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Resumen: La enfermedad asociada al biofilm esta siendo evaluada con profundidad en diferentes
campos de la Microbiologia Clinica, en tanto que representa un importante problema de salud
publica. La formacion de biofilms constituye un modo de crecimiento que hace que las células que
lo forman sean menos susceptibles a los antimicrobianos y a la accion del sistema inmune del
huésped y, permite que los patégenos sobrevivan en entornos hostiles, se dispersen y colonicen
nuevos nichos no previstos. En lo relativo a la infeccién fingica de gravedad, ain hoy constituye
un gran reto para la salud publica por su elevada morbi-mortalidad a pesar de los avances en
diagnostico y estrategias de tratamiento. Para avanzar en el conocimiento de los procesos que
motivan la invasién fdngica, los modelos in vitro de biofilm constituyen una herramienta
interesante para hallar respuestas que puedan trasladarse y aplicarse en la practica clinica. En el
laboratorio de Referencia e Investigacion en Micologia, del CNM-ISCIII mantenemos una linea de
investigacion, utilizando un modelo de biofilm de Aspergillus fumigatus, y cepas de diferentes
origenes y fondos genéticos, que nos ayudaran a desarrollar herramientas complementarias para
establecer nuevos test diagnosticos y estrategias de tratamiento, asi como relacionar resistencia con
la capacidad de formar biofilms y con la patogenia y virulencia del hongo. En este estudio se analiza
fenotipicamente esta estructura mediante técnicas de imagen basadas en microscopia de
fluorescencia con marcajes especificos para evaluar la arquitectura del biofilm intraespecie y el
efecto de factores que puedan alterar su desarrollo e integridad.

Palabras Clave: Aspergillus fumigatus, Biofilm, Gliotoxina, Quorung Sensing, Matriz Extracelular.

Abstract: Biofilm-associated disease is being evaluated in depth in different fields of Clinical
Microbiology, as it represents an important public health problem. The formation of biofilms
constitutes a mode of growth that makes forming cells less susceptible to antimicrobials and to the
action of the host's immune system. This structure also allows pathogens to survive in hostile
environments and disperse and colonize new unforeseen niches. Regarding serious fungal infection,
even today it constitutes a great challenge for public health due to its high morbidity and mortality
despite important advances in diagnosis and treatment strategies. In an attempt to advance our
knowledge on fungal cell invasion, in vitro fungal biofilm models are an interesting tool to find
answers that can be applied in clinical practice. At the CNM-ISCIII Reference and Research
Laboratory in Mycology, we maintain a line of research, using an Aspergillus fumigatus biofilm
model, and strains from different origins and genetic backgrounds, which will help us develop new
complementary tools to establish new diagnostics tests and treatment strategies, as well as to
connect resistance to biofilms and to fungal virulence traits. In this study, this structure is
phenotypically analysed using imaging techniques based on fluorescence microscopy with specific
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markings to evaluate the architecture of the intraspecies biofilm and the effect of factors that may
alter its development and integrity.

Key words: Aspergillus fumigatus, Biofilm, Gliotoxin, Quorung Sensing, Extracelular Matrix.

1. Introduccion

De las infecciones humanas, mas de la mitad estan relacionadas con la formacién de biofilms
simples o mixtos que acttian como reservorio de microrganismos, son dificiles de eliminar y a
menudo se asocian con procesos recidivantes. En lo relativo a la infeccién fungica de gravedad, aun
hoy constituye un gran reto para la salud publica por su elevada morbi-mortalidad a pesar de los
importantes avances en diagnostico y estrategias de tratamiento.

En un intento de encontrar la causa de la falta de eficacia de los tratamientos antifingicos, asi
como avanzar en el conocimiento de los procesos que motivan la invasion de la célula fingica, los
modelos de biofilms in vitro constituyen una herramienta interesante para hallar respuestas que
puedan trasladarse y aplicarse en la practica clinica.

Muchos de los estudios sobre biofilms fingicos se centran en la especie Aspergillus fumigatus,
causa frecuente de enfermedad invasiva grave en individuos de riesgo. A. fumigatus utiliza diferentes
estrategias de evasion para evitar la respuesta protectora inmune e invadir al huésped susceptible, o
resistir a la accién de los antifingicos. Entre ellas, la formacion de biofilms se ha propuesto como un
mecanismo importante en la patogenia de este hongo filamentoso, y son objeto de recientes
investigaciones. Aunque se han encontrado diferencias en el genotipo y el fenotipo de la células
fangica que se encuentran formando biofilm (c. sésiles) en comparacion con las células planctonicas,
tales diferencias no explican algunos comportamientos anémalos [1]. El modelo del biofilm como
estrategia de adaptaciéon consideramos que constituye un modelo interesante para profundizar en
aspectos de la patogenicidad y resistencia de este hongo filamentoso.

El estudio de estas comunidades complejas, y en particular su arquitectura permitira avanzar en
el conocimiento de estrategias de tratamiento dirigido a esta forma de organizacién microbiana.
Estudios previos determinan que la formacion de un biofilm de A. fumigatus tiene lugar en diferentes
etapas. La adhesion de las conidias al sustrato sucede en las primeras 4 horas (adhesion). Entre las 8
y 12 horas de incubacién se produce la germinacion de conidias en hifas ramificadas, iniciandose la
anastomosis de hifas adyacentes (iniciacion), que entre las 16 y 20 horas se extienden formando redes
(biofilm inmaduro). A partir de las 24 horas se da la maduracion del biofilm (biofilm maduro), con
una evidente expansion y desarrollo del micelio, apareciendo las redes de hifas mas compactas, con
una elevada disposicion estructural, y aumento de la matriz extracelular hidrofébica (MEC) que une
cohesivamente las hifas [2]. Esta MEC es imprescindible para la supervivencia y morfogénesis de la
célula fangica, proporciona una barrera protectora tanto frente a las condiciones ambientales como
frente a otros microorganismos y en el caso de los hongos patdégenos como A. fumigatus desempenia
un papel activo en la patogenicidad e infeccién, ya que alberga componentes que constituyen
importantes factores de virulencia. Ademas, participa también en la formacion del biofilm [3].

La linea de investigacion que desarrollamos en el LRIM va dirigida al estudio del modelo de
biofilm de la especie A. fumigatus, pues constituye una herramienta imprescindible por su
importancia bioldgica.

En este trabajo se analizara fenotipicamente esta estructura mediante técnicas de imagen basadas
en microscopia de fluorescencia con marcajes especificos (blanco de calcoflior, CFW) para evaluar la
arquitectura del biofilm intraespecie y el efecto de factores que puedan alterar su desarrollo e
integridad. Esta técnica se basa en la propiedad que tiene esta sustancia de emitir fluorescencia al ser
activada por radiacion ultravioleta, y por otra, en la afinidad que presenta por la quitina presente en
la pared celular de los organismos fingicos. El examen con blanco de calcofltior esta considerado
como un método répido y fécil para la caracterizacion de la célula fuingica. El desarrollo que las
técnicas de imagen han experimentado en los dltimos afios permite que estrategias como estas
supongan un importante avance en el conocimiento de estas estructuras.
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2. Material y Métodos

2.1 Cepas de Aspegillus sp. y mantenimiento en el laboratorio

Se utilizaron hasta 8 cepas diferentes de Aspergillus fumigatus para los diferentes ensayos. Se
incluyeron: la cepa de referencia ATCC 2004305 (American Type Culture Collection), denominada en
este trabajo como “Af2580”; la cepa de referencia “Af293” aislada de un paciente con Al [4]; 3 aislados
clinicos [“Af9160” (CM9160), “Af119” (CM10236), “Af135” (CM10240)] y 3 aislados ambientales
[“Af122” (CM10239), “Af126” (CM10247), “Af127” (CM10248)] procedentes de la coleccién del
Laboratorio de Referencia e Investigacion en Micologia (LRIM). Las cepas se subcultivaron en Agar
Patata Dextrosa (APD, OXOID, Espafia) a 30 °C.

2.2 Preparacién de indculos

Para cada una de las cepas se prepararon suspensiones de conidios (esporas) a una concentracion
del orden de 108 ufc/mL (ufc, unidades formadoras de colonias). Para ello, pasados unos 6-7 dias de
incubacidn, se cubrié la superficie del cultivo esporulado en APD con aproximadamente 2 mL de
agua+Tween 20 (Sigma-Aldrich®, Madrid, Spain) al 0,1% y se raspd suavemente con un hisopo estéril
para liberar las esporas. La solucion resultante (formada por esporas, agua y Tween 20 al 0,1%) se
trasladd a un tubo estéril y se realizaron dos diluciones, 1/10 y 1/100; a partir de esta tiltima se calcul6
el namero de esporas (ufc) contenidas en la soluciéon madre mediante recuento microscépico en
camara de Neubauer (Cellometer® Nexcelom Bioscience LLC, Estados Unidos).

Los in6culos ajustados se conservaron a 4 °C para su posterior utilizacidon. Se prepararon nuevas
suspensiones de trabajo cada cuatro semanas.

2.3 Desarrollo in vitro de un biofilm de Aspergillus fumigatus

Se parti6 de las suspensiones de conidios (108 ufc/mL, apartado 2.2.) de las distintas cepas para
preparar un indculo ajustado a 2x10* ufc/mL. Los biofilms se formaron en placas de microdilucion de
96 pocillos de poliestireno de fondo plano (Falcon®). En cada pocillo se ahadieron 100 uL. de RPMI
2% glucosa tamponada con MOPS (Sigma-Aldrich®) y 100 pL de inéculo (indculo final 1x104 ufc/mL).
Las placas se incubaron en la estufa a 37 °C durante periodos de tiempo seleccionados.

2.4 Caracterizacion de la estructura de los Biofilms mediante la observacion con microscopio de
fluorescencia y tincion con Calcofluor White (CFW)

Los biofilms formados durante 6, 24, 48 y 72 horas se fijaron con paraformaldehido (PFA). Para
ello, en cada tiempo establecido se retir6 el medio y se lavo la placa con PBS. Posteriormente se
anadieron 200 uL por pocillo de PFA 4%, manteniéndolo durante 30 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente. Pasados los 30 minutos, se retird el PFA y se realiz6 un lavado con 200 pL de
PBS. Se realiz6 la tincién con CFW, un fluorocromo no especifico que se une a polisacaridos 1-4 beta
de quitina de la pared celular. Se anadieron 200 pL/pocillo de CFW en PBS (10 pg/mL) y
posteriormente se incub6 la placa durante 30 minutos en oscuridad a 37 °C, tiempo tras el cual se
lavaron los pocillos tres veces con PBS. Las estructuras marcadas se visualizaron por microscopia de
fluorescencia con el microscopio Leica Thunder (Leica Microsystems®). Todas las fotos se tomaron
con el objetivo 10X.

2.5 Efecto de la adicién de distintas moléculas en la estructura de del biofilm

La presencia de moléculas exdgenas o derivadas de otros microorgansimos que puedan
compartir nicho ecologico con Aspergillus, puede tener implicaciones en el desarrollo del biofilm. En
este estudio analizamos tres compuestos (diferentes concentraciones) con efectos conocidos o
previstos en la estructura final del biofilm maduro. Para estudiar este efecto seleccionamos tres cepas
de A. fumigatus (Af 2580, Af293 y Af9160). Los biofilms formados durante 24 horas, y sometidos a la
accion de los distintos compuestos y condiciones descritas en la Tabla I, se fijaron con
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paraformaldehido (PFA) y se procesaron como se describe en el apartado anterior para el estudio con
microscopia de fluorescencia.

Tabla I Detalle de los compuestos evaluados para describir el efecto en la arquitectura de A. fumigatus

Biofilm Tiempo de incubacién Tiempo de
preformado con el compuesto incubacion total
Gliotoxina (20 pug/ml) 24h 24h 48h
DNAsa I 05y 5 mg/mD 24h 24h 48h
Autoinductor, AI-2 43y oah 24h 48h

0,54 pg/ml)
! DNAsal: Desoxirribonucleasa I de pancreas bovino DN25 (Sigma Aldrich)

3. Resultados

3.1 Estructura microscépica del biofilm marcado con Calcofluor White (CFW)

En la Figura 1 se muestra la estructura microscopica de los biofilms de 8 cepas seleccionadas
marcados con CFW en distintas puntos temporales, que corresponden con distintas fases de
maduracién: adhesion (t=6h), y biofilm maduro (t=24h y t=48 h).

Tras las primeras 6 horas de incubacidn se observan conidios adheridos al fondo de la placa en
todas las cepas evaluadas. Aumentando el tiempo de incubacion, las hifas se alargan y entrelazan, de
forma que la estructura adquiere una forma de marafia mas compacta segtin se incrementa el tiempo
de incubacién (t=24 y t=48h). En todas las cepas se observa cémo las hifas forman un entramado que
es mas denso y reticulado cuanto mas maduro es el biofilm.

3.2 Efecto de la adicién de distintas moléculas en la estructura del biofilm

La adicion de gliotoxina (GT), Autoinductor 2 (Al-2) y DNAsa en el biofilm formado mostré un
efecto concentracion dependiente. En la Figura 2 se representan imagenes seleccionadas del efecto de
las concentraciones mayores ensayadas sobre un biofilm maduro (t=24h) comparativamente con el
mismo biofilm desarrollado tras 48h de incubacién en ausencia de tratamiento. La densidad y grado
de reticulacion del biofilm crecido durante 48h es similar para las tres cepas (A, E, I) en las condiciones
ensayadas. La adicion de estos compuestos muestra un efecto compatible con pérdida de integridad
del biofilm, observandose un micelio desestructurado, disgregacion (espacios libres de hifas y sefal
de fluorescencia), disminucién en la densidad del entramado y una distribucién heterogénea de la
sefal de fluorescencia (con agrupaciones mas densas organizadas a lo largo del entramado) en
comparacion con la estructura del biofilm maduro de 48h de crecimiento, mas uniforme en la
intensidad del marcaje. Aunque no podemos cuantificar el efecto de cada una de las moléculas, y
tampoco analizarlo comparativamente, el tratamiento con DN Asa I parece indicar un cambio mayor
en distribucion de la quitina en la pared celular de las hifas, mas irregular y difusa.
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Figura 1 (A) Detalle de las estructuras marcadas con CFW del biofilm en los distintos puntos
temporales evaluados en este estudio. Las flechas indican las esporas fijadas en t=6 h y detalle de las
hifas ramificadas (t=24h) y densamente entrelazadas (t=48h). (B) Imagenes seleccionadas
correspondientes a biofilms formados por las distintas cepas. Leica Thunder (Leica Microsystems®),
objetivo 10X.
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Biofilm 48h 24h + 24h GT (20ug/ml) 24h + 24h AI-2 (4,3 ug /ml) 24h + 24h DNAsa I (5 mg
. .
-
- -

Figura1 A, Ey I; Estructura del biofilm crecido a tiempo 48h, a partir de un indculo 104 ufc/ml, de las

cepas Af293, CM2580 y CM9160, respectivamente. B, F y J; Estructura del biofilm crecido a tiempo

48h, incubado durante las tltimas 24h en presencia de GT (20 pg/ml). C, G y K; Estructura del biofilm

crecido a tiempo 48h, incubado durante las tltimas 24h en presencia de AI-2 (4.3 ug/ml). D, Hy L;

Estructura del biofilm crecido a tiempo 48h, incubado durante las tltimas 24h en presencia de la

enzima DNAsa, de las cepas Af293, CM2580 y CM9160, respectivamente. Leica Thunder (Leica
Microsystems®), objetivo 10X.
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4. Discusion

Los primeros modelos de biofilms estudiados las consideraban estructuras relativamente
homogéneas que consisten en una matriz extracelular con células incrustadas en su interior. El
desarrollo de técnicas de imagen avanzadas ha permitido profundizar en la caracterizacion de la
estructura de estas formaciones [5]. En el modelo de biofilm fungico desarrollado en este trabajo
fueron evaluadas la arquitectura microscépica de cepas diferentes de la especie A. fumigatus. Se
incluyeron 2 cepas de referencia (Af2580, Af293), tres aislados clinicos (Af9160, Af119, Af135) y tres
aislados ambientales (Af122, Af126, Af127) con el objetivo de caracterizar la capacidad de formar
estas estructuras y estudiar la variabilidad fenotipica intraespecie.

Nuestros resultados demuestran que todas las cepas estudiadas, de origen clinico y ambiental,
tiene la capacidad de formar biofilms en las condiciones controladas descritas en este trabajo, pero
no hay evidencia de que la estructura del biofilm (arquitectura) sea significativamente distinta entre
unas cepas y otras. Es importante destacar que estudios previos han demostrado que el biofilm sigue
unas fases en su proceso de desarrollo y que, este desarrollo puede condicionar la capacidad
patogénica del hongo. Como describen Morelli y col., a mayor madurez del biofilm de A. fumigatus,
la virulencia se incrementa en tanto que aumenta la capacidad de evasion de la respuesta inmune y
la actividad antifingica se reduce [6]. Segtin estos autores la maduracion del biofilm se relaciona con
la densidad del entramado y composicion de la matiz extracelular, que actuarian como una barrera
fisica que impide la penetracion del antifingico y la accién de reconocimiento de las células inmunes.
En esta linea, algunos autores han sugerido en estudios previos que la variabilidad intraespecie en A.
fumigatus conlleva diferencias en la capacidad patogénica [7, 8]. Si bien, otros como el descrito por
Puértolas-Balint y col., no encuentran diferencias en virulencia entre cepas cuando se analizan
aislados clinicos y ambientales de A. fumigatus [9]. estas discrepancias pueden estar relacionadas con
la capacidad de formar biofilms y con la fase de desarrollo del mismo en la que se evalua el efecto
virulento.

La estructura del biofilm que se forma cambia con el tiempo y esta determinada por muchos
factores. Entre ellos las propiedades de la superficie, el niimero y la distribucion inicial de las células
sobre la superficie, la transcripcion de sus genes, la interaccién entre las células, asi como las
propiedades fisicas y quimicas del ambiente externo.

En las condiciones controladas de laboratorio ensayadas, las cepas evaluadas muestran un
comportamiento similar en lo relativo a la formacion de biofilm y su estructura. En estas mismas
condiciones, observamos un efecto dependiente de la concentracion, al adicionar distintas moléculas
con efectos conocidos o previstos en la estructura final del biofilm maduro.

Gliotoxina (GT) es un metabolito secundario que se genera durante el desarrollo de A. fumigatus.
Constituye un importante factor de virulencia de esta especie por su efecto citotdxico frente a las
células inmunes. Ademas, se ha demostrado que tiene efectos toxicos sobre la misma célula fingica,
de modo que Aspergillus tiene la capacidad de regular su sintesis mediante mecanismos de
detoxificaciéon. La adicion de GT exdgena en el biofilm formado ha demostrado tener un efecto en la
estructura micelial, compatible con pérdida de integridad del biofilm, similar en las cepas analizadas.
La adicion de gliotoxina exdgena si se ha relacionado con cambios en la expresion de genes del cluster
biosintético, especialmente de GIliT, implicado en los mecanismos de la detoxificacion de GT tdxica
para el hongo [10]. La toxicidad de esta molécula se atribuye al puente disulfuro intramolecular que
constituye el motivo funcional de todas las epipolitiodioxopiperazinas (ETP), responsable de la
inhibicion de la actividad de proteinas con grupos tiol libres, como la NADH deshidrogenasa, asi
como la via del factor NF-kB y la respuesta innata de macrofagos, modulando la respuesta inmune a
induciendo apoptosis en diferentes tipos celulares[11]. La adicion de GT exdégena muestra un efecto
compatible con pérdida de integridad del biofilm, observandose un micelio desestructurado,
disgregado de menor densidad, y sugiere un efecto tdxico sobre proteinas de la MEC, que requiere
confirmacion mediante técnicas alternativas.

Igualmente, uno de los mecanismos por los que estas comunidades coordinan su accion es el
sistema denominado “Qudérum S ensing”(QS)[12]. En el caso de especies de Aspergillus se ha
observado como esta forma de comunicacién celular hace que se modifiquen parametros como la tasa
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de crecimiento, morfologia y concentraciones inhibitorias de algunos antifiingicos[6]. En este estudio
se ha evaluado el efecto de AI-2 (dihidroxi pentanodiona, DPD), una molécula de comunicacion
bacteriana universal, para evidenciar su posible implicaciéon en el control y desarrollo de biofilm
mixtos (hongos-bacteria), dada la frecuencia con la que Aspergillus comparte nicho ecoldgico con
ciertas bacterias. Los resultados obtenidos muestran un efecto concentracion dependiente en la
estructura del biofilm maduro, observandose un micelio desestructurado, de menor densidad, y
desorganizado (marcaje irregular con CFW). Iwahashi y col. demostraron que el tratamiento de un
biofilm preformado de Aspergillus con Streptococcus pneumoniae supuso la fragmentacion del micelio
y desaparicion de la MEC, que avanzaba con el tiempo de tratamiento. El sobrenadante del cultivo
neumocdcico contenia actividad de fragmentacion del micelio corroborando la implicacién de un
factor liberado al medio por la bacteria [13].

Por otro lado, el DNA extracelular que se encuentra en la MEC se sabe que es un componente
importante del biofilm, pues contribuye a la estabilidad y mantenimiento de su estructura y regula
la resistencia antiftingica [14, 15]. Aunque existen pocos datos sobre su presencia y contribucién en
biofilm de A fumigatus, recientemente se ha demostrado la presencia de DNA en las ultimas etapas
del desarrollo del biofilm, aportandole un papel funcional en la estabilidad [15, 16]. Los estudios de
disgregacion con DNAsa corroboran la presencia de DNA extracelular en el biofilm maduro de las
cepas evaluadas y aunque no se evidencian diferencias entre cepas con esta metodologia, establece
estrategias para favorecer la disgregacion y avanzar en la investigacion de esta estructura.

5. Conclusiones

Los hallazgos descritos en este trabajo ponen de manifiesto la capacidad de diferentes cepas de
Aspergillus fumigatus para formar biofilms, bajo condiciones controladas de laboratorio.

La técnica de marcaje con CFW y microscopia de fluorescencia ofrece una visién simplificada y
rapida de la estructura del biofilm de diferentes cepas de A. fumigatus, que necesita ser ampliada con
la utilizacion de otros marcadores que nos permitan visualizar otras estructuras para confirmar la
variabilidad intraespecie en la estructura del biofilm. La utilizacién de otras técnicas analiticas
permitira confirmar la composicion diferencial de estas estructuras, segiin la cepa y las condiciones
de cultivo.

La investigacion con diferentes moléculas que pueden tener un papel en el desarrollo del biofilm
nos permite avanzar en la caracterizacion de estrategias de disgregacion y profundizar en el
conocimiento de mecanismos reguladores.

Ademas, seria interesante completar estos resultados preliminares llevando a cabo estudios con
otras cepas de A. fumigatus y otras especies fungicas.
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ATCC - Coleccién americana de cultivos tipo (American Type Culture Collection)
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CFW - Calcofluor White
GT - Gliotoxina
LRIM - Laboratorio de Referencia e Investigacion en Micologia

MEC — Matriz extracelular (Extracellular matrix)

PBS — Tampon fosfato salino (Phosphate-Buffered Saline)
PFA - Paraformaldehido
UFC - Unidades formadoras de colonias;
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