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Resumen

La estructura de la pared de las mi-
cobacterias se asocia generalmente
a la capacidad para formar biofilms
y la movilidad por sliding o desliza-
miento. Este estudio fue realizado
con tres especies de micobacterias
ambientales (MA): Mycobacterium
smegmatis, Mycobacterium gordonae
y Mycobacterium porcinum. Los obje-
tivos fueron: a) establecer por espec-
trometria de masa (EM) MALDI-TOF si
existian diferencias en la composicion
de las cadenas carbonadas lipidicas de
la pared celular cuando las bacterias
estaban en crecimiento plancténico
o formando biofilms; b) evaluar la
relaciéon entre la composicion de las
cadenas lipidicas y la capacidad para
deslizarse y de formar biofilms. M.
porcinum y M. smegmatis formaron
biofilms de diferentes magnitudes y
presentaron movilidad. M. gordonae
desarroll6 pobre biofilm y no mostré
movilidad. Los espectros MALDI-TOF
mostraron diferente composicion de
las cadenas lipidicas entre las MA en

estado plancténico y formando bio-
films. Los espectros de MA formando
biofilms mostraron mayor diversidad
presentando acidos micélicos de cade-
na corta. Estos resultados sugieren la
importancia de estos acidos micélicos
en la formacién de biofilms, especial-
mente en su maduracién. M. gordonae
presentd una mayor proporcién de
acidos grasos de cadena larga, en com-
paraciéon con M. smegmatis y M. por-
cinum. La presencia de cadenas largas
hidrofébicas podria generar mayor
friccién, reduciendo su movilidad.

Palabras clave: Micobacterias am-
bientales, EMMALDI-TOF, acidos mi-
cdlicos, biofilms, movilidad por sliding

Lipid composition of cell wall of three
species of environmental mycobacteria
and its possible role in the biofilm for-
mations and motility by sliding
Abstract

The wall structures of Mycobacteria
are usually associated with the abil-
ity to form biofilm and motility by
sliding. This study was performed
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with three strain of Environmental
Mycobacteria (MA): Mycobacterium
smegmatis, Mycobacterium gordonae
and Mpycobacterium porcinum. The
goals of this paper were: a) to estab-
lish by MALDI-TOF mass spectrometry
(MS) whether there are differences in
the lipid carbon chain composition in
the cell wall when they are in plank-
tonic growth or forming biofilm; b)
to evaluate the relation between lipid
carbon chain composition and their
sliding and biofilm formation abil-
ity. M. porcinum and M. smegmatis
formed biofilms of different sizes and
presented motility. M. gordonae devel-
oped poor biofilm and did not move.
MALDI-TOF spectra obtained from EM
in a planktonic state differ from EM

biofilm-grown ones in their cell-wall
lipidic carbon chain composition. EM
biofilm-grown spectra show a greater
diversity. All biofilm-grown EM spec-
tra present short chain mycolic acids.
These results suggest the importance
of these mycolic acids in the forma-
tion of biofilm, especially in its matu-
ration. M. gordonae presented also a
higher proportion of long-chain fatty
acid, compared to M. smegmatis and
M. porcinum. The presence of long hy-
drophobic chains could possibly gen-
erate a greater friction, thus reducing
its motility.

Keywords: Environmental mycobac-
teria, MALDI-TOF-MS, mycolic acids,
biofilm, sliding motility

Introduccion

Las micobacterias contindan siendo una causa muy importan-
te de morbi-mortalidad, especialmente en paises con recursos
sanitarios limitados. Como resultado del aumento mundial del
uso de técnicas como la secuenciacion de RNA ribosomal 168,
mas de 50 nuevas especies fueron descriptas a partir de 1990
(Schinsky et al., 2004).

En la actualidad se han identificado mas de 150 especies y
subespecies, muchas de las cuales se relacionan con enferme-
dades en humanos (MuraroWildner et al, 2014). El espectro
de patogenicidad varia ampliamente entre las especies, siendo
algunas patégenas estrictas (M. tuberculosis, M. leprae) y otras
saprofitas, asi como también su reservorio, que pueden ser el
hombre, los animales o el ambiente (Han et al.,, 2007). Aquellas
especies cuyo nicho ecolégico es el ambiente, no presentan
hospedador animal primario y no se ha comprobado la trans-
mision entre individuos infectados se consideran Micobacterias
Ambientales (MA) (Vaerewijcket al., 2005).

Una de las principales caracteristicas de las micobacterias
es la complejidad de sus estructuras de cubierta. Rigurosos
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analisis quimicos han demostrado que las células estan rodea-
das por una membrana externa que contiene acidos micélicos
covalentemente unidos a un complejo arabinogalactano-pepti-
doglicano (Murray et al., 2007).

Esta compleja pared celular estd rodeada por polisacari-
dos, proteinas y pequefias cantidades de lipidos y glicolipidos
(Martinez et al, 1999). La inusual arquitectura de la pared ce-
lular micobacteriana imprime a muchos miembros del géne-
ro altos niveles de resistencia intrinseca (Bansal-Mutalik and
Nikaido, 2014) a una amplia variedad de antibi6ticos hidrofili-
cos y desinfectantes (Falkinham III, 2009). Asimismo, numero-
sos estudios sugieren que jugaria un rol importante en procesos
como la movilidad por sliding y 1a formacién de biofilms (Sonden
etal, 2005; Schorey and Sweet, 2008).

Si bien durante mucho tiempo se consideré que las mico-
bacterias eran inmoéviles, hoy se sabe que ciertas especies exhi-
ben la capacidad de moverse por sliding, 1a cual se observa como
halos monocapa sobre la superficie de un agar blando (Martinez
et al., 1999; Recht and Kolter, 2001; Oriani et al, 2016). Esta se
produce por las fuerzas expansivas de la poblacién bacteriana
en crecimiento, en combinacién con propiedades de la super-
ficie celular que favorecen la reduccion de la friccién entre las
células y el sustrato, y resulta en el movimiento lento de una
monocapa de células uniforme, como una unidad. Estudios rea-
lizados por Carter et al. (2003), asociaron esta movilidad con la
capacidad de producir biofims sobre superficies de policloruro
de vinilo (PVC), tanto en suministros de agua potable como in vi-
tro. Ambas propiedades serian de crucial importancia en la viru-
lencia de las MA. La movilidad podria contribuir a la invasion de
células epiteliales luego de la ingestion o inhalacion (Yamazaki
et al, 2006) aunque adn es un tema controvertido (Howard et
al., 2006). La habilidad de colonizar sistemas de distribucién de
agua les permitiria persistir en ellos, transformando al agua de
red en una de las mas importantes fuentes de infecciéon en hu-
manos (Hilborn et al., 2006).

El tipo de interaccién entre una bacteria y una superficie,
ya sea que se una o se deslice sobre ella, depende ampliamente
de la superficie celular. Recht et al. (2000) proponen un modelo
para explicar la movilidad por sliding, en el cual los glicopepti-
dolipidos (GPLs) localizados sobre la superficie celular, con sus
porciones hidrofébicas de acidos grasos expuestas, crean un
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ambiente hidrofébico que disminuye la friccidn entre la bacteria
y la superficie hidrofilica. Los autores también proponen que las
mutantes defectivas en la produccién de GPLs exponen produc-
tos mas hidrofilicos, tales como polisacaridos, resultando en un
incremento de la friccién con la superficie y disminucién de la
movilidad.

Es clarala ventaja que significa para las micobacterias, pato-
genas o ambientales, la habilidad de colonizar superficies (ani-
madas o inanimadas) mediante la formaci6n de biofilms, ya que
les brinda mayor disponibilidad de nutrientes y proteccién con-
tra factores ambientales (Ojha et al., 2010).

La espectrometria de masas en sus distintas modalidades,
ha sido una técnica muy utilizada para la identificacién de mo-
léculas en diferentes ramas de la ciencia durante buena parte
del siglo XX. En sus inicios el rango de masas estaba limitado a
pequefias moléculas, lo que restringia las aplicaciones a lipidos
bacterianos. EM MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption/
ionization time-of-flight-mass spectrometry, en espaifiol: des-
orcion laser asistida por la matriz con deteccién de masas por
tiempo de vuelo) se ha convertido en un recurso de referencia
para la identificaciéon de microorganismos, sobre todo median-
te el andlisis de espectros de proteinas (Zarate et al,, 2014). Sin
embargo, en el presente estudio, se la utiliz6, para conocer las
caracteristicas de las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos de
la pared celular micobacteriana.

EM MALDI-TOF es un método que, mediante la aplicacion
de energia laser a una muestra embebida en una matriz, con-
sigue vaporizar e ionizar esa matriz, arrastrando una porcion
representativa de las biomoléculas contenidas en la muestra.
Esas moléculas tienden a fragmentarse cuando son ionizadas
por métodos convencionales, en el caso de la EM MALDI-TOF se
utiliza una matriz para protegerlas. Estos compuestos una vez
ionizados son sometidos a aceleraciéon en un campo eléctricoy a
una migracion a través de un tubo de vacio hasta un detector. El
tiempo que transcurre desde su vaporizacién/ionizaciéon hasta
su deteccion depende del cociente masa/carga (m/z) de esa bio-
molécula y éste permite determinar su masa exacta de manera
extremadamente fiable (Munoz Bellido et al, 2012).

Los objetivos de este trabajo fueron: a) conocer, aplicando la
técnica de EM MALDI-TOEF, la composicién de las cadenas carbo-
nadas lipidicas de la pared de tres MA y establecer si presentan
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diferencias cuando las bacterias se hallan en crecimiento planc-
tonico o formando biofilm; b) evaluar la posible relacién de esta
composicién con la capacidad de las MA estudiadas de deslizar-
se (sliding) y de formar biofilm.

Materiales y Métodos

Los estudios se realizaron sobre tres cepas de MA de diferentes
origenes y velocidades de crecimiento: Mycobacterium smeg-
matis, bacteria no cromégena y de rapido crecimiento, provista
por el Instituto Nacional de Microbiologia Dr. Carlos G. Malbran,
utilizada como especie de referencia, por ser ampliamente es-
tudiada, Mycobacterium gordonae, bacteria escotocromoégena
y de lento crecimiento, y Mycobacterium porcinum, bacteria no
cromoégena y de crecimiento rapido. Estas dos ultimas fueron
aisladas de muestras de agua de red e identificadas por prue-
bas bioquimicas (Jorge et al., 2005) y por secuenciacién de un
fragmento del genARNr16S y secuenciacion hsp65 (Ringuet et
al., 1999).

Andlisis de las cepas por EM MALDI-TOF

Preparacion del indculo: las cepas seleccionadas se sembra-
ron en Middlebrook 7H9 Difco (MB) con glicerol y se incubaron
a 30 2C durante 7 o 14 dias, dependiendo de la velocidad de
crecimiento. Se centrifugaron, el sedimento se lavé con buffer
salino y se resuspendid en el mismo buffer, hasta alcanzar una
turbidez de 0,5 de la escala de Mc Farland.

En células en crecimiento plancténico (de vida libre): Se rea-
liz6 la extraccion de lipidos segtn la técnica de Ojha et al. (2005)
a partir de un in6culo preparado como se explicé anteriormente.
Diez mililitros de suspensién se trataron con 2 ml de hidréxido
de tetrabutilamonio (40%, Merck) a 100 2C durante una noche,
se agregaron 2 ml de diclorometano (Merck) y 200 ul de ioduro
de metilo (Merck). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente
por el lapso de una hora y se centrifugé a 2000 rpm por 10 mi-
nutos. La fase organica fue lavada con HCI (0,25 N; Merck) y con
agua destilada antes de secarla bajo vacio. Los micolatos tota-
les de cada cepa fueron analizados utilizando un espectrémetro
de masas MALDI-TOF-TOF modelo Ultraflex II (Empresa Bruker
Daltonics). La matriz utilizada fue acido dihidroxibenzoico.
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En células formando biofilm: las cepas seleccionadas se sem-
braron en un tubo de PVC estéril conteniendo MB adicionado
con glicerol. Se incub6 durante 21 dias a 30 2C. Con el fin de re-
cuperar el biofilm formado en las paredes del tubo, se descarto
el medio liquido, se lavé con agua estéril para eliminar las célu-
las no adheridas, se resuspendié con solucién de NaCl (0,85%)
estéril y se sonic6 tres veces (1 min cada vez). Se agit6 en vortex
durante 30 segundos y se llevé a volumen hasta alcanzar una
turbidez de 0,4 de D.O. (595 nm). A partir de aqui se procedi6 de
la misma manera que en el inciso a).

Prueba de movilidad por sliding

Para el ensayo se utilizaron cajas de Petri conteniendo MB
suplementado con glicerol y solidificado con 0,3% de agar agar,
Una colonia de cada cepa se sembrd con aguja en el centro de di-
chas cajas, se sellaron con parafina y se incubaron a 30 2C por14
dias (Martinez et al., 1999).

Evaluacion de la capacidad de formar biofilm

Se realiz6 in vitro mediante la técnica en microplacas de
PVC. Se sembraron 50 pl de in6culo preparado como se descri-
bié anteriormente, en policubetas con tapa de 96 pocillos, se
adicionaron 150 pl de los distintos medios de cultivo (agua esté-
ril de grifo, MB y MB con glicerol). Se incubaron 21 dias a 30 °C.

Para cuantificar la formacidn del biofilm se elimin el sobre-
nadante de los pocillos y se agreg6 una soluciéon acuosa al 1 % de
cristal violeta. Luego de incubar 15 minutos a temperatura am-
biente, los pocillos se enjuagaron vigorosamente cuatro veces
con agua y se secaron sobre papel secante (Carter et al., 2003).
El colorante incorporado en el biofilm se disolvié con mezcla de
etanol y acetona 70:30 (Johansen et al., 2009). La lectura se rea-
liz6 a 595 nm en un lector de microplacas SINERGY HT.

Todas las experiencias se realizaron por triplicado en tres
experimentos independientes.

Resultados y Discusion

El uso de espectrometria de masa MALDI-TOF en extractos li-
pidicos de microorganismos en crecimiento planctonico y for-
mando biofilm permitié determinar micolatos con diferentes
longitudes de &cidos grasos. Los espectros de MALDI-TOF de las
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cepas M. smegmatis y M. porcinum en crecimiento planctonico
mostraron un pico correspondiente a m/z 868 compatible con
ésteres metilicos de acidos micélicos (MAMES) de cadena corta
de hasta C., (Fig. 1Ay 1C). Como se observa en la figura 1B, M.
gordonae presenta picos compatibles con cadenas de hasta C,, y
sefiales entre el 1046y 1515 de m/z correspondientes a MAMES
de cadenalarga (C_,- C, ). Enlas muestras analizadas de MA for-
mando biofilm, M. smegmatis mostré picos atribuibles a MAMES
de longitudes entre C,, - C, (Fig. 1D). Ademas, M. gordonae pre-
sentd una secuencia de picos regulares de m/z 617 a 1175, asi-
milables a cadenas alquilicas de C,,a C_, (Fig. 1E). M. porcinum
mostro picos regulares correspondientes a cadenas entre C,, y
C.. (Fig. 1F). La comparacion de los espectros obtenidos de MA
creciendo en estado plancténico y formando biofilm, mostré di-
ferencias en la composicidn de las cadenas carbonadas lipidicas
de sus paredes celulares. Siendo éstos ultimos los que mostra-
ronun aumento en el nimero de picos que sugieren la presencia
de una mayor diversidad de cadenas alquilicas. Los tres espec-
tros de las MA creciendo en biofilm presentaron una compo-
sicion comin de MAMES de C,,-C,. correspondientes a masas
de hasta 701, observadas en la primera fraccion del espectro.
Estos resultados coinciden con Ojha et al. (2005) sobre el papel
fundamental de la sintesis de micolatos de cadena corta en la
formacion de biofilms. De hecho, aquellas cepas que no los sin-
tetizan, son incapaces de formar biofilm maduro. Como se indicé
anteriormente, M. gordonae no fue capaz de translocar sobre su-
perficies. Ademas, present6 MAMES de cadenas mas largas que
M. smegmatis y M. porcinum, ambos méviles. Probablemente, la
presencia de cadenas hidrofébicas largas podria generar mayor
friccién disminuyendo su movilidad.

M .porcinum y M. smegmatis, formaron biofilm de diferentes
magnitudes en todos los medios probados (Fig. 2) y presenta-
ron movilidad por sliding en MB con glicerol (Fig. 3A y B). M.
porcinum, mostro la mas consistente produccién de biofilm (Fig.
2). M. gordonae formé débil biofilm en MB sin y con glicerol (DO
0,08 y DO 0,37 respectivamente) y no se desplaz6 por sliding
(Figs. 2 y 3C). Esta correlacién entre la capacidad de deslizarse y
de formar biofilm es coincidente con otros hallazgos bibliografi-
cos sobre M. avium (Carter et al., 2003), sin embargo, no se hall6
bibliografia sobre estudios en cepas de M. gordonae. aisladas del
ambiente.
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Si bien algunos autores (Carter et al., 2003; Williams et al,
2009) describen al agua como el mejor medio para la formacién
de biofilm, nuestras experiencias muestran que su produccion
se correlaciona positivamente con el aumento en la disponibili-
dad de nutrientes en los medios, coincidentemente con los resul-
tados obtenidos por Johansen et al. (2009), quienes estudiaron
distintas subespecies de Mycobacterium avium. La discrepancia
puede deberse a que se trabajo con otras especies de MA y a las
condiciones experimentales impuestas. Por otro lado, el agua de
red no es un medio estandarizado y el contenido de materia or-
ganica, iones y pH, depende de factores locales.

Conclusiones

Se puso en evidencia la utilidad de la espectrometria de masas
MALDI-TOF en el estudio de las cadenas carbonadas lipidicas
de las MA. La técnica permiti6 visualizar la variacién en la com-
posicion lipidica de la pared de las micobacterias estudiadas de
acuerdo a que estuvieran en crecimiento plancténico o forman-
do biofilm, evidenciando la ausencia de MAMES de cadena corta
en la especie no mévil, que también presenté débil biofilm.

Asimismo, se aporta informacién que permite un mejor co-
nocimiento de las estructuras de cubierta de algunas MA comu-
nes en agua de red, de modo de poder inferir su comportamien-
to ambiental y potencial implicancia en la salud de la poblacién.

Seria de interés un estudio mas amplio que incorporara
otras cepas de MA a fin de evaluar si es posible generalizar estos
hallazgos.
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Figura 1. Espectros obtenidos por EM MALDI-TOF de las cepas estu-
diadas en estado plancténico (A, By C) y formando biofilm (D, E y F).
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Figura 2. Cuantificacion del biofilm formado por las MA estudiadas
en diferentes medios de cultivo (Valores medios* DE. 3 series de 8
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Figura 3. Movilidad por sliding. Morfologia macroscépica de las co-
lonias deslizadndose sobre la superficie de medio MB con 0,3% de
agar, durante 14 dias a 30 °C. A) M. porcinum, B) M. smegmatis C) M.
gordonae. Magnificacion 6,7 X. Estas imagenes son representativas de
estudios realizados con 5 colonias de cada especie.
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