69 2 0,25 1
M. mucogenicum FJD-19 <0,03 0,25 0,5
M. mucogenicum Cepa tipo 0,25 1 2
M. mucogenicum MCM-18 <0,03 0,12 1
M. peregrinum FJD-15 0,25 0,06 0,06
M. peregrinum FJD-81 2 <0,03 0,12
M. peregrinum Cepa tipo 2 <0,03 0,12
M. peregrinum FJD-213 0,06 <0,03 0,06
M. peregrinum MCM-12 0,12 <0,03 1

FJD: cepas procedentes de la Fundacion Jiménez Diaz.
MCM: cepas procedentes del Estudio Multicéntrico de Madrid.
CLA: claritromicina; CIP: ciprofloxacino, AK: amicacina.

Con los datos obtenidos, se generaron curvas de penetracion del antibiético en
la biopelicula (Grafico 10) por especies. Del estudio de dichas curvas se
deduce que el antibidtico que mejor penetra en la estructura de la biopelicula
es la amicacina, con una media de 5,7 % de antibi6tico restante en disco, en
relacion con el control negativo, tras cuarenta y ocho horas de
experimentacion. Para la claritromicina, el porcentaje fue del 25,39 %. El
ciprofloxacino tiene una escasa penetracion en la biopelicula, con un
porcentaje del 75,01%. Estos datos se repiten en todas las cepas
independientemente de la sensibilidad antibiética. Como puede observarse, sin
embargo, existen diferencias entre las especies en el patron seguido. El gréafico
siguiente (Grafico 11) representa las curvas comparativas de penetracién de
los antibidticos entre especies.

Tras cuarenta y ocho horas de incubacion, se obtuvieron resultados
estadisticamente significativos para M. abscessus respecto a la cantidad de

antibidtico remanente en el disco de la amicacina, comparandolos con M.
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chelonae (p = 0,048), M. fortuitum (p = 0,009), M. peregrinum (p = 0,0082) y M.
mageritense (p = 0,025). También hubo diferencias significativas entre M.
fortuitum y M. mucogenicum (p = 0,021), M. fortuitum y M. mageritense (p =
0,0088), M. peregrinum y M. mucogenicum (p = 0,0017) y M. peregrinum y M.
mageritense (p = 0,0002). En cuanto al ciprofloxacino, se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre M. abscessus y M. fortuitum (p = 0,0079),
M. peregrinum (p = 0,002), M. mucogenicum (p = 0,0019) y M. mageritense (p =
0,0045). Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre M.
peregrinumy M. abscessus (p = 0,0088), M. chelonae (p = 0,009), M. fortuitum
(p = 0,04), M. mucogenicum (p = 0,035) y M. mageritense (p = 0,025) para la
claritromicina.

De las curvas se puede deducir que la claritromicina y la amicacina penetran
rapidamente en las biopeliculas formadas, con la excepcidn de las biopeliculas
de M. abscessus (ambos casos) y de M. mageritense y de M. mucogenicum
para la claritromicina. El porcentaje de penetracién de la claritromicina a las
seis horas de experimentacion fue del 26,2 % al 31,8 %, con la excepcion de
M. mucogenicum (39,3 %), M. mageritense (71,6 %) y M. abscessus (84,9 %).
El porcentaje de penetracion de la amicacina a las seis horas de
experimentacion fue de 22,8 % a 36,4 %, con la excepciéon de M. abscessus
(67,2 %). La penetracion antibiotica varia en velocidad en funcion de la
especie, a pesar de que los resultados finales a las cuarenta y ocho horas son
equiparables. Estas diferencias no se apreciaron en el experimento con el

ciprofloxacino.
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Grafico 10 Curvas de penetracion por especies.
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Grafico 11. Curvas de penetracion de los diferentes antibidticos para la

comparacion entre las especies.
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DISCUSION
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Aunque las infecciones causadas por MNPCR son infrecuentes pueden
llegar a ser de consecuencias devastadoras sobre todo cuando se trata de

36,336

infecciones nosocomiales , principalmente por su resistencia a los

tratamientos antimicrobianos 98367,

Existen evidencias epidemioldgicas
sobre el papel de diversos factores de riesgo en relacién con la capacidad
de estas micobacterias de producir enfermedades en humanos. Muchas de
las infecciones humanas causadas por MNPCR estan asociadas con la
presencia de cuerpos extraios como catéteres, hilos de suturas o prétesis
148,336,342 15 que podria sugerir que la adherencia a superficies es importante
para el desarrollo de la infeccion en humanos. La dificultad de suprimir estas
Bacteria del cuerpo extrafio se debe a que pueden formar biopeliculas '*2. A
pesar de esto existen muy pocos estudios in vitro sobre mecanismos de
patogenicidad especificos de MNPCR. Hay que anadir, ademas, que los
resultados estan condicionados por el tamafno de las muestras analizadas,
muy pequefias en la mayoria de los trabajos in vitro sobre patogenia de las
MNPCR, muchos de los cuales estan realizados solamente con cepas de
coleccion °*1%81%8 Una limitacidon del presente estudio es la distribucion de
las especies a estudiar en nuestra area geografica, donde hay una escasa
representacion de las especies M. abscessus, M. peregrinum y M.
mucogenicum, menos comunes en los aislamientos clinicos que las

especies M. fortuitum y M. chelonae 3¢:39:100:347

, provocando que el tamano
muestral sea irregular, siendo muy pequefio el de algunas especies. En ese

sentido, es de destacar que las pruebas bioquimicas pueden no ser
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suficientes para una correcta identificacion a nivel de especie, por lo que es

necesario complementarlas con diversas técnicas moleculares '%°

, como el
PRA. Otras técnicas moleculares, como el RAPD, son de gran utilidad en los
estudios epidemioldgicos, ya que conocer tanto las diferencias en la
epidemiologia, sensibilidad antimicrobiana, e incluso en el significado clinico
de los aislamientos, hace posible un mejor conocimiento de las especies en
relacion con su capacidad de infeccidn humana y por tanto de su posible
tratamiento **3. Tanto el PRA como el RAPD son técnicas relativamente
faciles, con una interpretacion relativamente sencilla y que requieren poco
aparataje, por lo que son accesibles a numerosos laboratorios de
micobacteriologia clinica.

Las actuales diferencias entre las distintas especies de MNPCR no son solo

taxonémicas sino también clinicas y epidemiolégicas 30:3%100347

asi, por
ejemplo, M. chelonae es mas comun en Europa %7 mientras que M. abscessus
se aisla con mayor frecuencia en América *°. M. chelonae causa enfermedades
de la piel y tejidos blandos, asi como infecciones nosocomiales en cirugia
ocular %, y parece presentar mas resistencias a antibidticos que la mayoria de
especies de MNPCR 3*. Por otra parte M. fortuitum es causante de diferentes
enfermedades respiratorias y cutaneas en la comunidad, asi como un amplio
espectro de infecciones nosocomiales, algunas de ellas relacionadas con la
cirugia plastica y cardiaca *°%%3%". Al ser todas ellas Bacteria ambientales,
pueden vivir en el suelo o en el agua, y se han encontrado formando

biopeliculas en los canales de los sistemas de agua °2°0112.191.284290.324 " pqp
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tanto el agua corriente puede contener MNPCR, la inmensa mayoria de las
veces no patdégenas para los seres vivos que entran en contacto con ellas. La
epidemiologia de estas micobacterias demuestra que las cepas que causan
infecciones no estan relacionadas entre si, de modo que la transmisiéon no se

realizaria de persona a persona '°%19

En otros casos en los que estos
organismos han aparecido causando brotes y pseudobrotes epidémicos se ha
conseguido demostrar la presencia de un origen comun para las micobacterias
en diversas fuentes ambientales, incluyendo el agua del grifo, hielo, soluciones
desinfectantes e, incluso, soluciones de antibiéticos contaminadas 3**. En un
estudio sobre la incidencia de MNPCR a lo largo de un periodo de varios afos,
se detectd un pico de infecciones causadas por diversas especies de estos
organismos 1% bese a que las razones son todavia desconocidas, dicho pico
coincide con un periodo de sequia ', donde las reservas de agua de los
embalses disminuyen y las caracteristicas poblacionales de las MNPCR que se
encontrasen en dicho entorno podrian cambiar. Parece, entonces, que la fuente
de los aislamientos de MNPCR es ambiental, tanto si tienen significado clinico
como si carecen de él.

Dentro de las cepas clinicamente significativas obtenidas en nuestro estudio,
aparecen pocos casos de infecciones respiratorias causadas por MNPCR,
descritas sin embargo como frecuentes en la literatura "% La mayor parte
de los aislamientos respiratorios fueron considerados como no significativos de

acuerdo con los criterios establecidos por la American Thoracic Society **.

Solamente siete casos mostraron gran cantidad de bacilos y cultivos positivos
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repetidos en esputos y lavados bronquiales.

Otros dos aislamientos se obtuvieron de pacientes con prétesis traqueales sin
sintomas de infeccidn. La eliminacién de la protesis hizo desaparecer la
micobacteria, y en uno de estos casos se obtuvo una elevada cantidad de
micobacterias en el cultivo. Estos casos de pseudoinfeccién también estan
descritos en la literatura "', dando lugar en ocasiones un diagnéstico erréneo
de tuberculosis.

En los aislamientos clinicamente significativos de este estudio prevalece la
infeccidn de piel y tejidos blandos, destacando la foliculitis en varios pacientes,
sin factores de riesgo anteriores a la infeccion salvo el antecedente de
depilacién a la cera fria ®. Estas infecciones secundarias a tratamientos
cosméticos estan ampliamente descritas en la literatura 36218297333 Tampién

36,343,345,347 En los

se detectaron casos de infeccion de herida quirurgica
pacientes de infeccion relacionada con la presencia de cuerpos extrafos, fue
necesaria la retirada de los mismos para conseguir su curacion.

M. abscessus aparece en nuestro estudio como la especie mayormente
relacionada con significacion clinica, tras la cual se encuentran M. chelonae y
M. fortuitum 7139145246 aunque debido a las variaciones poblacionales
comentadas, se obtuvieron mas casos de M. chelonae o M. fortuitum que de M.
abscessus. En relacibn con el resto de especies, en nuestro estudio
detectamos tan solo una cepa de M. peregrinum clinicamente significativa. Las

cepas obtenidas en aislamientos repetidos de pacientes con fibrosis quistica

mostraron diferentes perfiles en el RAPD, hecho no descrito anteriormente 172,
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posiblemente debido a la presencia en el tracto respiratorio de diferente clones,
caracteristica descrita para otras micobacterias '?"'®. A pesar de que la
infeccion nosocomial es predominante, no se han detectado brotes ni casos de
transmision entre humanos, aunque si un pseudobrote por contaminacion
cruzada. Dado que el significado clinico de las distintas especies es variable,
es presumible que deben existir factores de patogenicidad en las distintas
especies que hacen que algunas de ellas causen infecciones en humanos con
mayor frecuencia, mientras que otras sean predominantemente colonizadores o
contaminantes.

El tratamiento de las infecciones causadas por micobacterias de crecimiento
rapido es distinto que el del resto de micobacterias, siendo muy diferente del
tratamiento de la tuberculosis. La sensibilidad in vitro de las MNPCR
demuestra que son resistentes a los tuberculostaticos convencionales pero

36,336,349

sensibles a otros antibidticos de uso mas amplio Como la

sensibilidad de estos microorganismos no es uniforme, es necesario el estudio

283,344

individualizado de la misma , aunque los estudios amplios permiten

orientar el tratamiento empirico de estas infecciones mediante el
conocimiento global de la sensibilidad de los organismos en areas

114,115,308.361 E| método de microdilucién en placa es la

geograficas especificas
técnica de referencia, pero es de dificil realizacién por parte de la mayoria de
laboratorios asistenciales, por lo que se ha intentado sustituir por la técnica de
difusion disco placa, con escasos resultados '°'. También se ha estudiado el E-

29,155,181,205

test con el mismo fin , pero presenta problemas de reproducibilidad
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%7 "aunque es la mejor alternativa en laboratorios clinicos. En el caso de la

tigeciclina, el E-test ha sido utilizado con buenos resultados en otras Bacteria
32 aunque en nuestro estudio con MNPCR presenta grandes diferencias con
respecto a la CMI obtenida por microdilucién, si bien la ausencia de cepas
resistentes no permite establecer su utilidad en cuanto a delimitar si la cepa es
sensible o resistente ''°?%. En el estudio realizado mediante la técnica de
referencia hemos obtenido como resultados globales que M. peregrinum es la
especie mas susceptible, mientras que M. chelonae y M. abscessus son las
mas resistentes, coincidiendo en este dato con estudios anteriores *7""*  Asi
mismo, los resultados de sensibilidad obtenidos para el resto de las especies
P : : 36,77,114

coinciden con otros con otros estudios publicados . Hay una buena
actividad de las quinolonas frente a M. fortuitum, M. mucogenicum, M.

: : 36,41,77,114
peregrinum y M. mageritense, aunque es menor en M. chelonae ,
con la excepcion del ciprofloxacino. La actividad de las quinolonas frente a
M. abscessus es escasa. La actividad de la amicacina frente a MNPCR fue

similar a la descrita en la literatura **""""

, con la salvedad de las tres cepas
resistentes y las dos cepas de sensibilidad intermedia anteriormente
mencionadas '*°.

Aunque algunos estudios muestran que la cefoxitina y la doxiciclina son

346

activos en infecciones causadas M. fortuitum , en nuestro caso hemos

detectado gran cantidad de cepas resistentes o de sensibilidad intermedia
115,181

. Los resultados obtenidos para el resto de las especies frente a estos

antibidticos han sido muy variables.
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La actividad de los macrdlidos es asimismo muy variable. La actividad de la
claritromicina y la azitromicina parece mejor que la de la eritromicina
339.349.361 ' siendo las CMIs de la claritromicina las mas bajas, en especial para
M. chelonae. Todos ellos presentan peor actividad frente a M. fortuitum.

A la luz de los datos obtenidos, en nuestra area geografica, se podrian tratar
empiricamente las infecciones causadas por M. fortuitum y M. peregrinum
con el ciprofloxacino, asociado o no a la amicacina. Asi mismo, las
infecciones causadas por M. chelonae o M. abscessus podrian ser tratadas
con la claritromicina, igualmente asociada o no al aminoglucésido citado. El
resto de las especies necesitarian el estudio de un numero mayor de cepas
para ser concluyentes.

La actividad in vitro de la tigeciclina ha sido buena, aunque no se han podido
interpretar los resultados por falta de puntos de corte especificos para
MNPCR, que si aparecen en otras especies. La tigeciclina muestra una buena

actividad frente a otras Bacteria Gram positivas y Gram negativas %%

, pero
hay pocos datos sobre su actividad frente a MNPCR %%°. Se necesitarian mas
estudios para comprobar su eficacia real frente a infecciones causadas por
estas Bacteria. Aunque las CMIs para la tigeciclina podrian sugerir la falta de
mecanismos de resistencia hacia este antibidtico por parte de las MNPCR,
existen mecanismos de resistencia a otras tetraciclinas *3*49803%0 " gj existen
mecanismos de resistencia frente a este antibiético en otras especies “°.

En relacion con el tratamiento, es de destacar que los pacientes con

infecciones leves de piel y partes blandas fueron tratados con monoterapia
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en la mayoria de los casos, obteniendo la curacidon de todos ellos. Aunque la
aparicién de resistencias en caso de monoterapia ha sido descrita como uno
de los riesgos de esta practica 312 brobablemente la eficacia in vitro de los
antimicrobianos empleados, junto con el relativamente bajo numero de
Bacteria presentes podria explicar la ausencia de mutantes resistentes.

Un grave problema en el tratamiento de las infecciones causadas por las
MNPCR es, al igual que el resto de las Bacteria, la aparicion de multitud de
mecanismos de resistencia estudiados durante anos especialmente en
Streptococcus spp. **®. Como se ha comentado anteriormente, la apariciéon de
estas resistencias se ha evidenciado en el estudio de sensibilidad realizado,
independientemente de la especie estudiada.

En el caso de los macrdlidos, podemos destacar entre los distintos
mecanismos la resistencia mediada por genes, que codifican proteinas de muy

221,271

diverso tipo La resistencia constitutiva a estos antibidticos de M.

tuberculosis es bien conocida, aunque los mecanismos genéticos se conocen

desde hace poco tiempo 2%

Por otra parte, dado que las infecciones
causadas por MNPCR se tratan con frecuencia con dichos antibidticos, es
importante estudiar la familia de genes erm. Las ARNr metilasas constituyen el
mecanismo de resistencia mas importante frente a los macrélidos presentes

tanto en Bacteria Gram positivas como Gram negativas 27>3%

, incluyendo
géneros cercanos a Mycobacterium como es Corynebacterium "> y se han
escrito tanto : uitu : ] e

descrito tanto en M. fortuitum como en M. smegmatis %°'?**. Se conoce la

presencia del erm(37), aunque se han descubierto otras metilasas en otras
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especies de micobacterias, incluyendo MNPCR ?%. Se ha descrito la aparicion

de resistencias a los macrélidos durante la monoterapia en infecciones

causadas por M. chelonae, producidas por una mutacion en el gen que codifica
224,247,248 . . .

para el 23S ARNr . Recientemente se han descrito erm metilasas en

M. boenickei, M. houstonense, M. goodii, M. neworleansense, M. porcinum, M.

wolinskyi, M. fortuitum y M. smegmatis **. Al ser genes inducibles 2°12%*,

en
muchos casos el estudio de susceptibilidad in vitro puede detectar CMIs bajas
a estos antibiéticos, aunque la cepa pueda aparecer como resistente tras la
induccién con los mismos a concentraciones subinhibitorias. En nuestro estudio
hemos detectado con relativa frecuencia, casos con cepas de baja CMI y
presencia de genes erm. Aunque también cabe la posibilidad que el gen esté
mutado, deleccionado o que haya problemas en la regulacion de la expresion
del mismo, como explicacion a la discrepancia entre el estudio convencional y
la deteccion de estos genes. En nuestro caso, se han utilizado unos cebadores
de consenso para la familia de genes erm descritos, con una sensibilidad no
especificada, por lo que puede que no detecten todos los genes de la familia,
ya que puede haber hasta un 68 % de diferencia entre las secuencias
aminoacidicas de los mismos %?. La falta de genes erm en cepas con una alta
CMI podria deberse a baja sensibilidad en la deteccion de los cebadores
utiizados o a la presencia de otros mecanismos de resistencia a los
macrolidos, como son la presencia de mutaciones en el gen que codifica para
el dominio V del 23S ARNr o en los genes que codifican para las proteinas

ribosomales L4 y L22, descritas en otras especies 2"%?".
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En el estudio, tanto de cepas clinicas como de coleccion, han sido detectadas
estas metilasas en especies que no estaban descritas como poseedoras de
genes erm: M. abscessus, M. chelonae y M. peregrinum ?**; ademas se han
detectado en especies no estudiadas previamente como son M. alvei y M.
septicum. La secuenciacion de los fragmentos obtenidos, confirmé los
resultados de la PCR. El caso de M. abscessus es de especial interés porque
estos genes no se han detectado en ningun aislamiento de los estudiados

anteriormente 2%

, Y no ha sido posible detectar genes erm ortélogos a los de
otras MNPCR en la secuenciacion completa del cromosoma de la cepa tipo de
la especie (Genbank: CU458896). La cepa de coleccion utilizada en el estudio

también fue negativa °9%%,

Varias causas podrian explicar estos datos
discrepantes: se sabe que hay diferencias locales y regionales entre las
diferentes cepas, ademas de en otros datos concernientes a la epidemiologia
de las micobacterias. Ademas, existen datos recientes que aseveran que las
cepas de coleccion tienden a perder informacién genética, en especial la
referente a mecanismos de resistencia, durante la manipulacién en el
laboratorio, asi como tras largos periodos a baja temperatura °*'%. Estas
pérdidas son menos frecuentes en los aislamientos clinicos *°. Los estudios
realizados con MNPCR para detectar estos genes tiene el inconveniente, por
otra parte bastante frecuente, de haber sido realizados con pocas cepas
clinicas y muchas de coleccion 2%, lo que podria dar resultados no

extrapolables al contexto clinico real.

La presencia de estos genes es variable en funcién de las especies, siendo
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mas frecuente en aquellas con mayor relevancia clinica, es decir, M. fortuitum,
M. abscessus y M. chelonae, ademas de M. mageritense, donde parecen ser
también constitutivas ??°. Es extremadamente importante el estudio de estos
genes, ya que los macrolidos forman parte esencial de la terapia frente a M.

chelonae y M. abscessus **7"*""

, ademas de que, al ser inducibles y no
correlacionarse la CMI obtenida con la realidad, la monoterapia podria ser
ineficaz. Este hecho, ademas de la nada desdefable posibilidad de que se den
otros mecanismos de resistencia conjuntos, hace por ello necesaria la
combinacion de varios antibibticos.

Las infecciones causadas por MNPCR también se tratan también con
frecuencia con el ciprofloxacino u otras quinolonas. También se han descrito
mecanismos de resistencia a estos antibidticos tanto en micobacterias 8132150,
como en otros géneros bacterianos 2’%%%". Dentro de éstos, las bombas de
eflujo activo son mecanismos de resistencia conocidos en Bacteria Gram
positivas como Gram negativas *>®'3'°_ LfrA es la primera bomba de eflujo
descrita en micobacterias (concretamente en M. smegmatis) y da lugar a
resistencia a las fluorquinolonas, incluyendo el ciprofloxacino, asi como a otros
compuestos *°, dando lugar a resistencias de bajo nivel. Asi mismo, posee
caracteristicas similares con otras bombas parecidas descritas en otras

% pudiendo ser inducibles en funcién de los sustratos *°. Esta

especies
bomba no ha sido detectada en nuestro estudio, con la excepcidén de cuatro
cepas: dos cepas sensibles al ciprofloxacino y dos resistentes. La presencia del

gen fue confirmada por secuenciacion, lo que puede indicar que en las cepas
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sensibles el gen no se exprese correctamente o se den problemas en el
mecanismo regulador por represion . Sin embargo la baja CMI de las cepas
resistentes se adecua a los resultados descritos en relacion con el mecanismo
de actuacion por bombeo del gen estudiado. La resistencia al ciprofloxacino de
las escasas ocho cepas negativas para el gen IfrA detectadas se debera a
otros mecanismos. La efectividad del levofloxacino fue variable, pero no hay
criterios de interpretaciéon que permitan valorar la sensibilidad o resistencia de
las cepas estudiadas.

Si tenemos en cuenta la resistencia a las tetraciclinas y antibioticos derivados,
un 42,95 % de las cepas estudiadas fueron resistentes a la doxiciclina y un
25,64 % presentaron una resistencia intermedia. La efectividad de la tigeciclina
fue buena, pero no hay criterios de interpretacion. Las tetraciclinas son muy
utilizadas como terapia antibiética por su actividad frente a numerosas Bacteria,
lo que ha provocado un claro aumento de las resistencias a la misma. Se ha
descrito en la literatura su eficacia frente a M. fortuitum y con menos frecuencia
frente a M. chelonae y M. abscessus **"". Nuestros datos indican que el 77,77
% de las cepas de M. abscessus, el 51,61 % de las cepas de M. chelonae y un
nada desdenable 37,80 % de las cepas de M. fortuitum estudiadas son
resistentes a la doxiciclina segun los criterios del CLSI ?*°. Las resistencias
estudiadas pueden deberse a modificaciones ribosomales o a bombas de eflujo
activo 3282 Dentro de estas Ultimas se ha descrito la bomba Tap como
inductora de resistencias de bajo nivel a las tetraciclinas en M. fortuitum *. Esta

proteina es capaz, como otras bombas de eflujo '**'°, de reconocer
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antibidticos como sustratos, siendo homoéloga de las bombas de eflujo de
macrdlidos *. Produce resistencia, ademas, a los aminoglucésidos * pudiendo
regular otros mecanismos de resistencia *°. Esta proteina transmembrana,
altera, ademas, la permeabilidad produciendo diferentes niveles de resistencia

frente a otros antimicrobianos 2°°.

La mayoria de las cepas con fenotipo
intermedio dieron positivas en la deteccion del gen, resultado congruente con el
mecanismo de accion de las bombas de eflujo. Gran parte de las cepas
resistentes también fueron positivas. Aunque se dieron resistencias de alto
nivel, poco propias de una bomba de eflujo, esto se puede deber a la posible
variacion de la permeabilidad producida por Tap o a la asociacion de varios
mecanismos de resistencia. Diez cepas sensibles fueron positivas para el gen,
lo que puede deberse a problemas a nivel genético o a falta de expresion del
gen, dependiente de sustrato. La veracidad del resultado se comprobd por
secuenciacion.

Las MNPCR fueron consideradas durante anos como colonizadoras o no
patdgenas, aunque actualmente se las considera como patégenos emergentes,
asociandose a un aumento significativo del numero de pacientes susceptibles
de tener una infeccion causada por estas Bacteria. Ademas de la complejidad
que supone su tratamiento, la escasez de informacién sobre sus mecanismos
de resistencia y la gran variabilidad en las enfermedades que pueden causar,
incluyendo infecciones en proétesis ortopédicas 103 hay otro punto fundamental
en la patogenicidad y en la resistencia de las MNPCR: la capacidad de formar

biopeliculas 2'°"'%  Hay muy pocos estudios sobre la patogenicidad de estas
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Bacteria, la mayoria de los cuales esta realizado con un escaso numero de
cepas. Se han buscado diversos factores, desde la capacidad de penetracion y

%8192 3 la presencia de enzimas con actividad

supervivencia intracelular
hemolitica "***#2. Actualmente se tiene en cuenta que la mayor parte de los
sindromes producidos por las MNPCR podria estar relacionado con el
desarrollo de biopeliculas, como ocurre con las infecciones en cuerpo extrafio o
las infecciones crénicas del tracto respiratorio en pacientes con fibrosis quistica
% Esto explicaria también la dificultad de erradicar dichos organismos, con la
consiguiente aparicién de fallos terapéuticos pese a ser la bacteria sensible in
vitro al antibiético.

En relacién con la patogenicidad de unas Bacteria ambientales, a priori poco

' la presencia de un fenotipo rugoso o uno liso en un medio de

agresivas
cultivo convencional con base de agar se ha asociado a posibles mecanismos
de patogenicidad a través de cambios en la composicion lipidica de la pared

bacteriana. Varios estudios realizados en M. abscessus #%°31%8

exponian que
las colonias rugosas son patdégenas, mientras que las lisas no lo son en
estudios experimentales en modelos in vitro e in vivo. Sin embargo la principal
limitacion de estos estudios es el numero escaso de cepas analizadas. En uno
de estos trabajos, desarrollado con dos cepas de M. abscessus, el potencial
patogénico se evaludé especificamente para ambas cepas en un modelo
experimental de infeccién en animales 2. En otro estudio basado en una sola

cepa de M. abscessus '*®, se pone de manifiesto la reversion espontanea de un

fenotipo a otro, pero manteniendo la misma relacibn de patogenicidad,
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relacionando el fenotipo con la produccion de GPLs de la pared celular, que
también serian los causantes de la movilidad y de la capacidad para formar
biopeliculas, segun otros estudios previos realizados con M. smegmatis 26223,
En nuestros estudios no se han podido correlacionar los distintos fenotipos con
la patogenicidad '%.

La capacidad del género Mycobacterium para desarrollar biopeliculas se
descubrié en 1980, cuando varios estudios demostraron la presencia de estos

organismos en biopeliculas obtenidas de muestras ambientales 1329032

y en
un modelo experimental 2%, A pesar de que las micobacterias de crecimiento
lento fueron los aislamientos mas frecuentes, tanto M. chelonae como M.
fortuitum aparecieron en dichas muestras.

La adherencia de un microorganismo a una superficie es el primer paso en la

formacion de las biopeliculas bacterianas 2°7**°

que desempefian un importante
papel al garantizar la supervivencia de las Bacteria en la superficie de las
mucosas >*° y por tanto, su persistencia en el tracto nasofaringeo y las vias

2652% en biomateriales ***, en rocas, en cafierias

respiratorias bajas, en tejidos
etc. °'. Los experimentos realizados con M. avium han demostrado que estas
Bacteria son capaces de adherirse a células epiteliales, antes de invadirlas para
multiplicarse en su interior ?®. La interaccién inicial de la bacteria con una
superficie solida esta condicionada por una multitud de factores referidos tanto
a la superficie -como son el material, la carga, la capacidad de adsorcion de

moléculas organicas, la hidrofobicidad y la micro-topografia de la misma- %/,

como a la existencia de nutrientes en el medio o la presencia de estructuras
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bacterianas con funcién adhesina **. Hay pocos estudios sobre la adherencia a
superficies por parte de las micobacterias. En nuestro estudio, todas las cepas
consiguieron adherirse a al biomaterial propuesto, sutura de polipropileno, que
es un material usado comunmente en procedimientos quirurgicos %4 Estos
ultimos son un factor de riesgo relacionado con la aparicion de infecciones
nosocomiales causadas por MNPCR *"'%9%% En nuestro caso se incluyeron en
el estudio dos cepas de MNPCR causantes de infeccibn en pacientes
portadores de una malla monofilamentosa de polipropileno tras una cirugia de
hernia, donde fue necesario retirarlas para conseguir la curacién del paciente.
De la malla se obtuvieron aislamientos de micobacterias, probablemente
establecidas en una biopelicula. Como control en nuestros estudios de
adherencia se utilizd S. epidermidis, productor de glucocalix, por ser el
aislamiento mas frecuente en infecciones relacionadas con biomateriales '%.
Las diferencias estadisticamente significativas resultantes indican una mayor
capacidad de adherencia de M. fortuitum y M. chelonae, especies descritas

como causantes frecuentes de este tipo de infecciones *

, mientras que M.
peregrinum, que tiene una baja capacidad adherente, es clinicamente
significativo s6lo en raras ocasiones. No hay tampoco relacion entre la
velocidad de crecimiento de las distintas cepas (bastante uniforme en todas
ellas) y la adhesidon a sutura de polipropileno. Asi mismo, otros estudios han
demostrado la capacidad de adherirse a superficies de estos microorganismos,

9

tanto en membranas de celulosa diacetato ?*°, como en catéter 4'*, donde

ademas, se detecto el desarrollo de biopelicula in vivo. Parece ser que el
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metabolismo de los lipidos esta, también, relacionado con la adherencia de las
micobacterias ya que su pared celular estd compuesta de gran cantidad de
moléculas lipidicas que hacen a la bacteria hidrofdbica, siendo la hidrofobicidad
un factor importante en la capacidad de adhesion a biomateriales 75, Es
posible que existan diferencias en la composicién de la pared celular que
expliquen las diferencias observadas en la adherencia. Ademas, otras
sustancias como el plasma o el suero pueden variar también la capacidad de
adherencia. En consecuencia, la capacidad de adherencia a cuerpos extrafios
podria ser un factor de patogenicidad de las MNPCR, y estaria directamente
relacionado con el hecho de que, habitualmente, las especies causantes de
infeccién son M. fortuitum, M. chelonae y M. abscessus, que en nuestro estudio
son las que presentan mayor capacidad de adherencia.

Los compuestos lipidicos de la pared celular de las micobacterias también
estan relacionados con otro factor que parece, a su vez, en consonancia con el
desarrollo de biopeliculas: la movilidad por deslizamiento. Al igual que con el
fenotipo, se ha relacionado este tipo de movilidad con la capacidad de formar
biopeliculas 3297263 En nuestros estudios no se ha podido corroborar este
dato, ya que no se pudo establecer una relacion estadisticamente significativa.
En este sentido, la movilidad fue muy variable entre las especies estudiadas.
Parece ser que los cambios en la temperatura de incubacién podrian influir
tanto en el desarrollo de la biopelicula como en la movilidad. Por ello, en
nuestro estudio optamos por la temperatura de 37° C por ser la que estaba

previamente descrita 2°’. Posiblemente el diferente contenido en GLPs de la
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pared celular de las MNPCR afecte también al resultado obtenido. Tanto entre
las cepas de coleccién como los aislamientos clinicos, muchas no mostraron
movilidad por deslizamiento en las condiciones propuestas, pero fueron
capaces de desarrollar biopelicula, también en las condiciones propuestas, con
lo que no se pudo establecer la relacion en cepas de coleccion para M.
abscessus " y M. smegmatis 2°*?%*, Nuestros resultados coinciden por otra
parte con otros estudios que indican que esta relacion no es uniforme %1%,
Idénticos resultados se obtuvieron al comparar el fenotipo de la colonia y el
desarrollo de la biopelicula o la movilidad, con la excepcion de M. peregrinum,
cuyas colonias lisas no presentaron movilidad por deslizamiento. Este resultado
contradice estudios previos realizados con un escaso numero de cepas, donde
se habia descrito que las colonias lisas de MNPCR presentaban dicho tipo de
movilidad 3. En relacién también con la presencia de GLPs y otras moléculas
lipidicas se encuentra la chaperona GroEL1, implicada en el metabolismo de
los lipidos y por tanto en el desarrollo de las biopeliculas #*”. Practicamente la
totalidad de las cepas estudiadas estaban en posesion del gen groEL
estudiado; estos datos se verificaron mediante secuenciacion. Al ser una

22T no es de extrafiar este

proteina de respuesta en situaciones de estrés
resultado, maxime cuando la unica cepa negativa fue una de las cepas de
coleccién de M. fortuitum, que, como ya se ha comentado anteriormente, puede
haber sufrido pérdida de la carga genética *°. Como tanto las cepas con

capacidad para desarrollar biopelicula como las que carecen de la misma

poseen el gen, podemos decir que deben de existir otros mecanismos
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relacionados con esta capacidad, ademas de que una posible variacién en la
expresion genética de la chaperona influya en la misma. Asi mismo hay que
tener en cuenta, que si la temperatura puede variar la formaciéon de las
biopeliculas, otros factores como los nutrientes, el tipo de material, etc., pueden
influir en el desarrollo de la biopelicula ',

En este sentido, estudiamos la capacidad de desarrollar biopeliculas de las
cepas de coleccion en varios medios con diferencias en la cantidad de
nutrientes. Otros estudios han demostrado el desarrollo de biopeliculas por
parte de MNPCR en condiciones de flujo continuo, ademas del efecto de los
nutrientes en dicho desarrollo. Se demostré que se requiere una mayor
cantidad de tiempo para el desarrollo de la biopelicula cuando los nutrientes del
medio son escasos tanto en M. fortuitum como en M. chelonae '*2. En nuestro
estudio con las cepas de coleccion, utilizamos agua corriente, PBS
suplementado al 5 % con glucosa y Middlebrook 7H9. La biopelicula se
desarroll6 rapidamente en Middlebrook y mas lentamente en agua. Finalmente,
en PBS no se lograron los objetivos finales de cobertura del 100 % de la
superficie durante el tiempo maximo de incubacion definido en el estudio. Las
diferencias obtenidas entre el agua y el PBS pueden deberse a que la primera
posee en su composicion muchas moléculas quimicas y nutrientes esenciales
en pequeinas cantidades, y que son fundamentales para muchos organismos,

324 Independientemente del medio utilizado, en

incluidas las micobacterias
todos los casos el crecimiento se desarrollé en forma de una curva sigmoidea

idéntica a la descrita en la literatura . Todas las cepas de coleccion fueron
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capaces de generar la biopelicula, haciendo que sea un factor posiblemente
importante en la patogenia de las MNPCR '%, al igual que lo es en otras
Bacteria '*'. De entre todas las cepas de coleccion analizadas, destaca la cepa
de M. abscessus, que fue la mas rapida. Como esta especie es la MNPCR mas
patdgena % dicha diferencia podria representar la propiedad que hace que lo
sea con respecto a las demas MNPCR. Ademas ha sido ampliamente descrita
como causante de infecciones relacionadas con biopeliculas '°. Existe, por
otra parte la posibilidad de que otros mecanismos de patogenicidad estén
también relacionados con las biopeliculas. Se utilizé la temperatura ambiental
para el experimento por ser la temperatura en la que, en condiciones naturales,
las micobacterias forman las biopeliculas, al igual que la temperatura del
experimento de adherencia se selecciond en funcidn de lo descrito
anteriormente %%,

En nuestro estudio, en los casos diagnosticados en la Fundacion Jiménez Diaz,
aproximadamente la mitad de las infecciones causadas con MNPCR tiene que
ver con la formacién de biopeliculas . Por tanto es interesante el estudio de
las biopeliculas de los aislamientos clinicos, sobre todo de aquellos que son
clinicamente significativos y que se han aislado de infecciones con causa
relacionada con la presencia de biopeliculas. En este sentido, no hay estudios
en la literatura que evaluen esta capacidad en aislamientos clinicos. Se
pretende en nuestro caso buscar la relacién entre la capacidad de formar
biopeliculas con la capacidad de producir infeccidén, para asi poder establecer

la biopelicula como factor de patogenicidad en las MNPCR. Para ello se
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utilizaron las condiciones 6ptimas del experimento anterior, realizado con cepas
de coleccién.

En este nuevo experimento se pudo establecer una relacion estadisticamente
significativa entre la capacidad de formacién de biopeliculas y el significado
clinico, permitiendo confirmar que la biopelicula es un mecanismo de
patogenicidad importante de las MNPCR. Sin embargo, todas las cepas de M.
mageritense desarrollaron biopeliculas pero ninguna era causante de infeccion
clara en humanos, pero éste no es un resultado concluyente dada la escasa
cantidad de cepas analizadas.

Finalmente, la mayor importancia de la presencia de biopeliculas en
infecciones radica en que es un factor fundamental en la resistencia a los
antibioticos que confiere a las Bacteria embebidas en su matriz y que puede

provocar fracasos terapéuticos %

Ademas, confiere resistencia a
desinfectantes y germicidas '*'. Para ejercer su accion, el antibidtico tiene que
ser capaz de penetrar en la biopelicula, o que depende de la estructura de la
misma asi como de las de las caracteristicas bioquimicas de la matriz que se
establece alrededor envolviendo a las Bacteria, existiendo diferencias en la
capacidad de penetracion de los antibidticos 2* en la biopelicula. El efecto de
los antisépticos sobre las biopeliculas de MNPCR fue estudiado por Vess et al.
328 en M. chelonae y M. abscessus, que sobrevivieron a 10-15 ppm de cloro
libre. Otro estudio evaluo la resistencia de biopeliculas de M. avium, mostrando

una mayor resistencia a la claritromicina y la rifampicina, debida probablemente

a problemas de permeabilidad '''. En el caso de M. tuberculosis, estudios
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recientes demuestran que la biopelicula que forman es resistente a la
isoniazida y a la rifampicina, por cambios metabdlicos ?%®. Ademas hay un
estudio sobre el efecto de la isoniazida sobre la biopelicula de M. smegmatis,
que podria deberse a problemas de permeabilidad ademas de a otros factores
desconocidos *'°.

El sistema desarrollado por Calgary ', permite estudiar el efecto de sustancias
antimicrobianas en una biopelicula utilizando un sistema normalizado, incluidas
las MNPCR %', pudiéndose comparar los resultados. Este sistema ha permitido
estudiar el efecto de desinfectantes sobre biopeliculas de M. fortuitum y M.
marinum, demostrando que las Bacteria de la biopelicula poseen una mayor
resistencia a biocidas que las sésiles %',

Otro estudio reciente muestra que la biopelicula de M. abscessus es resistente

138 siendo la amicacina mas

a la cefoxitina, la amicacina y la claritromicina
activa que la claritromicina. Se proponen como causas de esa resistencia, las
limitaciones de nutrientes y el metabolismo latente de algunas Bacteria de la
biopelicula.

En nuestro estudio, la amicacina muestra mejor penetracion que la
claritromicina, pero esta diferencia no es estadisticamente significativa. De los
mecanismos propuestos para explicar la resistencia de las biopeliculas
(impermeabilidad, cambios metabdlicos o activacién de genes de resistencia),
no hay uno claro en el caso de las MNPCR. En este estudio se han

evidenciado minimas diferencias en la permeabilidad entre las diferentes

especies y los antibidticos (M abscessus con la amicacina y el ciprofloxacino y
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M. peregrinum con la claritromicina). Sin embargo, si que hay importantes
diferencias en las curvas de penetracion de las especies, diferentes a los
obtenidos en otros estudios, donde el ciprofloxacino penetra mejor que otros
antibidticos en las biopeliculas de S. epidermidis, Klebsiella pneumoniae o
Pseudomonas aeruginosa >*°. En el trabajo de Walters et al. **°, la penetracion
dle ciprofloxacino en la biopelicula de P. aeruginosa es mucho mayor que la de
la tobramicina. En nuestro estudio, la penetracion del ciprofloxacino es mucho
menor que la de la amicacina. Esto puede deberse a diferencias en la
composicion de la matriz extracelular, que es polisacarida en P. aeruginosa >*°
y probablemente lipidica en MNPCR 1°8:228:262,

No se detectaron diferencias en la permeabilidad en funcion de si la cepa
analizada era clinica o de coleccién, y tampoco se detectaron diferencias en
relacion con la susceptibilidad antibidtica de las cepas estudiadas. La

permeabilidad no esta por ello relacionada con el origen o la resistencia in vitro

de las cepas.
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J. Las MNPCR presentan importantes diferencias en la capacidad
de producir infeccion en humanos, siendo especialmente patogena la
especie M. abscessus, seguida por M. chelonae y M. fortuitum.

JJ. No existe relacion entre los distintos aislamientos de una
misma especie, independientemente de su origen, por lo que puede
descartarse la transmision entre humanos de estos organismos.

JJJ. Los resultados del estudio de sensibilidad por microdilucién en
caldo evidencian la existencia de diferencias individuales en la
sensibilidad de las cepas estudiadas frente a los distintos antibiéticos
estudiados, siendo la tigeciclina un nuevo antibiético con buena actividad
frente a todas las cepas evaluadas.

JV. Los genes erm estan presentes en todas las especies de
MNPCR analizadas, aunque su presencia no se correlaciona
necesariamente con la aparicion de resistencia fenotipica, por lo que seria
necesario asociar otros antibioticos en el tratamiento para soslayar la
posible resistencia causada por estos genes.

Q. Las bombas de eflujo dependientes de energia son
mecanismos de resistencia detectados en las MNPCR. A pesar de su
presencia, deben existir otros mecanismos que completen los resultados
obtenidos.

V3. Todas las cepas de MNPCR fueron capaces de adherirse al

polipropileno, aunque existen diferencias entre especies que permitirian
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deducir que esta habilidad puede estar relacionada con la capacidad de
causar infecciones en humanos.

V33. Todas las cepas de coleccién fueron capaces de desarrollar
biopeliculas in vitro en las condiciones propuestas en el experimento. La
composicion del medio influye en Ila velocidad de desarrollo de
biopeliculas u otros mecanismos relacionados.

V3JJ. La capacidad para desarrollar biopeliculas no es uniforme
entre los aislamientos clinicos de MNPCR, y esta relacionada con la
capacidad de producir infeccién en humanos.

JX.  El fenotipo de la colonia, la movilidad y la capacidad de formar
biopelicula no estan uniformemente relacionadas entre si ni con la
significacion clinica.

x. El gen groEL esta presente en todos los aislamientos clinicos,
con lo que su mera presencia no determina la capacidad de formar
biopeliculas por parte de las MNPCR.

XIJ. Se han detectado importantes diferencias en la penetracion de
los antibidticos en las biopeliculas de MNPCR, existiendo una importante
impermeabilidad al ciprofloxacino. Este podria ser un mecanismo de
resistencia importante en las infecciones en que estén implicadas las

biopeliculas de MNPCR.
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