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Presentacion

Presentacion

La formacion de cuerdas en Mycobacterium tuberculosis fue identificada
por primera vez en 1882 por Robert Koch. Esta formacién es una caracteristica
relacionada con la virulencia en el género Mycobacterium, ademas de ser
utilizada como un método de diagndstico e identificacion de M. tuberculosis en la
actualidad, en paises en vias de desarrollo. Es aun desconocido el compuesto
responsable de la formacion de cuerdas, pero se sabe que no es una
caracteristica exclusiva de M. tuberculosis, puesto que fueron descritas diferentes

especies del género Mycobacterium que presentan esa caracteristica tan peculiar.

La formacion de cuerdas fue relacionada con la composiciéon del acido a-
micolico en M. tuberculosis y Mycobacterium bovis BCG. Mas concretamente con
la presencia de un anillo de cis ciclopropano en la posicion proximal del acido a-
micolico. La controversia es que hay diferentes especies de micobacterias que no
poseen tal anillo de ciclopropano en el acido a-micdlico y que también fueron

descritas como formadoras de cuerdas.

Actualmente existe un gran interés por las micobacterias no tuberculosas
como agentes causales de enfermedades en humanos. En general las
enfermedades provocadas por las micobacterias estan asociadas a diversas
enfermedades como por ejemplo: fibrosis quistica, enfermedad pulmonar
obstructiva y VIH. Entre estas especies encontramos Mycobacterium abscessus,
que es un patdégeno emergente, que presenta alta resistencia a antibidticos, lo

que agrava su tratamiento clinico.

Por una parte, se centré el trabajo en investigar si es correcta la relacion
entre la formacion de cuerdas y la presencia del anillo de ciclopropano en el acido
a-micolico utilizando especies como Mycobacterium brumae y Mycobacterium
fallax que fueron descritas anteriormente como formadoras de cuerdas y no
poseen el anillo de ciclopropano en el acido a-micdélico. Ademas de investigar la
presencia del anillo de ciclopropano en el acido a-micdlico de M. abscessus, y si
ambas variantes de M. abscessus, con morfologia colonial lisa y rugosa, son
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capaces de formar cuerdas y presentan diferencias en la composicion de sus

acidos micolicos.

Por otra parte, se decidio investigar la relacion entre la virulencia de las
diferentes variantes de M. abscessus. Adicionalmente, se investigaron si habian
diferencias entre estas variantes, tales como: la motilidad, la sensibilidad a

antibidticos, la resistencia a desecacion o el crecimiento bacteriano.
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The cord formation in Mycobacterium tuberculosis was identified in 1882 for
the first time by Robert Koch. This formation characteristic is related with the
virulence within the Mycobacterium species as well as being also used as a
diagnose method and way to identify M. tuberculosis in the current time in
developing countries. It is still unknown though, the compost which originates the
cord formation but, it is already affirmed it is not an exclusive M. tuberculosis
characteristic as there were different Mycobacterium species already presenting

that peculiar fact.

The cord formation was related to a-mycolic acids in M. tuberculosis and
Mycobacterium bovis BCG. Most concretely, due to the detection of a proximal
cyclopropane ring in a-mycolic acids. The controversy here exists as there are
different species of Mycobacterium lacking cyclopropane in their a-mycolic acids

and also identified as a cord forms.

Nowadays, there is a huge interest in non tuberculous mycobacteria as a
major causing agent from human diseases. Generally, the diseases caused by
Mycobacterium are associated to different illnesses such as: cystic fibrosis,
chronic obstructive pulmonary disease and HIV. In these bacterial species group,
the Mycobacterium abscessus is considered an emergent pathogen that shows

high resistance to antibiotics and consequently, worsen its clinic treatment.

On one hand, the investigation was focused on investigating if the relation
between the cord formation and the presence of a cyclopropane ring in the a-
mycolic acids was correct, using species like M. brumae and M. falllax - descrived
previously as cord forms and the lack of a cyclopropane ring in their a-mycolic
acids. Besides figuring out if both M. abscessus variants - smooth and rough
morphology, - are able to form cords and not show differences in the —mycolic
acids. On the other hand, was decided to investigate the relation between the
virulence from the M. abscessus variants too in addition to study the differences
between these variants such as motility, antibiotic sensitivity, dryness resistance
and bacterial growth.
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A. Introduccidén

A.1. Género Mycobacterium

El género Mycobacterium es el unico género dentro de la familia
Mycobacteriaceae y se encuentra en el suborden Corynebacterineae dentro del

orden de los Actinomycetales (tabla A.1) (Hartmans et al., 2006).

Tabla A.1. Clasificacion cientifica del Género Mycobacterium.

Dominio Bacteria
Filo Actinobacteria
Orden Actinomycetales
Suborden Corynebacterineae
Familia Mycobacteriaceae
Género Mycobacterium

Este género esta formado por cocobacilos o bacilos ligeramente
encorvados que miden de 0,2 a 0,7 ym de largo y de 1 a 10 um de ancho (Wayne
& Kubica, 1986). Son aerobios o microaerofilos y no poseen flagelos, capsulas o
esporas. Son acido alcohol resistente (AAR) es decir, que con la tincion de Ziehl—
Neelsen (ZN) no se decoloran con la solucion de acido alcohol. Esta propiedad se
debe a la composicion lipidica de la pared celular, mas especificamente a los
lipidos denominados acidos micolicos, factor importante para la identificacion de
las micobacterias (Rogall et al., 1990) y que les confiere resistencia a agentes

quimicos y fisicos (Rastogi, 1991).

Los criterios importantes a considerar en la hora de caracterizar nuevas
especies dentro del género Mycobacterium son: su acido alcohol resistencia, la
presencia de los acidos micalicos, y el contenido adecuado de guanina- citosina
en el ADN (G + C) entre 62 y 70% (Lévy-Frébault & Portaels, 1992).

En los ultimos afos el numero de especies descritas viene aumentando
considerablemente debido al desarrollo de técnicas moleculares para su
identificacion (Hartmans et al., 2006). En 1980 habia cerca de 40 especies
descritas, actualmente en el género Mycobacterium hay descritas 172 especies
(http://www.bacterio.net/index.html, 2015). Entre ellas encontramos el
Mycobacterium tuberculosis que es un patdégeno obligatorio. M. tuberculosis,

Mycobacterium africanum 'y Mycobacterium cannetti (causadores de la
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tuberculosis (TB) en humanos) juntamente con Mycobacterium bovis,
Mycobacterium bovis BCG (Bacilo Calmette Guérin), Mycobacterium microti y
Mycobacterium pinnipedii (causadores de tuberculosis en animales vy
ocasionalmente en humanos), forman parte del grupo conocido como
Mycobacterium tuberculosis complex (MTC). Otra especie que también es un

patdgeno obligatorio es el M. leprae, agente causal de la lepra en humanos.

Existe un gran numero de especies que no pertenecen al MTC, que son
denominadas micobacterias no tuberculosas mas conocidas como NTM (del
inglés, nontuberculous mycobacterial). Las NTM son especies ambientales o
atipicas, y a diferencia de las micobacterias del grupo MTC o M. leprae pueden
ser patdgenos no obligatorios, oportunistas o saprofitas, y viven en el suelo, en el
agua y son ubicuas (Primm et al., 2004). Estas micobacterias ambientales son
capaces de causar enfermedad, pero su patogenicidad varia entre las diferentes
especies. Al mismo tiempo que aumenta el numero de NTM descritas se van

describiendo nuevas especies capaces de producir enfermedades en humanos.

A.2. Mycobacterium tuberculosis

Segun datos de la Organizacion Mundial de Salud (WHO 2014 web site) en
2013, 9.000.000 personas enfermaron de tuberculosis (TB) y 1,5 millones
murieron a causa de la enfermedad. Mas del 95 % de las muertes por TB se
produjeron en paises en via de desarrollo (Figura A.1). M. tuberculosis es el
segundo agente infeccioso que causa mas muertes en el mundo, sélo es

superado por el VIH.

El nimero de personas que enferman por TB esta disminuyendo
lentamente. La tasa de mortalidad por TB se redujo un 45% entre 1990 y 2013. Se
estima que unos 37 millones de vidas fueron salvadas a través del diagnéstico y

tratamiento de la tuberculosis entre 2000 y 2013.
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Figura A.1. Las tasas de incidencia estimadas de tuberculosis, 2013. (Global
Tuberculosis Report. WHO, 2014).

A.3. Tuberculosis (TB)

La infeccidn por M. tuberculosis se inicia con la inhalacién del bacilo de la
TB, que se deposita en el alveolo y posteriormente es fagocitado por el macréfago
alveolar. Estas células son requeridas para fagocitar particulas téxicas e
inflamatorias para minimizar el dano potencial para el tejido pulmonar a través de
respuestas proinflamatorias. Cuando los bacilos se encuentran dentro del
fagosoma del macréfago, M. tuberculosis modula la respuesta fagosomal
impidiendo la fusion fagosoma-lisosoma y seguidamente se inicia un crecimiento
rapido y exponencial del bacilo, hasta la aparicion de la respuesta inmune
adquirida. Juntamente a este proceso se da la formacién del granuloma para la

contencion de la infeccion (Figura A.2).

Las etapas iniciales de la formacion del granuloma son dependientes de la
produccion del factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a) por los macréfagos. Se
requiere la sefalizacion del TNF-a para mantener las concentraciones de
quimioquinas para el reclutamiento celular y retencion de estos bacilos. El

desarrollo de la respuesta inmune adquirida se promueve a través de la
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acumulacién de células dendriticas infectadas en los nodos linfaticos regionales.
Esta respuesta inmune se basa principalmente en la induccion de células T
capaces de reconocer a los macréfagos infectados y activarlos mediante la
secrecion de interferéon IFN-y. Una vez que se estabiliza el crecimiento bacilar, la
presencia de células T es importante para la produccion de IFN-y y el aumento en
la actividad citotoxica. Este es un periodo de estancamiento donde la carga
bacilar permanece relativamente constante y la infeccion estd en un estado de

"latencia".

El granuloma puede proceder a la esterilizacion localizada de la infeccién
por la mineralizacion (calcificacion) y fibrosis de la lesion, lo que reduce el nivel de
nutrientes y oxigeno a los bacilos que estan en el centro del granuloma, o
después de un cambio en el sistema inmunitario del hospedero, ocurre la
caseacion en el centro del granuloma y necrosis lo que libera los bacilos

infecciosos a las vias respiratorias (Russell et al., 2009).

A.4. Pared celular de las micobacterias

El envoltorio celular de las micobacterias esta compuesto por una
membrana plasmatica, una pared celular y una capa mas externa también
denominada “capsula”. En la pared celular se encuentra el arabinogalactano (AG),
el peptidoglicano (PG) y los acidos acidos micélicos (AM) lo que le confiere a las
micobacterias una estructura muy caracteristica (Figura A.3). Estos lipidos y
glicolipidos son mayoritarios en la pared micobacteriana representando hasta un
60% del peso seco del bacilo (Minnikin et al., 1980). Estas tres macromoléculas
juntas forman el complexo micolilarabinogalactano-peptidoglicano (mMAGP) que es

esencial para la viabilidad de las micobacterias (Alderwick et al., 2007).

Ademas de estos lipidos y glicolipidos también forman parte de la pared
micobacteriana, pero en menor abundancia, otros lipidos y glicolipidos que
pueden estar unidos al complexo (MAGP) de forma covalente o de forma no
covalente (libres) (Brennan & Nikaido, 1995; Draper, 1998).
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Figura A.2. Progresion histolégica del granuloma humano de la tuberculosis (Russell et
al., 2009).

La pared de las micobacterias forma una capa protectora que confiere a la
micobacterias resistencia a la desecacion, ademas de ser una proteccion

importante frente a los antibiéticos y a los desinfectantes (Primm et al., 2004).
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Figura A.3. Pared celular del género Mycobacterium. (AM) acidos micdlicos, (AG)
arabinogalactano, (PG) peptidoglicano, (TDM) dimicolato de trehalosa, (SL) sulfolipidos,
(TMM) monomicolato de trehalosa, (GL) glicolipidos. Adaptado de (Marrakchi et al.,
2014).

A.4.1. Peptidoglicano (PG)

El PG esta compuesto de cadenas lineales de N-acetilglucosamina y acido
muramico modificado que se entrecruzan por péptidos de cadenas laterales
unidas a otros glicanos. PG es un polimero complejo que forma una capa rigida
por encima de la membrana plasmatica, proporcionando la forma celular y la

fuerza necesaria para suportar la presion osmotica (Crick & Brennan, 2008).

A.4.2. Arabinogalactano (AG)

En 1950 el AG fue reconocido como el principal polisacarido de la pared

celular de las micobacterias.

26




A. Introduccidén

El AG es un heteropolisacarido que esta compuesto en su totalidad de
arabinosa y galactosa en configuracién furanosa. Este heteropolisacarido esta

unido a los acidos micdlicos y al peptidoglicano formando el complejo (MAGP).

A.4.3. Acidos micélicos (AM)

Los acidos micolicos de M. tuberculosis fueron descritos por primera vez en
1950 por Asselineau y Lederer como una cadena linear muy larga de acidos
grasos a-ramificado y B-hidroxilado. Estos acidos muestran una gran diversidad
de longitud de cadena (entre 60 a 90 atomos de carbono) y funciones quimicas
que definen las diferentes clases de acidos micolicos (Daffé et al., 1983). Estos
lipidos se encuentran en la pared celular de todas las micobacterias y se han
descrito sustancias de estructura similar en los miembros de la orden
Corynebacteriales. Los acidos micélicos estan unidos covalentemente al
arabinogalactano o esterificados con la trehalosa. En ambas formas desempefan
un papel importante en la arquitectura y la impermeabilidad de la envoltura celular
de las micobacterias (Marrakchi et al., 2014). También se han descrito la
presencia de moléculas de glicerol esterificadas con acidos micélicos en la pared
de M. smegmatis (Chen et al., 2006), asi como la liberacién de acidos micolicos
libres del dimicolato de trehalosa (TDM) para formar la matriz del biofilm formado

por M. tuberculosis y M. smegmatis (Ojha et al., 2010, 2008).

HO COOH

Figura A.4. Estructura general de los 4cidos micélicos.

La estructura general de los AM esta compuesta por una cadena larga

alifatica (abierta), que normalmente tiene entre 50-56 atomos de carbono que se
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denomina meromicolato (R{). El meromicolato presenta diferentes grupos
funcionales, como por ejemplo: metoxi, ceto, epoxi, cliclopropanos, ramificaciones
metil o dobles enlaces. Ademas, presenta también una cadena corta alifatica, que
tiene entre 22-24 atomos de carbono (Ry) (Figura A.4) (Steck et al., 1978).

Se conocen actualmente siete tipos de acidos micdlicos: a-micolatos, a’-
micolatos, metoxi-micolatos, ceto-micolatos, epoxi-micolatos, carboxi-micolatos y
w-1-metoxi-micolatos (Figura A.5) (Daffé et al., 1983; Marrakchi et al., 2014;
Minnikin et al., 1983; Rafidinarivo et al., 1985).

El acido micadlico que esta presente en todas las especies de micobacterias
es el a-micolato. Es el mas apolar de los acidos micdlicos y tiene en su estructura
entre 74 y 80 atomos de carbono que pueden variar en la presencia de dos dobles
enlaces (con configuracion cis o trans) o dos cis ciclopropanos localizados en la
cadena meromicolatos. El a’-micolatos tiene entre 60 y 62 atomos de carbono y
contiene solamente uno o dos cis doble enlaces. Los demas acidos micolicos
tienen funciones oxigenadas en la parte distal de la cadena meromicolato
(Marrakchi et al., 2008).

Los compuestos que contienen acidos micdlicos se han relacionado con la
formacion de cuerdas, formacion de biofilms y la aparicion de macrofagos

espumosos en los granulomas de tuberculosis (Marrakchi et al., 2014).

28




A. Introduccidén

Type of mycolate _ Suucture == = e Mycobactenum spec
Distal Proximal
o PSS ISP RPN, 3 ceo6s6 o
COOM
smegmatia
SELERERES SO L TR RN N
coom
e wESeRseSSresmest TR T, s
GO0 0, bovis BCG
|methory S s om
cis \ NN COOM
tuberculosis, bovis
Methoxy \/\N\/\/\/\/\/\%tf\/\/\/\/\/\/\/\]\//wm:”
trans
X 0OH
Keto cis NWVWV\/\’(‘\/V%“
SO | tuberculosis, bovis,
Keto trans NN\AAAA)ST\A/WWW LR
OOM
Hydroxy trans s on tubercuiosis, bovis,
s bovis 8CG
COOM
E Ppsassanis i aasnat i
Epoxy trans R on
R smegmatis
COOM
&1 methoxy e
cis / trans aivel, porcinum,
COOM  sonegalonse

Figura A.5. Estructura de los diferentes tipos de acidos micolicos. Las configuraciones de

los doble enlaces o anillos de ciclopropano estan indicados por cis/trans en
proximal o distal (Marrakchi et al., 2008).

A.4.4. Lipidos libres

la posicion

Los lipidos libres estan unidos a la parte mas externa de la pared de las

micobacterias de forma no covalente y se extraen facilmente con disolventes

organicos (Daffé & Draper, 1998).

A.4.4.1. Menaquinonas (MK) y dimicocerosatos de tiocerol (DIM)

Las MK y los DIM son los lipidos libres mayoritarios en la pared de las

micobacterias. Las MK estan presentes en todas las especies de micobacterias, y

los DIM se encuentran en todas las especies del Mycobacterium tuberculosis

complex (MTC) y también en otras pocas especies de micobacterias patégenas
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(Astarie-Dequeker et al., 2009). Diferentes estudios han demostrado que los DIM
estan relacionados con la virulencia de M. tuberculosis (Camacho et al., 2001;
Pinto et al., 2004). Goren y colaboradores observaron que una cepa de M.
tuberculosis que producia pocas cantidades de DIM tenia niveles mas bajos de

replicacion pulmonar que una cepa productora de DIM (Goren et al., 1974).

A.4.5. Glicolipidos libres

Los glicolipidos libres estan unidos de forma no covalente a la pared de las
micobacterias. Entre ellos encontramos las acetiltrealosas, los lipooligosacaridos,

los glicolipidos fendlicos y los glicopeptidolipidos.

A.4.5.1. Acetiltrehalosa

Las acetiltrehalosas son compuestos que comparten una misma molécula.
Esta molécula es la trehalosa que puede estar esterificada por los acidos
micolicos u otros acidos grasos. Entre estos compuestos podemos tener el
dimicolato de trehalosa, el monomicolato de trehalosa, el sulfolipido, la

diaciltrealosa y la triaciltrealosa.

A.4.5.1.1. Dimicolato de trealosa (TDM) y monomicolato de trealosa
(TMM)

TDM es un glicolipido producido por el género Mycobacterium (excepto M.
leprae, que produce solamente TMM), el género Corynobacterium y el género
Nocardia. Su estructura quimica consiste en una molécula de trehalosa
esterificada por dos acidos micodlicos (Figura A.6). La estructura de los acidos
micolicos ligados al TDM es idéntica a la estructura encontrada en la capa de
acidos micodlicos esterificados. La estructura del TDM difiere sustancialmente

entre especies debido a la diferencia en la composicion de los acidos micdlicos de

30




A. Introduccidén

cada especie (Glickman, 2008). Estudios con TDM aislado de diferentes especies
revelan que los dos acidos micdlicos del TDM pueden presentarse en multiples
combinaciones en funcion de los acidos micdlicos presentes en la micobacteria
(Fujita et al., 2005; Michael Strain et al., 1977).

Figura A.6. Estructura del TDM. La trehalosa esta esterificada

mﬂ por dos cadenas largas de acidos micdlicos. Adaptada de
/>/ (Marrakchi et al., 2014).
L
2 oo. Este compuesto es también conocido como factor

cuerda (cord factor - CF) debido a que cuando fue
descubierto le caracterizaron como el compuesto
responsable de la formacibn de cuerdas en las
micobacterias (Bloch et al., 1953). En la actualidad no se
sabe cual es el compuesto responsable de la formacion de
cuerdas en el género Mycobacterium, dado que todas las
micobacterias presentan TDM en su pared, con excepcion
de M. leprae que presenta TMM, y no todas son capaces

de formar cuerdas (Dhariwal et al., 1987).

TDM es el lipido mas abundante en M. tuberculosis

virulenta, y pueden cambiar de una substancia no toxica a

TDM altamente téxica segun los cambios que presenta en su

conformacién molecular. Si el TDM presenta conformacion
micelar, no es téxico y protege a los organismos de las defensas del huésped. Si
se encuentra en la conformacién en monocapa se convierte en altamente téxico e
inmunogénico. En un estudio donde se inyectd TDM directamente en ratones se
observd que son capaces de producir granulomas caseificantes (Hunter et al.,
2006).

El TDM esta directamente relacionado con la induccioén en la produccion de
citocinas y con la formacion del granuloma. Diferentes autores estimularon
macrofagos con TDM y observaron la produccién de TNF-a, IL-6, IL-12, entre
otras citocinas. (Behling et al., 1993; Indrigo et al., 2003; Perez et al., 2000; Rao et

al., 2006, 2005). La induccion de estas citocinas produce la inflamacion
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granulomatosa en ratones (Hunter et al., 2006; Perez et al., 2000), en conejos

(Hamasaki et al., 2000) y en conejillos de india (Sugawara et al., 2002).

El TMM a diferencia del TDM esta formado por una molécula de trehalosa

unida a un unico acido micolico.

A.4.5.1.2. Diaciltrehalosa (DAT) y triaciltrehalosa (TAT)

Las DAT son glicolipidos que estan formados por la trehalosa esterificada
por dos moléculas de acidos grasos polimetilramificados (Baer, 1993). DAT es
capaz de inducir una respuesta inmune humoral en humanos y capaz de inhibir la
proliferacion de células T y la secrecion de citocinas en ratones (Saavedra et al.,
2001).

Las TAT tienen una estructura similar a la de las DAT pero presenta una
tercera molécula de acidos grasos esterificando a la trehalosa (Muhoz et al.,
1997).

A.4.5.1.3. Sulfolipidos (SL)

Los SL son compuestos formados por la trehalosa sulfatada y esterificada
por grupos acilo, que consisten en un acido graso saturado de cadena corta
(acido palmitico o acido estearico) y diferentes combinaciones de acidos grasos
metil- ramificados de cadena larga (acido phthioceranic y acido
hydroxyphthioceranic) (Goren, 1970). Los SL estan presentes solo en el M.
tuberculosis, pero solamente estan presentes en la cepa virulenta de M.
tuberculosis (H37R,) y ausentes en la cepa avirulenta (H37R;) (Middlebrook et al.,
1947). Ademas, se demostré6 que los SL previenen la fusion del fagosoma-
lisosoma en cultivos de macréfagos, lo que les confiere un papel importante en la

patogenicidad de M. tuberculosis (Goren, 1970).
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A.4.5.2. Lipooligosacaridos (LOS)

Los LOS estan formados por una molécula de trehalosa poliacilada por
acidos grasos de cadena larga y glicosilada, con un alto contenido en manosa
(Draper, 1998). Se describid la implicacion de los LOS en la morfologia colonial de
Mycobacterium kansasii, donde solamente las cepas con morfologia colonial lisa
producian estos glicolipidos (Belisle & Brennan, 1989). Collins y Cunningham
describieron que las colonias con morfologia colonial rugosa LOS - deficiente
producian infecciones crénicas, y que las cepas con morfologia colonial lisa y que

presentan LOS eran rapidamente eliminadas (Collins & Cunningham, 1981).

A.4.5.3. Glicolipidos fendlicos (PGL)

Los PGL estan formados por un nucleo lipidico compuesto por un grupo
fenol y un tiocerol esterificados por dos acidos polimetil ramificados (acidos
micocerosicos o tioceranicos). Este nucleo lipidico esta unido por un grupo fenol a
una parte glucosidica que puede tener un entre uno y cuatro azucares (mono-, di-,
tri- o tetrasacarido). Estos PGL son encontrados en M. tuberculosis, M. kansasii,
M. bovis y Mycobacterium marinum entre otras micobacterias patégenas.

También se ha descrito su implicacion en la virulencia (Yu et al., 2012).

A.4.5.4. Glicopeptidolipidos (GPL)

Los GPL comparten un nucleo lipopeptido de acidos grasos formados por
una cadena de aminoacidos D-fenilalanina, D-treonina y D-alanina. Son una clase
de (glicolipidos importantes, sintetizados por varias NTM como por ejemplo:
Mycobacterium  avium  Complex  (MAC), Mpycobacterium  abscessus,
Mycobacterium chelonae, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium fortuitum,
Mycobacterium porcinum, Mycobacterium senegalense, Mycobacterium xenopi.
Se localizan en la parte mas exterior del envoltorio celular, y la presencia o

ausencia de GPL esta relacionado con varios cambios fenotipicos, incluyendo la
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morfologia colonial, la hidrofobicidad, la agregacion, la motilidad y la formacion de
biofilms (Pang et al., 2013).

En NTM se cree que los GPL contribuyen a la formacién del biofilm o
motilidad. En M. smegmatis, la formacion de biofim se ve afectada
significativamente por la supresiéon o cambios de los GPL. Lo mismo se observé
en M. avium (Martinez et al., 1999) y M. abscessus (Howard et al., 2006).

Los GPL también podrian desempefar un papel en la resistencia a
antibidticos. En M. smegmatis, la ausencia de GPL aumenta la absorcién de
quenodesoxicolato (la sal del acido quenodesoxicolico producido en el higado,
utilizada para evaluar la fluidez de los lipidos de la pared celular de las
micobacterias) (Liu et al., 1996), lo que indica que los GPL pueden funcionar
como una barrera para la permeabilidad (Etienne et al., 2002). Pero se encontrd
también que la cepa GPL deficiente presentaba la misma susceptibilidad a la
rifampicina, estreptomicona, isoniacida y capreomicina que la cepa productora de
GPL, lo que aun no deja claro el papel del GPL como una barrera de

permeabilidad en la pared de las micobacterias (Pang et al., 2013).

Otro factor a destacar es el papel de los GPL en la virulencia de las
micobacterias. En M. avium se ha descrito que los GPL tienen un importante
papel en la patogénesis. Los macréfagos infectados con M. avium GPL deficiente
producen mas citocinas y quimiocinas antiinflamatorias como factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a), interleucina-6 (IL-6), interleucina-12p40 (IL-12p40) que los
macrofagos infectados con M. avium productor de GPL (Bhatnagar & Schorey,
2006). Con M. abscessus se describid un resultado similar en cuanto a la
produccion de TNF-a, donde se observd que los macrofagos infectados con M.
abscessus GPL deficiente producen niveles mucho mayores de TNF-a que el M.

abscessus productor de GPL (Catherinot et al., 2007).
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A.4.5.5. Fosfatidilinositolmanosido (PIM)

Los PIM juntamente con el fosfatidilinositol (Pl) son los fosfolipidos
principales en la membrana y pared celular de las micobacterias. Funcionan como
ancla a lipidos como lipomanano (LM) y lipoarabinomanano (LAM) (Salman et al.,
1999).

Los PIM estan formados por un anillo de inositol unidos a moléculas de D-
manosa (Asselineau & Lanéelle, 1998). Entre sus funciones podemos destacar la

inhibicién de la activacion de los macrofagos (Court et al., 2011).

A.4.5.6. Lipoarabinomanano (LAM) lipomanano (LM)

La biosintesis del LAM y LM se basa en el fosfatidilinositol (Pl), y
probablemente se originan en los PIM (Besra et al., 1997). Estan compuestos por
una molécula de Pl asociada a sucesivas moléculas de manosa. Ademas, el LAM
esta unido al polisacarido D-arabinomanano (Nigou et al., 2003). LAM ha surgido
como un importante modulador de la respuesta inmune del en M. tuberculosis y
M. leprae, a través de una supresion de la inmunidad generalizada (Sibley et al.,
1988), la induccion de la produccion de citocinas inflamatorias (Roach et al.,
1993), y la neutralizacion del potencial citotoxico de los O, radicales libres (Chan
etal., 1991).

A5. La resistencia a los antibiéticos en el género

Mycobacterium

La resistencia a los antibiéticos en el género Mycobacterium es atribuida a
la impermeabilidad de su envoltorio celular rico en acidos micdlicos (Jarlier &
Nikaido, 1990). Cabe resaltar que esta barrera impermeable no es suficiente para
explicar plenamente los altos niveles de resistencia a los farmacos, lo que sugiere

que debe haber sistemas sinérgicos eficaces contra la actuacion de los farmacos
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que penetran el envoltorio de las micobacterias. Eso puede ser debido a la
presencia de varios genes que no estan relacionados directamente con la sintesis
del envoltorio celular y que tienen un papel importante relacionado con la
resistencia a antibioticos de amplio espectro (Ainsa et al., 1998; Doucet-Populaire
et al., 2002; Morris et al., 2005).

A.6. Estudio de la virulencia

La virulencia se puede definir como el grado de patogenicidad de un
microorganismo segun las tasas de mortalidad y/o su capacidad para invadir los
tejidos del huésped, produciendo efectos patoldgicos. Se puede cuantificar de dos
formas: el porcentaje de animales infectados que se mueren y también el tiempo
necesario para que un animal se muera después de ser infectado. La otra forma
es medir la carga bacteriana (numero de bacterias) que se encuentra en el
huésped infectado después de la infeccién, lo que permite comparar la habilidad
de diferentes cepas bacterianas de sobrevivir en el hospedero durante la infeccion
(Smith, 2003).

A.6.1. La virulencia y la formacién de cuerdas

Investigaciones intensivas sobre los factores de virulencia de M.
tuberculosis se estan realizando desde el descubrimiento del bacilo de la TB. Una
de las primeras caracteristicas fenotipicas que se relacion6 con la virulencia fue la
formacion de cuerdas. Cuando M. tuberculosis crece en medio liquido forma unas
estructuras alargadas donde los bacilos se orientan paralelamente al eje mas
largo de dicha estructura asemejandose a cuerdas (Figura A.7). La primera
observacion microscopica de las cuerdas de M. tuberculosis fue realizada por
Robert Koch en 1882 (Koch, 1982), pero su relevancia se incremento
considerablemente con los estudios posteriores de Middlebrook y colaboradores
(1947). Estos autores compararon dos cepas de M. tuberculosis, la cepa H37Rv

(virulenta en el animal de experimentacion) y la cepa H37Ra (avirulenta). Estas
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dos cepas provenian de la cepa virulenta H37 y se habian originado por sucesivos
pases de la misma en medio de cultivo. Ellos describieron que la cepa avirulenta
H37Ra habia perdido la capacidad de formar cuerdas (Middlebrook et al., 1947).

Figura A.7. Formacion
de cuerdas en el género
Mycobacterium.

(A) Mycobacterium
marinum, microscopia
Optica, tincion de Ziehl-
Nieelsen.

(B) M. abscessus,
microscopia electronica
de barrido (MEB).

Posteriormente, en 1953, Bloch investigando la formacion de las cuerdas,
utilizé diferentes disolventes organicos y consiguié deshacer rapidamente las
cuerdas con éter de petroleo y extraer una sustancia que era letal en ratones
(Bloch et al., 1953). Ese glicolipido toxico de la pared de M. tuberculosis que se
relacioné con la virulencia del bacilo y con la formacion de las cuerdas fue
llamado cord-factor (CF) y unos afios mas tarde fue identificado como TDM (Noll
& Bloch, 1955; Noll et al., 1956). EI TDM fue considerado el primer factor de
virulencia en M. tuberculosis. Sin embargo se descubrié posteriormente que el
TDM estaba presente en todas las micobacterias patéogenas y no patdgenas

(excepto M. leprae) (Dhariwal et al., 1987).

Diferentes investigadores que trabajaban con mutantes naturales o
construidos de M. tuberculosis, M. bovis, M. marinum 'y M. abscessus constataron
que la disminucion de la virulencia de los mutantes estaba relacionada con la
pérdida de la capacidad de formacion de cuerdas de los mismos (Bhatt et al.,
2007; Dong et al., 2012; Gao et al., 2003, 2004; Glickman et al., 2000; Howard et
al., 2006; Makinoshima & Glickman, 2005).

Numerosos estudios sobre TDM revelaron la actividad proinflamatoria en
células animales y confirmaron su potencial determinante en la virulencia de M.
tuberculosis (Hunter et al., 2006; Indrigo et al., 2003, 2002).
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Un importante estudio de Glickman y colaboradores (2000), tuvo en cuenta
que la estructura del TDM puede variar sustancialmente entre especies debido a
la composicion de los acidos micélicos y observé que la estructura fina del acido
a-micolico (presente en todas las especies de micobacterias) podria ser el
responsable por la formacién de cuerdas. En este estudio se identifico el gene
pcaA, que es necesario para la sintesis del anillo de ciclopropano en la posicion
proximal del acido a-micélico en M. tuberculosis y M. bovis BCG vy
consecuentemente para la formacion de las cuerdas. Esta ultima es una cepa
atenuada del M. bovis. Esta atenuacion resulta de multiples deleciones genéticas.
Sin embargo, M. bovis BCG conserva la capacidad de replicarse en seres
humanos, ratones y es capaz de formar cuerdas(Behr et al., 1999; Glickman et al.,
2000; Hsu et al., 2003; Makinoshima & Glickman, 2005; Pym et al., 2002).
Glickman y colaboradores demostraron que el mutante pcaA no formador de
cuerdas tenia un doble enlace en la posicién proximal del acido a-micélico en
lugar del anillo de cis ciclopropano presente en la cepa salvaje formadora de
cuerdas, cuando se restauré el mutante pcaA este volvid a formar cuerdas
(Glickman et al., 2000). En la figura A.8 a continuacion se puede observar las
diferentes estructuras de los acidos micdlicos que contienen anillos de

ciclopropano o doble enlaces.

Figura A.8. Estructura de los acidos o-

A ¥ micdlicos. (A) Mycobacterium bovis BCG
Chl,={C I{rl,-{d:.;.lrisi-{tII_.J.—(;‘S;IIIII-ﬂl.II_.pl_-j:_]l-tII—:L:II_,;_.J-( H, J.apan presenta dF)S. an|||0§ ’ .de cis
CH, i, 1 Coon ciclopropano en el acido a-micdlico. (B)

Mycobacterium brumae presenta un cis
doble enlace en la posicién proximal y un

L - trans doble enlace en la posicion distal del
o "-"-“"*-':’.'.‘u”*‘"-'-“'.','.‘*’-“Ii""_i"_{ PRAE acido a-micolico. La flecha negra indica la
o, OH COOH posicion proximal del cis ciclopropano (A)

y del cis doble enlace (B). Figura
adaptada de (Brambilla et al., 2012).

M. marinum es una especie filogenéticamente relacionada con M.
tuberculosis, también es formadora de cuerdas y tiene el anillo de ciclopropano en
la posicién proximal del acido a-micdlico (Daffé et al., 1991; Staropoli & Branda,
2008). Mas recientemente se ha descrito la formacion de cuerdas en diferentes
especies de micobacterias ambientales como: Mycobacterium chubuense,
Mycobacterium gilvum, Mycobacterium obuense, Mycobacterium parafortuitum y
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Mycobacterium vaccae (Julian et al.,, 2010); Mycobacterium haemophilum
(Clement et al., 2011); M. brumae (Luquin et al., 1993); M. fallax (Daffé et al.,
1983); M. abscessus (Howard et al., 2006; Sanchez-Chardi et al., 2011).

A.6.2 La virulencia y la morfologia colonial

Las micobacterias pueden presentar diferentes tipos de morfologias
coloniales. Estas morfologias pueden ser opacas o translucidas, lisas o rugosas, y
ademas presentar un aspecto seco o humedo (Figura A.9). Los cambios en la

morfologia colonial se deben a diferentes componentes que pueden o no estar

presentes en la pared celular de las micobacterias.

Figura A.9. Diferentes
morfologias coloniales de
M. abscessus. (A)
Morfologia colonial lisa,
translucida y con aspecto
humedo. (B) Morfologia
colonial rugosa, opaca y
con aspecto seco.

En un estudio sobre las diferentes morfologias coloniales de M. kansasii se
compararon la composicion glicolipidica de la pared de las diferentes variantes, y
demostraron que la variante con morfologia colonial lisa presenta en su superficie
lipooligosacaridos (LOS), mientras que la variante con morfologia colonial rugosa
carece de ello (Belisle & Brennan, 1989). Estudios previos realizados por otros
autores habian demostrado que las variantes con morfologia colonial rugosa de
M. kansasii persisten por mas tiempo en ratones infectados experimentalmente

que las variantes con morfologia colonial lisa (Collins & Cunningham, 1981).

En M. avium las cepas que presentan morfologia colonial rugosa son mas
virulentas que las cepas con morfologia colonial lisa cuando infectan pollos y
ratones (Schaefer et al., 1970). Investigando la virulencia y su relacién con las
diferentes morfologias coloniales de M. avium Complex (MAC) se observd que
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cuando se infectaron los animales con la cepa con morfologia colonial lisa y
transparente (SmT), se pudo recuperar dos tipos de morfologias coloniales, y la
nueva morfologia era rugosa y transparente (RgT). En estudios con modelos
animales la variante con morfologia RgT se multiplicé mucho mas rapidamente
que los bacilos de la variante con morfologia colonial SmT, causando la
mortalidad del 60-80% de los animales en comparacion con el 10% de mortalidad
observada en los ratones infectados con SmT (Kansal et al., 1998). La diferencia
entre estas variantes, es que la variante lisa sintetiza GPL, y la variante rugosa

carece de GPL.

En M. abscessus se reportd una relacion intrinseca entre la morfologia
colonial y la virulencia. Se constaté que la cepa rugosa de M. abscessus podia
persistir y multiplicarse en los pulmones de los ratones infectados mientras que su
variante lisa desaparecié rapidamente (Byrd & Lyons, 1999). En otro estudio de
Catherinot y colaboradores se demostré que las cepas rugosas de M. abscessus
deficientes en GPL mataron en pocos dias a un gran numero de ratones
infectados mediante inyeccion intravenosa, mientras que, los ratones infectados
con las variantes lisas seguian vivos a los 90 dias (Catherinot et al., 2007).
También se demostro con el analisis de datos clinicos y epidemioldgicos que las
cepas rugosas de M. abscessus eran mas virulentas que las cepas lisas en
humanos (Catherinot et al., 2009; Jonsson et al., 2007; Sanguinetti et al., 2001).

En un estudio con M. vaccae, se observo que la variante con morfologia
colonial lisa presentaba un poliéster saturado de cadena larga en su superficie,
que no fue observado en la variante con morfologia rugosa (Rodriguez-Guell et
al., 2006). En otro estudio se relacioné la morfologia colonial de M. vaccae con la
formacion de cuerdas y la virulencia, donde se demostré que la variante rugosa
de M. vaccae era capaz de persistir por mas tiempo en macréfagos de ratones
infectados que la variante lisa, ademas de tener |la capacidad de formar cuerdas, y
esa capacidad no se observo en la variante con morfologia colonial lisa. (Julian et
al., 2010).
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A.7. Micobacterias no tuberculosas (NTM)

En 1959 Runyon propuso la clasificacion del grupo de NTM segun la
velocidad de crecimiento, micobacterias de crecimiento rapido (rapidly growing
mycobacteria - RGM) si las colonias son visibles en menos de 7 dias y
micobacterias de crecimiento lento (slowly growing mycobacteria - SGM) si
necesitan mas de 7 dias para dar colonias visibles. En cuanto a la pigmentacion,
de la colonia las micobacterias fueron clasificadas en: no cromdgenas
(micobacterias que no producen pigmentos), escotocromdgenas (producen
pigmento) y fotocromdgenas (producen pigmentos solamente en presencia de luz)
(Runyon, 1959).

Existe un creciente interés por las (NTM) como agentes causantes de
diversas enfermedades. Generalmente los casos de NTM estan asociados a
pacientes con fibrosis quistica (Cullen et al., 2000; Joénsson et al., 2007,
Sanguinetti et al., 2001), enfermedad pulmonar obstructiva (EPOC) (Kotilainen et
al., 2015), VIH y otras enfermedades inmunosupresoras (Hoefsloot et al., 2013).
Las infecciones por NTM son mas frecuentemente localizadas en los pulmones,
pero también pueden encontrarse en los ganglios linfaticos, en la piel, en los

tejidos blandos y en los huesos y las articulaciones.

En la actualidad aun es dificil analizar la situacion epidemiolégica de las
enfermedades producidas por NTM, puesto que la enfermedad no es de
notificacion obligatoria en la mayoria de los paises de la Unién Europea (UE) y del

Espacio Econémico Europeo (EEE).

En un reciente estudio realizado en 10 paises de la Union Europea
(Croacia, Dinamarca, Estonia, Finlandia, Alemania, Grecia, Italia, Luxemburgo,
Paises Bajos y Eslovenia) fueron identificadas un total de 99 especies de NTM,
siendo las mas frecuentes: M. avium, M. gordonae, M. xenopi, M. intracellulare, M.
fortuitum, M kansasii, M. chelonae y M. abscessus (van der Werf et al., 2014). Se
puede observar a continuacidon en la tabla 2 las diferentes especies de

micobacterias y las enfermedades asociadas.
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Tabla A.2. Diferentes especies de micobacterias y las enfermedades clinicas que
producen con mayor frecuencia. Tabla adaptada de (Wallace et al., 2002).

Especies

Personas sanas

Personas

inmunodeprimidas

M. avium grupo

M. gordonae

M. xenopi

M.fortuitum

M. kansasii

M chelonae

M. abscessus

M. smegmatis

M. mucogenicum

Infeccion pulmonar

Infeccion pulmonar

Infeccion en herida pos traumatica,
Infeccion en catéter

Infeccion en herida quirdrgica
(mamoplastia y cirugia cardiaca)

Infeccion pulmonar

Infeccion en herida pos traumatica,
Infeccion en catéter

Infeccion en herida quirdrgica
(coérneas)

Infeccion pulmonar crénica

Infeccion en herida pos traumatica
Infeccién en herida quirdrgica
Infeccion en catéter

Otitis cronica

Infeccion en herida pos traumatica
Infeccion en herida quirdrgica
Osteomielitis en fracturas abiertas
Infeccion pulmonar

Contaminacion en sputum

Infeccion pulmonar
Infeccion  diseminada  en
6érganos como: higado, bazo,
médula dsea.
Infecciones pulmonares,
seguidas de las Oseas y de las
de tejidos blandos

Infeccién pulmonar

Infeccion diseminada

Infeccion en catéter

Infeccién pulmonar
Infeccion  diseminada  en
organos como: higado, bazo,
médula dsea.

Infeccion diseminada en la piel
y en pacientes con 6rganos
trasplantados

Infeccion en catéter

Infeccion diseminada en la piel
y en pacientes con 6rganos
trasplantados

Infeccion en catéter

Infeccion en catéter

42




A. Introduccidén

A.8. Mycobacterium abscessus complex

El M. abscessus complex esta compuesto por 3 diferentes subespecies de
M. abscessus: M. abscessus subespecie abscessus (sensu estricto). M.
abscessus subespecie bolletii (M. bolletti) y M. abscessus subespecie massiliense
(M. massiliense). Estas subespecies tienen una secuencia idéntica en la porcion
16S rRNA del gen. Esta porcién se utiliza para diferenciar entre especies de
RGM. Lo que realmente diferencia M. bolletti y M. massiliense de M. abscessus
sensu estricto (ATCC 19977") son las diferencias en los nucleotideos rpoB,
hsp65, recA'y sodA (Howard, 2013).

A.8.1. Mycobacterium abscessus (sensu estrictu)

Mpycobacterium abscessus es una micobacteria de crecimiento rapido
(RGM) y fue descrita inicialmente en 1953 por More y Frerichs como M. chelonae
subespecie abscessus (Moore & Frerichs, 1953). No fue hasta 1992, después de
su separacion del grupo M. chelonae, que M. abscessus adquirio el
reconocimiento como un importante patdégeno humano responsable de un amplio
espectro de infecciones (Kusunoki & Ezaki, 1992). Es una micobacteria ambiental
ubicua presente en rios, aguas residuales y aguas municipales para consumo
humano. A partir de estas fuentes llega a los seres humanos a través de
aerosoles o fomites contaminados con dicha bacteria. No hay registro de

transmision entre pacientes infectados (Petrini, 2006; Primm et al., 2004).

Actualmente M. abscessus es reconocido como un patégeno emergente, y
es cada vez mas identificado como agente causal de infecciones pulmonar, sobre
todo en enfermos con fibrosis quistica. Ha sido reconocido recientemente como la
causa del incremento del numero de infecciones humanas, siendo la segunda
(NTM) mas diagnosticado en Korea (Lee et al., 2010) y la tercera diagnosticada
con mayor frecuencia de aislados respiratorios en Estados Unidos, llegando a
representar el 80% de las micobacterias RGM aisladas de muestras respiratorias
(Griffith et al., 2007; Wallace et al., 2002). Esta situacion se ve agravada por su
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alta resistencia a antibidticos, lo que causa grandes complicaciones en el
tratamiento (Greendyke & Byrd, 2008; Medjahed et al., 2010).

Entre sus caracteristicas fenotipicas destacamos que es una micobacteria
no pigmentada y presenta morfologia colonial lisa y rugosa. Ambas variantes de
M. abscessus lisa y rugosa, pueden ocurrir en aislados de casos clinicos, con
predominio del fenotipo rugoso en pacientes con infeccion pulmonar cronica
(Catherinot et al., 2009; Cullen et al., 2000; Jonsson et al., 2007; Ruger et al.,
2014).

Investigando la relaciéon entre la virulencia y la morfologia colonial se ha
concluido que la variante rugosa 390R es capaz de subsistir y multiplicarse en
modelo murino de infeccion pulmonar y en los monocitos humanos a diferencia de
la variante lisa 390S que carece de estas habilidades (Byrd & Lyons, 1999).
Ademas la variante rugosa es letal en ratones infectados por via intravenosa, e
induce altos niveles de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en macréfagos
murinos derivados de medula dsea (Catherinot et al., 2007). En otros estudios se
observé que la cepa CIP 104536'-R era letal en ratones y embriones de pez-
cebra, en cambio la cepa salvaje con morfologia colonial lisa CIP 104536'-S fue
incapaz de producir infeccion en ambos modelos experimentales (Bernut et al.,
2014; Catherinot et al., 2007).

La gran diferencia observada entre la variante con morfologia colonial lisa y
la variante con morfologia colonial rugosa es que la variante lisa presenta gran
cantidad de GPL en la pared celular, sin embargo la variante rugosa puede
producir muy poca cantidad de GPL en comparacion con las grandes cantidades
producidas por la variante lisa (Howard et al., 2006). Estos GPL que recubren la
superficie de la pared celular micobacteriana enmascararan los lipidos
subyacentes de la pared, implicados en la estimulacion de la respuesta inmune
del huésped. Cuando se pierden o se reducen las cantidades de GPL, los lipidos
bioactivos subyacentes son expuestos e interactuan con el sistema inmune del
huésped (Nessar et al., 2011; Rhoades et al., 2009). A diferencia de M. avium,
que presenta un cambio de morfologia irreversible, en M. abscessus el cambio de

morfologia colonial es bidireccional, lo que indica un mecanismo reversible en la
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sintesis de GPL. Otra caracteristica que se puede observar en relaciéon a la
presencia de estos GPL en M. abscessus es la motilidad y la formacion de
biofilms, donde la cepa GPL deficiente no presenta motilidad y no es capaz de
formar biofilms. (Howard et al., 2006).

En un analisis del genoma de M. abscessus para entender las bases del
cambio fenotipico de morfologia colonial lisa a rugosa se observaron diferentes
inserciones, pequefias dilecciones o polimorfismos de un unico nucleétido dentro
del gen péptido sintetasa no ribosomal (mps1-mps2-gap o mmpl4b) en las
variantes rugosas en acuerdo con las diferencias transcripcionales identificadas
dentro de este locus gendémico implicadas en la sintesis y transporte del GPL
(Pawlik et al., 2013).

Es muy estudiada la resistencia a antibiéticos de M. abscessus (Greendyke
& Byrd, 2008; Pawlik et al., 2013; Shen et al., 2007; Wallace et al., 2002; Woods
et al., 2000).

M. abscessus tiene una alta resistencia a los macrolidos debido a la
presencia del gen erm(41) metilasa inducible (Nash et al., 2009). También es
conocida la resistencia de M. abscessus a las fluoroquinolonas, la doxiciclina y la
minociclina (Wallace et al., 2002). La amikacina y la cefoxitina son antibiéticos de
primera linea muy utilizados en el tratamiento de infecciones por M. abscessus
debido a que esta micobacteria es susceptible a estos antibidticos (Brown-Elliott
etal., 2012).

En un reciente estudio de Ruger y colaboradores se analizé la resistencia a
diferentes antibiéticos en diferentes cepas de M. abscessus aisladas del sistema
respiratorio de los enfermos. Estos aislados clinicos presentaban morfologias
coloniales lisas y rugosas. Se observo que la alta resistencia a la claritromicina
debido al gen erm(41) metilasa inducible o debido a las mutaciones en el gen rrl
se produjo independientemente del morfotipo colonial presentado. También
constataron que las MIC50s de amikacina y cefoxitina fueron idénticas para

ambos morfotipos, mientras que la MIC50s de tigeciclina fue de 0,25 ug/ml para el
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morfotipo colonial rugoso y de 2,0 ug/ml para el morfotipo colonial liso (Ruger et
al., 2014).

A.9. Motilidad

La motilidad de los microorganismos podria desempefar un papel
importante en la colonizacion de superficies por micobacterias en el medio
ambiente, asi como en el huésped. Las micobacterias son microorganismos no
flagelados, que en un principio se consideraban inmoviles. Martinez vy
colaboradores demostraron que M. smegmatis puede moverse sobre la superficie
del medio de cultivo sélido por un mecanismo de deslizamiento. Esta capacidad
de desplazarse se correlaciond con la presencia del GPL situado en su envoltura
mas externa de la pared del bacilo. La misma capacidad de desplazamiento se
encontré M. avium que también presenta GPL en su pared celular (Martinez et al.,
1999).

En el ambiente natural, las micobacterias pueden colonizar y difundirse
mediante motilidad por deslizamiento o por la formacion de biopeliculas (biofilm)
(Pang et al., 2013).

En un estudio de Howard y colaboradores, cuando analizaron la capacidad
de motilidad en las diferentes variantes de M. abscessus, constataron que
solamente la variante con morfologia colonial lisa presentaba motilidad. La
variante con morfologia colonial rugosa no tenia esta capacidad. Eso se debi6 a
que la variante con morfologia colonial lisa presentaba GPL en su pared celular, y
la variante con morfologia colonial rugosa en cambio era GPL deficiente. (Howard
et al., 2006).

Agusti y colaboradores demostraron la capacidad de M. vaccae para
desplazarse en medio sélido de cultivo. A diferencia de M. abscessus, M. avium o
M. smegmatis, esta micobacteria no sintetiza GPL pero si un poliéster saturado
que esta presente solamente en las variantes de morfologia colonial lisa. En este
estudio se investigo la capacidad de motilidad de otras especies filogenéticamente

relacionadas con M. vaccae como es el caso de M. chubuense, M. gilvum, M.

46




A. Introduccidén

obuense y M. parafortuitum y en todas las especies que presentaban morfologia

colonial lisa también se observé la motilidad (Agusti et al., 2008).
A.10. Interaccion Macréfago - Micobacteria

Los macrofagos desempefian un papel muy importante en el control de las
infecciones causadas por los microorganismos. Los macréfagos alveolares (en los
pulmones) son las primeras células en fagocitar los microorganismos inhalados.
Son células derivadas de los monocitos sanguineos que salen del corriente
sanguineo y alcanzan su maduracion en diferentes 6rganos bajo la influencia de

los diferentes tejidos (Lohmann-Matthes et al., 1994).

Las micobacterias, patogénicas o no, son interiorizadas por el macréfago
dentro del fagosoma. Las bacterias no patégenas son destruidas por el
macrofago, y las patégenas sobreviven y son capaces de multiplicarse dentro del
macrofago (Jordao et al., 2008). Eso se debe al hecho de que las micobacterias
patdgenas, como es el caso de M. tuberculosis, son capaces de impedir la fusion
del fagosoma con el lisosoma, impidiendo asi la actuaciéon de las enzimas del

lisosoma que actuarian en la destruccion del bacilo (Vergne et al., 2004).

Para entender el mecanismo de accion de las micobacterias patdgenas,
numerosos investigadores utilizan la linea celular de macréfagos de raton J774
que permite la realizacion de estudios comparativos de virulencia en cepas
micobacterianas. Estos macrofagos son ampliamente utilizados para estudios de
patogenicidad de especies del género Mycobacterium (Gao et al., 2003; Indrigo et
al., 2003; Julian et al., 2010; Ramakrishnan & Falkow, 1994).

A.11. Citocinas

Las citocinas son un conjunto de proteinas que regulan las interacciones
entre las células del sistema inmune. Su funcién inmunorreguladora es la clave de

la respuesta inmune.
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A.11.1. Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a)

El factor de necrosis tumoral (del inglés tumor necrosis factor TNF, también
conocido como TNF-a) fue identificado en 1975 como una glicoproteina inducida
por la endotoxina, lo que provoco una necrosis hemorragica de los sarcomas que
habian sido trasplantados en ratones (Carswell et al., 1975). Se observé que tras
la activacion del sistema inmunoldgico se inicia la produccion del TNF-a, que es
capaz de iniciar una respuesta citotoxica significativa en muchas lineas celulares
tumorales y causa necrosis tumoral en algunos modelos animales (Wajant et al.,
2003). Una de las principales funciones biologicas del TNF-a es la defensa del

huésped frente a las infecciones bacterianas, virales y parasitarias.

El TNF-a es producido principalmente por los macrofagos, pero también
hay una amplia variedad de otros tipos celulares incluyendo las células linfoides,
células endoteliales, fibroblastos y tejido neuronal que son capaces de producir
TNF-a. En respuesta a la exposicion a diferentes productos bacterianos, como
pueden ser los lipopolisacaridos, los macréfagos producen grandes cantidades de
TNF-a. En conjunto con otras citocinas, el TNF-a tiene un papel clave en el
desarrollo del shock-séptico (Mannel & Echtenacher, 2000). Mientras que las altas
concentraciones de TNF-a inducen sintomas parecidos al shock, la exposicion
prolongada a bajas concentraciones de TNF-a puede dar lugar a un sindrome de
desgaste denominado caquexia. En efecto, el mediador bioldgico de la caquexia,
originalmente descrito en un modelo animal de infeccidén por Trypanosoma y por
lo tanto llamado caquectina, ha sido mas tarde identificado como TNF-a (Beutler
et al., 1985).

TNF-a es esencial para el control de M. tuberculosis en los seres humanos
y en animales de experimentacion, aunque TNF-a es una citoquina pleiotrépica
(capaz de actuar en multiples tipos celulares), sus actividades predominantes en
la inmunidad de la tuberculosis son: contribuir a la activacion de los macréfagos
para que estos matengan las micobacterias intracelulares y modular la apoptosis
de las células infectadas. El TNF-a también puede actuar juntamente con el IFN-y,
activar los macrofagos para el control 6ptimo del crecimiento de M. tuberculosis.

Sin embargo, el exceso de TNF-a también contribuye a la inmunopatologia de TB,
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la 6ptima inmunidad con un dafio minimo del tejido es un importante elemento de
la biologia de TNF-a en TB (Philips & Ernst, 2012).

En el caso especifico de la formacién del granuloma en la enfermedad
tuberculosa se demostréo que los macréfagos inician la formacion del granuloma
cuando son estimulados por el TNF-a, y que las cepas virulentas de M.
tuberculosis inducen a la produccion por parte de los macrofagos de niveles de
TNF-a significativamente mas elevados que las cepas atenuadas (Philips & Ernst,
2012).

A.11.2. Interleucina-6 (IL-6)

La interleucina-6 (IL-6) es una citocina multifuncional que desempena un
papel central en la defensa del huésped debido a su amplia gama de actividades
inmunes y hematopoyéticas ademas de su potente capacidad para inducir una
respuesta de fase aguda. La sobreexpresion de IL-6 ha sido implicada en la
patologia de una serie de enfermedades incluyendo el mieloma multiple, la artritis
reumatoide, la psoriasis, la osteoporosis post-menopausica y la enfermedad de

Castleman (Simpson et al., 1997).

M. tuberculosis regula la produccién de IL-6 por parte del huésped para
inhibir la produccién del Interferén de tipo | (que aumenta la susceptibilidad de los
macrofagos a estimulos inductores de la apoptosis) y consecuentemente la
progresion de la enfermedad (Martinez et al., 2013). También se describid la

importancia de la IL-6 en el mantenimiento del granuloma (Welsh et al. 2008).
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A.12. Justificacion

La formacioén de cuerdas es una caracteristica directamente relacionada
con la virulencia de Mycobacterium tuberculosis y otras micobacterias patégenas.
El compuesto responsable de la formacidén de cuerdas todavia es desconocido.
Hay evidencias que demuestran que la formacion de cuerdas podria estar
relacionada directamente con la estructura fina de los acidos micdlicos. En un
estudio con M. tuberculosis y M. bovis BCG se demostré que para la formacion de
cuerdas era necesaria la presencia de un anillo de cis ciclopropano en la posicidon
proximal del acido a-micdlico. La controversia es que otros autores describieron
distintas especies de micobacterias que no tenian el anillo de ciclopropano en el
acido a-micolico como formadoras de cuerdas. Debido a esa discrepancia se
decidié estudiar si para la formacion de cuerdas era realmente necesaria la
presencia de un anillo de ciclopropano en la posicion proximal del acido a-
micolico.

En diferentes estudios con M. abscessus se describieron dos variantes
con morfologias distintas, y que estas morfologias estaban directamente
relacionadas con la virulencia de estas variantes, donde la variante con
morfologia colonial rugosa era mas virulenta que la variante con morfologia
colonial lisa. Con el intento de relacionar la virulencia de estas variantes y la
formacion de cuerdas se decidid investigar si las diferentes variantes de M.
abscessus eran capaces de formar cuerdas, ademas de analizar la composicion
de los acidos micdlicos de M. abscessus para identificar la presencia o no del

anillo de ciclopropano en la posicidn proximal del acido a-micalico.

Por otro lado, para comprehender mejor los mecanismos de virulencia de
Mycobacterium abscessus, se realizaron distintos estudios con la finalidad de
encontrar diferencias entre las variantes. Para ello se realizé el estudio de la
progresion de la infeccion de macrofagos, se analizé la induccion de la produccion
de citocinas por parte de los macrofagos infectados y la actividad biolégica del
TDM de M. abscessus, y adicionalmente se hicieron estudios exhaustivos a nivel
microscopico para analizar la interaccion macrofago-micobacteria. Ademas de
comparar la capacidad de motilidad, desecacion, la sensibilidad a antibioticos y la

curva de crecimiento de las diferentes variantes.
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B. Objetivos

1. Analizar la capacidad de formar cuerdas de las diferentes cepas: M.
brumae, M fallax, M. marinum, M. bovis BCG Japan, M. abscessus 390S, M.
abscessus 390R, M. abscessus 44196S, M. abscessus 44196R, M. abscessus
BE37R y M. abscessus BE48R.

2. Investigar si las micobacterias que no tienen el anillo de cis-
ciclopropano en la posicién proximal del acido a-micdlico son capaces de formar
cuerdas.

3. Analizar si hay diferencias en la composicién del acido a-micélico en
las diferentes variantes lisas y rugosas de M. abscessus.

4. Estudiar la agregacion de los bacilos en las variantes lisa y rugosa
de M. abscessus.

5. Estudiar la virulencia de las diferentes variantes lisas y rugosas de
M. abscessus y la interaccion de las mismas con el macréfago murino mediante la
utilizacién de diferentes técnicas de microscopia y el analisis de la induccion de la
produccion de citocinas.

6. Investigar la actividad biologica del TDM de M. abscessus.

7. Analizar y comparar la capacidad de motilidad, desecacién, la
sensibilidad a antibidticos y la curva de crecimiento de las diferentes variantes

lisas y rugosas de M. abscessus.
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C. Material y Métodos

C.1. Microorganismos

Los microorganismos utilizados en este estudio se ven reflejados a

continuacioén en la tabla 1.

Tabla C.1. Diferentes cepas utilizadas en este estudio.

Cepas Aislados Morfologia Nivel de
colonial seguridad
biolégica

M. abscessus 44196S ~ ATCC 19977', DSMZ 44196' Lisa 2

M. abscessus 44196R  Mutante natural de la cepa Rugosa 2
44196"

M. abscessus 390R Aislado de un granuloma ileal en Rugosa 2
un paciente con enfermedad de
Crohn

M. abscessus 390S Mutante natural de la cepa 390R Lisa

M. abscessus BE37R  Aislado en esputo de un paciente Rugosa
con enfermedad pulmonar grave

M. abscessus BE48R  Aislado en esputo de un paciente Rugosa 2
con enfermedad pulmonar grave

M. brumae ATCC51384', DSMZ 44177", Rugosa 1

M. bovis BCG Japan ~ ATCC 35737" Rugosa 2

M. fallax ATCC35219', DSM44179" Rugosa 1

M. marinum ATCC927' Rugosa 2

M. vaccae S ATCC 15483', DSMZ 43292 Lisa 2

M. vaccae R Mutante natural de la cepa Rugosa 2

154837

La cepa 390R fue aislada de un paciente con Enfermedad de Crohn. La
cepa 390S fue obtenida después de pases seriados de la cepa 390R en
laboratorio. Ambas cepas fueron cedidas por el Dr. Thomas F. Byrd, de la

University of New Mexico School of Medicine, New Mexico, E.U.A.

Las cepas BE37R y BE48R fueron aisladas de pacientes con enfermedad
pulmonar. Ambas cepas fueron cedidas por el Dr. Fernando Alcaide, Hospital

Universitari de Bellvitge - IDIBELL, Universitat de Barcelona, Espana.
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La cepa DSMZ 44196 T R fue obtenida a través de pases seriados de la
cepa tipo M. abscessus DSMZ 44196'S, en laboratorio de Micobacteriologia de la

Universitat Autbnoma de Barcelona, Cerdanyola del Vallés, Espafia.

C.1.1. Condiciones de cultivo

Las condiciones de cultivo de las diferentes cepas se reflejan a en la tabla

2.
Tabla C.2. Condiciones de cultivo.
Micobacterias Medio cultivo Temperatura Tiempo
incubacioén

M. abscessus TSA 37°C 15 dias
M. bovis BCG-Japan 7H10 + OADC 37°C 30 dias
M. brumae TSA 37°C 15 dias
M. fallax TSA 37°C 15 dias
M. marinum 7H10 + OADC 30°C 15 dias
M. vaccae TSA 37°C 15 dias

C.1.2. Mantenimiento de las cepas
Las cepas se mantuvieron en medio de congelacion a — 40 °C.
Medio de congelacién de bacterias:

1. 100 ml de agua destilada.
2. 20 g de leche desnatada en polvo.

3. Se esterilizé en autoclave a 115 °C durante 10 min.
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4. Se prepararon alicuotas de 1 ml de medio de congelacion en un

eppendorf con aproximadamente 5 a 10 colonias aisladas.

Después de descongelar las cepas se realizaron al menos un pase para

confirmar que estas mantenian la morfologia colonial esperada.

Para los estudios realizados con las cepas lisas de M. abscessus, se
descongelaron los viales antes de cada experimento, evitando asi la mutacion

espontanea de las mismas y que estas pasasen a una morfologia colonial rugosa.

C.2. Medios de cultivo y tampones

C.2.1. Middlebrook 7H9 suplementado con ADC

Preparacion del ADC

1. Para 100 ml de agua destilada se anadio:

Albumina suero bovino (BSA) fraccién V 59
Catalasa 4 mg
NaCl 0.85¢g
Glucosa 249

2. Se mezclaron todos los componentes y se esterilizaron mediante

filtracion.
3. Se encubd a 37 °C durante 24 horas.
4. Una vez se observd que no hubo crecimiento microbiolégico, se

prosiguio a la preparacion del 7H9.

Preparacion del medio 7H9

Para 1000ml de agua destilada se afiadio:
Glicerol 5 mi

Middelbrook 7H9 Agar 199
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5. Se esterilizé en autoclave a 121 °C durante 10 minutos.
6. Cuando el medio alcanzé la temperatura de 60 °C, se suplementd

con el ADC y se dispenso en botellas estériles.

C.2.2. Middlebrook 7H10 suplementado con OADC

Este medio es una modificacion del medio anterior. En la preparacion del
(ADC) se afiade 0.05 g de Acido oleico, teniendo asi (OADC). Para preparar el
medio solido se utilizé 19 g de 7H10 Agar en 1000 ml de H,0O.

C.2.3. TSB - triptona y soja caldo

1. Para 1000 ml de agua destilada se afadio:

NaCl 59
Peptona 59
Triptona 15¢

2. Se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

C.2.4. TSA - triptona y soja agar

1. Para 1000 ml de agua destilada se afadio:

Agar 59
NaCl 59
Peptona 59
Triptona 549

2. Se esterilizé en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Una vez

templado, se dispenso en placas de Petri.

60




C. Material y Métodos

C.2.5. Medio de cultivo para la prueba de motilidad

7H9 a 0,3% de agarosa

1. Para 1000 ml de agua destilada se afadio:
7H9 199

Agarosa 39

2. Se esterilizdé en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Una vez

templado, se dispenso en placas de Petri.

Se esperd un minimo de 24 horas para su utilizacion.

C.2.6. Tampén fosfato salino (PBS)

1. Para 1000 ml de agua destilada se afadio:

NaCl 89
KClI 029
Na,HPO, 1,16 g
KH,PO,4 02g

2. Se ajusté elpHa 7,4.

3. Se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

C.2.7. Tampédn Carbonato de sodio / Bicarbonato de sodio

1. Para 1000 ml de agua desmineralizada se afadio:
Na;COs3 . (8mM) 0,848 g

NaHCOs. (17 mM) 1,428 g

2. Se ajusto el pH entre 9,6 y 10.
3. Se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
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C.3. Analisis de la morfologia colonial

Para analizar la morfologia colonial de las diferentes cepas estudiadas,

estas se cultivaron el medios de cultivo soélidos.

Las cepas M. brumae, M. fallax y las diferentes cepas de M. abscessus se
cultivaron en TSA durante 7 dias. M. brumae, M. fallax se incubaron a 30 °C y las

diferentes cepas de M. abscessus a 37 °C.

M. marinum y M. bovis BCG Japan se cultivaron en 7H10. La primera se

encubo a 30 °C y la segunda a 37 °C.

Transcurrido en tiempo de incubacién, se tomaron imagenes de las

colonias con una camara fotografica digital Nikon.

C.4. Analisis de la formacién de cuerdas microscopicas

Para analizar la formacion de cuerdas microscopicas en las cepas
estudiadas se prepararon muestras para observacién por microscopia optica (MO)

y microscopia electrénica de barrido (MEB).

Las cepas M. brumae, M. fallax, M. marinum y BCG Japan se cultivaron el
medio liquido 7H9 y se incubaron a 37 °C excepto M. marinum que se incub6 a 30
°C, sin agitacion. Las cepas se incubaron durante dos semanas con excepcion de

M. bovis que se incubd durante 4 semanas.

Las diferentes cepas de M. abscessus se cultivaron en medio liquido TSB a

37 °C, sin agitacion durante dos semanas.

Una vez crecido el cultivo se procedid a la preparacion de las muestras

para la microscopia optica o microscopia electronica.
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C.4.1. Microscopia 6ptica - tincién de Ziehl Neelsen

1. Se anadieron 10 yl de agua destilada en un porta objetos y se hizo
un frotis de la muestra.

2. Se dejo secar al aire (dentro de la cabina de seguridad bioldgica) y
después se fijo con calor cubriendo la muestra con etanol 96° y quemandola.

3. Se cubrié toda la superficie del portaobjetos con fucsina basica
fenicada y se calento6 la muestra pasandola por la llama del Bunsen.

4. Se esperaron 7 min y se repitio el procedimiento dos veces mas.

5. Se eliminé la fucsina con agua a baja presion.

6. Se cubrié la superficie total del portaobjetos con decolorante alcohol
96° - acido clorhidrico al (97:3, v:v) y se esperé 2 minutos.

7. Se lavo el portaobjetos con agua para retirar el decolorante.

8. Se cubrio el extendido durante 1 minuto con solucion de azul de
metileno.

9. Se hizo un aclarado y se sec6 a temperatura ambiente.

10. Se montd el porta objetos con un cubre objetos y se observd
en un microscopio optico (DMRBE — Leica, Alemania) a un aumento de 100X

con aceite de inmersion.

C.4.2. Microscopia electronica de barrido (MEB)

1. Después del tiempo necesario de incubacion, se formd una pelicula
bacteriana en la interfase liquido-aire, que se recogidé con un filtro de
membrana nucleopore con 0,2 um de tamafio de poro (Whatman, UK) y se
proceso para analisis por MEB.

2. Se fijaron las muestras en 2,5% (vol/vol) de glutaraldehido en 0,1 M
de tampon fosfato (PB) a un pH 7,4 durante 24 h una temperatura de 4 °C.

3. Transcurrido el tiempo de fijado se hicieron 4 lavados de 10 minutos
cada con 0,1 M PB.

4. Seguidamente se hizo el pos-fijado con 1% (wt/vol) tetradxido de

osmio con 0,7 % de ferrocianuro en PB durante 2 horas a 4 °C.
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5. Se realiz6 otro lavado con agua desionizada y se procedio a la
deshidratacion seriada con series crecientes de etanol en H,O desionizada
(30, 50, 70, 90, 95 y 100%) con un tiempo de duracion de 15 min cada serie.

6. Para finalizar el proceso de deshidratacién se realiz6 el punto critico
con CO, (CPDO030 — Baltec, Alemania).

7. Las muestras se metalizaron con oro en el E5000 Sputter Coater
(Emitech).

8. Se observaron las muestras en el microscopio electronico de barrido
(MEB) S-570 (Hitachi, Japan) operando a 15 kV.

Los analisis de Microscopia se realizaron en el Servei de Microscopia de la

Universidad Autbnoma de Barcelona.

C.5. Analisis del patréon de los acidos micoélicos (AM)

Para realizar el analisis del patréon de los AM de las diferentes cepas
estudiadas, se hizo la extraccion de los ésteres metilicos de los acidos micolicos

mediante el proceso de metandlisis acida (Minnikin et al., 1980).

C.5.1. Extraccion de AM - metandlisis acida

1. En tubos con tapon de teflon (9 ml) se anadieron 2ml de solucion
metanol:tolueno:acido sulfarico (30:15:1, v:viv) y 50mg (peso seco) de
material celular.

2. Se mezclé con vortéx (IKA, modelo Genius 3) hasta que todo el
material celular estuviera en contacto con la solucion.

3. La mezcla se mantuvo en bafo seco (J.P.Selecta, modelo
multiplaces) a 80 °C durante 16 horas.

4. La mezcla se dejo enfriar y se anadieron 2ml de n-hexano, se
mezclé con vortex, y se dejé formar dos fases (5min aproximadamente), se
recupero la fase superior, que es correspondiente al n-hexano. Se repitio este

paso una vez mas.
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5. Se evaporo el n-hexano bajo corriente de nitrégeno a 40 °C.

C.5.2. Analisis de los ésteres metilicos por cromatografia de capa fina
(CCF) analitica

El patrén de los ésteres metilicos de los acidos micodlicos se analizd
mediante CCF analitica unidimensional en placas de CCF silica gel 60 (0,25mm x
20cm x 20cm, Merck).

1. Se resuspendieron los ésteres metilicos obtenidos a partir de la
metandlisis acida en 0,5 ml de n-hexano.

2. Se afadieron 10 pl de cada muestra a la superficie de la placa con
un capilar de vidrio.

3. Se eluyd la placa 3 veces con n-hexano-éter etilico (85:15; v:v).

4. Las muestras se revelaron por pulverizacibn con acido
fosfomolibdico al 10 % (p/v) en etanol absoluto y calentando 128 °C en una

placa calefactora.

C.5.3. Precipitacion de los ésteres metilicos en metanol frio

1. Se diluyeron los ésteres metilicos en una minima cantidad de n-
hexano.

2. Se anadieron 3ml de metanol.

3. La muestra se mantuvo toda la noche a 4 °C.

4. Se centrifugo la muestra a 1509g 10min 4 °C.

5. Se retir6 el sobrenadante (metanol + acidos grasos) y se evaporo el

contenido restante del tubo bajo corriente de nitrégeno a 35 °C.

C.5.4. Aislamiento del a-micolatos

1. Se resuspendieron los ésteres metilicos obtenidos a partir de la

metaldlisis acida en 0,5 ml de n-hexano.
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2. Se anadieron 10 ul de la muestra a la superficie de la placa placas
de CCF silica gel 60 (0,25 mm x 20 cm x 20 cm, Merck) con zona de preé-
concentraccion con un capilar de vidrio.

3. Se eluyo la placa 3 veces con n-hexano-éter etilico (85:15; v:v).

4. Se revelo la placa con vapores de iodo.

5. Se marcé la zona de interés.

6. Se esperd que el iodo se evaporase por completo.

7. Se rasco la zona de silica donde se veian los patrones del a-
micolatos.

8. Se recuperaron los ésteres metilicos de la silica con éter etilico (5
ml) 3 veces.

9. Se evaporo la muestra bajo corriente de nitrégeno a 40 °C hasta la
sequedad.

10. Se analizé nuevamente la muestra mediante CCF analitica

para comprobar el total aislamiento del a-micolatos.

C.5.5. Purificacion de ésteres metilicos por cromatografia en columna

Los ésteres metilicos fueron fraccionados mediante cromatografia en
columna, equilibrada con n-hexano y utilizando diferentes gradientes de
concentracion de éter etilico en n-hexano como eluyente. La separacion fue

monitorizada mediante CCF analitica.

1. Se preparé una columna cromatografica con silica gel 60 (0.063-
0.200 mm) (Merck) equilibrada con 100% de n-hexano.

2. Se utilizaron diferentes gradientes de concentracion de éter etilico en
n-hexano.

3. Se anadié una pequefia cantidad de lana de vidrio lavada (Panreac)
en el fondo de la columna.

4. Para una columna de aproximadamente 10 cm se afadidé 4 g de
silica.

5. Se resuspendié la silica en 20 ml de n-hexano y se montd la

columna.
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6. Se eluyeron diferentes concentraciones de disolventes: 100% n-
hexano, 95% n-hexano -5% éter etilico, 90% n-hexano -10% éter etilico, 80%
n-hexano -20% éter etilico, cada concentracion en un volumen final de 20ml.

7. Se recuperd la muestra en la fraccion n-hexano - éter etilico (95:5,
ViV).

8. Se comprobd en qué fraccion estaba la muestra mediante CCF

analitica.

C.6. Analisis de la presencia de GPL

Se hizo la extraccion de GPL de las siguientes cepas estudiadas M.
abscessus 390S, 390R, 44196S, 44196R, BE37R y BE48R.

1. Se afnadi6 en un Erlenmeyer 2 g de micobacterias crecidas en placa
TSA 'y se mezcld con cloroformo/metanol (1:2, v:v).

2. Se dejo en agitacion 24 h a temperatura ambiente.

3.Se filtr6 la muestra con papel Whatman, y se afadio
cloroformo/metanol (2:1, v:v) para una segunda extraccion, repitiendo el paso
anterior.

4. Se juntaron los extractos de las dos extracciones, y se evaporaron
hasta la sequedad bajo corriente de nitrégeno a 40 °C.

5. Se comprobd el resultado de la extraccion mediante CCF analitica
con cloroformo/metanol/agua (90:10:1, v:v:v) y se revelaron los patrones de
GPL por pulverizacién con antrona al 1% en &acido sulfurico y calentando a

128 °C en una placa calefactora.

C.7. Extraccion del TDM

Se hizo la extraccion del TDM de las cepas 390S y 390R.

1. Se afadio en un Erlenmeyer 2 g de micobacterias crecidas en placa
TSA y se mezcl6 con cloroformo/metanol (1:2, v:v).

2. Se dejo en agitacion 24 h a temperatura ambiente.

67




C. Material y Métodos

3. Se filtr6 la muestra con papel Whatman, y se anadid
cloroformo/metanol (2:1, v:v) para una segunda extraccion, repitiendo el paso
anterior.

4. Se juntaron los extractos de las dos extracciones, y se evaporaron
hasta la sequedad bajo corriente de nitrégeno a 40 °C.

5. Se comprobd el resultado de la extraccion mediante CCF analitica
con cloroformo/metanol/agua (90:10:1, v:v:v) y se revelaron los patrones del
TDM por pulverizacion con antrona al 1% en acido sulfurico y calentando a

128 °C en una placa calefactora.

C.8. Precipitaciéon del TDM en metanol frio

1. Se anadieron a los extractos evaporados 3ml de metanol.

2. La muestra se mantuvo toda la noche a 4 °C

3. Se centrifugd la muestra a 1509g 10min 4 °C.

4. Se retir6 el sobrenadante (metanol + lipidos libres) y se evaporé bajo
corriente de nitrégeno a 35 °C.

6. Se comprobo el resultado de la extraccion mediante CCF analitica
con cloroformo/metanol/agua (90:10:1, v:v:v) y se revelaron los patrones del
TDM por pulverizacion con antrona al 1% en acido sulfurico y calentando a

128 °C en una placa calefactora.

C.9. Purificacion del TDM por cromatografia en columna

El TDM fue fraccionado mediante cromatografia en columna equilibrada
con cloroformo, utilizando diferentes gradientes de concentracion de metanol en
n-cloroformo como eluyente. La separacion fue monitoreada mediante CCF

analitica.

1. Se preparé una columna cromatografica con silica gel 60 (0.063-
0.200 mm) (Merck) equilibrada con 100% de cloroformo.
2. Se utilizaron diferentes gradientes de concentracion de metanol en

cloroformo.
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3. Se afiadi6é una pequefia cantidad de lana de vidrio lavada (Panreac)
en el fondo de la columna.

4. Para una columna de aproximadamente 10 cm anadir 4 g de silica.

5. Se resuspendio la silica en 20 ml de cloroformo y se monté la
columna.

6. Se eluyeron diferentes concentraciones de disolventes: 100%
cloroformo, 99% cloroformo -1% metanol, 98% cloroformo -2% metanol, 95%
cloroformo -5% metanol, 90% cloroformo -10% metanol, 80% cloroformo -20%
metanol, cada concentracion en un volumen final de 20ml.

7. Se recupero la muestra en la fraccion cloroformo:metanol (95:5, v:v)

8. Se comprob6é en qué fraccion estaba la muestra mediante CCF

analitica.

C.10. Analisis de los ésteres metilicos por Resonancia
Magnética Nuclear (RMN)

Los extractos de los ésteres metilicos purificados fueron disueltos en 600 pl
de deuterocloroformo (CDClI3 al 99.80 %) y transferidos a un tubo (5 mm didmetro)
de RMN.

Los analisis se realizaron en un espectrometro de resonancia magnética
nuclear Bruker Avance Il 600 (Bruker Biospin, Alemania) equipado con una sonda
TBIl de 5 mm y gradientes en el eje Z, que funciona a una frecuencia de 600,13
megaherzts (MHz) para protén ("H-RMN) i y a una temperatura de 298,0 K. 'D 'H
RMN espectros fueron adquiridos utilizando una secuencia de pulsos pulso de
adquisicion de 90°, con un tiempo de adquisicion de 1,71 segundos y un retraso
de relajacién de 2 segundos. Los datos se recogieron en 32 K puntos, con una
anchura espectral de 9590 Hz (Hertz) y con la suma de 128 transitorios. Todos los
espectros fueron calibrados utilizando la sefal residual del disolvente cloroformo
(CHCI3) en desplazamiento quimico (8) 7,27 ppm. Los datos de desplazamiento
quimico se expresan en valores constantes de acoplamiento (J) ppm y en Hz. La

multiplicidad de picos se abrevia como d (doblete) y t (triplete).
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Los analisis de RMN se realizaron en el Servei de Ressonancia Magnética

Nuclear de la Universidad Autbnoma de Barcelona.

C.11. Crecimiento de M. abscessus

Para determinar si hay diferencias en crecimiento de las variantes lisa y
rugosa de M. abscessus se realizd el estudio de la curva de crecimiento,
comparando densidad oéptica y unidad formadora de colonias (CFU) (Penuelas-
Urquides et al., 2013).

Para este estudio se utilizaron las cepas de 44196S y 44196R.

1. Se prepard una suspension bacteriana a una turbidez 1 de la escala
McFarland.

2. Se inocularon 200 ul de la suspensiéon bacteriana en 20 ml de 7H9
enriquecido con OADC.

3. Se incubaron en un bano orbital termorregulador (HT Infors —
Aquatron) a 250 rpm y a una temperatura de 37 °C durante 8 dias.

4. Se cogieron muestras cada 24 horas.

5. Las muestras se sembraron en 7H10 a diferentes diluciones.

6. Paralelamente se determiné la densidad optica de la muestra a 600
nm en un espectrofotometro (Thermo Spectronic- Genesys20).

7. Este estudio fue realizado por triplicado.

8. Los resultados se expresaron en promedio de los triplicados.
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C.12. Motilidad

Para estudiar la capacidad de desplazarse de las diferentes variantes de M.
abscessus se hicieron siembras en medios de cultivo semi-sélidos (Martinez et
al., 1999).

Se utilizaron las diferentes cepas de M. abscessus: 390R, 390S, 44196R,
DSMZ 44196S, BE37R, BE48R, y se afiadid las cepas de M. vaccae S y M.
vaccae R como control del correcto funcionamiento del medio de cultivo, puesto
que estas cepas ya tenian su motilidad descrita anteriormente (Agusti et al.,
2008).

1. Se prepard una suspension bacteriana a una turbidez 1 de la escala
McFarland.

2. Se inocularon 10 pl de la suspension en el centro de la placa.

3. Se incubaron 7 dias a 37 °C.

4. Transcurridos los 7 dias de incubacion se analizaron los resultados y

se escanearon las placas para obtener imagenes.

C.13. Resistencia a la desecacion

Con la finalidad de estudiar si hay diferencia o no en la resistencia a la
desecacion entre las diferentes variantes de M. abscessus se realizo el siguiente

procedimiento (Aranda et al., 2011).

1. Se prepard una suspension bacteriana y se ajustd a una turbidez 1
McFarland.

2. Se afnadieron 10 pl de la suspension bacteriana a diferentes
diluciones (0, -1, -2) en un filtro de celulosa estéril con poro de 0.45um
(Nahita, Spain).

3. Los filtros se incubaron dentro de placas de Petri estériles durante
diferentes tiempos (0, 3, 6, 24 y 48 h) a 37 °C.
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4. Pasado el tiempo de incubacion se colocaron los filtros en placas -
TSA, se sellaron las placas con parafilm y se incubaron a 37 °C durante 7
dias.

5. Transcurridos los 7 dias se analizaron los resultados y se

escanearon las placas.

C.14. Susceptibilidad a antibiéticos

Para el estudio de susceptibilidad de las diferentes variantes de M.
abscessus a diferentes antibidticos se utilizé el sistema Sensititre de microdilucion

y un para la Gentamicina un sistema de macrodilucion en Caldo Mueller-Hinton.

C.14.1. Procedimiento para la placa Sensititre RAPMYCOI (Termo

Scientific).

1. Se prepard una suspension bacteriana que se ajusté a un estandar
McFarland 1,0.

2. Se transfirid 50 pl de la suspension a un tubo de caldo Mueller-
Hinton con cationes ajustados y con solucion amortiguadora TES, obteniendo
un indculo de 5x10° cfu/ml.

3. Se anadié 100 ul del caldo Muller Hilton que contenia las bacterias
en cada pocillo de la placa Sensititre.

4. Se taparon todos los pocillos con una lamina adhesiva.

5. Se incubaron las placas aerébicamente a 37 °C.

6. A las 96 horas se comprobd si hubo crecimiento.

7. Transcurridas 96 horas, se hizo la lectura de los resultados y se
afiadio 20 ul de una solucién de resazurina al 0,01% en agua milli-Q estéril y
se incubd 24 horas mas.

8. Se comprobd el resultado de la resazurina para corroborar la
presencia o ausencia de crecimiento bacteriano. Si el resultado fue rosa

significd que hubo crecimiento y si fue azul/violeta no hubo crecimiento.
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9. Las directrices de interpretacion de las MIC vienen dadas por CLSI
(Garcia-Martos et al, 2012):

C.14.2. Sistema de macrodiluciéon en caldo Mueller-Hinton para ensayo

de sensibilidad la a gentamicina

Para el estudio de sensibilidad a la gentamicina se utilizé el método de

macrodilucion en caldo Mueller-Hinton en tubos de vidrio

Se ensayaron 9 concentraciones diferentes de gentamicina (Sigma) (1, 2,
4, 8,16, 32, 64, 128 y 256 pg/ml).

A cada dilucion se le agregd un inoculo bacteriano ajustado a la escala 0.5
de McFarland. Se incub6 durante 96 horas a 37 °C y se determino la CMI
(concentracion minima inhibitoria) mediante la observacion de la menor dilucion

del antibidtico en la que se observa inhibicion del crecimiento visible bacteriano.
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Tabla C.3. Referencia de la placa Sensititre RAPMYCOI (Sensititre, 2013). El rango de concentracion de los diferentes antibidticos
esta expresado en pg/ml.

SENSITITRE
RAPMYCOI
Mycobactenum Reference Card

1 2 3 4 5 G T 8 9 10 11 12
Al SXT SXT SXT SXT SXT SXT LZD LZD LZD LZD LZD LZD
025475 | 05095 119 2138 476 8152 1 2 < 8 16 32
B CIP CIP CIP CIP CIP CIP IMi IMi IMI IMI IMI IMI
0.12 025 0.5 1 2 4 2 4 2] 16 32 64
C| MXF MXF MXF MXF MXF MXF FEP FEP FEP FEP FEP FEP
025 0.5 1 2 4 8 1 2 4 8 16 32
D FOX FOX FOX FOX FOX FOX AUG2 AUG2 AUGZ AUG2 ALGZ AUG2
4 ] 16 32 64 128 21 472 84 16/8 3216 64/32
E AMI AMI AMI AMI AMI AMI AMI AXO AXO AXO AXO AXO
1 2 4 8 16 32 64 4 g 16 32 64
F| DoOX DOX DOX DOX DOX DOX DOX DOX MIN MIN MIN MIN
0.12 025 0.5 1 2 4 8 16 1 2 4 8
G| TGC TGC TGC TGC TGC TGC TGC TGC TGC TOB TOB TOB
0.015 0.03 0.06 0.12 025 0.5 1 2 4 1 2 4
H CLA CLA CLA CLA CLA CLA CLA CLA CLA TOB TOB POS
0.06 012 0.25 0.5 1 2 4 8 16 8 16 CON
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ANTIMICROBICS
SXT Trimethoprim / sulfamethoxazole
CIP Ciprofloxacin
MXF Moxifloxacin
FOX Cefoxitin
AMI Amikacin
DOX Doxycycline
TGC Tigecycline

CLA Clarithromycin
LZD Linezolid

IMI Imipenem
FEP Cefepime

AUG2 Amoxicillin / clavulanic acid 2:1 ratio
AXO Cefitriaxone

MIN Minocycline

TOB Tobramycin

POS Positive Control
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C.15. Preparacion de la suspension bacteriana para infectar el

cultivo de macroéfagos

Para la preparacion de la suspension bacteriana se utilizd el protocolo
estandar para disgregar al maximo las micobacterias y no alterar su viabilidad
(Stokes et al., 2004).

1. Se afadieron 3-4 nansas de microorganismos crecidos (7 dias) en
placa TSA, en un tubo de vidrio con esferas de vidrio estéril.

2. Se agité vigorosamente con la ayuda de un vortex para que las
bacterias se disgregasen.

3. Se anadieron 4ml de PBS y se agitaron con el vortex hasta
conseguir una suspensién bacteriana mas homogénea posible.

4. Se dejo reposar durante 10 minutos para que se precipitasen los
agregados grandes.

5. En otro tubo de vidrio se diluy6 la suspension bacteriana con PBS
hasta conseguir una turbidez correspondiente al McFarland 1,0 de la escala
de turbidez.

6. Se centrifugd a 1500 g, 10 minutos a 4 °C.

7. Se removio el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet en DMEM sin
antibidticos.

8. Para terminar de romper los agregados se puso la suspension en un
bafio de ultrasonidos 3 veces durante 30 segundos a temperatura ambiente.

9. Para saber cuanto correspondia el McFarland 1,0 de la escala para
cada microorganismo se sembraron en placas TSA o 7H10 a diferentes
diluciones y se hicieron recuentos de las unidades formadoras de colonias
(UFC).

10. Cada vez que se realizaba un experimento se sembraba la
suspension bacteriana para comprobar que se correspondia a las UFCs

estimadas.
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C.16. Analisis del tamaino de los agregados en la suspensién
bacteriana y dentro de los macréfagos infectados para evaluar
la capacidad de los macréfagos de fagocitaren bacilos aislados

0 agregados

Para comprobar si la suspensidn bacteriana era homogénea y si habia o no
la presencia de agregados en la suspensidn, se hizo un analisis de la misma
mediante CLSM. Para este analisis se utilizaron las diferentes cepas de M.

abscessus.

1. La suspension bacteriana se preparé como descrita anteriormente.

2. Se tineron las bacterias con Syto 9 durante 10 minutos a
temperatura ambiente, en oscuridad.

3. Las bacterias se centrifugaron a 1500 g durante 10 minutos a 4 °C.

4. Se hicieron 2 lavados con PBS.

5. Se resuspendieron en PBS y se sonicaron en el bafio de

ultrasonidos 3 veces durante 30 segundos a temperatura ambiente.

6. Se anadieron 10 pl de la suspensidn bacteriana a porta objetos y se

cubrieron con un cubre de vidrio.

C.16.1. Condiciones de captacién y analisis de las imagenes

1. Se utilizd el microscopio CLSM (TCS-SPS, Leica), usando un
objetivo de 63x y un plano de apertura numérica de 1.8 en aceite de
inmersion.

2. El Syto 9 fue excitado a una longitud de onda de 488 nm y emito a
una longitud de 510 nm.

3. Se generaron imagenes en secuencias Z.

4. Se captaron 20 planos aleatorios por muestra.

5. Se midieron la intensidad de fluorescencia y el area de los bacilos o

agregados.
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6. Primero se calcul6 la intensidad y el area media de 1 bacilo aislado.
Para ello se midieron 60 bacilos de cada cepa.

7. Posteriormente se midieron la intensidad de fluorescencia y las
areas de los agregados de cada cepa.

8. En funcién de los analisis de la intensidad de fluorescencia y del

area de los bacilos aislados se sigui6 el siguiente criterio de clasificacion: area
< 3 ym? se considero que tenia 1 a 2 bacilos; area entre 3-6 ym’se considerd

que tenia entre 3 a 4 bacilos, e para areas > 6 pm2 se considerd un agregado
con 5 o mas bacilos (Tabla 4).

9. Posteriormente se analizé el area de los agregados dentro de los
macrofagos infectados con las diferentes cepas después de 3 horas de
infeccion para determinar si los macréfagos fueron capaces de fagocitar

agregados.

Tabla C.4. Criterios para evaluar el aislamiento o agregacion de los bacilos en la
suspension bacteriana.

Area de los <3um°  3-6um°  >6 um-
agregados
Numero de bacilos 1-2 3-4 =5

Se analizaron las imagenes en el programa ImagedJ (National Institutes
of Health, US) utilizando una macro automatizada para medir el area de los

agregados.

C.17. Linea celular

Para los diferentes estudios de virulencia se utilizdé la linea celular de

macrofagos de ratén J774 (DSMZ ACC 170).
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C.17.1. Cultivo celular

Los macrofagos se cultivaron en DMEM con L-glutamina y alto contenido
de glucosa suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF), 100 U/ml de
penicilina G, estreptomicina y se mantuvieron a 37 °C y a una atmosfera himeda
con 5 % de COa.

Para la realizacion del trabajo experimental se utilizaron células con un

maximo de 10 pases.

C.17.2. Controles de contaminaciéon por micoplasma

Se hicieron controles peridédicos en los cultivos celulares para descartar

contaminacion por micoplasma.

C.17.3. Congelacion de las células eucariotas

Las células se congelaron en el medio de congelacién compuesto por SBF
descomplementado (57 °C durante 30 minutos) con 10% de Dimetilsulfoxido
(DMSO) y posteriormente filtrado con un filtro de 22 ym (Millipore). Este medio se
mantuvo a 4 °C hasta su utilizacion. Las células fueron diluidas en medio de
congelacién a una concentracion de 1x10” células por mililitro y puestas en
crioviales (Nunc). Los crioviales se mantuvieron minimo 24 horas dentro del Mr.
Frosty (Nalgene) con 2-propanol para que el proceso de congelacién fuera lento y
no danase las células. Posteriormente se guardaron las células directamente en el

congelador a - 80 °C, donde se mantuvieron hasta su uso.

C.17.4. Descongelacion de las células eucariotas

Para descongelar las células para su utilizaciéon se procedio de la siguiente

manera:
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1. En un flascén de cultivo celular de 25 cm? (Nunc) se afiadié 5 ml de

medio DMEM con antibidético.

2. Se descongelaron las células en el bafio caliente a 37 °C. Una vez

descongeladas se vertié el contenido del criovial al flascon.

3. Se incubaron a 37 °C en una atmosfera humeda con 5% de CO,

durante 6 horas.

4. Transcurrido el tiempo necesario para que las células se
enganchasen al flascon, se hizo un cambio de medio de cultivo celular,
descartando el medio que estaba en el flascon y afiadiendo 5 ml de medio de

cultivo con antibidtico nuevo.

C.17.5. Pases celulares

1. Para el mantenimiento del cultivo celular se hicieron pases cuando el
cultivo estaba a un 90% de confluencia.

2. Se descart6 el medio de cultivo del flascon.

3. Se hizo un lavado de las células con tampdn fosfato salino (PBS) a
37 °C.

4. Se anadi6 1x tripsina EDTA. Se movio el flascén para que la tripsina

cubriera toda la superficie y se descartd el excedente de tripsina.

5. Se incubd el flascén a 37 °C en una atmosfera humeda con 5% de

CO5 durante 5 a 10 minutos.

6. Transcurrido el tiempo de accién de la tripsina se afadio DMEM con
antibioticos, se resuspendieron las células con la ayuda de una pipeta
serologica y se hizo un pase de 1 ml a un flascon nuevo previamente

preparado con 14 ml de DMEM con antibiéticos.

7. Se incubd el flascén a 37 °C en una atmosfera humeda con 5% de
CO.,.
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C.17.6. Preparacion de las células

1. Una vez desenganchadas las células, se resuspendieron en 10 mi
de DMEM sin antibidticos y se procedi6 al recuento celular.

2. Se cogieron 10 pl de la suspension celular y se resuspendieron el 10
ML de azul tripano.

3. Se cargaron 10 ul de la suspension celular a la camara de Neubauer
(Brand).

4. Después de contar el numero total de células en los 10 ml, se
centrifugaron las células a 250 g, 10 minutos a 25 °C.

5. Se diluyeron las células en el volumen necesario para obtener una
concentracion de 6 x 10* células en 400 pl de DMEM.

6. Se afnadieron 400 ul de suspensioén celular en cada pozo (placa de
48 pozos — Nunc).

7. Se incubo la placa durante 24 horas a 37 °C en una atmosfera
humeda con 5% de CO..

C.18. Infeccion de los macréfagos

1. Una vez preparada la placa se procedio a la infeccion.
2. Se anadieron 100 pl de la suspensién bacteriana a cada pocillo de la

placa.

3. Se ajustd la suspensidon bacteriana a una multiplicidad de infeccion
(MOI) 10:1 (10 bacterias/macréfago) o 100:1 (100 bacterias/macrofago).

4. Se incub6 durante 3 horas a 37 °C en una atmosfera humeda con
5% de CO,.

5. Después del periodo de incubacion se hicieron 3 lavados con DMEM
sin antibidticos para eliminar las bacterias extracelulares, y se completd con

DMEM sin antibidticos y se incubd nuevamente.

6. Se recogieron muestras de los sobrenadantes a cada tiempo

estipulado de pos-infeccion (3, 24, 48, 72 y 96 horas).
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7. Los sobrenadantes se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 minutos
y se guardaron a -40 °C para posteriores andlisis de la produccion de

citocinas.

C.19. Ensayo de fagocitosis

Para el analisis de la fagocitosis se realizd el protocolo de infeccidon

estandar descrito anteriormente con algunas modificaciones.

1. Se afiadieron 5x10° células en placas (Mat Teck).

2. Después de 24 horas, los macréfagos fueron infectados a una MOI
100:1 para cepas no formadoras de cuerdas y a una MOI 10:1 para las cepas
formadoras de cuerdas.

3. Pasadas las 3 horas de infeccidon se removié el DMEM y se hicieron
3 lavados con DMEM sin antibiéticos.

4. Se fijaron las células con paraformaldehido al 4% en PBS durante 10
minutos.

5. Se retird el fijador y se hizo un lavado con PBS y se dejo secar la
muestra durante 30 minutos

6. Las micobacterias fueron tenidas con Mycobacteria Fluorescent
Stain (Fluka) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

7. Los macrofagos se marcaron el con Cell Mask a una concentracion

de 1 pl/ml durante 10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

C.19.1. Condiciones de captacién y analisis de las imagenes

1. Se utilizd el microscopio confocal laser de barrido (CLSM) (TCS-
SPS, Leica), usando un objetivo de 63x y un plano de apertura numérica de
3.0 en aceite de inmersion.

2. La Auramina Fendlica y el Cell Mask fueron excitados a una longitud
de onda de 488 nm y 649 nm, y fueron emitidos a una longitud de onda de
510 nm y 666 nm respectivamente.

3. Se generaron imagenes en secuencias Z.
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4. Se captaron 10 planos aleatorios por muestra.

5. Se analizaron las imagenes con el programa Imaris 7.4.2 Scientific
Software (Bitplane).

6. Para obtener el porcentaje de macrofagos infectados se contaran un
total de 200 macréfagos por condicion.

7. El experimento se realiz6 por duplicado en diferentes dias.

Para los siguientes protocolos de infeccidn se hicieron lavados cada 24
horas para reducir el crecimiento de las bacterias extracelulares en el medio de

cultivo ya que este no tenia antibioticos.

C.20. Viabilidad de los macréfagos infectados

Para analizar la viabilidad de los macrofagos infectados con las diferentes
cepas de M. abscessus se utilizaron técnicas de recuento directo e indirecto. Para
el recuento directo se utilizaron las técnicas de tincion por exclusién con Azul
Tripano y el marcaje por fluorescencia utilizando el kit de Viabilidad/Citotoxicidad
mediante el analisis por CLSM, y para el recuento indirecto se utilizé la técnica del

Cristal Violeta.

C.20.1. Viabilidad - Azul Tripano

El método de tincion por exclusion con Azul Tripano nos permite diferenciar
las células viables de las no viables, ya que las células viables tienen la
membrana intacta y esta no incorpora la tincion azul en su interior, de tal manera
que las vemos reflectantes bajo el microscopio. En cambio, en las células
dafadas la tincion atraviesa la membrana y estas se ven tefiidas de azul (Figura
C.1) (Strober, 2001).

Transcurrido el tiempo de infeccion se procedié de la siguiente manera:

1. Se retiraron los sobrenadantes de los pozos.

2. Se hizo un lavado con 500 pl de PBS a cada pozo.
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3. Se anadieron 200 pl de tripsina 1x en cada pozo y seguidamente se
retiraron 170 ul de la misma, y se incubo la placa a 37 °C y al 5% de CO,
durante 10 minutos.

4. Pasados los 10 minutos, los macréfagos se resuspendieron con los
30 pl de tripsina 1x que quedaban en la placa con la ayuda de una
micropipeta para que los macrofagos se desenganchasen por completo del
fondo del pocillo.

5. Se anadieron 470 ul de DMEM sin antibiéticos en los pocillos y se
mezclaron bien.

6. Se cogieron 10 ul del volumen total del pocillo y se afadieron a un
eppendorf con 10 ul de Azul Tripano (Gibco).

7. Se procedio al recuento utilizando la camara de Neubauer.

Férmula Camara de Neubauer Brand:

Particulas por pl de volumen: particulas contadas

superf. cont. (mm?) X profundidad camara (mm) X dilucion

Los resultados se expresaron en promedio del niumero de macréfagos

viables por pozo. El experimento se hizo por triplicado.

Figura C.1. Imagen de la camara de Neubauer
cargada con una suspension de macréfagos. Las
flechas indican los macrofagos no viables
tefidos con azul tripano. Los puntos reflectantes
\l son los macréfagos viables que no se tifien con

azul tripano ya que estos no tienen la membrana
plasmatica dafada.
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C.20.2. Viabilidad — CLSM

El estudio de Ila viabilidad de los macrofagos con el Kit de
Viabilidad/Citotoxicidad fue realizado con marcadores celulares fluorescentes que
permiten distinguir entre células viables y no viables. Para ello se utilizo la
calceina AM que no es fluorescente, pero después de penetrar en una célula viva
pasa a serlo por la actividad de la esterasa intracelular que convierte la calceina
AM en un marcador polianionico. Este marcador es retenido por las células vivas
y se observa en color verde. El Etidio —homodimero lo que revela es la integridad
de la membrana celular, ya que este solo es capaz de penetrar en células con la

membrana dafiana, y este se observa en color rojo.

1. Se afiadieron 5x10° células en placas (Mat Teck).

2. Después de 24 horas, los macréfagos fueron infectados a una MOI
100:1 para cepas con morfologia colonial lisa y a una MOI 10:1 para las cepas
con morfologia colonial rugosa.

3. Transcurridas las 3 horas de infeccién se removiéo el DMEM y se
hicieron 3 lavados con DMEM sin antibioticos.

4. Se volvié a completar los pozos con DMEM fresco y se incubo6 a 37
°C en una atmosfera humeda con 5% de CO,

5. Las muestras se procesaron a diferentes tiempos (3, 24, 48, 72 y 96
horas).

6. Los macrofagos se marcaron el con el Kit de Viabilidad/Citotoxicidad
afadieron 0,5 pl/ml de 4 mM Calcein acetoxymethyl y 0,2 pl/ml de 2 mM
Ethidium homodimer-1, durante 5 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad.

7. Se hizo un lavado con DMEM vy se afiadieron 1 ml de DMEM para

observacion al microscopio.

C.20.2.1. Condiciones de captacion y analisis de las imagenes

1. Se utilizdé un microscopio confocal Iaser de barrido (CLSM) (FV1000-
Olympus, Japan), usando un objetivo de 20x y un plano de apertura numérica

de 1,5.
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2. La Calcein y el Ethidium fueron excitados a una longitud de onda de
494 nm y 517 nm, y fueron emitidos a una longitud de onda de 517 nmy 617
nm respectivamente.

3. Se generaron imagenes en secuencias Z.

4. Se captaron 10 campos aleatorios por muestra.

5. Se analizaron las imagenes con el programa Imaged (National
Institutes of Health, US), utilizando una macro automatizada para contar las
células.

6. El resultado se expreso en el promedio de macréfagos viables por
campo.

7. El experimento se realizé por duplicado.

C.20.3. Viabilidad — cristal violeta

El segundo método colorimétrico utilizado para cuantificar la viabilidad
celular fue el Cristal Violeta. EI cristal violeta (trifeniimetano (4 - [(4-
dimetilaminofenil) -fenil-metil] -N, N-dimetil-anilina)), también conocido como
violeta genciana es utilizado para cuantificar el crecimiento celular en cultivos en
monocapa en funcion de la absorbancia del colorante absorbido por las células
(Gillies et al., 1986).

Transcurrido el tiempo de infeccion se procedié de la siguiente manera:

1. Se retird el sobrenadante.

2. Se fijaron las células durante 30 minutos afiadiendo 200 ul de
glutaraldehido al 4% in PBS.

3. Se retiro el fijador y se hicieron 3 lavados con H,O destilada.

4. Se anadieron 200 pul de Cristal Violeta al 1% en H,O destilada.

5. Después de 30 minutos se hicieron 3 lavados con H,O destilada.

6. Se dejo secar la muestra por completo.

7. Después de seca se anadido 100 ul acido acético al 10% en H,O
destilada y se dejo en agitacion 10 minutos a 4 °C.

8. Se anadieron 100 pl/pozo de la muestra a una placa de 96 pozos

(Nunc) y se determiné la absorbancia a 560 nm.
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C.21. Anadlisis microscépica de la interaccion macréfago —

micobacteria

Para analizar la interaccion entre la micobacteria y el macréfago a nivel

microscoépico y ultra-estructural se utilizaron diferentes técnicas de Microscopia.

C.21.1. Microscopia 6ptica

1. Se afiadieron 6x10* células/pozo en placas (Thermo Fisher
Scientific).

2. Después de 24 horas se infectaron los macrofagos, siguiendo el
protocolo estandar de infeccion.

3. Transcurridas las 3 horas de infeccién se removio el DMEM y se
hicieron 3 lavados con DMEM sin antibioticos.

4. A continuacion se procesaron muestras a diferentes tiempos (3, 24 y
48 horas) para analisis por microscopia 6ptica realizando una Tincion de Ziehl

— Neelsen.

C.21.2. Microscopia electrénica de barrido (MEB)

1. En una placa de cultivo celular (NUNC) de 24 pocillos se afiadidé un
cubre objetos de 13mm de diametro (Nahita, Spain) en cada pozo.

2. Se afiadieron 1,2x10° células/pozo en un volumen total de 1000 pl
de DMEM sin antibioticos.

3. Después de 24 horas se infectaron los macréfagos, siguiendo el
protocolo estandar de infeccion.

4. Se procesaron muestras para MEB a diferentes tiempos pos-
infeccion (3, 24 y 48h).
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C.21.3. Microscopia electronica de transmision (MET)

Para el analisis de la internalizacion de las micobacterias en los
macrofagos se utilizé MET.

1. En una placa de cultivo celular (NUNC) de 6 pocillos se afadieron un
5x10° células/pozo en un volumen total de 3000 pl de DMEM sin antibiéticos.

2. Después de 24 horas se infectaron los macréfagos, siguiendo el
protocolo estandar de infeccion.

3. Se lavaron los macréfagos 3 veces con PBS y se fijaron con 2%
(w/v) paraformaldehido y 2.5% (v/v) glutaraldehido en PB 0.1M a un pH 7
durante 1 hora.

4. Los macrofagos se desengancharon de la placa con la ayuda de un
rascador de células (Sigma-Aldrich) y se mantuvieron en una plataforma
oscilante durante 2 horas.

5. A continuacion se hizo un lavado con PB y se centrifugdé a 1278 g
durante 10 minutos.

6. Los sobrenadantes fueron descartados y los pellets resuspendidos
en 1% (v/v) paraformaldehido en PB.

7. Las muestras fueron centrifugadas durante 5 minutos y lavadas 3
veces con PB.

8. Posteriormente los macréfagos fueron pos-fijados con 1% (wt/vol)
tetradxido de osmio con 0,7 % de ferrocianuro en PB 2 horas a 4 °C.

9. Se realizaron 4 lavados con agua desionizada y se procedio a la
deshidratacion seriada con series crecientes de acetona.

10.Después de la fijacion, las muestras se incluyeron en resina
polimerizada Eponate 12™ a 60 °C durante 48 horas.

11.Se procesaron las muestras por duplicado a diferentes tiempos de
infeccion (3 y 24h).

12.Las secciones ultra-finas se observaron en el microscopio

electrénico de transmisién Jeol 1400 (Jeol, Japan).
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C.21.3.1. Estudio de las bacterias en el interior del macréfago

Para categorizar las bacterias en el interior del macrofagos se respetaron

los siguientes criterios (Rohde et al., 2012).

Se considerdé una bacteria normal; cuando mantiene una forma de bacilo
regular, una zona electro transparente, el citoplasma bien organizado y pared y

membrana celular intactas.

Se consider6 una bacteria alterada (dafada); cuando tiene una forma
distorsionada, presenta rotura en la membrana y pared celular, tiene alteraciones
a nivel citoplasmatico y se detecta la presencia de gotas lipidicas dentro del

bacilo.

Las bacterias fueron clasificadas segun los criterios descritos
anteriormente, y sus porcentajes se determinaron en funcién del numero total de

bacterias contadas.

Se contaron un total de 100 macréfagos infectados para cada condicién.

C.22. Actividad biolégica del TDM de M. abscessus para evaluar
si el tamano de los agregados bacterianos puede afectar la

respuesta inmune de los macréfagos

Para analizar la actividad biolégica del TDM se pusieron los macréfagos en
contacto con microesferas recubiertas con estos compuestos y se analizd
posteriormente la produccién de citocinas por parte de los macrofagos (Indrigo et
al., 2003).

En el mismo experimento, con la finalidad de analizar la importancia de los
agregados para el proceso infeccioso de M. abscessus se procedié a utilizar
microesferas de diferentes medidas 1,1 ym o 20 um, la primera simulando bacilos
aislados y la segunda, de mayor medida, simulando agregados de mas de 5

bacilos.
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C.22.1. Recubrimiento de las microesferas con TDM

1. Se utilizaron microesferas de poliestireno de 1,1 um o 20 um de
diametro (Sigma-Aldrich).

2. Se anadieron 20 ul de la suspension de microesferas a 1 ml de la
solucion tampdn de carbonato/bicarbonato de sodio y se agito vigorosamente

3. Se centrifugd a 3000 g, 10 minutos, se retird el sobrenadante y se
hizo un lavado con etanol al 30% y otro lavado con etanol al 1%.

4. Se afiadieron a las microesferas 500 uyg de TDM o acidos micolicos
disueltos en 2-propanol y se ajusto al volumen final de 1 ml.

5. Se incubd a 30 °C durante 6 h en suave agitacion orbital.

6. Finalizado el periodo de incubacion se centrifugd y se hizo 1 lavado
con PBS y 1 lavado mas con medio de cultivo celular (DMEM sin antibiotico).

7. Se realizaron los mismos procedimientos con las microesferas

control que no tenian ningun tipo de recubrimiento.

C.22.2. Comprobacion del recubrimiento

1. Se cogi6 una alicuota de 100 ul y se extrajo con 1 ml de cloroformo.
Se repitio la extraccion 1 vez mas.

2. Se evaporo el extracto de cloroformo hasta la sequedad bajo
corriente de nitrégeno a 40 °C.

3. Se disolvib el extracto en 20 pl de cloroformo

4. Se examino el extracto de TDM mediante CCF analitica utilizando
cloroformo/metanol (90:10, viv) como solvente y se revelé6 con acido
fosfomolibdico al 10% en etanol.

5. Se realizaron los mismos procedimientos con las microesferas

control y con el medio de cultivo celular DMEM.

C.22.3. Microesferas en contacto con los macréfagos

1. Se utilizaron placas de 48 pocillos (Nunc)
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2. Se afadieron en cada pocillo 6x10* macréfagos en un volumen de
400 ul de DMEM sin antibidticos y se incubaron a 37 °C en una atmosfera de
5% de CO;,durante 24 horas.

3. Después de 24 horas de incubacién se anadieron las microesferas a
una proporcion 1:1 para las microesferas de 20 ym y a una proporcion 100:1
para las microesferas de 1,1 um.

4. Se incubaron durante 48h a 37 °C en una atmésfera de 5% de CO,,

5. Se recogieron los sobrenadantes, se centrifugaron a 1000 rpm
durante 10 minutos y se guardaron a — 40 °C para posteriores andlisis de la

produccion de citocinas.

C.23. Analisis de la induccion de citocinas

Los niveles de TNF-a (R&D System) y IL-6 (BD Becton Dickinson) en los
diferentes ensayos se determinaron mediante kit de ELISA (del inglés Enzyne-

Linked ImmunoSorbent Assay) siguiendo la recomendacién de los fabricantes.

C.24. Anadlisis estadistico y graficas

Los datos se expresaron en promedio * desviacion estandar. Las
comparaciones entre pares se evaluaron con Student t test. Los analisis
estadisticos se realizaron con el software para analisis de datos cientificos PAST3
(Softwere libre). Para la realizacion de las graficas se utilizé el Prism 6 (Graph
Pad Software).
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C.25. Reactivos, Disolventes

Tabla C.5. Reactivos y disolventes utilizados.

Reactivos
2-propanol

7H10 Agar

Acido acético

Acido clorhidrico
Acido fosfomolibdico
Acido oleico

Acido sulfarico

Agarosa

Albumina suero bovino fraccion V

Antrona

Auramina Fendlica
Azul de Metileno
Azul Tripano
Bicarbonato de sodio
Calcein acetoxymethyl
Carbonato de sodio
Catalasa

Cell Mask
Cloroformo CHCI;
Cloruro de potasio
Cloruro de sodio
Cristal Violeta
Deuterocloroformo
Dimetilsulféxido
DMEM L-glutamina
Estreptomicina
Etanol

Eter etilico

Ethidium homodimer-1
Ferrocianuro

Fosfato disédico

Fosfato monopotasico

Féormula

CH3CH(OH)CH;

C2H402
HCI

H,SO,

NaHCOg3

N32CO3

CHCl3

KCI

NaCl

CDCls

CH3SOCHj;

CH;CH,OH
C4H10O

Na,HPO,
KH,PO,

Marca
Carlo Erba
Difco
Merck
Carlo Erba
Merck
Sigma
Carlo Erba
Sharlau
Roche Diagnostic
Merck
Fluka

Gibco
Sigma- Aldrich
Molecular Probes
Sigma- Aldrich
Sigma
Molecular Probes
VWR Chemicals
Panreac
Panreac
Sigma- Aldrich
Cortecnet
Merck
Gibco
Lab Reig Jofre
Carlo Erba
VWR Chemicals
Molecular Probes
Sigma-Aldrich
Panreac

Panreac
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Reactivos Férmula Marca
Fucsina basica fenicada Scharlau
Glicerol C3HsO4 Panreac
Glucosa CsH1206 Panreac
Glutaraldehido Merck
lodo I Fluka
Metanol CH.O Carlo Erba
Middelbrook 7H9 Agar Difco
n-hexano CsH1a VWR Chemicals
Paraformaldehido EMS
Penicilina G Lab ERN
Peptona Scharlau
1-Propanol Panreac
Suero bovino fetal HyClone
Tampon fosfato Sigma-Aldrich
Tetradxido de osmio 0Os0O, TAAB Lab
Tolueno CsHs5CH; Carlo Erba
Tripsina - EDTA PAA
Triptona Scharlau
Viavilidad Calcein Ethidium Molecular Probes
Kit mycobacterium Stain Fluka
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D. Resultados

D.1. Analisis de la morfologia colonial de las diferentes cepas

Se sembraron M. brumae, M. fallax, M. marinum, y las diferentes cepas M.
abscessus en medio de cultivo solido 7H10 y se hizo la observacion de la
morfologia colonial después de 15 dias de crecimiento. En caso de M. bovis BCG

Japan se analiz6 la morfologia colonial después de 30 dias de crecimiento.

Para las cepas M. brumae, M. fallax, M. marinum y BCG Japan se confirmoé
la morfologia colonial rugosa en todas las cepas (Figura D.1). Al contrario de las
cepas de M. brumae, M. fallax y BCG Japan que presentaron un aspecto rugoso y
seco y opaco, la cepa de M. marinum presentd un aspecto humedo vy brillante,

pero tenia la misma morfologia rugosa que las demas cepas.

Figura D.1. Morfologia colonial de las diferentes cepas crecidas en 7H10. (A) BCG
Japan, (B) M. marinum, (C) M. brumae y (D) M. fallax.

Se confirmaron las morfologias rugosas, con un aspecto seco y opaco,
para las cepas 390R, 44196R, BE37R y BE48R (Figura D.2).

En el caso de las cepas 390S y 44196S se confirmaron las morfologias
lisas, con un aspecto humedo y brillante (Figura D.2). Estas cepas también

presentaron morfologias intermediarias (Figura D.3).
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Figura D.2. Morfologia colonial de las
diferentes cepas de M. abscessus. Las
cepas crecieron en TSA a 37 °C durante 7
dias. Las flechas indican cambio de
morfologia de lisa a rugosa.

El problema en hacer resiembras
con las cepas lisas era el alto indice de
mutacion espontanea (Howard et al.,
2006), con lo que se daba facilmente el
cambio de morfologia lisa a rugosa. Por
eso se decidi6 antes de realizar cada
experimento descongelar alicuotas de
estas cepas y sembrarlas aislando
colonias para confirmar su morfologia
colonial, y con ello se evit6é el cambio de
morfologia durante la realizacion de un

experimento.

Figura D.3. Diferentes morfologias coloniales de la cepa 44196S de M. abscessus.

D.2. Analisis de la formacién de cuerdas microscépicas

Para analizar la formacién de cuerdas microscépicas en las diferentes

micobacterias se hizo un primer analisis por microscopia Optica con la tincion de

Ziehl Neelsen (ZN) que es especifica para microorganismos acido-alcohol

resistente.
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Las cepas analizadas crecieron en 7H9 formando biofilms entre la interface

liquido-aire.

Con la tincion de Ziehl Neelsen se observé la formacidon de cuerdas en las
diferentes micobacterias analizadas, M. brumae, M. fallax y M. marinum. (Figura
D.4). Estos resultados estan en acuerdo con los estudios previos donde se
describieron estas cepas como formadoras de cuerdas (Levy-Frebault et al., 1983;
Luquin et al., 1993; Staropoli & Branda, 2008). También se observd por primera

vez la formacién de cuerdas en la cepa M. bovis BCG Japan.

Para corroborar la formacion de las cuerdas microscopicas en las
diferentes cepas se utilizd la microscopia electronica de barrido, debido a su alta

resolucién y la posibilidad de visualizar la formacion de cuerdas al detalle.

Esta técnica fue descrita inicialmente por Julian y colaboradores en 2010,
donde se desarroll6 una técnica facil y reproducible para el estudio de la

formacion de cuerdas en el género Mycobacterium (Julian et al., 2010).

Mediante MEB se confirmé la formacion de cuerdas microscopicas en las
cepas: M. brumae (Figura D.5), M. fallax (Figura D.6), M. bovis BCG Japan
(Figura D.7) y M. Marinum (Figura D.8), que se habia visto previamente con

microscopia optica.

En el estudio de la formacion de cuerdas de las diferentes cepas de M.
abscessus se observo por primera vez mediante la técnica de MEB la formacion
de cuerdas en las cepas 390R (Figura D.10), 44196R (Figura D.11), BE37 (Figura
D.12), y BE48 (Figura D.13). Se constaté también que las cepas 390S y 44196S

no formaban cuerdas (Figura D.9).
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Figura D.4. Formacion de cuerdas microscopicas de las diferentes micobacterias. (A-C)
M. brumae, (D-F) M. fallax, (G-1) M. bovis BCG Japan y (J-L) M. marinum. Escala de 50
um
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M. brumae

Figura D.5. MEB micrografias muestran la formacion de cuerdas de M. brumae.
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Figura D.6. MEB micrografias muestran la formacion de cuerdas de M. fallax.
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Figura D.7. MEB micrografias muestran la formacion de cuerdas de M. bovis BCG Japan.
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M. marinum

Figura D.8. MEB micrografias muestran la formacion de cuerdas de M. marinum.
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M. abscessus 390S

Figura D.9. MEB micrografias muestran los bacilos no alineados de las cepas lisas.
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Figura D.10. MEB micrografias muestran la formacion de cuerdas de M. abscessus
390R.

104




D. Resultados

Figura D.11. MEB micrografias muestran la formacion de cuerdas de M. abscessus
44196R.
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Figura D.12. MEB micrografias muestran la formacion de cuerdas de M. abscessus
BE37R.
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Figura D.13. MEB micrografias muestran la formacion de cuerdas de M. abscessus
BE48R.
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D.3. Analisis del patrén de los acidos micélicos por CCF

El analisis mediante CCF muestra el
patron de los acidos micolicos extraidos
mediante metandlisis acida. Para las cepas de
M. brumae y M. fallax fue encontrado solamente
el a-micolatos (Figura D. 14, 2 y 3). Ambos
patrones habian sido descritos anteriormente
(Luquin et al., 1993; Rafidinarivo et al., 1985).
Los patrones encontrados de M. bovis BCG
Japan y M. marinum fueron los seguintes: a-
micolatos, metoxi-micolatos y ceto-micolatos
(Figura D. 14, 1 y 4). Estos patrones coinciden
con los patrones anteriormente descritos (Daffé
et al., 1991; Uenishi et al., 2008).

Figura D.14. Patrén de los acidos micdlicos de las
diferentes micobacterias. (1) M. bovis BCG-Japan, (2)
M. brumae, (3) M. fallax, (4) M. marinum. Se eluyd
con n-hexano: éter etilico (v:iv) 3 veces y se releveld
con acido fosfomolibidico. () a-micolatos, (llI) metoxi-
micolatos, (IV) ceto-micolatos

,. E ‘ 'z’:
2 3 4

En el analisis del patron de acidos micdlicos de las diferentes variantes de

M. abscessus se observo el mismo patrén en las diferentes variantes (lisas y

rugosas); (I) a-micolatos y (ll) a’-micolatos (Figura D.15) coincidiendo con los

patrones descritos anteriormente por Minikkin en M. chelonae (Minnikin et al.,

1982).
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Figura D.15. CCF del patrén de acidos micdlicos de las diferentes variantes de M.
abscessus. (1) 390S, (2) 390R, (3) 441968, (4) 44196R, (5) BE37R, (6) BE48R. Se eluyd
con n-hexano:éter etilico (85:15; V:V) 3 veces. La placa se revelé6 con &acido
fosfomolibdico al 10% en etanol (p:v) a 120 °C. () a-micolatos, (II) a’-micolatos.
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D.4. Analisis de la presencia de GPL

Se hizo el analisis de la presencia de GPL en las diferentes cepas de M.
abscessus mediante CCF. Se pudo observar que solamente las variantes lisas
presentan grandes cantidades de GPL, y en las rugosas apenas se pudo observar
la presencia de GPL (Figura D.16), como se describié anteriormente (Howard et
al., 2006).

. 0 s N

GlfLs
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Figura D.16. CCF del extracto crudo de las diferentes cepas de M. abscessus. (1)
390S, (2) 390R, (3) 44196S, (4) 44196R, (5) BE37R, (6) BE48R. Se eluy6 con
cloroformo:metanol:agua (90:10:1; v:viv). Se reveld con antrona al 1% en acido
sulfarico (p:v).
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D.5. Analisis de los ésteres metilicos por resonancia magnética
nuclear (RMN)

Los analisis por RMN revelaron que los a-micolatos de M. brumae y M.
fallax (Figura D.17 A y B) contienen senales de cis doble enlace, multipletes con
un desplazamiento quimico de 5.35 p.p.m., y frans doble enlace, multipletes con
desplazamiento quimico de 5.34 y 5.24 p.p.m. Los picos correspondientes a los
protons adyacentes al doble enlace son de 1.96 p.p.m.(Yuan & Barry, 1996). No
se observo la presencia de 'H-RMN sefiales correspondientes a anillos de

ciclopropanos.

En el 'H-RMN espectro del M. bovis BCG-Japan (Figura D.17 C) se
observaron las tipicas sefales correspondientes al cis ciclopropano, multipletes a
1.38 y 1.15 p.p.m. (Watanabe et al., 1999) y no se observé ninguna senal de
doble enlace de acuerdo con la estructura del acido a-micdlico descrita

anteriormente (Uenishi et al., 2008).

El '"H-RMN espectro del a-micolatos de M. marinum (Figura D.17 D)
revelan sefales correspondientes a cis anillos de ciclopropanos y trans doble

enlace como previamente descrito (Daffé et al., 1991).

En los analisis de la estructura fina de los acidos micdlicos de las diferentes
cepas de M. abscessus: 390R, 390S, 44196S y 44196R se constatdé que los
esteres metilicos de los acidos micolicos purificados mostraban aspectos muy
similares en todas las cepas analizadas. Las cepas rugosas 390R y 44196R
(Figura D.18 A y C) y las cepas lisas 390S y 44196S (Figura D.18 B y D)
mostraban una cantidad muy similar de cis y frans dobles enlaces, y solo trazas

de cis anillos de ciclopropano fueron detectadas (Tabla D.1).
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Figura D.17. Espectro 1H-NMR de los a-micolatos purificados por CCF. (A) M. brumae,

(B) M. fallax, (C) M. bovis BCG-Japan y (D) M. marinum. Las 1H-NMR sefales se
corresponden a: cis doble enlace (1) 5.35 ppm, trans doble enlace (2) 5.34 y (3) 5.24
ppm, protones adyacentes al doble enlace (4) 2.40 ppm, cis ciclopropano (6) 0.65, (7a) -
0.34, (7b) 0.56 ppm y protones adyacentes a los ciclopropanos (5) 1.38 and 1.15 ppm. El
espectro se adquirié a 298.0 K 'y a un campo magnético de of 600 MHz.
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Figura D.18. Espectro 1H-NMR de los metil éster de los acidos micolicos purificados de

M. abscessus. (a) 390R, (b) 390S, (c) 44196R y (d) 44196R. Las "H-NMR sefales se
corresponden a: cis doble enlace (1) 5.35 ppm, trans doble enlace (2) 5.34 y (3) 5.24
ppm, protones adyacentes al doble enlace (4) 2.40 ppm, cis ciclopropano (6) 0.65, (7a) -
0.34, (7b) 0.56 ppm y protones adyacentes a los ciclopropanos (5) 1.38 and 1.15 ppm. El

espectro se adquirié a 298.0 Ky a un campo magnético de of 600 MHz.
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Tabla D.1. Relaciones molares relativas de las fracciones moleculares cis doble enlace,
trans doble enlace, cis ciclopropano, trans ciclopropano de los ésteres metilicos de los
acidos micdlicos de M. abscessus. (n.d.) no detectado.

Muestras Relaciones molares relativas

doble enlace ciclopropano

cis trans cis trans
390R 3,60 1,00 0,08 n.d.
390S 3,23 1,00 0,09 n.d.
44196R 2,46 1,00 0,10 n.d.
44196S 2,66 1,00 0,00 n.d.

D.6. Curva de crecimiento de M. abscessus

Para determinar si existe diferencia en el tiempo de generacién de las
variantes de M. abscessus se realizo el estudio de la curva de crecimiento de las
cepas 44196S y 44196R, haciendo una correlacion entre la densidad Optica

(turbidez) y la unidad formadora de colonias (CFU).

A partir de las 48 horas de incubacién se evidencié una diferencia
significativa en el crecimiento de las diferentes cepas estudiadas comparando el
crecimiento en CFU/ml (Figura D.19 A). En el caso de la densidad 6ptica esta

diferencia es evidenciada a las 24 horas de crecimiento (Figura D.19 B).

Esa diferencia se debié a que la cepa 44196R que es una cepa rugosa,
formadora de cuerdas, forma agregados cuando se cultiva en medio liquido. En
este estudié se mantuvo el medio liquido en constante agitacion, pero no fue
suficiente para inhibir la agregacion de los bacilos. Debido a esto, cuando se
medio la turbidez o se contdé las CFU no se pudo constatar el correcto resultado

del crecimiento.

En este caso no se aiadié ninguna sustancia detergente al medio de

cultivo que facilitara la disgregacion de los bacilos para no disminuir su viabilidad.
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Figura D.19. Curva de crecimiento. (A) Recuento de CFU/ml. (B) Medida de la turbidez
(densidad optica a 600 nm). El experimento se realizd por triplicado. El resultado se
expreso como el promedio de los triplicados. Los resultados son representativos de uno
de dos experimentos independientes. * P < 0,05, ** P < 0,01 (t —Student).

En la figura D.20 D.21 se observa la correlacion entre la absorbancia y las
CFUs para el crecimiento de las micobacterias hasta las 168 horas. Se constaté
que en el caso de la variante rugosa 44196R, el coeficiente de correlacion linear
presento un valor de 0.9972, lo cual evidencioé una correlacion positiva muy fuerte,
mas proximo a 1, en cambio el coeficiente de correlacién de la cepa 44196S
presentd un valor de 0,7993. Si el valor de la correlacién es cercano a 1, se
confirma que el método de correlacién propuesto es viable para la cuantificacion
de M. abscessus. Pero, en el caso de la variante 44196R hay que tener en cuenta
que hay un factor muy importante de agregacion, lo impide medir el crecimiento
real de esta micobacteria. EI medio de cultivo no se vuelve turbio (no se evidencia
crecimiento), pero los agregados son cada vez mayores. Por lo tanto no
deberiamos utilizar el método de absorbancia como método de recuento de estos

microorganismos.

En el caso de la variante 44196S la correlacion no es tan fuerte, ya que el
valor de R?=0,7993 no esta tan préximo del 1. Eso se puede dar debido a que aun
que se vea el medio de cultivo cada vez mas turbio, no hay un incremento en el

numero de CFUs. La turbidez del medio puede estar relacionada con la presencia
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de microorganismos no viables, lo que hace con que se detecte un aumento en la

turbidez, pero no en el recuento de viables.
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Figura D.20. Correlacion lineal entre la turbidez y CFU/ml para la cepa 44196S.
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Figura D.21. Correlacion lineal entre la turbidez y CFU/ml para la cepa 44196R.
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D.7. Motilidad

Se determiné la capacidad de motilidad de las diferentes variantes lisa y
rugosa de M. abscessus. Para ello se utilizé el medio semi-solido de 7H9 + 0,3%
agarosa. Este medio fue considerado éptimo para la realizacion de estudios de
motilidad en el género Mycobacterium. Se utiliz6 M. vaccae y sus variantes
coloniales lisa y rugosa como control, puesto que ya conociamos su motilidad
(Agusti et al., 2008).

Se encontré que las variantes lisas presentaban motilidad (Figura D.22 A,
C y E), y esta podia ser observada a partir de las 48h de incubacion, y las
variantes rugosas en cambio, no presentaban motilidad (Figura D.22 B, D, F, Gy
H).
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Figura D.22. Motilidad de las colonias de las diferentes variantes lisa y rugosa en medio
semi-solido (7H9 + 0,3% de agarosa). (A) M. vaccae S, (B) M. vaccae R, (C) 390S, (D)
390R, (E) 44196S, (F) 44196R, (G) BE37R y (H) BE48R. Se observé la motilidad
después de 7 dias de crecimiento.
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D.8 Resistencia a la desecacion

Se realiz6 el estudio de resistencia a la desecacién para ver si hay
diferencias entre las variantes lisas y rugosas de M. abscessus. Se pudo
evidenciar que la variante rugosa se mantuvo mas tiempo viable que la variante
lisa. A las 24h apenas se pudo observar colonias crecidas en las variantes lisas.
En cambio, las variantes rugosas seguian viables a las 24 horas de incubacion.
No obstante, a las 48h no se observé crecimiento de la variante rugosa (Figura
D.23).
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Figura D.23. Resistencia a la desecacion de las diferentes variantes de M. abscessus.
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D.9. Estudio de sensibilidad a los antibioticos

Se realiz6 el estudio de la sensibilidad a los antibidticos de las diferentes
variantes de M. abscessus (44196S y 44196R) mediante el método de

microdilucion en placa y el método de macrodilucién en caldo.

Utilizando el método de microdilucién en placa, para la interpretacién de los
resultados no se observo diferencia entre hacerlos con o sin resazurina, pero al
afadirla a la placa es mucho mas evidente la lectura de los resultados (Figura
D.24).

De los diferentes antibiéticos analizados, se observaron diferencias en la
MIC(concentracién minima inhibitoria) para la cefoxitina que la variante lisa tubo
una MIC de 64 pg/ml y la variante rugosa una MIC de 128 ug/ml. Para las MICs
de linezoli la variante lisa 44196S dio 16 pg/ml y la variante rugosa 32 pg/ml. En el
analisis de la MIC para la tigeciclina la MIC de la variante lisa fue de 2 ug/ml y
para la variante rugosa fue de 1 pg/ml. Para la tobramicina la variante 44196S
tuvo una MIC de 4 pg/ml y la variante 44196R una MIC de 8 pg/ml (Tabla D.2). En
los demas antibidticos utilizados no se observd ninguna diferencia entre las

variantes estudiadas.

Figura D.24. Estudio de sensibilidad a los antibiéticos mediante método de microdilucion.
(A'y B) M. abscessus 44196R y (C y D) 44196S. Se hace la lectura de los resultados
antes y después de afadir resazurina (placas en color rosado), lo que facilita la lectura de
la prueba.
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Tabla D.2. Resistencia a los antibiéticos de las diferentes variantes de M. abscessus. Los
valores se expresan en pg/ml. Las directrices de interpretacion de las MIC vienen dadas
por (Garcia-Martos et al., 2012; Set et al., 2010). (R) resistente, (I) intermediario y (S)
susceptible.

SENSITITRE

RAPMYCOI 44196S 44196R
Antibioticos Susceptible |Intermediario | Resistente
Sulfametoxazol <32 =64 >8/152 R | >8/152 |R
Ciprofloxacina <1 2 24 >4 R >4 R
Moxifloxacina >8 4
Cefoxitina <16 32-64 2128 64 I 128 | R
Amikacina <16 32 264 2 S 2 S
Doxiciclina <1 2 8 216 >16 R| >16 |R
Tigeciclina <1 . =2 2 R 1 S
Claritromicina <2 4 28 2 S 2 S
Linezolid <8 16 232 16 I 32 R
Imipenem <4 8 216 32 R 64 R
Cefepime >32 >32
Amoxicilina/
clavulanico <8/4 16/8 232/16 >64/32 R | >64/32 | R
Ceftriaxona <8 16-32 =64 >64 R| >64 R
Minociclina <1 2 4 >8 >8 R >8 R
Tobramicina <4 8 =216 4 S 8 I

Para el ensayo de sensibilidad a la gentamicina para las diferentes
variantes de M. abscessus 44196S y 44196R se utilizd el método de
macrodilucion en caldo. Se considerdé la MIC donde no se veia un crecimiento
visible de micobacterias a 32 pg/ml de gentamicina para ambas variantes 44196S
y 44196R (Figura D.25).
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Figura D.25. Estudio de sensibilidad a la gentamicina mediante método de microdilucion.
(A) M. abscessus 44196S y (B) 44196R. Se hace la lectura de los resultados después de
96 horas de incubacion. Flecha indica los tubos donde no se observé crecimiento (32

pg/ml).
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D.10. Analisis del tamafno de los agregados en la suspension
bacteriana y dentro de los macréfagos infectados para evaluar
la capacidad de los macréfagos de fagocitar bacilos aislados o

agregados

Se analizaron los bacilos aislados o formando agregados en la suspension
bacteriana de las diferentes cepas de M. abscessus mediante CLSM (Figura
D.26). Para la realizacion de este estudio se siguid el protocolo estandar para la
disgregacion maxima de los bacilos descrito en el apartado de material y
meétodos. Las cepas con morfologia colonial lisa (390S y 44196S) presentaban
89,4 y 91,7% de los bacilos aislados respectivamente, y una pequefia cantidad de
bacilos agregados formados entre 3-4 bacilos que representaban 10,6% en 390S
y 8,3% en 44196S (Tabla D.3).

La mayor diferencia que se observo en relacion a las cepas con morfologia
colonial rugosa (390R, 44196R, BE37R y BE48R) es que estas cepas
presentaban agregados con mas de 5 bacilos, algo que no ocurrid en las
variantes con morfologia colonial lisa. Los porcentajes de agregados con mas de
5 bacillos en el caso de la cepa 390R superaron los 20%, y en la cepa 44196R
llegaron hasta un 16,1% (Tabla D.3).

Las cepas BE37R y BE48R también presentaron un porcentaje de
agregados con mas de 5 bacilos similar a las demas cepas rugosas, siendo para

la primera de 10,8% y la segundo de 13,2%.
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Figura D.26. CLSM imagenes muestran las bacterias aisladas o formando agregados en
la suspensién bacteriana. En (A) 390S, (B) 390R, (C) 44196S, (D) 44196R, (E) BE37R y
(E) BE48R. Barra de escala 15 uym.

Tabla D.3. Porcentaje de bacilos aislados o formando agregados en la suspension
bacteriana y dentro de los macréfagos infectados. Los datos son representativos de uno
de dos experimentos independientes.

Agregados (%) Agreados (%)
Cepas Suspension Dentro macréfagos
Tamafio area  <3um’  3-6pm®* >6pm’ <3um’ 3-6pm’ >6 pm’
Agregado
Nudmero 1-2 3-4 25 1-2 3-4 25
bacillos
390S 89.4 10.6 0.0 91.3 8.7 0.0
390R 61.5 16.5 22.0 48.7 15.2 36.1
44196S 91.7 8.3 0.0 93.2 6.8 0.0
44196R 73.2 10.7 16.1 52.8 21.2 26.0
BE37R 75.7 13.5 10.8 49.7 18.8 31.5
BE48R 69.8 17.00 13.2 53.5 22.4 241

Después de 3 horas de infeccidn se observo que los macréfagos infectados
con las cepas rugosas tenian entre 24 y 36% de los agregados con mas de 5
bacilos, entre 15 y 22% de los agregados entre 3-4 bacilos y entre 48 y 53% de

bacilos aislados (Tabla D.3). En cambio, en los macréfagos infectados con las
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cepas con morfologia colonial lisa a las 3 horas después de la infeccién se
observaron entre 91 y 93% de bacilos aislados dentro de los macréfagos (Tabla
D.3). La proporcion de los macrofagos infectados a las 3 horas después de la

infeccion fue similar para todas las cepas (entre 50 y 60%).

D.11. Ensayo de fagocitosis

Para analizar la fagocitosis de las bacterias por parte de los macrofagos se
prepararon las muestras para CLSM. Esta técnica nos permitié observar
claramente las bacterias internalizadas por los macréfagos (en verde) y la
membrana celular de los macréfagos marcadas (en rojo).

Después de 3 horas de infeccion, se observé que la mayoria de los bacilos
de las cepas lisas estaban aislados dentro de los macréfagos en fagosomas
independientes (Figura D.27 A) y los bacilos de la cepas rugosas estaban
agregados conteniendo multiples bacilos dentro de un fagosoma. (Figura D.27 B).

Para estandarizar la MOI de la infeccién se utilizé este protocolo donde se
ajusto la MOI a un 60-65 % de los macrofagos infectados con las diferentes cepas
consiguiendo asi una igualdad de condiciones entre las diferentes cepas a la hora
de realizar diferentes estudios de infeccion. Para los estudios de interaccion entre
la micobacteria y el macréfagos se utilizé una MOI 100:1 para las cepas 390S y
44196S y una MOI 10:1 para las cepas 390R, 44196R, BE37R y BE48R (Figura
D.28).
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X-Z

Figura D.27. M. abscessus fagocitado por Ios.macr()fagos después de 3 horas de
infecciéon. CLSM imagenes muestran las bacterias fagocitadas por los macréfagos. (A)
Macréfagos infectados bacilos aislados de 390S y (B) macréfagos infectados con bacilos

aislados y formando agregados de 390R.
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Figura D.28. Cuantificacion de macrofagos infectados. El porcentaje de macrofagos
infectados con las diferentes cepas de M. abscessus después de 3 horas de infeccion fue
cuantificado por CLSM. (ns) No existen diferencias significativas entre las variantes lisas
y las variantes rugosas. Los datos se representan con el promedio + desviacion estandar
de 3 experimentos independientes.

D.12. Viabilidad de los macréfagos

Para cuantificar la viabilidad de los macréfagos infectados con las
diferentes cepas de M. abscessus se utilizaron técnicas de recuento directo, que
contaban el numero de macréfagos viables (CLSM, Azul tripano) y una técnica de

recuento indirecto o colorimétrica (CV).

D.12.1. Viabilidad - Azul Tripano

El primer método utilizado de recuento celular para cuantificar la viabilidad
de los macrofagos infectados fue el método de tincidon por exclusion con Azul
Tripano.

Utilizando este método se pudo evidenciar que no hubo diferencias
significativas entre los macrofagos infectados con las cepas 390S y 44196S
(Figura D.29 Ay B) y los macréfagos control (no infectados). Cuando se comparo
la viabilidad de los macrofagos infectados con la cepa 390S a diferentes MOls se
observo claramente qué mismo aumentado la cantidad de bacilos no hubo

diferencia significativa respecto al control (Figura D.29 A).
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En el caso de los macrofagos infectados con las cepas 390R, 44196R,
BE37R y BE48R (Figura D.29 A, B y C), estos presentaron diferencias

significativas respecto al control a partir de las 3 horas pos infeccion.
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Figura D.29. Viabilidad de los macrofagos infectados con diferentes cepas de M.
abscessus por el método de azul tripano (AT). (A) macrofagos infectados con las cepas
390S a diferentes MOIs y 390R a MOI 10. (B) macroéfagos infectados con las cepas
44196S y 44196R. (C) macrofagos infectados con las cepas BE37R y BE48R. * P < 0,05,

** P < 0,001 (Student T test).
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D.12.2. Viabilidad — CLSM

Para medir la viabilidad de los macrofagos utilizando un método de
recuento celular mediante el uso de CLSM se utilizaron marcadores celulares
especificos como la calceina AM que marcaba en verde las células vivas vy el

etidio -homodimero que marca en rojo las células muertas.

Después de 24 horas pos infeccion se pudo observar una diferencia
significativa entre los macrofagos infectados con las cepas rugosas, formadoras
de cuerdas (390R, 44196R, BE37R y BE48R) con respecto a los macréfagos
control (no infectados) (Figura D.30 A, B y C). Ademas, se pudo ver claramente
que a las 72 horas pos infeccién el 100% de los macroéfagos infectados con las

cepas rugosas (formadoras de cuerdas) eran inviables.

Los macréfagos infectados con las cepas lisas, no formadoras de cuerdas
(390S y 44196S) se mantuvieron viables y no presentaron diferencias
significativas en respecto al control (no infectados) durante todo en transcurso de

la infeccién (Figura D.30 Ay B).

Este resultado fue evidenciado cuando analizamos las imagenes obtenidas
por CLSM (Figura D.31), donde se pudo observar claramente la proliferacion de
los macrofagos control (no infectados) o infectados con las cepas 390S y 44196S,
y la disminucion del numero de macrofagos viables infectados con las cepas
390R, 44196R, BE37R y BE48R.

Los resultados fueron considerados a partir del recuento de los macréfagos
viables por campo, visto que los macrofagos inviables (tenidos de rojo) eran
rapidamente destruidos y se desenganchaban del fondo del pozo, lo que no nos

permitié cuantificarlos.
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Figura D.30. Viabilidad de los macréfagos por CLSM. Promedio de macréfagos viables
por campo a diferentes horas pos infecciéon. Diferencia significativa respecto al control (*
P < 0,05 Student t test).
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Figura D.31. Viabilidad de los macréfagos por CLSM. Los macréfagos viables se
marcaron con la calceina AM en verde y los macréfagos inviables con el etidio —
homodimero en rojo. Barra de escala 60 uym.
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D.12.3. Viabilidad — Cristal Violeta

En el ensayo de adhesion y proliferacidon celular con el cristal violeta, una
vez fijadas y tefiidas las células se procedié a la observacion bajo microscopio
optico, donde se vio claramente la proliferacion celular en los pocillos donde los
macréfagos estaban infectados con las cepas lisas no formadora de cuerdas
390S y 44196S (Figura D.32 A y B). La misma proliferacion celular fue observada
en los pocillos control (no infectados). Ya en los pocillos infectados con las cepas
390R y 44196R se observo una reduccion en el numero de macréfagos viables a
partir de las 24 horas pos infeccion (Figura D.32 Ay B). Y se redujo drasticamente
el numero de macréfagos viables con el paso del tiempo, llegando a las 72 horas

sin apenas macrofagos adheridos al pocillo.

Posterior a la observacion microscopica se afiadid acido acético a las
células tenidas para disolver el colorante y se determind la proliferacion celular
mediante absorbancia. Se pudo observar una diferencia significativa entre las
cepas 390S y 390R a partir de las 24 horas pos infeccién (Figura D.32 C), lo que
se pudo corroborar con la imagen observada por microscopio 6ptico. En las cepas
44196S y 44196S no se observo diferencia significativa hasta las 48 horas pos
infeccion (Figura D.32 D), lo que no se correspondié al resultado que se observo
por microscopia oOptica, y eso se pudo deber al hecho de que en el pocillo
quedaban agregados bacterianos adheridos, y estos también retenian la tincion

por cristal violeta, lo que podia llevar a un resultado equivocado.
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Figura D.32. Viabilidad de los macréfagos infectados por diferentes cepas de M.
abscessus utilizando el método de la tincion por cristal violeta. (A y B) observacion
microscopia de los macréfagos tefidos con cristal violeta. (C) porcentaje de macrofagos
viables infectados con las cepas 390S y 390R (D) porcentaje de macréfagos viables
infectados con las cepas 44196S y 44196R. Diferencia significativa con respecto al
control (* P> 0,05, ** P> 0,001, Student ¢ test).

D.13. Analisis microscépica de la interaccién macréfago -

micobacteria

Para analizar la interaccion entre la micobacteria y el macréfago a nivel

microscopico y ultra-estructural se utilizaron diferentes técnicas de microscopia.
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D.13.1 Microscopia 6ptica

A lo largo del transcurso de la infeccion se pudo observar la proliferacién de
los macréfagos. En el caso de los macrofagos infectados con las cepas 390S y
44196S la proliferacion celular fue muy similar a los macréfagos control (no
infectados).

Cuando se examinaron los de los macrofagos infectados con las cepas
390R, 44196R, BE37R y BE48R se observo no solo una disminucion clara en la
proliferacion celular sino también como gran parte de los macréfagos estaban

destrozados.

A continuacién se puede observar un ejemplo claro de la proliferacion de
los macréfagos control o infectados con la cepa 44196S y la destruccion de los

macroéfagos infectados con la cepa 44196R (Figura D.33).

Figura D.33. Progresion de la infeccion. Los macréfagos infectados con las diferentes
variantes de M. abscessus visualizados con microscopio éptico.

24h 48h 72h

44196R

Con la tincion de ZN se pudo observar en el transcurso de la infeccion de
los macrofagos con las diferentes variantes de M. abscessus la multiplicacion de
los macréfagos control o infectados con la cepa 390S. En el caso de los

macrofagos infectados con la cepa 390R se pudo observar la disminucion en el
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numero de macrofagos (Figura D.34), ademas de la formacion de macréfagos
agregados alrededor de las bacterias, asemejandose a un granuloma (Figura
D.35). Esta formacién no fue observada en los macrofagos infectados con las
cepas 390S y 444196S.

*
-

[

Figura D.34. Progresion de la infeccion. Observacion por el método de ZN. Barra de
escala de 250 uym.
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Figura D.35. Macréfagos infectados con la cepa 390R a diferentes tiempos pos infeccion.
En azul se observan los macrofagos y en rojo las micobacterias. Barra de escala 50 ym
(columna de la izquierda) y 25 pm (columna de la derecha).

D.13.2. Microscopia electronica de barrido (MEB)

La utilizacion de la MEB permiti6 observar con mayor resolucion la

interaccion entre el macrofagos y la micobacteria.

Con esta técnica se pudieron ver los cambios morfolégicos que se
produjeron en los macréfagos infectados con las variantes rugosas y ver
claramente la disminucion del numero de macréfagos infectados con la cepa
44196R después de 24h pos infeccion (Figura D.36 F).
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En la figura D.36 (D, E y F) se puede ver el aspecto general de los
macrofagos después de 24 horas pos infeccidon; se observé una reduccion en el
numero de macréfagos en la muestra 44196R. En el caso de la los macréfagos
infectados con la variante lisa su proliferacion celular es muy similar a la del

control (no infectado).

En la figura D.37 (A, B, D y E) se evidencia la agregacion de los
macrofagos alrededor de los agregados bacterianos, o que se asemeja a la
formacion del granuloma en la enfermedad de la tuberculosis. En la figura D.37 (C
y F) vemos al macrofago con la pared y la membrana rotas (signos claros de
necrosis celular) debido a la multiplicacion de la bacteria y el escape de las

mismas al medio extracelular.

Figura D.36. Micrografias de los macréfagos infectados con las variantes formadoras y
no formadoras de cuerdas de M. abscessus. (A y D) macréfagos no infectados, (B y E)
macrofagos infectados con 44196S, (C y F) macréfagos infectados con 44196R. Las
imagenes adquiridas tomadas después de 24 horas de infeccion.
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Figura D.37. MEB imagenes de los macrofagos infectados con las variantes rugosas de
M. abscessus. (A, By C) 44196R y (D, E y F) 390R. Las imagenes fueron adquiridas
después de 48 horas de infeccidn. Las flechas negras indican los agregados bacterianos.

D.13.3. Microscopia Electrénica de Transmision (MET)

Utilizando la microscopia electronica de transmision se puede ver al detalle

la interaccion macrofago-micobacteria.

Se pudo observar claramente en el caso de los macrofagos infectados con
las cepas 390S y 44196S el bacilo aislado dentro de un fagosoma (Figura D.38), y
en el caso de las cepas 390R, 44196R, BE37R y BE48R lo que se observo fueron
varios bacilos formando agregados dentro de un mismo fagosoma (Figura D.39).

Otro resultado que se evidencia con esta técnica fue la necrosis celular.

Los macrofagos infectados con las cepas rugosas, debido a la multiplicaciéon de
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las mismas en el interior del macréfago llevan a este a una necrosis celular,
posibilitando la liberacion de las bacterias al exterior (Figura D.38 A, B y F). Esto
no se observo en los macréfagos infectados con las cepas lisas, que mantuvieron

su estructura intacta, sin ninguna alteracién en la membrana (Figura D.38).

D.13.3.1. Estudio de las bacterias en el interior de los macréfagos

Mediante el uso de TEM se pudo distinguir la morfologia de los bacilos
dentro de los macréfagos infectados con la finalidad de observar la degradacion o
no de los mismos. Se clasificaron como intactos los bacilos que presentaban una
morfologia normal, sin alteraciones en la pared, y alterados los demas bacilos que
presentaban alguna alteracion. El porcentaje de bacilos intactos después de las 3
horas de infeccion fue muy similar para ambas cepas. Pasadas las 24 horas de
infeccion se observo un incremento en el porcentaje de bacilos degradados de la
cepa 44196S no formadora de cuerdas. En los bacilos de la cepa 44196R a las 24
horas después de la infeccién se mantuvo muy similar el numero de macréfagos
intactos (Figura D.40 E).

En la figura D.40 se pueden ver los cambios morfolégicos de las bacterias
en el interior de los macréfagos. En (A) se aprecia la desorganizacion del
citoplasma de la bacteria de la cepa 390S y en (B) se ve claramente la
degradacion de la membrana plasmatica y pared celular del bacilo de la cepa
44196S. También se indica en (C) los bacilos de la cepa 390S intactos. Y en (D)
se observa la formacion del septo, lo que indica que el bacilo de la cepa 44196R

esta en proceso de divisién celular.
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Figura D.38. MET imagenes de los macréfagos infectados con diferentes cepas no
formadoras de cuerdas de M. abscessus. (A y B) Macréfagos infectados con la cepa
390S después de 3 horas de infeccion. (C, D, E y F) Macrofagos infectados con la cepa
44196S después de 3 horas de infeccion. La flecha blanca indica el bacilo en el interior
del fagosoma. En F se puede observar como el macrofago fagocita el bacilo.
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Figura D. 39. MET |magenes de los macrofagos mfectados con diferentes cepas
formadoras de cuerdas de M. abscessus. (A, C y E) Macrofagos infectados con la cepa
44196R. (B, D y F) Macréfagos infectados con la cepa 390R. Las flechas negras indican
los agregados formados por las bacterias dentro de un fagosoma. En F se puede
observar como el macrofago fagocita el agregado. En A, B y C se observan macrofagos
después de 24 horas pos- infeccion. En D, E y F se observan macréfagos infectados
después de 3 horas de infeccion.
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Figura D.40. Cambios morfoldgicos de los bacilos en
el interior de los macréfagos. (A) cepa 390S, se
observa desorganizacion del citoplasma del bacilo
(flecha blanca). (B) cepa 44196S muestra la
degradacion de la pared celular y membrana
plasmatica de los bacilos (flecha blanca). (C) cepa
390R, se observan los bacilos intactos. (D) cepa
44196R, indica formacion de septo (flecha negra).
Escala (A-C y G) 0,5 ym y (H) 0,2 ym. (E) Analisis
cuantitativo del cambio morfolégico de los bacilos. Se
realizé el analisis después de 3 y 24 horas de
infeccion. (S) promedio obtenido por la cepa 441968S.
(R) promedio obtenido por la cepa 44196R.
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D.14. Analisis de la inducciéon de citocinas por las diferentes

cepas de M. abscessus

Se analizaron las citocinas TNFa y IL-6 debido su relacion directa con la
formacion y mantenimiento del granuloma en la enfermedad infecciosa producida

por M. tuberculosis.

Se pudo detectar una relacion directa entre en aumento de la produccion
de citocinas y el tiempo de incubacion de los macréfagos infectados con las cepas

rugosas.

Todas las cepas de M. abscessus indujeron a la produccion de TNF-a por
parte de los macréfagos a partir de las 3 horas pos infeccién. Se observo
diferencia significativa (P < 0,001) cuando se compararon las variantes lisas con
sus respectivas variantes rugosas. Las variantes rugosas produjeron niveles de
TNF-a mas elevados que las variantes lisas. Comparando las variantes lisas entre
si se percibié que estas inducian a cantidades muy similares de TNF-qa, lo mismo

ocurrio cuando se compararon las cepas rugosas entre si (Figura D.41 A).

Las diferentes cepas de M. abscessus analizadas indujeron a la produccion
de IL-6 a partir de las 24 horas pos infeccion. Los resultados fueron muy similares
a los de la produccion de TNF-a, visto que las variantes lisas indujeron pequefas

cantidades de IL-6 comparandolas con las variantes rugosas (Figura D.41 B).
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Figura D.41. Produccion de TNF-a y IL-6 por los macréfagos estimulados con diferentes
cepas de M. abscessus. La cinética en la produccién de TNF-a (A) y IL-6 (B) fue
analizada mediante ELISA. A las 3 horas pos infeccion el IL-6 no fue detectado. El
experimento fue realizado por triplicado y el resultado se expreso por el promedio £ SD.
Los resultados son representativos de uno de tres experimentos independientes. * P <
0,001, indica que hay diferencias significativas entre la cepa rugosa versus su variante
lisa (Student’s t test). ND no detectado.
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D.15. Actividad biolégica del TDM de M. abscessus para evaluar
si el tamano de los agregados bacterianos puede afectar la

respuesta inmune de los macréfagos

Para determinar la actividad biolégica del TDM se incubaron los
macréfagos con microesferas de diferentes tamafos recubiertas con TDM y se
analizaron la capacidad de induccion de TNF-a y IL-6 mediante ELISA. Las
microesferas de 20 ym simularon los agregados de mas de 5 bacilos y las
microesferas de a 1,1 ym simularon los bacilos aislados con la finalidad de
evidenciar la importancia de la agregacion de las micobacterias en el proceso

infeccioso.

Ambas microesferas recubiertas y no recubiertas (control) con TDM
indujeron a la produccion de TNF-a por parte de los macréfagos. Cuando se
compararon las microesferas recubiertas con su respectivo control se observo una
diferencia significativa (P < 0,001) entre la microesfera de 20 ym y su control sin
recubrimiento. La microesfera de 1, 1 ym no presenté diferencia significativa con

respecto a su control (Figura D.42 A).

En el analisis de la induccion en la produccidon de IL-6, solamente las
microesferas de 20 pym indujeron a la produccion de esta citocina por parte de los
macrofagos. Cuando se compard con su control se observé una diferencia

significativa (P < 0,001) respecto al control. (Figura D.42 B).
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Figura D.42. Produccion de TNF-a y IL-6 por parte de los macrofagos incubados con
microesferas recubiertas con TDM 390R después de 48 horas de incubacion. Las
microesferas control no fueron recubiertas. El resultado se expresa por el promedio + SD
de los ftriplicados del cultivo. Los resultados son representativos de uno de tres
experimentos independientes. * Indica diferencias significativas entre microesferas de 20
pm recubiertas de TDM versus microesferas no recubiertas, P < 0,001 (Student’s f test).
(ND) no detectado.
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El compuesto responsable de la formacion de cuerdas en el género
Mycobacterium es aun desconocido. Estudios realizados con mutantes alterados
genéticamente han demostrado una relacion directa entre los acidos micolicos y la
formacion de cuerdas. La necesidad de la presencia del anillo de cis ciclopropano
en la posicion proximal del acido a-micolico seria la clave para la formacion de

dichas cuerdas en M. tuberculosis y M. bovis BCG (Glickman et al., 2000).

En la descripcion de M. brumae y M. fallax se definieron estas dos especies
como formadoras de cuerdas, sin embargo ambas especies no presentaban
anillos de ciclopropano en el acido a-micdlico (Levy-Frebault et al., 1983; Luquin
et al., 1993; Rafidinarivo et al., 1985). Debido a la discrepancia de estos datos se
decididé reinvestigar si M. brumae y M. fallax formaban verdaderas cuerdas
microscopicas y corroborar la ausencia de los anillos de ciclopropano en los
acidos micolicos. Se comprobé mediante resonancia magnética nuclear (RMN)
que ambas especies no presentan anillos de ciclopropano en sus acidos micdlicos
(figura D.17). Por lo tanto, se concluy6 que en el caso de M. brumae y M. fallax no
es necesaria la presencia de anillos de ciclopropano en la posicion proximal del

acido micadlico para la formaciéon de cuerdas.

Segun los resultados obtenidos en este estudio se demostré mediante el
uso de la microscopia electréonica de barrido que M. brumae, M. fallax (Figuras
D.5, D.6) forman cuerdas verdaderas. Esta técnica se confirma como la mas
adecuada para el estudio de la formacion de cuerdas, puesto que se puede
observar claramente el alineamiento de los bacilos de forma ordenada formando

una estructura que se asemeja a una cuerda.

En el estudio realizado con las diferentes cepas de M. abscessus,
solamente las variantes 390S y 44196S no son capaces de formar cuerdas
(Figura D.9). Los aislados respiratorios de M. abscessus BE37R and BE48R y las
variantes 390R y 44196R son capaces de formar cuerdas verdaderas (Figura
D.10 - D.13). Estos resultados refuerzan la hipétesis de que la formacién de
cuerdas es un factor de virulencia importante en M. abscessus y que esta

presente en cepas que presentan morfologia colonial rugosa (Figura D.2), una
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caracteristica fenotipica que esta relacionada directamente con la virulencia de
estas cepas (Byrd & Lyons, 1999; Catherinot et al., 2007; Howard et al., 2006).

La estructura quimica de los acidos micdlicos de M. abscessus era aun
desconocida, por lo que se investigd la presencia de anillos de ciclopropano en
los acidos micolicos de las variantes 390S y 44196S (no formadora de cuerdas), y
las variantes 390R y 44196R (formadora de cuerdas). Ambas variantes,
formadoras y no formadoras de cuerdas presentaban las mismas cantidades de
cis dobles enlaces, y presentaban anillos de ciclopropano en cantidades traza
(Figura D.18). Lo que nos posibilita afirmar que los acidos micdlicos de las
variantes formadoras y no formadoras de cuerdas tienen la misma estructura
quimica, concluyendo asi que en M. abscessus la formacién de cuerdas no esta

relacionada con la presencia de anillos de ciclopropano en el acido a-micdlico.

Otra caracteristica fenotipica importante relacionada con la morfologia
colonial en M. abscessus es la presencia de GPL (Howard et al., 2006). Las
variantes 390R, 44196R y las cepas de aislados respiratorias BE37R y BE48R no
presentaban GPL y tenian una morfologia colonial rugosa (Figura D.2 y D.16),
mientras que las variantes 390S lisas y 44196S presentaban una morfologia

colonial lisa (Figura D.2) y un alto contenido de GPL (Figura D.16).

La pared celular de las micobacterias esta constituida por acidos grasos de
cadena larga muy hidréfobos denominados acidos micdlicos (Marrakchi et al.,
2014), con lo que seria légico deducir que los GPL, que son moléculas anfifilicas
con una parte hidrofoba (insoluble en agua) y otra parte hidrofila (soluble en
agua), actuarian como detergente disgregando los bacilos de las variantes con
morfologia colonial lisa de M. abscessus, ya que son sustancias como jabones y
detergentes que se utilizan para dispersar sustancias hidréfobas en agua y evitar
la formacion de grumos de particulas hidréfobas en agua (Rosen & Kunjappu,
2012). Por otra parte, la ausencia de GPL en las variantes con morfologia colonial
rugosa podria ser responsable de la union y agregacion de estos bacilos,
manteniéndolos unidos formando grupos hidréfobos que posteriormente darian
lugar a las cuerdas. Es probable que la ausencia de GPL impidiera la

disgregacion total de los bacilos lo que imposibilitd conseguir una suspension
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bacteriana homogénea con bacilos aislados para infectar a los macréfagos con

las variantes rugosas de M. abscessus (Figura D.26).

Una de las diferencias claves entre las variantes de M. abscessus, sin
embargo, fue el alto grado de citotoxicidad celular observado en las variantes
rugosas, formadoras de cuerdas. Los resultados obtenidos en este estudio
mostraron por primera vez que las variantes rugosas eran altamente toxicas para
los macrofagos, y que el 100% de los macréfagos infectados con las cepas
rugosas 390R, 44196R, BE37R y BE48R fueron destruidos después de 72 horas
pos infeccidn mientras que los macrofagos infectados con las variantes lisas, no
formadora de cuerdas, proliferaron como los macréfagos control (no infectados)
(Figura D.29 y D.30). Estos resultados concordan con la hipervirulencia reportada
en estudios anteriores con las cepas 390R y 44196R en modelos animales en
contraste con la incapacidad de sus variantes lisas 390S y 44196S para producir
enfermedad (Bernut et al., 2014; Byrd & Lyons, 1999; Catherinot et al., 2007;
Howard et al., 2006). Ademas se pudo corroborar la misma relacion de virulencia
en las cepas BE37R y BE48R de los aislados respiratorios, que se comportaron

de la misma manera que las demas cepas rugosas 390R y 44196R.

Para medir la citotoxicidad de las diferentes cepas de M. abscessus se
utilizaron diferentes métodos que permitieron evaluar de diferentes maneras la
viabilidad de los macréfagos mediante su proliferacion celular. EI método del azul
tripano es una técnica sencilla y barata que nos permitié cuantificar el numero de
macrofagos viables por pozo (Strober, 2001). Uno de los problemas de esta
técnica es sobrestimar la cantidad real de macrofagos viables, puesto que se
coge una pequefa cantidad de la muestra para la cuantificacion y luego se aplica
la férmula para el calculo. Contando un numero muy reducido de células al aplicar
la férmula puede que el resultado sea demasiado alto si visualmente no se
observd bajo microscopio tal cantidad de células. El proprio fabricante asume
errores de hasta 20% a 30 %, pero sigue siendo un método bastante fiable y
utilizado rutinariamente en los laboratorios. Por otro lado, si de lo que se trata es
de comparar la viabilidad de los macréfagos a lo largo del tiempo el resultado es
muy fiable, siendo visiblemente claro el aumento o disminucion en el numero de

células.
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Otro procedimiento utilizado fue la utilizacion del CLSM. Una técnica facil
pero que tiene un alto coste, puesto que se necesita de la utilizacion de un
microscopio confocal laser de barrido. Posteriormente a la captacién de las
imagenes se puede calcular facilmente el numero de macrofagos viables
utilizando un software libre (ImageJ) que posibilita el recuento automatico de los
macrofagos. El resultado se expresdé en promedio de macrofagos viables por
campo, ya que los macréfagos inviables se desenganchan del fondo del pocillo, lo
que imposibilita su recuento. Esta técnica posibilita visualizar claramente los
efectos citotdxicos de los diferentes tratamientos utilizados en las células, siempre

que se compare con el respectivo control, sin tratar (sin infectar).

El ensayo de adhesién y proliferacion celular con el cristal violeta es un
procedimiento sencillo, rapido, de bajo coste, muy utilizado para tincion bioldgica
general (Gillies et al., 1986). Una vez tehidas las células se procede a la
observacion por microscopia Optica y posteriormente se disuelve el color para
determinar la absorbancia de cada pozo, siempre comparando con el pozo
control, no tratado. Una de las dificultades que puede tener esta técnica es
cuando se trabaja con bacterias infectando a células eucaridticas, ya que las
bacterias también se tifien y pueden llevar a un falso resultado. Es una técnica
muy recomendada para ensayos con farmacos, diferentes compuestos quimicos y

materiales.

Las diferentes técnicas de microscopia electronica de barrido y de
transmision revelaron dafos importantes en los macréfagos, en consonancia con
la necrosis celular, lo que sugiere que la alta tasa de crecimiento intracelular de
los bacilos de las variantes rugosas dentro de los macréfagos infectados indujo a

este a la muerte por necrosis (Figuras D.37 y D.39).

Ademas de la destruccion de los macréfagos, la formacién de granulomas y
la produccién de citocinas son las primeras sefales de la activacion de la
respuesta inmune inflamatoria producida contra la infeccion por tuberculosis
(Philips & Ernst, 2012; Russell et al., 2009; Welsh et al., 2008). Se pudo observar
que las variantes rugosas inducen a la agregacién de los macréfagos formando

estructuras similares a los granulomas (Figuras D.34, D.35 y D.37), y esta
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agregacion no fue observada en los macrofagos infectados con las variantes lisas.
También se investigo la induccion en la produccion de citocinas por parte de los
macrofagos infectados con las diferentes variantes. Las variantes con morfologia
colonial rugosa producen niveles altos de TNF-a y IL-6 (Figura D.41), y los
macrofagos infectados con las cepas lisas producen cantidades minimas de
ambas citocinas. Estos resultados concuerdan con los reportados por Catherinot,
donde se vio que los macrofagos derivados de medula 6sea murina infectados
con las variantes rugosas producian altos niveles de TNF-a en comparacién con
las variantes lisas (Catherinot et al., 2007). Estos resultados estarian en
concordancia con los estudios que relacionan estas dos citocinas con la formacién
(TNF-a) y el mantenimiento del granuloma (IL-6) (Philips & Ernst, 2012; Welsh et
al., 2008).

Con la finalidad de verificar si el tamano de los agregados bacterianos
puede afectar la respuesta inmune de los macréfagos se recubrieron microesferas
de diferentes tamafios 20 ym (simulando bacterias agregadas) y de 1,1 ym
(simulando bacilos aislados) con TDM extraido de M. abscessus y se pusieron en
contacto con los macréfagos durante 48 horas. EI TDM estd asociado a
importantes eventos en la enfermedad de tuberculosis como es la formacion del
granuloma y también induce a la produccion de diferentes citocinas, como TNF-a
y IL-6 (Indrigo et al., 2003; Philips & Ernst, 2012; Welsh et al., 2008). Se pudo
confirmar la produccién de cantidades significativas de TNF-a y IL-6 por parte de
los macrofagos que estaban en contacto con las microesferas de 20 pm
recubiertas de TDM que simulaban a los grandes agregados bacterianos (Figura
D. 42). Estos resultados apoyan la hipdtesis de que el tamano del area de
interaccidon de los factores de virulencia con el macrofago podria ser importante

en el inicio de la infeccion.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio y los diferentes
resultados reportados relacionando las variantes rugosas M. abscessus con la
virulencia (Rhoades et al., 2009) es factible pensar que el GPL en la porcién mas
externa de la pared celular de M. abscessus enmascara los lipidos subyacentes

que son los responsables de estimular la respuesta inmune innata. Cuando hay
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una pérdida del GPL, la virulencia se incrementa gracias a la interactuacion de

estos lipidos con el macrofago.

Por otra parte se demostr6é que las variantes rugosas forman agregados y
estos no pueden ser completamente disgregados utilizando las técnicas
recomendadas. Eso posibilité observar que los macréfagos son capaces de
fagocitar los agregados con mas de 5 bacilos. Por lo que seria l6gico deducir que
al fagocitar agregados aumenta el numero de factores de virulencia interactuando
con el macrofago. Eso se pudo comprobar por CLSM y MET donde se pudo
observar los grandes agregados dentro del macréfago, con un gran numero de
bacilos dentro de un mismo fagosoma. Lo que nos hace pensar que el aumento
de la virulencia de las variantes rugosa con respecto a las variantes lisas puede
ser debido a una suma de factores, como por ejemplo; la exposicion de los
factores de virulencia que estan en la superficie de la pared de la micobacteria,
que en las variantes lisas son recubiertos por el GPL, y la exposicion de estos
factores en gran cantidad y a través de una superficie extensa debido a la

formacion de los agregados.

Los GPLs, son sintetizados por varias NTM como por ejemplo:
Mycobacterium avium Complex (MAC), M. smegmatis, entre otras. Y la presencia
o ausencia de GPLs esta relacionada con varios cambios fenotipicos, incluyendo

morfologia colonial, la agregacion, la motilidad (Pang et al., 2013).

En M. avium y M. smegmatis se correlaciond la capacidad de extenderse
sobre la superficie de un medio sdélido por deslizamiento (motilidad) con la
presencia de glicopeptidolipido en la pared celular (Martinez et al., 1999). En M.
abscessus se observo la misma capacidad de deslizamiento con la variante lisa
que era capaz de sintetizar GPL, mientras que la variante rugosa GPL deficiente
no poseia esta capacidad (Howard et al., 2006). En el estudio realizado con las
diferentes variantes de M. abscessus se encontré que solamente las variantes
lisas (productoras de GPL) (Figura D.22 C y E) presentaban motilidad. En el caso
de las variantes rugosas (GPL deficientes) estas no presentaban motilidad (Figura
D.24 D, F, G, H). Lo que confirma que solamente las variantes que son capaces

de sintetizar GPL presentan motilidad.
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En este estudio también se investigo si habia diferencia en la resistencia a
los antibioticos entre las variantes lisa y rugosa de la cepa 44196 de M.
abscessus. En el caso de M. smegmatis, la ausencia de GPLs aumenta la
absorcion de quenodesoxicolato (Etienne et al., 2002), pero en otro estudio se
observd que la cepa deficiente en GPL presentaba la misma susceptibilidad a la
rifampicina, estreptomicona, isoniacida y capreomicina que la cepa productora de
GPL (Pang et al., 2013).

En el caso de M. abscessus la MIC encontrada para la gentamicina (32
pg/ml) ha sido igual que la MIC reportada en estudios anteriores con aislados
clinicos (Shen et al., 2007), no encontrando asi diferencia entre la variante lisa
(que sintetiza grande cantidades de GPL) y la variante rugosa (que sintetiza muy
poca cantidad de GPL).

Dos antibioticos muy utilizados para el tratamiento de M. abscessus son la
amikacina y la cefoxitina, ambas variantes, lisas y rugosas presentaron la misma
MIC y son sensibles a estos antibidticos. Resultados similares fueron obtenidos

en el estudio de Ruger y colaboradores (Ruger et al., 2014).

Las diferencias encontradas con respecto a la sensibilidad a cefoxitina para
las dos variantes ha sido que la MIC de la variante lisa fue de 64 pg/ml mientras
que la variante rugosa presenté una MIC de 128 ug/ml. En el estudio de Ruger y

colaboradores no hubo variacién en la MIC de ambas variantes.

En el caso de la MIC de las variantes lisa y rugosa para la tigeciclina, la
variante lisa obtuvo una MIC de 2 pg/ml y la variante rugosa una MIC de 1 ug/ml.
Siendo la MIC de la variante rugosa mas alta que la reportada en estudios

anteriores que era de 0,25 ug/ml (Rager et al., 2014).

En vista de estos resultados es dificil afirmar que la presencia de GPL

tenga un papel relevante en la resistencia a los antibiéticos en M. abscessus.

Cuando se investigd la resistencia a la desecacion de las diferentes
variantes de M. abscessus, se observd que las variantes rugosas eran mas

resistentes a la desecacion que las variantes lisas, pero es dificil afirmar que sea
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debido a la diferencia en la composicion de la pared de estas variantes o al hecho
de que las variantes rugosas formen agregados y eso las mantenga mas
protegidas de los efectos diversos de las condiciones de cultivo, como la

temperatura y la falta de humedad.
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1. No se detectaron ciclopropanos en los acidos a-micélicos de M.

brumae, M. fallax y ambas cepas formaron cuerdas.

2. Las diferentes cepas de M. abscessus, 390R, 44196R, BE37R y

BE48R presentaban morfologia colonial rugosa y formaron cuerdas.

3. Las cepas de M. abscessus 390S y 44196S presentaban morfologia

colonial lisa y no formaron cuerdas.

4. Se reveld por primera vez que en la composicion de los acidos

micolicos de M. abscessus no hay ciclopropanos, solamente dobles enlaces.

5. No se encontraron diferencias entre la estructura del acido micélico

de las diferentes variantes de M. abscessus.

6. Solamente las variantes con morfologia colonial lisa de M.

abscessus presentaban GPL.

7. En la suspension bacteriana de M. abscessus, las variantes rugosas
formaban agregados de mas de 5 bacilos, y las variantes lisas mantenian
90% de los bacilos aislados. Los agregados de las variantes rugosas fueron
fagocitados por al macrofago y se localizaban varios bacilos dentro de un
mismo fagosoma. Los bacilos de las variantes lisas se encontraban aislados

en distintos fagosomas.

8. Las variantes rugosas de M. abscessus eran mas virulentas que las

variantes lisas, siendo estas capaces de matar a los macrofagos infectados.

9. Mediante la utilizacion de diferentes técnicas de microscopia se
observd claramente la interaccion macréfago murino-micobacteria y se
constato la destruccion del macréfago infectado por las variantes rugosas de
M. abscessus.
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10. Solamente las variantes rugosas inducian a la formacion del
“granuloma’.
11. Las variantes rugosas de M. abscessus fueron capaces de

inducir la produccién de altos niveles de citocinas como TNF-a y IL-6 por
parte del macréfago infectado. Las variantes lisas no inducian a una

produccion significativa de estas citocinas.

12. Solamente las microesferas de 20 um recubiertas de TDM
fueron capaces de inducir la produccion de niveles significativos de TNF-a y

IL-6 por parte del macrofago.

13. Solamente las variantes con morfologia colonial lisa de M.

abscessus presentaban motilidad.
14. No se observaron diferencias concluyentes en cuanto a la

resistencia a la desecacion, la sensibilidad a antibidticos o el crecimiento

bacteriano en las diferentes variantes de M. abscessus.
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H. Anexos

Los articulos a continuacion presentan parte de los resultados de esta tesis
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Mycobacterium brumae and Mycobacterium fallax. Microbiology.
doi:10.1099/mic.0.057919-0

2. Sanchez-Chardi, A., Olivares, F., Byrd, T.F., Julian, E., Brambilla, C., Luquin,
M., 2011. Demonstration of cord formation by rough Mycobacterium abscessus
variants: Implications for the clinical microbiology laboratory. J. Clin. Microbiol. 49,
2293-2295. doi:10.1128/JCM.02322-10
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