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Resumen

Mycobacterium chimaera es una micobacteria no-tuberculosa de crecimiento lento perteneciente al
complejo M. avium-intracelullare. La prevalencia de las infecciones causadas por especies de este
complejo estd aumentando. En los Gltimos afos, la relevancia de M. chimaera surge de una serie de
casos de infecciones en pacientes que han sido sometidos a operaciones cardiacas, debido a la
contaminacion en origen de la membrana de oxigenacion de equipos de circulacion extracorpérea
(extracorporal membrane oxygenator, ECMO) LivaNova 3T HCD por biofilms de M. chimaera.
Actualmente, se esta estudiando el empleo de Methylobacterium spp. como estrategia en contra de los
biofilms de micobacterias. En este trabajo se evalu6 el desarrollo del biofilm de una cepa de M. chimaera
contaminante en origen de la membrana de oxigenacion de equipos de circulacién extracorpérea aislada
de un equipo 3T HCD vy la capacidad anti-biofilm del extracto de Methylobacterium sp. CECT 7180
sobre la adherencia, la formacién y como tratamiento de biofilm de esta cepa. Para ello, se realizaron
ensayos de adherencia sobre una superficie control y una superficie tratada con el extracto, ensayos de
formacién del biofilm durante cinco dias sobre ambos tipos de superficie, se caracterizo este proceso de
formacién de biofilms mediante microscopia laser confocal y el posible uso del extracto como
tratamiento de biofilms de cinco dias sometidos a diferentes tiempos de desecacion (24, 48, 72, 96 0 120
h). Estos ensayos permitieron determinar que el extracto de Methylobacterium sp. CECT 7180 no alter6
la adherencia de esta cepa, pero que el tratamiento de la superficie con este extracto fue capaz de evitar
la formacidn del biofilm de esta cepa debido a la inhibicion de la formacion de matriz exopolimérica del
biofilm, y que este extracto actuaria como tratamiento de biofilms sometidos a 96 y 120 h de desecacion.
Por tanto, se puede afirmar que el extracto de Metylobacterium sp. CECT 7180 adsorbido sobre una
superficie tiene capacidad anti-biofilm de M. chimaera ECMO tanto en biofilms en desarrollo como
sobre biofilms ya formados debido a su capacidad de quorum quenching, ademas de que la desecacion
podria favorecer este efecto en biofilms, al menos de M. chimaera ECMO.
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2.000 pacientes de Irlanda del Norte en alerta por una infeccién tras una cirugia cardiaca

22 marzo 2017

Cerca de 2.000 pacientes de Irlanda del Norte (Reino
Unido) que habian sido operados de corazdén han
podido estar expuestos a una infeccion.

La Fundacion de Salud y Asistencia Social de Belfast
ha escrito a todos aquellos pacientes que se han
sometido a una operacion de corazon desde enero de
2013. En la carta se alertaba acerca del riesgo de una
infeccion por una bacteria rara asociada al equipo

médico empleado.

Catherine Smyth Health BBC News NI

En total, se han descrito 28 casos en Reino Unido y 15
muertes por la infeccidn antes del 2015. Basado en el
comunicado de la Fundacion de la Salud y Asistencia
Social de Belfast la BBC entendié que ningln
habitante de Irlanda del Norte se vio afectado.

Sin embargo. las investigaciones en Reino Unido
estan buscando la relacion entre Mycobacterium
chimaera y un aparato empleado para controlar la
temperatura de la sangre durante la operacion, el cual
es esencial en ciertos tipos de operaciones cardiacas

£

Introduccién

En junio de 2011, se ingresd en el Hospital
Universitario de Zdrich a un paciente de 58 afios
gue tres afios antes habia sido sometido a una
reconstruccion aértica y mitral con la
implantacion de un anillo de anuloplastia
adrtica y mitral por una dificultad respiratoria
grave. En junio de 2010, un afio antes, este
paciente ya habia sido ingresado por presentar
fiebre intermitente, pérdida de peso y dificultad
respiratoria, pero se descarto la infeccion de las
protesis vasculares debido a la negatividad de
los hemocultivos y un ecocardiograma
transesofdgico que mostr6 solo  una
insuficiencia moderada de las valvulas mitral y
adrtica, sin que nada fuera sugestivo de
endocarditis infecciosa. Ademas, al paciente
hacia tiempo se le habia diagnosticado una
sarcoidosis sistémica tratada inicialmente con
una dosis de prednisolona que hubo que
incrementar debido a la persistencia de la fatiga
y edema. El ecocardiograma transesofagico de
este Ultimo ingreso (en 2011) y el examen fisico
revel6 evidencias de sepsis, sibilancias
pulmonares y una infeccién cronica sinusal
pilonidal tratada con amoxicilina-acido
clavulénico y revel6 evidencias claras de una
insuficiencia valvular aértica y mitral severas.
Por ello, el paciente fue remitido al servicio de
cirugia cardiotoracica para reemplazar las
valvulas previamente colocadas. Tras la cirugia,
la terapia antibidtica consistio en vancomicinay
piperacilina-tazobactam para prevenir una
neumonia asociada a ventilacion mecanica y
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tratar empiricamente los hallazgos
intraoperatorios sugestivos de endocarditis
infecciosa. El examen histopatolégico de las
muestras del tejido adyacente a las valvulas
mostré una necrosis y una inflamacién con
numerosos macrofagos espumosos repletos de
bacilos &cido-alcohol resistentes. Los cultivos
del anillo protésico mitral permitieron la
identificacion mediante la secuenciacion del
gen ARNTr 16S de Mycobacterium chimaera. La
infeccion diseminada por esta micobacteria se
detectd también en muestras de secrecion
traqueal y hemocultivos. A pesar de la terapia
antibidtica  dirigida con  claritromicina,
rifabutina y etambutol, el paciente falleci6 a los
15 dias del ingreso?.

Dos meses después de este caso, en el mismo
hospital se detectdé un caso practicamente
idéntico donde el agente infeccioso aislado fue
de nuevo M. chimaera, una cepa relacionada
genéticamente con la aislada del primer caso. El
Unico factor comln entre ambos casos era que
ambos pacientes habian sido sometidos a una
operacion cardiaca’.

La cercania temporal de los casos y la relacién
genética entre las cepas impulsé a investigar
ambos casos hasta llegar al foco de infeccion
mediante el andlisis de los puntos en comin
entre los dos pacientes’. Gracias a estas
investigaciones, se logro detectar M. chimaera
en la membrana de oxigenacion de una unidad
de circulacion extracorpérea 3T HCD
(LivaNova, Londres, Reino Unido) que habia
sido usada en ambas intervenciones. Estos
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equipos médicos son necesarios para el
mantenimiento de la circulacién sanguinea y la
temperatura corporal de los pacientes durante el
by-pass cardiopulmonar que requieren muchas
de las intervenciones cardiacas ( )%
Solamente en Suiza, entre agosto de 2008 y
mayo del 2011, 3.706 pacientes fueron
sometidos a procedimientos  quirlrgicos
cardiacos en los cuales se emplearon equipos 3T
HCD. Seis de ellos desarrollaron una infeccion
por M. chimaera®.

Tras los ocho casos detectados solo en Suiza,
saltaron las alarmas al conocerse nuevos casos
en diferentes partes del mundo®. En el Hospital
Universitario de Freiburg (Alemania) se detecto
el primer caso fuera de Suiza, seguido de un
caso pediatrico en Rotterdam (Paises Bajos)®.
Hasta la fecha, han surgido casos en paises de
todo el mundo, detectando al menos hasta 16
casos en Suiza*®, cinco en Alemania®’, cuatro
en los Paises Bajos®, 18 en Dinamarca®, 25 en
Reino Unido®®®, cuatro en Irlanda®, tres en
Francia>'°, uno en Italia', uno en Espafia’?, 17
en Estados Unidos®™, dos en Canada®, 15 en
Australia y Nueva Zelanda® y uno en China®
( ). Sin embargo, el nimero de casos
puede estar infraestimado debido a que no todos
los casos ocurridos en los hospitales se publican
en articulos cientificos.

En todos los casos se habia empleado el mismo
equipo 3T HCD de circulacion extracorpérea
(LivaNova)'®, aparato que tenia un 70% de
cuota de mercado hasta el 2018, El origen de
la cepa es lo que se conoce como una

Equipo LivaNova 3T HCD.

Circuito de cardiopleg
: - \
el

contaminacién en origen, es decir, la
contaminacién se origind en fabrica donde se
ensambld el equipo, lo que explica que todas las
cepas de los diferentes casos estén relacionadas
genéticamente”*8, Por el tiempo transcurrido
desde la intervenciébn con el equipo
contaminado hasta la aparicion de los primeros
sintomas de la infeccion, se cree que todavia
existen casos por manifestarse'®, de hecho,
teniendo en cuenta solo el numero de casos en
Suiza, el nimero de operaciones a corazon
abierto que tienen lugar y la poblacion de
Europa, se estima que la incidencia anual
podria encontrarse entre 156 y 282 casos en
Europa®.

Los equipos de circulacion extracorporea 3T
HCD contienen una membrana de oxigenacion,
situada entre los tanques de agua que permiten
el mantenimiento de la temperatura del liquido
de cardioplegia y de la sangre, asi como la
oxigenacion de ésta ( ). Esta
membrana fue el foco de contaminacion donde
se encontraba M. chimaera. Gracias a los
estudios realizados con este equipo, se observé
gue desde esta membrana se forman aerosoles
que contienen células de M. chimarea y que, de
esta forma, alcanzaban la sangre del paciente®*

( ).
1. Geénero Mycobacterium

Este género, del latin Myco, «hongo», y
bakterium «bacteria»®, pertenece a la familia
Mycobacteriaceae, al orden Corynebacteriales,
a la clase Actinobacteria, al filo Actinobacteria
y al dominio Bacteria®’. Es un género de

Aer con M. chii a

Tanques de agua
Caliente Fria
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Unidad de circulacion extracorporea

Funcionamiento de un equipo de circulacion extracorpérea y forma de infeccién

desde la membrana de oxigenacion. Modificada de Nihn y colaboradores (2017) *°.
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bacterias filogenéticamente grampositivas con
alto contenido C+G de entre 61-71%, con una
pared rica en acidos micolicos.

Las especies pertenecientes a este género son
aerobias  estrictas, pleomorficas, aungue
predominantemente bacilares, sin motilidad ni
flagelos (a excepcion de M. marinum) y no-
espordgenas. Su caracteristica pared estd
formada por cuatro capas (de dentro de fuera):
capa de peptidoglicano, capa  de
arabinogalactanos, capa de &cidos micolicos, y
capa de lipidos y mucésidos ( ). Esta
composicion es clave en la eficacia de los
diferentes tratamientos aplicados en las
enfermedades causadas por este género y la
responsable de la escasa permeabilidad que, a
su vez, les confiere una mayor resistencia ante
acidos, alcalis o desinfectantes?’. A pesar de
esta resistencia a diferentes compuestos
bactericidas, la radiacion UV si tiene capacidad
letal frente a las especies de este género. En
cuanto a su crecimiento, la temperatura 6ptima
esta entorno a los 35-37°C (a excepcion de M.
marinum que crece a temperatura ambiente), se
ve favorecido por la presencia de CO; en la
estufa y acidos grasos en el medio de cultivo®.

Segun las manifestaciones clinicas producidas
se dividen en tres grandes complejos: el
complejo Mycobacterium tuberculosis,
formado por M. tuberculosis, M. bovis, M.
africanum y M. microti; el complejo de
Mycobacterium leprae, y el complejo de
micobacterias no-tuberculosas®*??. Dentro del
complejo de micobacterias no-tuberculosas se
incluyen mas de 172 especies con diferentes
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Composicion de la pared de las micobaterias’®.
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grados de patogenicidad, siendo, en su mayoria,
patdgenos oportunistas ambientales®,

Ademas, las  especies del  género
Mycobacterium de relevancia clinica también se
pueden clasificar en funcion de su crecimiento
en: micobacterias de crecimiento rapido y de
crecimiento lento. Las primeras requieren
menos de siete dias para producir colonias
visibles en cultivo en medio s6lido y las
segundas requieren mas de siete dias (y hasta 56
dias). A su vez, dentro de las de crecimiento
lento existen dos grupos segun la capacidad de
producir pigmentos o no: cromdgenas y no-
cromdgenas. Las primeras producen pigmentos
que les dan color y las segundas carecen de esta
capacidad. Dentro de las micobacterias
cromogenas, se denominan escotocromadgenas a
aquellas especies que sintetizan pigmentos en
ausencia de luz y fotocromofogenas, a aquellas
que lo hacen tras haber sido expuestas
previamente a la luz?.

2. Mycobacterium chimaera

Crecimiento de M. chimaera en medio agar
Middlebrook 7H10.

Mycobacterium chimaera es una micobacteria
no-tuberculosa  de  crecimiento lento
escotocromégena, ya que produce colonias de
color amarillo-anaranjado en medio sélido sin
necesidad de haber sido expuesta a luz (

). En un principio, el nombre de M. chimaera
se us6 para designar aquellas cepas que
pertenecian al complejo M. avium-
intracellulare, pero eran diferentes a M. avium,
M. intracellulare o M. scrofulaceum.
Posteriormente, se describi6 como nueva
especie. EI nombre de la especie proviene de la
quimera, un animal mitologico formado por
partes de tres animales, leén, cabra y
serpiente®.  El  complejo M. avium-
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intracellulare estd formado por M. chimaera
junto con otras especies como M. avium, M.
intracellulare, M. colombiense, M.
mareseillense, M. timonense y M. ituriense?.
Especies del complejo M. avium-intracellulare
se han aislado de diferentes ambientes naturales
como el suelo, el agua, de plantas y animales®-
22 Al igual que el resto de micobacterias de
crecimiento lento, no se contagia entre
humanos, por lo que el contagio es desde sus
reservorios  ambientales?®®  mediante la
inhalacién de aerosoles, ingestion o eventos
traumaticos que comprometan barreras fisicas
primarias®. Las especies del complejo M.
avium-intracellulare predominan en paises
occidentales 'y  europeos, donde esta
incrementando su prevalencia®®, siendo de
mayor importancia en todos los pacientes
inmunocomprometidos como pacientes con el
virus de la inmunodeficiencia humana, con
trastornos autoinmunes, inflamatorios crénicos
y/o cancer. Sin embargo, también existe un
incremento de la incidencia asociado a material
médico en personas inmunocompetentes. En el
caso de estas ultimas infecciones, cobran gran
relevancias los biofilms que permiten la
persistencia de las bacterias adheridas a
mggeriales de uso clinico (ver en el aparatado
3)~.

Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas de las
micobacterias no-tuberculosas méas comunes
son: fibrocavitaciones y bronquiectasia nodular
acompafiadas de una serie de sintomas
inespecificos respiratorios?%.

Sin embargo, en el caso de las infecciones por
M. chimaera asociadas a los equipos 3T HCD
LivaNova, la manifestacion principal fue
endocarditis de las valvulas prostéticas
implantadas debido a la via de entrada (

). Ademas, se encontraron manifestaciones
extracardiacas, como: osteoartritis,
espondilodiscitis, infeccion del esternén,
hepatitis colestatica, nefritis y bacteremia®. A
nivel histolégico, en cualquiera de sus
localizaciones, se pueden observar agregados
de macro6fagos espumosos rellenos de bacilos
acido-resistentes ( )

Segun los reportes médicos hasta la fecha, desde
la operacién cardiaca en la que se empleara la
unidad 3T HCD LivaNova hasta la aparicion de
las manifestaciones pueden llegar a pasar desde
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Endocarditis de anillo mitral debida a la
formacion de biofilm de M. chimaera. B. Agregados de

macrofagos (tincion hematoxilina y eosina). Bacilos
acido-resistentes (tincion Ziehl-Neelsen)*2.

cinco meses hasta 38 meses, lo que hace que el
diagnostico y tratamiento se retrasen en estos
pacientes®.

Tratamiento

El tratamiento para M. chimaera es largo y
complejo por diversos factores. Uno de ellos es
la falta de un algoritmo optimizado de
identificacion a nivel de especie, lo que dificulta
la decision del tratamiento a seguir entre las
diferentes especies de micobacterias no-
tuberculosas, ya que los sintomas no suelen ser
especificos de cada una®. Otro de los factores
mas importantes, es la alta resistencia a los
diferentes antibidticos, incluso a aquellos que
ha presentado sensibilidad in vitro. Esta falta de
correspondencia entre la sensibilidad in vitro y
la respuesta clinica es uno de los mayores
problemas en clinica en estas infecciones®. En
el caso de cepas resistentes a macroélidos, el
prondstico suele ser desfavorable ya que no hay
una alternativa eficaz?.

Para el tratamiento de M. chimaera se emplea
combinaciones de un macrélido (como
claritromicina o azitromicina), con etambutol,
rifampicina y/o un aminoglucésido via
intravenosa®>?>%, La duracion del tratamiento
recomendada es de seis meses consecutivos
después de la negativizacion de los cultivo de
esputo®?®, En el caso de infeccion por M.
chimaera debido a una operacion cardiaca en la
que se hubiera empleado la unidad 3T HCD
LivaNova, el tratamiento intravenoso que se
suele emplear es claritromicina, rifambutina
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(usada principalmente en las especies del
complejo M.  avium-intracellulare) vy
etambutol®. El tratamiento total, desde el
ingreso del paciente hasta su curacién, dura al
menos unos dos afios y pasa por mas farmacos
debido a la dificultad de identificacion de la
especie y de la diseminacion de la infeccion.

3. Biofilms y micobacterias

Un biofilm (del griego bios, «vida», y del inglés
film «pelicula/lamina») es un conglomerado de
celulas microbianas de al menos una especie
gue se asocia 0 no a una superficie o interfase y
estan embebidas en una matriz de sustancias
extracelulares producidas por ellas mismas?’,
donde imperan numerosas y complejas
interacciones sociomicrobioldgicas®.

La matriz es un gel de diferentes polimeros
conocidos como sustancias exopoliméricas
(extracelular polymeric substances, EPS)
secretados en su mayoria por las bacterias®. Su
componente principal es el agua, suponiendo
hasta el 97% de la matriz®. Las sustancias
expoliméricas estan formadas principalmente
por polisacaridos, los cuales pueden ser
homopolimeros y heteropolimeros lineales o
ramificados con carga o sin carga y que pueden

Sistema inmune
del hospedador Cargas de

la matriz

Bloqueo de

Antibiéticos la difusion

contener sustituyentes organicos o inorgéanicos;
proteinas, tanto estructurales como enzimas;
ADN extracelular procedente de la lisis
bacteriana y lipidos, todas ellos sintetizados y
excretados por las bacterias, y otras moléculas
presentes en el ambiente®.

Debido a la complejidad de la matriz, su
produccion por parte de las bacterias es costosa
energéticamente; sin embargo, este coste
energético puede estar justificado
evolutivamente debido a todas las funciones que
tiene ( Y2930,

Las bacterias estan embebidas en la matriz
estableciendo microconsorcios® heterogéneos
debido a las diferentes condiciones locales que
se generan dentro del biofilm®. Por las
caracteristicas de la matriz, en el biofilm se
forman diferentes gradientes responsables de la
formacién de comunidades microbianas con
diferentes metabolismos ( ) %0,

En los ambientes copiotrépicos donde abundan
los nutrientes, el gradiente que impera es el del
oxigeno, provocando que los microorganismos
aerobios crezcan en la superficie del biofilm, por
debajo de estos los fermentadores y en la parte

Células muertas

Inflamacion

o ac
Inactivacion | Alcalino
en la 1

superficie \
\

Quorum
sensing

Superficie

nutrientes

Tranferencia
horizontal de genes

Células persisters

Ventajas de supervivencia para las bacterias que forman un biofilm como la inactivacién de

antibidticos/antisépticos, proteccion frente al sistema inmune del hospedador, bloqueo de la difusion, quorum sensing,
intercambio genético, gradientes de pH, oxigeno y nutrientes y células persisters %,
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mas profunda los anaerobios ( )%, Sin
embargo, en el caso de ambientes oligotroficos,
donde escasean los nutrientes, el gradiente de
éstos es el méas importante, haciendo que en la
parte mas externa del biofilm crezcan las
bacterias metabolicamente activas, pero en el
interior haya bacterias dormantes, persisters y
células muertas ( )%,

Independientemente de como sea el ambiente,
también se establecen otros gradientes, como el

Funciones de la matriz de un biofilm.2%:30,

de pH o el de quorum sensing, entre otros
( ) *°. El primero es debido a los 4cidos
producidos por las bacterias fermentadoras. El
guorum sensing es un mecanismo de
comunicacién intercelular que permite a las
bacterias detectar la densidad de células de su
especie y regular una expresion genética que da
lugar a la adquisicién de nuevos fenotipos de
forma coordinada como los biofilms®*32,

ADN

Funcién Componente implicado Relevancia en el biofilm
Adhesion Polisacaridos, proteinas y | Colonizacion de diferentes superficies y
ADN adhesidn irreversible del biofilm a éstas.
Agregacion Polisacaridos, proteinas y | Union entre células, inmovilizacion
ADN temporal de las comunidades y desarrollo
de altas densidades de células.
Cohesion Polisacaridos, proteinas y | Formacién de la red de polisacéridos de la

matriz que estabiliza el biofilm, determina
la arquitectura de éste y permite la
comunicacion entre células.

Retencidn de agua

Polisacaridos hidrofilicos y | Mantenimiento del ambiente altamente
posiblemente proteinas

hidratado dando resistencia a la
desecacion.

Barrera protectora

Polisacéridos y proteinas

Resistencia frente las defensas del
hospedador, antimicrobianos, radiacion
UV, etc.

compuestos organicos cargados y proteinas

Absorcién de | Polisacéridos hidrofébicos o | Acumulacién de nutrientes del ambiente y

absorcién de xenobi6ticos (detoxificacion
del ambiente).

Adsorcion de iones | Polisacaridos  cargados

y | Formacion del gel de polisacaridos,

inorganicos proteinas intercambio  idnico, formacién  de
minerales y acumulacion de iones
metalicos toxicos (detoxificacién del
ambiente).

Actividad enzimatica Proteinas Digestién ex6gena de macromoléculas

para la adquisicion de nutrientes y la rotura
de los EPS para la liberacion de las células.

Fuente de nutrientes Toda la matriz

Fuente de compuestos con carbono,
nitrogeno y fosfato que pueden usar las

bacterias.
Intercambio de | ADN Facilita el intercambio de genes entre
informacién genética células.

Donadores/Aceptores de | Proteinas y  posiblemente | Actividad redox.

energia

electrones sustancias himicas
Exportacion de | Vesiculas membranosas que | Liberacion de material celular como
componentes celulares contengan ADN, enzimas, | resultado del turn-over metabdlico.
lipopolisacéridos y
fosfolipidos
Almacén del exceso de | Polisacéridos Almaceén del exceso de carbono.

Retencién de enzimas

Polisacaridos y proteinas

Acumulacién, retencion y estabilizacion de
enzimas por interaccion con polisacéridos.

Inés Pradal Alvarez-Prida
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Por Gltimo, el tercer componente son las
relaciones sociomicrobiologicas que se
establecen entre las bacterias que forman un
biofilm. Un comportamiento social es aquel
gue tiene consecuencias en el fitness de una
especie de los individuos que tienen un
comportamiento determinado (actores) y de
los individuos que se benefician del
comportamiento (receptores). Los
comportamientos sociales se pueden dividir
en cuatro tipos: mutualismo en el caso de que
un comportamiento del actor beneficie tanto
a él como al receptor, egoismo si un
comportamiento del actor lo beneficia pero
perjudica al receptor, altruismo si un
comportamiento del actor lo perjudica pero
beneficia al receptor y antagonismo en el
caso de que un comportamiento del actor
perjudica tanto a él como al receptor.,

Tedricamente, la formacion de biofilms
consta de al menos tres fases: adherencia,
maduracion y dispersion ( )33 En
la primera etapa tiene lugar la transicion del
estado plancténico a un estado sésil o
adherido a una superficie, gracias a una
adherencia inicial y reversible, seguida
inmediatamente  de una  adherencia
irreversible. En estas etapas, dependientes
tanto de las caracteristicas de la superficie,
como de las células®, son esenciales genes
que regulan o codifican para proteinas de
adhesién, apéndices filamentosos como pili
o flagelos, y EPS®. En la etapa de
maduracion, tiene lugar la formacion del
biofilm en sentido estricto, y se caracteriza
por la proliferacion de las bacterias
adheridas y la sintesis de EPS que le
permitira  crecer formando  cuerpos
tridimensionales de bacterias con distintas

funciones 'y estados  metabolicos®,
Finalmente, la Ultima etapa esta
caracterizada por la liberacién de bacterias
que se liberaran del biofilm e iniciaran el
ciclo de nuevo, colonizando un nuevo
nicho®. Esta dispersion puede ser: pasiva,
cuando es causada tanto por perturbaciones
externas, como por ejemplo aumento del
flujo de agua, o activas, cuando es provocada
por fuerzas internas®*, como por la
degradacion enzimatica de la matriz?*30%,

Los biofilms de micobacterias tienen algunas
particularidades®’. La matriz, se caracteriza
por presentar glucopeptolipidos, 4acidos
micolicos de la pared y la coenzima F420%.
La regulacion de las diferentes etapas de la
formacion de sus biofilms estdn reguladas
por los nutrientes, iones (Ca®*, Mgy Zn®")
y las fuentes de carbono presentes (glucosa
y peptonas)®’,

El primer caso de infeccion causada por un
biofilm de una micobacteria fue descrito por
Falkinham 111 y colaboradores®, donde se
relaciond  directamente la  infeccion
pulmonar provocada por M. avium en una
paciente de 41 afios con la existencia de un
biofilm de esta micobacteria en la ducha de
su casa®. Desde entonces, se ha descrito la
capacidad de muchas especies de
micobacterias de formar biofilms tanto en el
ambiente natural como en patologias
clinicas, por ejemplo, en infecciones
pulmonares producidas por M. avium® y
Mycobacterium abscessus*, en valvulas
prostéticas 'y en  furunculosis  por
Mycobacterium fortuitum®?, en dacriocistitis
por Mycobacterium chelonae*®y en la tlcera
de Buruli producidas por M. ulcerans.

=

4

Etapas de un biofilm. 1. Adherencia reversible. 2. Adherencia irreversible. 3. Maduracion temprana
4. Maduracion tardia. 5: Dispersion. 36,
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Ademas, la formacion de biofilms seria la
responsable de la resistencia a los
antimicobacterianos que llevan al fracaso de
los tratamientos terapéuticos y la
desinfeccién de los diferentes equipos y
materiales médicos®’.

4. Prevencion

Uno de los altimos casos de infecciones por
micobacterias no-tuberculosas asociadas a
biofilms es el asociado a los equipos de
circulacion  extracorpérea 3T  HCD
LivaNova. La fuente de infeccion en estos
casos estaba asociada directamente al uso de
los mismos, por lo que la primera medida de
prevencion de nuevas infecciones se centrd
en cesar por completo el uso de estos
aparatos y, en segundo lugar, intentar
descontaminarlos*“°.

Tras la alarma que salt6 debido al nimero de
casos de infecciones de M. chimaera
asociados a los equipos 3T HCD LivaNova,
el fabricante cambid las indicaciones de
desinfeccion de los equipos*#’. En estas
nuevas indicaciones se disminuyé el tiempo
entre los cambios de agua del circuito
(pasando de ser cada dos semanas, a ser cada
semana), el tiempo entre cada desinfeccion
con peroxido de hidrégeno (pasando de ser
cada cinco dias, a ser diariamente) y las
condiciones de la desinfeccion total
(pasando de ser cada tres meses, a ser cada
dos semanas y de usar hipoclorito sédico a
usar acido peracético y peroxido de
hidrégeno). Sin embargo, estos cambios
fueron insuficientes y aparecieron nuevos
casos de M. chimaera asociados a los
equipos. Por ello, se cambiaron de nuevo las
indicaciones y se consiguié eliminar M.
chimaera de los aerosoles producidos
(aungue no del agua del equipo) cambiando
los médulos y los tubos diariamente,
afiadiendo peroxido de oxigeno diariamente,
y desinfectando cada dos semanas con
acidos  peracético 'y peroxido de
hidrogeno*®“8. Sin embargo, la desinfeccion
sigue siendo complicada debido a Ia
resistencia caracteristica de los biofilms por
lo que, para operar de manera mas segura, el
fabricante recomienda situar los equipos
fuera de la sala de operacién abriendo un
hueco en la pared para el paso de los tubos
del equipo (evitando asi la alteracion de la
ventilacion de la habitacion por abrir la
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puerta para el paso de éstos) o, si esto no
fuera posible, colocar el equipo en un
contenedor de acero inoxidable con un
conducto en la parte posterior que lo conecta
con el sistema de ventilacion de la sala de
operaciones de manera que la presion
negativa atrae los aerosoles que se generan.
Cualquiera de las dos alternativas evitaria
que, si la desinfeccion ha fallado, los
aerosoles generados puedan llegar al
paciente® 8,

Ademas de estas precauciones, el fabricante
hizo cambios en la fabricacion de nuevos
equipos del mismo tipo. Se afiadieron a éstos
un indicador de vacio y un tubo unido a un
generador de vacio, que debe ser cambiado
cada tres dias, evitando asi la dispersion de
los aerosoles*®*’.

A pesar de estas nuevas medidas, no se
descartan nuevos casos debido a la latencia
desde el momento de infeccidon hasta las
manifestaciones clinicas y la resistencia de
los biofilms a los desinfectantes. Por lo que,
en definitiva, la mejor prevencion es no usar
el aparato?®.

Por todo ello, es necesario el desarrollo de
nuevas estrategias que permitan tanto evitar
la infeccion como tratar eficazmente este
tipo de infecciones®.

Las estrategias para hacer frente a los
biofilms pueden actuar a diferentes niveles:
evitando la adherencia de las bacterias a la
superficie, evitando la formacidn del biofilm
0 penetrando en el biofilm y matando a las
bacterias*®. Una nueva estrategia anti-
biofilm micobacterianos estudiada
actualmente es el empleo de
Methylobacterium spp®’.

El género Methylobacterium es un grupo de
bacterias gramnegativas pertenecientes al
filo Proteobacteria y la clase «-
Proteobacteria, descrito por T. E. Patt y
colaboradores. (1978)*°. Es un género
estrictamente aerobio, metilotrofico
facultativo y de crecimiento lento. Las
colonias formadas por las especies de este
género suelen ser pequefias y de color rosa
cuya temperatura Gptima de crecimiento es
25-30°C, pero no es capaz de crecer a méas
de 42°C*. Normalmente se encuentra en los
sistemas de distribucion de agua domésticos
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y hospitalarios®2. Algunas de las especies
pertenecientes al género pueden causar
infecciones  sistémicas en  personas
inmunocomprometidas debido a la
contaminacion de material hospitalario pero
no se ha reportado ningun caso en personas
inmunocompetentes®’.  Actualmente las
especies de este género estan cobrando
importancia ya que parecen impedir el
desarrollo normal de los biofilm de
micobacterias no-tuberculosas
independientemente de su viabilidad, por lo
que se elimina la posibilidad de
contaminacion.®,

Asi, el objetivo de este trabajo fue evaluar el
desarrollo del biofilm de una cepa de M.
chimaera contaminante en origen de la
membrana de oxigenadores de circulacion
extracorpérea aislada de un equipo 3T HCD
y la capacidad anti-biofilm del extracto de
Methylobacterium sp CECT 7180 sobre la
adherencia, la formacion y como tratamiento
de biofilm de esta cepa.

Material y métodos

1. Cepas bacterias,
condiciones de cultivo

medios y

El trabajo se realizd con una cepa
Mycobacterium chimaera ECMO, aislada el
27 de junio de 2018 en el Hospital Rey Juan
Carlos | de Mostoles (Comunidad de
Madrid), de un equipo 3T HCD (LivaNova,
Londres, Reino Unido).

Se emplearon los medios agar Middlebrook
7H10 (BD, New Jersey, Estados Unidos) y
caldo Middlebrook 7H9 (BD, New Jersey,
Estados Unidos), preparados segln las
indicaciones de la casa comercial.

Las condiciones de crecimiento fueron 37°C
y 5% de CO,, independientemente del medio
empleado y el experimento.

2. Cultivo de M. chimaera

La cepa se mantuvo por pase Sucesivos en
placas de agar Middlebrook 7H10 a 37°C y
5% de CO; con al menos cinco dias de
crecimiento.

Previamente a cada experimento, se realizo
una suspensién 2 McF en suero salino 0.9%
de una placa de agar Middlebrook 7H10 de
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M. chiamera. De esta suspensidon se inocul6
0,5 ml en una botella de Bact/Alert MP
(Biomérieux, Tlle de France, Francia)
( suplementada con 0,5 ml de
suplemento antibidtico de acuerdo con las
instrucciones de la casa comercial y se dejé
incubar a 37°C durante 120 h.

Botella Bact/Alert MP empleada en el
cultivo de M. chimaera ECMO.

3. Extracto de Methylobacterium sp.
CECT 7180

Para la preparacién del extracto de
Methylobacterium sp. CECT 7180 se realizo
una suspension 4 McF de esta cepa en
tampén buffer salino (phosphate buffer
saline, PBS) (Biomérieux, Tlle de France,
Francia). La suspension se sonicd tres veces
a 100 Amp durante 30 s rodeada de hielo,
dejando 5 min entre cada sonicacion. El
sonicado resultante se centrifugd a 5.000g a
4°C durante 10 min. El sobrenadante fue
alicuotado y congelado a —25°C para ser
empleado en los experimentos.

4, Estudio de la adherencia de M.
chimaera ECMO

El contenido liquido de las botellas
Bact/Alert MP de 120 h realizado se
centrifugd a 3.500 rpm durante 10 minutos y
se lavo tres veces con PBS a fin de obtener
un pellet de micobacterias limpio de medio
de cultivo. Con el pellet obtenido de
micobacteria, se realiz6 una suspensién 0.5
McF.

Paralelamente, se trataron cuatro pocillos de
una placa de seis pocillos (Fisher Scientific,
Pensilvania, Estados Unidos): dos con 1 ml
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de PBS (superficie control) y otros dos con
1 ml de extracto de Methylobacterium sp.
CECT 7180 durante 15 min a temperatura
ambiente. Tras la incubacion, se retiro el
sobrenadante y se lavé cada pocillo con 3 ml
de PBS.

De la suspension 0.5 McF, se deposité 1 ml
en cada uno de los pocillos tratados y se
incubd a 37°C y 5% de CO_ durante 90 min.
Tras la incubacion, se retir6 el sobrenadante
y se lavd una vez con PBS. A continuacién,
se afiadieron 3 ml de PBS en cada pocillo y
se sonic6 a 50-60 Hz durante 5 min a
temperatura  ambiente  empleando el
sonicador FB 15053 (Thermo Fisher
Scientific, Pensilvania, Estados Unidos) y se
cuantifico la concentracion de bacteria por
area mediante el método drop plate descrito
previamente® en placas de agar
Middlebrook 7H10 que se dejaron incubar
durante al menos 10 dias ( ).

Cuantificacién por el método drop plate.

5. Estudio de la inhibicién de la
formacion del biofilm de M.
chimaera ECMO

Se realiz6 el protocolo de adherencia
descrito previamente hasta terminar la
incubacién de 90 min. Tras ésta, se retir6 el

Biofilm de M. chimaera formado tras 120
h de incubacién a 37°C y 5% de COa.
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sobrenadante, se lavd una vez con PBS, se
afiadieron 5 ml de medio Midlebrook 7H9 y
se incub6 a 37°C y 5% de CO; durante 120
h.

Transcurrido la incubacion, se retird el
medio y cada pocillo se lavo una vez con
PBS. A continuacion, se rasparon los
biofilms formados en el fondo de cada
pocillo ( ) con depresores de
madera estériles y se depositaron en tubos
Falcon (Falcon, Corning, Nueva York,
Estados Unidos) de 50 ml de fondo cénico
sin faldon con 10 ml (control) o 5 ml
(tratado) de PBS. Los depresores linguales
se sonicaron en los Falcon durante 5 min a
temperatura ambiente y se cuantifico la
concentracion de bacteria por area mediante
el método drop plate descrito previamente
> en placas de agar Middlebrook 7H10 que
se dejaron incubar durante al menos 10 dias

( ).

6. Estudio de
desecacion del
chimaera ECMO

la resistencia a la
biofilm de M.

Siguiendo el protocolo anteriormente
descrito en superficie sin  ningun
tratamiento, se crearon los biofilm de M.
chimaera de 120 h ( ) en cuatro
pocillos de una placa de seis pocillos con el
fondo sin ningln tratamiento.

Transcurrida la incubacion, se descart6 el
medio, se lav6 una vez con PBS y se dejaron
secar a temperatura ambiente durante 24, 48,
72, 96 y 120 h. Tras cada tiempo de
desecacidn, se trataron dos pocillos con PBS
y otros dos con el extracto de
Methylobacterium sp. CECT 7180 a
temperatura ambiente durante 15 min. Tras
esta incubacion, se retir el sobrenadante y
se lavd cada pocillo una vez con PBS. A
continuacion, se rasparon los biofilms con
depresores de madera estériles y continud
con el protocolo descrito anteriormente.

7. Formacion de biofilm de M.
chimaera ECMO

Para el estudio de la formacion y su
inhibicion por el extracto de
Methylobacterium sp. a nivel microscdpico
de un biofilm de M. chimaera ECMO se uso
un protocolo modificado al descrito por
Mufioz-Egea y colaboradores®™. Para ello, el
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contenido liquido de las botellas Bact/Alert
MP de 120 h realizado se centrifugé a 3.500
rpm durante 10 min y se lavd tres veces con
PBS. Con el pellet de células obtenido, se
realizé una suspension 0.5 McF.

Paralelamente se trataron dos pocillos de una
placa de ocho pocillos (Ibidi GmbH,
Martinsried, Alemania): con 300 pl de PBS
(superficie control) y con 300 pl de extracto
de Methylobacterium sp. CECT 7180
(superficie tratada) durante 15 min, se retir6
el sobrenadante y se lavo con 300 pul de PBS.

De la suspensién 0.5 McF, se depositaron
300 pl en cada uno de los pocillos tratados y
se incub6 a 37°C y 5% de CO; durante 30
min. Tras la incubacion, se retir6 el
sobrenadante y se lavé una vez con PBS.

A continuacién, se afiadieron 300 ul de
medio Middlbrook 7H9 en cada pocillo y se
incubd en estufa con agitacién a 80 rpm a
37°C durante 24, 48, 72,96 0 120 h logrando

la formacién de biofilms de diferentes

[

Micobacterias vivas (tincion Live/Dead BacL ight).

Superficie cubierta (tincién Red Nile).
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edades y se lavo cada pocillo una vez con
300 ul de PBS.

Para el estudio de las caracteristicas de los
biofilms formados se tifio una fila de pocillos
de cada experimento con 25 pul de
LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability
Kit for microscopy (Thermo Fisher
Scientific, Pensilvania, Estados Unidos) y la
otra fila con 25 ul de Nile Red (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO): la primera se
emple6 para medir la tincion LIVE/DEAD
BacLight ( ), mientras que
la segunda se empled para la tincién Nile
Red ( ) y la autoflorescencia

( )-

La placa tefiida se fotografio usando
microscopia confocal laser de barrido Leica
DM IRB (Leica, Wetzlar, Alemania). Se
tomaron 10 alturas (espesores), una serie
tomando una seccién cada 0.17 um, y 10
fotos de cada pocillo mediante microscopia
confocal. El andlisis de las fotografias se

Micobacterias muertas (Live/Dead BacLight).
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llevd a cabo mediante el software Imagel
(Instituto Nacional de Salud, Bethesda, MD,
USA). A través del analisis, se calculd: la
viabilidad (medida como porcentaje de
células vivas respecto células totales
determinadas gracias a la tincion Live/Dead
BacLight), la superficie cubierta (tincion
Nile Red), y la autoflorescencia relativa
(expresada como tanto por wuno la
autoflorescencia respecto la superficie
cubierta), ademas de una reconstruccion
tridimensional de un biofilm caracteristico
de los biofilms a cada tiempo/condicion.

8. Analisis estadisticos

Los anélisis estadisticos de los resultados se
realizaron utilizando Stata Statistical
Software: Release 11 (StataCorp 2009). Se
aplicd el test no-paramétrico de Wilcoxon
unilateral para la comparacién de dos grupos
de datos y el test no-paramétrico de Kruskal-
Wallis para la comparacion de més de dos
grupos de datos. Se considero significativo
un nivel de significacién estadistica de p-
valor<0,05. Todos los datos se citan y
representan como mediana y rango
intercuartilico.

Resultados y discusion

El extracto de Methylobacterium sp.
CECT 7180 no inhibe la adherencia de M.
chimaera ECMO

No se detectaron diferencias significativas
entre la adherencia sobre una superficie
control y sobre la superficie tratada con el
extracto de Methylobacterim sp. CECT
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Unidades formadoras de colonia por area
(UFC/cm?) de M. chimaera ECMO adheridas a una
superficie control (gris) y una superficie tratada (Ttda) con
extracto de Methylobacterium sp. CECT 7180 (rojo). Se
muestra mediana y rango intercuartilico.
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7180. (z = -0.210, p-valor = 0.8336) (

). Asi, de acuerdo a nuestros resultados, el
extracto de Methylobacterium sp. CECT
7180 no ejerceria una efecto anti-adherente
contra M. chimaera ECMO.

En contraste con esto, el extracto de
Methylobacterim sp. CECT 7180 si tuvo
capacidad anti-adherente  durante la
formacion del biofilm de M. avium®, asi
como otras moléculas: el péptido de
catelicidina LL37 humano sobre biofilms de
Staphylococcus epidermidis®, la citropina
sobre biofilms de estafilococos® y la
melimina sobre biofilms de estafilococos y
Pseudomonas aeruginosa®®,

Inhibicién de la formacion del biofilm de
M. chimaera ECMO por el extracto de
Methylobacterium sp. CECT 7180

El tratamiento de la superficie con el
extracto de Methylobacterium sp. CECT
7180 resultd en la inhibicion de la formacion
del biofilm. Esta se pudo observar tanto
macroscopicamente ( ) como
por el recuento de unidades formadoras de
colonia por area del biofilm formado sobre la
superficie control, Logio(UFC/cm?) = 6.836,
y del formado sobre la superficie tratada con
el extracto de Methylobacterim sp. CECT
7180, Logio(UFC/cm?) = 4.357, (
) (z = 3.361, p-valor = 0.0008).

Esta actividad anti-biofilm del extracto de
Methylobacterium sp. CECT 7180 ha sido
descrita también en otras micobacterias no-
tuberculosas de crecimiento rapido como M.
fortuitum, M. chelonae y M. abscessus>**°.
Methylobacterium sp. CECT 7180 no es el
Unico extracto bacteriano cuya actividad
anti-biofilm ha sido estudiada, extractos de
Delftia tsuruhatensus también han mostrado
esta actividad sobre biofilms de P.
aeruginosa®.

Ademas, existen estudios que reportan una
actividad similar de otros tipos de moléculas
de diversa naturaleza y origen: el
ciprofloxacino inhibe la formacion de
biofilms de micobacterias de crecimiento
rapido®, el cinamaldheido y la D-
angeloxima inhibe la formacion del biofilm
de Staphylococcus epidermidis®®®, el
aspartato y péptidos derivados de la
catelicidina inhibe la formacion del biofilm
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Biofilm de cinco dias M. chimaera ECMO formado sobre una superficie control (izquierda) y una

superficie tratada (derecha).

Unidades formadoras de colonias en un biofilm de cinco dias formado sobre una

superficie control (gris) y una superficie tratada (rojo). Cada punto muestra una réplica y las barras representan la
medianay el rango intercuartilico. ***: p-valor < 0.001 para el test de Wilcoxon entre la superficie control y la tratada.

de S. aureus®® y el meloxicam y la
partenolida inhiben la formacidn del biofilm
de P. aeruginosa®®®’.

Posteriormente, en este trabajo se realizo la
caracterizacion microscopica confocal del
proceso de formacion de un biofilm a lo largo
de cinco dias, tanto en la superficie control
como en la superficie tratada (p-valores para
el test de Wilcoxon indicados en

). Las reconstrucciones de los
biofilms generados se muestran en la

En el caso de la formacién sobre una
superficie control, se determiné que: a las 48
h hubo un descenso de la viabilidad (p-valor
< 0.0001), la cual se recuper6 a las 72h (p-
valor = 0.0057) sin mostrar cambios a las 96
h (p-valor = 0.3219) y finalmente descendid
de nuevo a las 120 h (p-valor = 0.0101)
( ). La altura aumento
significativamente a las 48 h (p-valor =
0.0078), se mantuvo a las 72 h (p-valor =
0.3910), aument6 de nuevo a las 96 h (p-
valor = 0.005) y no volvié a mostrar cambios
alas 120 h (p-valor =0.0771) ( ).
En el caso de la superficie cubierta no hubo
diferencias significativas a lo largo del
tiempo (p-valor del test de Krustal-Wallis =
0.3669) ( ). Por ultimo, la
autofluorescencia relativa se mantuvo sin
diferencias significativas hasta las 48 h (p-
valor = 0.6789) pero en los tiempos
posteriores aumenté linealmente hasta
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alcanzar un maximo a las 120 h (p-valores <
0.0001) ( ).

El crecimiento en altura descrito en este
trabajo para el biofilm de M. chimaera
ECMO es similar al de Mycobacterium
peregrinum®y la ausencia de crecimiento en
superficie se ha descrito también en biofilms
de Mycobacterium megeritense®?. Por el
contrario a este tipo de crecimiento, en el
biofilm de M. abscessus ocurre en superficie
pero a penas en altura®. Sin embargo, el
cambio de la viabilidad celular no muestra
parecidos respecto a los descritos en
especies de micobacterias no-tuberculosas
de crecimiento rapido®. Por otro lado, en el
caso de la formacion del biofilm sobre una
superficie tratada con el extracto de
Methylobacterium sp. CECT 7180: hubo un
descenso significativo de la viabilidad a las
48 h (p-valor = 0.0026), la cual se mantuvo
durante las 48, 72, y 96 h (p-valor = 0.3215
para el test de Krustal Wallis) y finalmente
descendié drasticamente a las 120 h (p-valor
= 0.0001) ( ). En cuanto a la
altura, se mantuvo a lo largo del tiempo (p-
valor = 0.9611) hasta las 120 h donde
descendié ssignificativamente (p-valor =
0.0223) ( ). Sin embargo, la
superficie cubierta aumenté
significativamente a las 48 h (p-valor =
0.0163), pero se mantuvo sin diferencias en
el resto de tiempos (p-valor =0.9611 para el
test de Krustal Wallis) ( ). Por
tltimo, la autofluorescencia aumento
significativamente a las 48 h (p-valor =
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0.0004), se mantuvo a las 72 h (p-valor =
0.2871), pero aumento de nuevo en a las 96
h (p-valor = 0.0078) y se mantuvo
posteriormente a las 120 h (p-valor <
0.0001) ( ).

Entre ambos experimentos se detectaron las
siguientes diferencias (p-valores para el test
de Wilcoxon indicados en ):
la viabilidad a las 48 h del biofilm formado
sobre la superficie control fue menor que el
formado en la superficie tratada (p-valor =
0.0005), y a las 120 h la viabilidad del
formado en la superficie control fue mayor
que la del formado en la tratada (p-valor =

0.0009) ( ). Tanto la altura
( ) como la superficie cubierta
( ) del biofilm formado sobre la

superficie control fueron mayores que los
del biofilm formado en una superficie tratada
(p-valores < 0.0008), excepto la superficie a
las 48 h donde no se vieron diferencias
significativas entre ambos biofilms (p-valor
= 0.3953). En la autofluorescencia no hubo
diferencias significativas en las 24 h'y 48 h
(p-valor > 0.05) pero si se observé una
disminucidn en el formado en una superficie

A
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tratada respecto al formado en el control en
el resto de los tiempos (p-valor < 0.0001)

( )-

De los cuatro parametros analizados, el
menos afectado por el tratamiento de
Methylobacterium sp. CECT 7180 es la
viabilidad, lo que indica que el extracto
bacteriano empleado no es bactericida, de
forma anédloga a la D-angeloxima sobre el
biofilm de S. epidermidis®®.

Los otros tres parametros (altura, superficie
y autofluroescencia) se ven reducidos en el
biofilm formado en una superficie tratada
respecto a los descritos en el biofilm formado
sobre la superficie control. Debido a que la
autofluorescencia es causada por la
presencia de la coenzima F420 tanto en la
pared bacteriana como en la matriz¥’, y
teniendo en cuenta que los resultados de este
trabajo indican que el extracto de
Methylobacterium  sp. CECT 7180
adsorbido sobre wuna superficie no es
bactericida, el descenso  de la
autofluorescencia entre el biofilm formado
sobre la superficie control y la superficie
tratada se debe a una disminucién de la
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Efecto del tratamiento de la superficie con el extracto de Methylobacterium sp. CECT 7180 sobre la
formacion de bioiflms de 120 h. El biofilm formado sobre la superficie control se muestra en negro y el formado sobre
la superficie tratda se muestra en rojo. A. Efecto en la viabilidad celular (%) a lo largo de 120h. B. Efecto en la altura
(1um) de biofilms de diferentes edades. C. Efecto en la superficie (%) del pocillo cubierta por los biofilms de diferentes
edades. D. Efecto en la autofluorescencia relativa (%) (medida como autofluorescencia/superficie) de los biofilms de
diferentes edades. Se muestra mediana, rango intercuartilico y percentiles 10 y 90. #: p-valor < 0.001 para el test de

Wilcoxon entre la superficie control y la tratada.

Inés Pradal Alvarez-Prida
Julio 2019



Trabajo Fin de Master en Microbiologia

Universidad Auténoma de Madrid

produccién de matriz. Consecuentemente,
ya que la matriz es uno de los componentes
principales del biofilm®, la altura y la
superficie ocupada por el biofilm tratado se
ven también disminuidas. La formacién de
matriz estd regulada por el quorum
sensing®*%13 por lo que al menos una de
las moléculas que contiene el extracto podria
ser una molécula inhibidora de este
fendmeno, es decir, una molécula con
actividad de quorum quenching. El proceso
de quorum sensing es muy conocido en
muchas gram-negativos y gram-positivas,
pero en el caso de las micobacterias es
bastante desconocido, ya que en muchos
casos faltan evidencias experimentales para
los resultados obtenidos
bioinformaticamente®. Los autoinductores
implicados en el quorum sensing difieren
enormemente entre especies, en el caso de
las micobacterias, se cree que los segundos
mensajeros, en especial el diGMPc, cuyos
niveles regulan diversas vias de sefializacion
intracelular que responden a cambios en el
ambiente como puede ser la formacién de
biofilms®®™, lo que se ha demostrado en
otras micobacterias no-tuberculosas de
crecimiento rapido como M. smegmatis™.
Sin embargo, también hay estudios que
demuestran la capacidad de afectar a la
formacion de biofilms de autoinductores no
sintetizados por las propias micobacterias.
Es el caso del autoinductor universal Al-2
gue actla como parainductor en M. avium
incrementando la formacion de biofilms de
esta especie por la induccién de estrés
oxidativo™.

Este no es el primer trabajo que describe una
posible actividad de quoroum quenching de
moléculas de diferente naturaleza, incluso
producidas por otros microorganismos, sino
gue describen moléculas anti-biofilm con
actividades de quorum quenching, como la
partenolida o el meloxicam que pueden
inhibir la formacion en biofilms de P.
aeruginosa), el aspartato la formacion del
biofilm de S. aureus debido a su efecto en la
produccion de matriz®*®’ o la produccion de
una lactonasa por M. avium capaz de
degradar autoinductores de tipo lactona tan
comunes en bacterias gramnegativas’?.
Ademas, el extracto de D. tsuruhatensis
también ejerce su actividad anti-biofilm
sobre P. aeruginosa debido a su capacidad
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de quorum quenching®. Estos estudios
sustentan la posible actividad de quorum
guenching de una o varias moléculas
presentes en el extracto de
Methylobacterium CECT 7180 se adheririan
sobre la superficie tratada, para después
inhibir el desarrollo del biofilm de M.
chimaera ECMO.

Efecto del tratamiento con el extracto de
Methylobacterium sp. CECT 7180 en
biofilms de M. chimaera ECMO sometidos
a diferentes tiempos de desecacion

Por ultimo en este trabajo. se probd el
extracto de Methylobacterium sp. CECT
7180 como tratamiento sobre biofilms
sometidos a diferentes tiempos de
desecacion.

La desecacién de 24, 48, 72 y 96 h no supuso
un descenso en el logio (UFC/cm?) (p-valor=
0.1239 para el test de Krustal Wallis), pero,
sin embargo, tras 120 h de desecacion si se
observé un descenso significativo (p-valor =
0.0008) (p-valores para el test de Wilcoxon
indicados en ) ( :
en gris).

El tratamiento con Methylobacterium sp.
CECT 7180 de los biofilms desecados 24 h,
48 h'y 72 h no mostr6 una disminucion
significativa ni macroscépicamente (

), ni cuantitativamente (p-valor =
0.5588 para el test de Krustal Wallis) (

). Por el contrario, el tratamiento de los
biofilms sometidos a 96 h y 120 h de
desecacion si mostro cambios
macroscopicos ( ) asi como una
disminucidn en las unidades formadoras de
colonia por area (p-valor = 0.0008 y 0.0007,
respectivamente) ( ) (p-valores
para el test de Wilcoxon en

). Al igual que este estudio, hay otros que
describen moléculas capaces de inhibir no
solo la formacion de biofilms sino también
de tener efecto sobre biofilm ya formados. Es
el caso del cinamaldehido sobre el biofilm de
S. epidermidis®® y el asparato sobre S.
aureus®.

El extracto de Methylobacterium CECT
7180 podria  ser utilizado como
pretratamiento de 15 minutos antes de una
descontaminacion de los equipos 3T HCD
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Figura 16. A. Biofilms de cinco dias de M.chimaera ECMO
sometidos a diferentes tiempos de desecacion (24, 48, 72, 96
y 120 h) y a un tratamiento de PBS (control) o del extracto
de Methylobacterium sp. CECT 7180 (Ttda). B.
Logio(UFC/cm?) presentes tras el tiempo indicado de
desecacion y el tratamiento correspondiente (control en gris
y tratamiento en rojo). Se muestra mediana y rango
intercuartilico. #: p-valor < 0.001 para el test de Wilcoxon
entre la superficie control y la tratada.
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LivaNova, tras someter a los equipos a
cuatro-cinco dias de desecacion de aire a
temperatura ambiente para favorecer la
capacidad anti-biofilm de la
descontaminacion.

Conclusiones

A la luz de estos resultados, se puede afirmar
que el extracto de Methylobacterium sp.
CECT 7180 adsorbido sobre una superficie
tiene capacidad anti-biofilm de M. chimaera
ECMO: (1) inhibiendo el desarrollo de su
biofilm y (2) disminuyendo la viabilidad del
biofilm desecado. La primera actividad
podria ser debida por la inhibicion de la
produccién de matriz a causa del bloqueo de
algln sistema de quorum sensing o0 quorum
guenching, sin embargo, el segundo efecto
podria ser debido a que el extracto favorece
la disgregacion del bioiflm desecado.

A pesar de los resultados obtenidos, seria
necesario continuar  con estudios
moleculares que permitan dilucidar acerca
de la molécula o las moléculas del extracto
gue son responsables de las actividades
descritas.
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Anexos

Resultados obtenidos de la comparacion por el test de Wilcoxon de cada caracteristica (altura, viabilidad,
superficie y autofluorescencia) de los biofilms de diferentes edades de M. chimaera ECMO (24, 48, 72, 96 y 120 h). ¥:
p-valor no significativo en el test de Krustal-Walis realizado previamente al test de Wilcoxon.

Altura Viabilidad Superficie Autofluorescencia
relativa
7 2,662 282 ¥ 20414
24h-48h I olor | 0.0078 | <0.0001 ¥ 0.6789
7 1,693 2.085 ¥ 6.077
24h-72h 1 or | 0.0904 0.0371 ¥ <0.0001
7 4,704 2617 ¥ 6.579
24h-96h 0 or | <0.0000 | 0.0089 ¥ <0.0001
Z 5353 6.047 Y 6.047
24h-120h T oor | <0.0001 | <0.0001 ¥ <0.0001
_ Z 0.858 2.765 Y 6,476
S h-72h [ valor | 03910 | 0.0057 Y <0.0001
c
E Z 1878 1,434 Y 6.653
O 48h-96h I— " ior | 0.0606 0.1515 ¥ <0.0001
7 3.076 1774 ¥ 6.38
48h-120h = oor T 0.0021 0.0760 ¥ <0.0001
7 2,804 0.991 ¥ 3.000
12h=96h I aior | 0.005 0.3219 ¥ 0.002
Z 3.89 4,110 ¥ 2.336
72h-120h = oior T 0.0000 | <0.0001 ¥ 0.0195
7 1.768 2572 Y 0.887
%h-120h = oior | 00771 0.0101 ¥ 0.375
24h-_48h 7 0.606 3.016 2,403 73533
pvalor | 05443 0.0026 0.0163 0.0004
24nh_72h 7 20,399 4.864 2,085 1037
ovalor | 06897 | <0.0001 0.0371 0.0528
24h_96h 7 20.096 1597 T1.508 5115
ovalor | 09234 0.1103 0.1316 <0.0001
24h_120h 7 2,455 6.210 0.739 5.648
o p-valor 0.0141 <0.0001 0.4598 <0.0001
g a8nh_72n 7 0377 1405 0.769 1.064
2 pvalor | 0.7061 0.1602 0.4420 0.2871
g [Ta8n—96n Z 20.067 0.089 1375 1.081
£ pvalor | 0.9469 0.9293 0.1691 0.0476
28h_120 Z 2.529 5.855 2.085 3.430
pvalor | 00114 | <0.0001 0.0371 0.0006
72h-96h 7 20.089 T1.198 0.702 2,661
ovalor | 09293 0.2311 0.4825 0.0078
72h-120h 7 2426 5.633 1,464 4.125
p-valor 0.0153 <0.0001 0.1433 <0.0001
9 h_ 120 7 2,285 3.047 20813 1.345
pvalor | 00223 0.0001 0.4161 0.1785
24
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Resultados obtenidos al comparar por el test de Wilconxon las caracteristicas (altura, viabilidad, superficie y
autofluorescencia) de los biofilms de cada edad (24, 48, 72, 96 y 120 h) formados sobre la superficie control con las de

los formados sobre la superficie tratada con el extracto de Methylobacterium sp. CECT 7180.

Altura Viabilidad Superficie Autofluorescencia

relativa

24 h z 5.057 0.355 3.356 1.745
p-valor <0.0001 0.7227 0.0008 0.0811

48 h z 5.131 -3.460 0.850 -1.804
p-valor <0.0001 0.0005 0.3953 0.0713

79h z 4,799 0.887 3.356 5.648
p-valor <0.0001 0.3750 0.0008 <0.0001

9% h z 5.170 0.044 4.273 5.973
p-valor <0.0001 0.9646 <0.0001 <0.0001

z 6.536 3.326 5.278 3.962

120 h p-valor <0.0001 0.0009 <0.0001 0.0001

Resultados obtenidos al comparar por el test de Wilcoxon el logio(UFC/cm?) de biofilms de M. chimaera
ECMO sometidos a diferentes tiempos de desecacion (24, 48, 72, 96 'y 120 h).
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log1o(UFC/cm?) logo(UFC/cm)?

24h—48h D-V;Of 00905?3? 24h-48h p—vilor 009258:;
24h-72h p—vilor 0%175487 24h—72h p-vzalor 009(;?33;
24h-96h p—vilor Ologgi 24h-96h p—villor 0%6306038
24h-120h p'VEUOf 020232 . 24 h-120n p-vilor 030?(323;

g 48h-72h p-vzlor 00..81752187 % 48h-72h p-vZIor 00.5623806

S - [

G | 48h-96h p-vzlor Ozoigi EG 48h-96h p-vilor 03?6105136
48h—120h p—vilor 010?1%?) 48h-120h p—véllor 030:(%)?)3;
2h—9%h p—vilor 0102227 72h-96h p-vZIor 0376004283
GLIEEYY e s O e
o p"’z"or 030%%2 on-won IO-VZIor 0%)4?7756
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Resultados obtenidos al comparar por el test de Wilcoxon el logio(UFC/cm?) de los biofilms de M. chimaera
ECMO sometidos a diferentes tiempos de desecacion (24, 48, 72, 96, y 120 h) y a un tratamiento control (PBS) con los

sometidos al mismo tiempo de desecacion y al tratamiento con el extracto de Methylobacterium sp. CECT 7180.

logio(UFC/cm?)

z 1.050

24 p-valor 0.2936
z 1.155
48h p-valor 0.2480
z 1.050
72h o-valor 0.2936
z 3.366
%h p-valor 0.0008
120h z 3.373
p-valor 0.0007
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