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REVISION BIBLIOGRAFICA

Las micobacterias y los humanos han coexistido durante mas de 40.000
afnos, siendo Mycobacterium tuberculosis, causante de la tuberculosis, el principal
agente patogeno del género Mycobacterium y que mas muertes ha producido. A lo
largo de la historia hay numerosos escritos, repartidos por todo el mundo,
describiendo las caracteristicas clinicas y patoldgicas de la enfermedad, conocida
como tisis o consuncion hasta 1839, cuando J. Schoenlein la denominé
tuberculosis. En los s. XVIII — XIX, coincidiendo con la revolucion industrial en
Europa, donde provocd una gran epidemia conocida como la “plaga blanca”, se
especulaba sobre su origen infeccioso, pero no se constaté hasta 1882, cuando
Robert Koch aisla, identifica y cultiva por primera vez su agente causal,
Mycobacterium tuberculosis (1,2). A partir de este momento no sélo se buscan
nuevas estrategias terapéuticas y diagndsticas para combatir esta enfermedad,
sino que se comienzan a relacionar con patologia humana bacilos causantes de

tuberculosis en animales (3).

1. GENERO Mycobacterium. CLASIFICACION

Lehmann y Neumann en 1896, establecieron por primera vez este género,

basandose en las caracteristicas de cepas tipo de M. tuberculosis. Clasicamente,
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el género Mycobacterium (orden Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae) se
compone por mas de 200 especies diferentes
(http://lwww.bacterio.net/mycobacterium.html), muchas de las cuales son
patdégenos humanos, patégenos oportunistas o se aislan de muestras clinicas
desconociéndose su asociacion patolégica. En la actualidad, en base a estudios
filogenéticos y andlisis comparativos del genoma, se propone una nueva
clasificacion que subdividide la familia_Mycobacteriaceae en cinco geéneros:
Mycobacterium gen., Mpycolicibacter gen. nov., Mycobacteroides gen. nov.,
Mycolicibacillus gen. nov. y Mpycolicibacterium gen. nov. Corresponde,
respectivamente, con los grupos monofiléticos ‘“tuberculosis-simiae”, “terrae”,
“‘abscessus-chelonae’, “trivialis” y “fortuitum-vaccae” (4). Esta nueva nomenclatura
ha sido validada por el Comité Internacional de Sistematica de Procariotas, sin
embargo, su empleo no es obligatorio (5).

Los agentes incluidos se describen como bacilos delgados, de forma recta o
ligeramente curvada, aerobios inméviles y no esporulados, con un tamafo de 0.2 a
0.6 x 1 a 10 um, que se caracterizan por presentar una pared celular rica en lipidos
y acidos micadlicos, que proporcionan una superficie hidrofébica, ademas de acido-
alcohol resistencia. Debido a esta caracteristica, requieren tinciones concretas
como Ziehl-Neelsen, Kinyoun o auramina-rodamina (6).

Las diferentes especies se dividen en micobacterias del complejo M.
tuberculosis, aquellas que presentan una homologia superior al 99% en su
secuencia nucleotidica e idéntico ARN ribosémico 16S al de M. tuberculosis (7),
micobacterias causantes de la lepra y no tuberculosas, el resto. Para facilitar la

clasificacion bacteriolégica y clinica de estas ultimas Runyon (1959) establecio
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diferentes grupos en funcion de la velocidad de crecimiento y capacidad para

producir pigmento en presencia o ausencia de luz (8). Actualmente, la clasificacion

se establece por datos epidemioldgicos, patoldgicos, filogenéticos y fenotipicos (9)

(Tabla 1).
Clasificacion de las micobacterias
Complejo M. Micobacterias Micobacterias no tuberculosas
tuberculosis de la lepra
Crecimiento lento’ Crecimiento
rapido?
M. tuberculosis M. leprae Complejo M. avium M. abscessus

M. bovis

M. bovis BCG
M. africanum
M. canettii

M. caprae

M. microti

M. pinnipedi
M. orygis

M. mungi

M. lepraemurium

M. kansassi

M. xenopi

. malmoense
haemophilum
genovense

. marinum
ulcerans

. szulgoi

. scrofulaceum

SXSXSEKX

M. chelonae
M. fortuitum

Tabla 1. Clasificacion de las micobacterias. Micobacterias no tuberculosas: ejemplos de las mas

relevantes desde un punto de vista patogénico.

Tiempo de crecimiento en cultivo mas de 7 dias’, menos de 7 dias?.

1.1. Complejo Mycobacterium tuberculosis: epidemiologia y clinica

Las especies del complejo M. tuberculosis son patdégenos obligados, agentes

causales de la tuberculosis en humanos y animales. M. tuberculosis es la especie

mas relevante en patologia humana, siendo el hombre su unico reservorio y la via

aérea su modo de transmision principal.
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Con el desarrollo de la vacuna BCG a principios del s. XX, por Calmette y
Guerin, para la prevencién de la infeccién tuberculosa, y el posterior descubrimiento
de farmacos micobactericidas como la estreptomicina, isoniazida y rifampicina
(1,2,10), la incidencia de la tuberculosis descendié hasta los anos 80. La aparicion
del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), las crecientes zonas de
vulnerabilidad sanitaria y la propagacién de cepas multirresistentes, favorecidas por
los incumplimientos terapéuticos y la globalizacion, han promovido el aumento de
nuevos casos (10).

En la actualidad, la tuberculosis sigue siendo un problema de salud publica,
a pesar de ser una enfermedad curable y prevenible. Con el plan de accién
propuesto por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 2014 ("Estrategia Fin
a la Tuberculosis") la incidencia acumulada anual ha descendido progresivamente.
Sin embargo, se situa como decimotercera causa de muerte global y la segunda
por enfermedad infecciosa, solamente por detras de la Covid-19. Se estima que, en
el ano 2020 cerca de 10 millones de personas estaban enfermas de tuberculosis,
de las cuales, 1,3 millones fallecieron (11).

En Asia y Africa se concentran las regiones con mayor nimero de casos
nuevos (Figura 1) (11). A nivel europeo, Espafa ocupa la novena posicién con una
tasa de incidencia de 9.3 casos/100.000 habitantes (12). Las Comunidades
Autébnomas con mas casos notificados son: Galicia, Ceuta y Catalufia (13). En
Castilla y Ledn, la provincia de Ledn registra la mayor tasa de incidencia, superior

a la media nacional (16,16 casos/100.000 habitantes) (14).



organo afectado es el pulmén. En la infeccion primaria los pacientes pueden
permanecer asintomaticos o presentar sintomas leves inespecificos. El mas
caracteristico es la fiebre y/o la presencia de linfadenopatias intratoracicas.
Aparecen infiltrados pulmonares en Iébulo superior que, si progresan, se suceden
lesiones cavitadas, fibroticas y finalmente calcificadas. En la infeccion posprimaria,
debida a una reactivacion de los bacilos que pudieran permanecer activos en las
lesiones fibréticas de la infeccion primaria, la sintomatologia es muy variable,

siendo la tos el sintoma mas frecuente. La infeccion también se puede desarrollar

REVISION BIBLIOGRAFICA

Incidencia anual por cada
100.000 habitantes
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Figura 1. Incidencia mundial de tuberculosis en el afio 2020 (11).

La tuberculosis es una enfermedad granulomatosa, en la cual el principal
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a otros niveles, aunque en menor frecuencia, tales como: pleural, linfatico
(escrofula), sistema genitourinario, digestivo, 6seo (enfermedad de Pott), nerviosos

central, pericardico; o de forma diseminada, tuberculosis miliar (15).

1.2. Micobacterias no tuberculosas: epidemiologia y clinica

Las micobacterias no tuberculosas (MNT), son un conjunto de especies
oportunistas, ampliamente distribuidas en el medio (agua, suelo). Actualmente, el
numero de especies incluidas en este grupo aumenta con el avance de técnicas
para su identificacién y caracterizacion. El desarrollo de la infeccion se produce por
la inhalacion de las bacterias suspendidas en aerosoles procedentes del ambiente.
La transmision via aérea humano-humano o a través de fomites no parece
relevante, aunque se consideran estas posibilidades en el curso de brotes,
particularmente en poblacion inmunocomprometida o afecta de fibrosis quistica
(16,17).

No es hasta las ultimas décadas cuando adquieren importancia
epidemioldgica, pues, aunque no se disponen de datos oficiales por no tratarse de
una enfermedad de declaracion obligatoria, cada vez hay mas evidencias de su
asociaciéon con enfermedad infecciosa pulmonar a nivel mundial, especialmente en
zonas no endémicas de tuberculosis (18)(19)(20).

La prevalencia en el numero de casos y en la especie micobacteriana
implicada, varia en las distintas areas geograficas (Figura 2) (21). A nivel global, las
especies del complejo M. avium (MAC) son las que se aislan con mayor frecuencia,
predominando en Australia, norte América y Asia en contraposicién con Europa,

donde su frecuencia es menor y destacan otras especies como M. kansasii, M.
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xenopi y M. malmoense (21,22). En Espafia, a lo largo de los ultimos afios, se ha
incrementado el numero de aislamientos de M. kansasii, M. xenopi, M. fortuitum y
M. abscessus, aunque de manera variable dependiendo de la localizacion
geografica del estudio (23,24). Estas diferencias epidemioldgicas se relacionan con
el cambio en las condiciones climatoldégicas y geoldgicas, las diferentes
caracteristicas poblacionales (25,26) o con las campafas de vacunacion con M.
bovis BCG llevadas a cabo en algunos paises, por lo que se postula que pudiera

existir una proteccion cruzada frente a este grupo de micobacterias (27,28).

3 %

[ 6%
10 % 11 % A 14 %
I I | 33% I
Europa Norte América  Sudamérica Australia Asia Sudafrica TOTAL

BMAC ®wM kansasii WM. xenopi WM. malmoense WRGM m M. gordonae Otras

Figura 2. Distribucion global de las especies mas frecuentes de MNT (21). MAC:

Complejo Mycobacterium avium. RGM: micobacterias de crecimiento rapido.
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Las manifestaciones clinicas son variables en funcion de la especie, su
capacidad patégena y del estado inmunoldgico del hospedador, asociandose las
formas localizadas a pacientes inmunocompetentes y formas diseminadas de la
infeccion a pacientes inmunocomprometidos (29,30), en los que se aislan con
mayor frecuencia especies del grupo MAC (31).

Hay determinadas condiciones predisponentes propias del huésped que
favorecen el desarrollo de la infeccion, entre ellas, la edad (poblacion mayor de 60
afios con bajo indice de masa corporal) (22,32) y comorbilidades pulmonares tales
como tuberculosis previa, enfermedad pulmonar obstructiva cronica vy
bronquiectasias (26,33-35). El tratamiento de estas dos enfermedades con
corticoides supone un factor de riesgo anadido (26,35). Otros factores son
alteraciones genéticas, como la fibrosis quistica, la discinesia ciliar primaria (36) y
el déficit de a1-antitripsina (37), o defectos en genes relacionados con la inmunidad
(susceptibilidad mendeliana a enfermedades micobacterianas), como la mediada
por el eje IL12/IFNy (38). También influyen los estados de inmunosupresion
primarios y adquiridos por infeccion con el VIH, enfermedades oncoldgicas,
trasplante de organos, asi como por los tratamientos de enfermedades
autoinmunes, como los farmacos anti-TNFa para el tratamiento de la artritis
reumatoide, psoriasis o enfermedad de Crohn u otros farmacos inmunosupresores
para el tratamiento del Sindrome de Sjégren (30,39,40).

Por su patogenicidad o frecuencia de aislamiento destacan:

- M. kansasii es la sexta especie mas aislada a nivel mundial, aunque en

Eslovaquia y Polonia representa un 35% de los aislamientos de MNT (21).

10
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Tipicamente produce lesiones pulmonares similares a las observadas en
tuberculosis (41,42).

- M. gordonae es una de las especies menos virulentas. Su aislamiento en
muestras clinicas se suele considerar contaminacion ambiental (43).

- El complejo M. avium esta integrado por M. chimaera, M. colombiense, M.
vulneris, M. arosiense, M. bouchedurhonense, M. yongonense, M. timonense, M.
marseillense, M. paraintracellulare, M. lapraemurium, M. intracellulare y M. avium
(subsp avium, subsp paratuberculosis, subsp silvaticum). Estas dos ultimas
especies son las de mayor relevancia clinica y epidemioldgica, responsables de
brotes hospitalarios (44) y extrahospitalarios (45). M. avium es mas prevalente en
Europa y América, M. intracellulare en Sudafrica y Australia (21,46). En adultos
inmunocompetentes las manifestaciones pulmonares son las mas frecuentes,
asociandose una evolucion clinica mas torpida en M. intracellulare (47). En
hombres de mediana edad con antecedentes de consumo de tabaco o alcohol,
predomina un patron fibrocavitario (48), mientras que, en mujeres
posmenopausicas, delgadas, sin antecedentes de patologia pulmonar previa ni de
habito tabaquico, el patrén es nodular-bronquiectasico, denominado Sindrome de
Lady Windermere (49).

- El complejo M. fortuitum esta compuesto por numerosas especies y
subespecies, entre las que se incluyen M. fortuitum y M. mageritense (4). M.
fortuitum es una de las micobacterias de crecimiento rapido mas aislada en el
mundo, con predominio en zonas del este asiatico (21). Las manifestaciones

clinicas mas frecuentes son nédulos y abscesos a nivel cutaneo, tejidos blandos u
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oseos (50)(51). M. mageritense se relaciona con poca frecuencia a patologia, pero
cuando sucede, la clinica es similar a M. fortuitum (50,52-54).

- M. chelonae también se relaciona con infecciones cutaneas localizadas o
diseminadas en pacientes con tratamientos cronicos con corticoesteroides. Se ha
relacionado con casos de queratitis tras cirugia ocular o por el uso de lentillas
(48,55,56).

- M. abscessus se compone de 3 subespecies: M. abscessus subsp.
abscessus, M. abscessus subsp. masiliense y M. abscessus subsp. bolletii. Es la
especie micobacteriana de crecimiento rapido mas aislada a nivel global,
predominando en Corea del Sur (21). Este complejo se caracteriza por ser
resistente a un amplio espectro de antibibticos. Las infecciones respiratorias son
las mas frecuentes, sobre todo en pacientes con fibrosis quistica, bronquiectasias
o tuberculosis previa. También se relaciona a menudo con infecciones de tejidos
blandos tras procedimientos cosméticos o como manifestacion de una infeccion

diseminada en personas inmunodeprimidas (48,57).

12
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2. DIAGNOSTICO Y GENOTIPADO

La infeccion por micobacterias se define segun criterios clinicos,
microbioldgicos y radiolégicos. En el caso de M. tuberculosis, la infeccion siempre
va ligada a enfermedad y para establecer el diagndstico solamente es necesario su
aislamiento de un cultivo de esputo (58). Sin embargo, en las MNT es importante
discernir entre una colonizacion o contaminacion ambiental y un estado de
enfermedad. Para concluir que la MNT es responsable de la enfermedad debe ser
aislada de, al menos, dos cultivos de muestras independientes de esputo o de una
muestra de lavado broncoalveolar (BAL) o biopsia pulmonar. Ademas, deben estar
en un contexto de manifestaciones clinicas y radioldgicas compatibles, tras la
exclusién de otras patologias (48).

En el diagnéstico microbiolégico, el primer paso lo constituyen las técnicas
microscopicas (48,59) y las técnicas automatizadas de amplificacion de acidos
nucleicos (60). Sin embargo, el cultivo y crecimiento en medios especificos, sélidos
(Lowesteien-Jensen y Middlebrook 7H11) y liquidos (Middlebrook 7H9), han
constituido el “gold estandar” (48). Actualmente, la espectrofotometria de masas
por el sistema MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption ionization time-of-flint
mass spectrometry) se ha implantado rapidamente como método de identificacion,
por su alta precision y el poco tiempo necesario para la obtencion de perfiles
proteicos caracteristicos de cada especie (61,62).

No obstante, las técnicas gendmicas son los métodos de referencia actuales
en la identificacion, con especial interés en aquellas técnicas que requieran una

etapa de amplificacion por PCR de una zona diana del ADN. El posterior estudio de
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esas secuencias amplificadas se puede realizar por varias metodologias:
observacion directa de los fragmentos amplificados en un gel de agarosa, para
constatar la presencia o ausencia de una regién gendmica concreta (63), analisis
del patron electroforético de los fragmentos del gen hsp65 generados por digestion
con enzimas de restriccion (PRA: PCR restriction enzyme pattern analysis) (48,64),
secuenciacion automatica con iniciadores marcados con fluorescencia (48,65,66) o
hibridacion con sondas especificas inmovilizadas en fase sodlida.

Como en todas las enfermedades infecciosas, en determinadas situaciones
es clave hacer una distincion entre cepas para definir las vias de transmisién y
diseminacion: investigacion de brotes, discriminacion entre una reinfecciéon
exdégena o una reactivacion enddgena, identificacion de infecciones mixtas o
contaminacién cruzada en los laboratorios. Actualmente, se emplean métodos
moleculares (67), cuya eleccion estara condicionada por su poder de resolucion
(68) y la estabilidad del marcador genético empleado (69). El complejo M.
tuberculosis constituye un grupo homogéneo (7), mientras que las MNT muestran
una variabilidad muy acusada (70). En consecuencia, solamente la secuenciacion
del genoma completo tendra un poder discriminatorio muy alto en este grupo. Las
técnicas mas empleadas para el genotipado de MNT incluyen métodos basados en
el andlisis de fragmentos generados por enzimas de restriccidon en electroforesis en
gel de campo pulsado (PFGE) (71,72,73), secuencias de minisatélites, (MIRU-
VNTR) (74,75) secuencias de ADN de elementos repetitivos (rep-PCR) (76,77),
ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD) (78), polimorfismo de la longitud de
fragmentos generados por enzimas de restriccion (AFLP) (79) y secuencias

multilocus (MSLT) (80).
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3. TRATAMIENTO

El tratamiento de las micobacteriosis se basa en la administracion conjunta
de dos a cuatro antibiéticos: isoniazida, rifampicina, pirazinamida y/o etambutol,
para M. tuberculosis (81), o para MNT una combinacién variable, segun la especie,
de farmacos antituberculosos y un macrélido, fluoroquinolona o aminoglucésido
(48), durante tiempos prolongados, que no suelen ser inferiores a 4 - 6 meses,
pudiendo llegar hasta mas de un afio tras la negativizacion del cultivo.

Los regimenes de antibioterapia estan bien establecidos en el caso de M.
tuberculosis (81,82). Sin embargo, para las MNT, dada la heterogeneidad de
patogenicidad y que se pueden encontrar como agentes colonizadores, la decision
terapéutica no es evidente. Aunque el paciente cumpla con los criterios
diagndsticos, en algunos casos es preferible optar por un seguimiento activo, ya
que el beneficio de la terapia no supera el riesgo de aparicion de efectos adversos
por la combinaciéon de farmacos (hepatotoxicidad, nefrotoxicidad, ototoxicidad) ni
las largas pautas de administracion, en las que el paciente, si no tiene buena
adherencia, favorece la aparicion de cepas resistentes que complica el posterior
tratamiento de la recidiva (83). Incluso realizando correctamente el tratamiento, la
tasa de recaidas para las MNT puede ser alta. En infecciones no complicadas, M.
kansasii presenta muy buenos resultados, equiparables a M. tuberculosis, que se
situan alrededor del 2% de recaidas (81,82,84,85), lo cual contrasta con especies
del grupo MAC, en las que se describen recaidas del 48%, la mayoria debidas a

reinfecciones por cepas diferentes (86), y con especies del complejo M. abscessus,
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en las que se describen recaidas del 30% (87), relacionadas con el desarrollo de

resistencias al tratamiento en un 40% a 65% de los casos (88,89).
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4. PATOGENIAY FACTORES DE SUPERVIVENCIA

El desarrollo de una infeccion activa por Mycobacterium sp, va a ser
consecuencia de la inadecuada interaccion entre el sistema inmune del hospedador
con los bacilos, de su virulencia y del grado de exposicion a los mismos (26). De
esta manera, se podria explicar que solamente de un 5% a 15% de las personas
infectadas por M. tuberculosis, considerada como la micobacteria mas patdgena,
desarrollen una infeccion activa (90) y que unicamente un 25% de los aislamientos
de MNT estén relacionados con enfermedad (91,92).

Se considera la via aérea como el principal modo de transmision en humanos
de la mayor parte de las micobacterias y la enfermedad pulmonar como su principal
manifestacion (29,93). En el espacio broncoalveolar, el aclaramiento mucociliar (94)
y la activacion de macréfagos alveolares actuan en primer lugar para eliminar estos
agentes infecciosos o controlar su crecimiento. Las bacterias son fagocitadas por
macrofagos y se contienen en compartimentos endociticos, que maduran formando
un fagosoma, en el cual se promueve su destruccion (95).

Cuando la mucosa se encuentra alterada o la cepa bacteriana es virulenta,
las bacterias pueden progresar hasta el epitelio pulmonar. Un modelo de lo que
podria suceder en el parénquima, es que los macréfagos activados liberan diversas
citocinas y quimiocinas que facilitan la llegada y activacion de nuevas células
fagociticas (macréfagos, monocitos, neutrofilos), células natural killer (células NK),
células dendriticas y linfocitos T y B, lo cual daria lugar a la formacion de una
estructura multicelular organizada y fibrética que rodea el foco infeccioso,

denominada granuloma (96,97). En su interior se generaria progresivamente un
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microambiente hostil, con privacion de nutrientes y oxigeno, que daria lugar a una
heterogeneidad de subpoblaciones bacterianas, de las cuales unas no seran
viables y otras entraran un estado de latencia. Asi, se suprimiria su crecimiento
exponencial ralentizando su metabolismo (98—-100) y evitaria la progresion de la
enfermedad.

En el granuloma se estableceria un equilibrio dindmico entre la respuesta
inmune del hospedador y la bacteria. Cuando se produce un estado de
inmunosupresion, el estrés ambiental se atenua y las bacterias retenidas en estado
de latencia se reactivaran, infectando y replicandose en el interior de las células
fagociticas que se acumularon durante el proceso de contencion. Si el numero de
bacterias excede la carga maxima que el granuloma es capaz de retener, éste se
rompera y las bacterias se diseminaran via linfatica o hematégena, por mecanismos
todavia no bien establecidos, a otras zonas del pulmén o a dérganos
extrapulmonares, estableciéndose nuevos nichos bacterianos y una progresion

activa de la enfermedad (101,102) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo patogénico de las micobacterias. Formacion del granuloma.

Diseminacion bacteriana y progresion activa de la enfermedad pulmonar.

El género Mycobacterium sp, cuenta en su membrana con un sistema
especializado de secrecion Tipo VII (T7SS), denominado ESAT6 (ESX) y
compuesto por cinco miembros bien caracterizados que se expresan de forma
variable en funcion de la especie. ESX-1 es el mas estudiado por ser el principal
factor de virulencia de M. tuberculosis y estar presente en otras especies
patégenas, tales como M. kansasii o M. fortuitum. Esta relacionado con el

transporte de diversas proteinas que interfieren en la maduracion e integridad de la
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membrana del fagosoma y con la activaciéon de inflamasomas en el citoplasma del
macrofago, que da lugar a una apoptosis (necrosis celular programada) (103—105).
Este sistema facilita la replicacién de la bacteria dentro del macréfago y su
liberacion asi como la infeccion de nuevas células fagociticas. En el caso de M.
abscessus, carente de ESX-1, ESX-4 desempefia funciones analogas (106).

Otro aspecto importante en la supervivencia de la bacteria tras la fagocitosis
es la adquisicion de nutrientes. En concreto, metales como el hierro, necesario para
la formacion de biopeliculas (107) y como cofactor para multiples enzimas
antioxidantes y relacionadas con procesos de sintesis de ADN. También se ha
propuesto como factor determinante en la inhibicién de la maduracion del fagosoma
en M. avium (108). La captacion se lleva a cabo por medio de la sintesis de
siderdforos, que pueden estar asociados a la pared celular de la bacteria
(micobactina) o ser secretados (carboximicobactina) (109).

Las micobacterias no tuberculosas presentan, en la porcién mas externa de
la envoltura celular, glicopeptidolipidos (GPLs), ausentes en M. tuberculosis (110).
Al modular su biosintesis y expresion, regulan las caracteristicas hidrofébicas de la
membrana (111), limitan el reconocimiento de determinantes antigénicos por las
células del sistema inmune innato (112) y manipulan la repuesta defensiva del
hospedador.

La presencia o ausencia GPLs condiciona una diferenciacion fenotipica en
la morfologia de la bacteria, como formas lisas (L) o rugosas (R), respectivamente.
La transicidon de las formas L a las formas R, va a estar ligada a factores de estrés
ambientales. Ocurre, generalmente, durante el curso de la infeccion activa,

asociandose la morfologia rugosa a una mayor virulencia. La pérdida de los GPLs
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en las formas R, aumenta el caracter hidrofébico de la bacteria, favoreciendo la
aglutinacién y formacion de agregados bacterianos que resultan mas resistentes a
la accién de las células fagociticas (113). La presencia de GPLs en las formas L
generan una superficie mas hidrofilica, que limita la adhesién entre bacterias y
permite un movimiento deslizante que facilita la dispersion y colonizacion de
superficies (112,114).

El proceso de biosintesis de GPLs, ademas, esta relacionado con la
formacion de biopeliculas (115). Es un fendmeno mediado por quorum-sensing, un
mecanismo de comunicacion bacteria-bacteria en el cual las bacterias secretan una
matriz polimérica que da lugar a una estructura tridimensional que las agrupa y
envuelve.

Esta biopelicula confiere proteccion y persistencia frente a agresiones
externas (como células del sistema inmune, antibidticos o ambientes
desfavorables) permitiendo su dispersidon hacia otras zonas con microambientes

mas favorables, para su posterior colonizacién (116).
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5. RESPUESTA INMUNOLOGICA DEL HOSPEDADOR

Dado el bajo porcentaje del desarrollo de micobacteriosis, suponiendo un
alto grado de exposicion a las MNT por su ubicuidad y la gran virulencia de las
micobacterias tuberculosas, es destacable la funcién que ejerce el sistema inmune
en el control de la infeccion. En la defensa inicial frente a estos patdgenos, se
establece una respuesta inmunitaria innata, inespecifica, en la que intervienen
diferentes células y moléculas mediadoras, que eliminan al patégeno o, si este
consigue persistir, promueven el desarrollo de una respuesta inmune adaptativa,

mas especifica, relevante en fases mas tardias para contener la infeccion.

5.1. Sistema inmune innato

Células del epitelio pulmonar

El tracto respiratorio y el espacio broncoalveolar representan un unico
compartimiento inmunolégico en que se responde en primer lugar frente al
patdgeno inhalado. Aparte de ejercer como barrera fisica, en la que las células
estan embebidas en mucus, impiden que las bacterias penetren en el cuerpo a
través de su aclaramiento mucociliar, de la produccion de péptidos y enzimas
antimicrobianos (117). También modulan la respuesta inmune e inflamatoria por
medio de la liberacion de proteinas constituyentes del surfactante pulmonar (SP-A
y SP-D) (118,119) y por medio de la expresidn de receptores de reconocimiento de

patégenos (PRRs) (120) en su superficie, como los Toll-like (TLRs).
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Su activacion puede inducir la liberacion de diversas citocinas y quimiocinas
que favorecen el reclutamiento de células inmunes (neutréfilos, células dendriticas
inmaduras, monocitos y linfocitos T periféricos), y contribuir al comienzo de la
respuesta inmune innata y adaptativa (120,121) o bien, facilitar la internalizacion de
la micobacteria (122,123). Diversos trabajos han descrito la capacidad de las
micobacterias para invadir y replicarse en células no fagociticas, destacando varios
linajes de células epiteliales (124—-126), incluidas las células alveolares tipo 11 A549

(127).

Monocitos y macréfagos alveolares

Los macrofagos juegan un papel esencial en el sistema inmune por la
ingestion y degradacion de patdgenos, por el inicio la respuesta inflamatoria e
instruyendo células del sistema inmune adaptativo y por resolver el proceso
inflamatorio restableciendo la homeostasia. Sin embargo, también pueden actuar
como células hospedadoras de las micobacterias y permitir la replicacion de éstas
antes de su activacion (128).

Los macrofagos y monocitos son células mononucleares, fagociticas. Los
monocitos constituyen el 1-6% del total leucocitario en sangre periférica. Migran a
diferentes tejidos en los cuales se diferencian a macréfagos. A nivel alveolar, los
macréfagos constituyen mas del 90% de las células leucocitarias. Se renuevan
constantemente a partir de células precursoras en el parénquima pulmonar o a
partir del reclutamiento de monocitos circulantes en sangre periférica (129). Son las
primeras células fagociticas en interaccionar con las micobacterias. Ejercen un

doble papel: por un lado, controlan el crecimiento y diseminacién de estos agentes

23



REVISION BIBLIOGRAFICA

patdégenos promoviendo la respuesta celular tipo Th1 y, por otro lado, pueden
constituir un nicho para la replicacién de las micobacterias durante la fase inicial de
la infeccién (130,131).

Los macréfagos/monocitos presentan una amplia variedad de receptores en
su superficie celular, desde receptores para citocinas y quimiocinas (TNFR, INFR,
CCR2, CCR5...) (132-135) hasta PRRs, tales como receptores de complemento,
Fcy, lectina tipo C, “scavenger” y TRLs, cuyo perfil de expresion variara en funcion
del grado de diferenciacion y maduracién del macréfago (136,137). Estos
receptores reconocen simultdneamente numerosos ligandos, y tras la union,
coordinada y cooperativa, se activan diferentes quinasas, moléculas adaptadoras y
factores de transcripcion, como NF-kB (138-140) o PPARYy (141,142). Es entonces
cuando se llevan a cabo funciones como la fagocitosis de células apoptéticas (143)
o patogenos (144), la produccion y liberacién de mediadores proinflamatorios, como
citocinas (IL-23, IL-18, TNFa, IL-12, IL-6 y otras) (130,145,146), ciclooxigenasa A
(141) e intermediarios reactivos de oxigeno (ROI) y de nitrégeno (RNI) (147,148) o
péptidos antimicrobianos, como catelicidina (149,150).

En el establecimiento de un granuloma estructuralmente eficiente para
contener la diseminacion micobacteriana participan tanto la IL-1B (151,152) como
el TNFa (153,154). La importancia del TNFa en el control del desarrollo y
propagacion de las micobacteriosis se ha demostrado, tanto in vivo, con el
incremento de susceptibilidad observado en aquellos pacientes a tratamiento con
farmacos anti-TNFa (155), como in vitro, empleando modelos animales TNFa o

TNFR deficientes (156,157).
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La fagocitosis es el mecanismo mas caracteristico de defensa. El fagosoma
generado madura, con intervencion de diferentes tipos de Rab GTPasas (158),
hasta fusionarse con lisosomas. En el fagosoma inicial, no se alcanza un pH
excesivamente acido (159), aunque comienza la produccion de NO y ROS via éxido
nitrico sintasa 2 (NOS2) y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa
(NADPH oxidasa, NOX2), respectivamente (147,148). Se generan intermediarios
reactivos que oxidan las estructuras micobacterianas, esta reaccion esta catalizada
por hierro (160). En el fagosoma tardio, se alcanza un pH luminal entre 4,5 — 5,0
por la activacion de ATPasas, (159,161). Se forma el fagolisosoma y se activan
diferentes enzimas degradativas y péptidos antimicrobianos, adquiridos por fusién
del lisosoma.

Las micobacterias pueden desarrollar mecanismos de resistencia a esta
respuesta, siendo de M. tuberculosis los mas estudiados. M. tuberculosis puede
inhibir la fusion fagosoma-lisosoma y lisar su membrana, asi favorecer su
replicacion o acceso al citoplasma celular (103,104), produce catalasas, superoxido
dismutasas o peroxidasas que le otorgan resistencia a ROS, asi como otras
reductasas y proteinas que reparan el dafo oxidativo y resisten la acidez del medio
por bombas de expulsién de protones (H*), produccion de amonio o modulando la
permeabilidad de la membrana (162). M. avium bloquea la produccion de ROS,
variantes lisas de M. abscessus restringen la acidificacion del fagosoma y las
variantes rugosas promueven la apoptosis y necrosis de los macrofagos,

favoreciendo su diseminacion extracelular (137).
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Células Natural killer (NK)

Las células NK representan aproximadamente el 15 % de los linfocitos en
sangre periférica. Se dividen en dos subpoblaciones diferentes desde un punto de
vista funcional: citotdxicas e inmunorreguladoras. Expresan receptores de
membrana para las citocinas liberadas por los monocitos, su activacion producira
la liberacion de IFNy, TNFa, IL-10 o GM-CSF que ejerceran un proceso de
retroalimentacion positiva sobre células innatas y células Th1 (163). La accion
protectora frente a las micobaceriosis de las células NK no esta bien caracterizada
in vivo. In vitro se ha observado que pueden ejercer una accion citolitica directa de
monocitos infectados con M. tuberculosis, previa activacion con IL-2 o IL-12 (164),

o M. bovis BCG previa activacion con IL-2 (165).

Células dendriticas

Las células dendriticas internalizan, procesan y presentan antigenos a
células T naive localizadas en érganos linfoides secundarios. Ademas, ejercen un
papel importante en la respuesta innata mediante la fagocitosis de patégenos y la

produccion de citocinas, tal como IL-12 (166,167).

Neutroéfilos

Los neutréfilos son las células fagociticas mas abundantes en sangre
periférica, suponiendo alrededor de un 60% del total leucocitario. En circulacion
tienen una vida media corta, de 8-12 horas, pero en tejidos alcanza los 2-5 dias. Su

papel en la inmunidad innata frente diferentes patégenos, esta sustentado por la
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alta susceptibilidad a infecciones bacterianas y fungicas en pacientes
neutropénicos (168).

Estas células fagociticas migran desde la periferia al lugar de la infeccion y
por medio de distintos mecanismos eliminan el patégeno. Sin embargo, esta
capacidad es controvertida en el caso de infecciones por Mycobacterium sp.
Mientras algunos autores recalcan la capacidad de los neutréfilos en estadios
iniciales de la infeccidn para eliminar los bacilos, tanto en modelos animales (169—
172) como humanos (173,174), otros autores difieren, o sélo relacionan su
capacidad anti-micobacteriana con cepas atenuadas o menos virulentas (175-177).

Para el control de infecciones causadas por agentes Gram positivos y Gram
negativos es indispensable alcanzar una concentracion alta de neutréfilos en el
lugar de infeccion (168). En muestras de esputo, BAL y tejido cavitado de pacientes
con infecciones crénicas y activas por M. tuberculosis, se describe un predominio
de neutréfilos sobre otras células fagociticas (178) que, empleando modelos
murinos, se asociaron a un peor control de la infeccion y a un mayor dafio tisular
(179-181). De forma anéaloga, se ha descrito en pacientes con infecciones
pulmonares por MAC, en los cuales el predominio de neutrdfilos en BAL se
correlaciona con patrones radiolégicos mas graves de enfermedad (182), y lo
mismo sucede en pacientes con infecciones por M. abscessus (183,184).

Los neutréfilos migran en respuesta al gradiente local de quimiocinas y se
activan por interaccion con citocinas proinflamatorias o componentes bacterianos,
procediendo a la eliminacion de patdégenos por mecanismos oxidativos y no
oxidativos: explosion oxidativa (185) y fagocitosis, desgranulacién y NETosis,

respectivamente (186).
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Estas células contienen en su interior vesiculas secretorias y granulos
preformados que se movilizan durante su activacion para fusionarse con las
membranas fagosomica o plasmatica y liberar su contenido (187-189). Las
vesiculas secretoras se componen de proteinas plasmaticas y leucolisina (MT6-
MP/MMP-25) (190,191). Los granulos neutrofilicos, en funciéon de su contenido, se
pueden diferenciar en: primarios o azurofilos, con mieloperoxidasas (MPO),
defensinas y serin-proteasas (elastasa leucocitaria humana, catepsina G,
proteinasa 3); secundarios o especificos, con neutréfilo gelatinasa asociada a
lipocalina (NGAL) y colagenasa (MMP-8), entre otros; y terciarios, con proteina 1
de macréfagos asociada a resistencia natural (Nramp-1) o gelatinasas (190,192).
La exocitosis de estas moléculas permite la eliminacion del agente patégeno por
diferentes vias, asi como la migracion celular, penetracién y reparacién tisular al
ser liberadas extracelularmente y confinar su accion al espacio pericelular por
accion de inhibidores de proteasas locales. En condiciones en las que aumenta el
reclutamiento y activacion de neutréfilos, se desequilibra la liberacion y actividad de
las proteasas y la actividad de sus inhibidores en la matriz extracelular y se produce
deterioro tisular (193,194).

Un ejemplo de dafio tisular asociado a un aumento de la migracion
neutrofilica lo constituyen las bronquiectasias, consideradas un trastorno
neutrofilico primario.

Tras la fagocitosis, la maduracion del fagosoma finaliza cuando las
subunidades de la NADPH oxidasa se ensamblan en su membrana (195) y se
generan un amplio espectro de ROS. La especie mas relevante es el acido

hipocloroso (HOCI), que resulta de la accion catalitica de la MPO. Sin embargo, el
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déficit de esta enzima no condiciona la defensa (196,197). El ensamblaje de NOX2
también se produce en la membrana plasmatica. La liberacion extracelular de ROS
permite una accion microbicida sobre los patégenos no fagocitados (198).

Este mecanismo puede resultar controvertido en el caso de las
micobacterias. Autores que describen actividad anti-micobacteriana de los
neutréfilos la asocian a mecanismos no oxidativos (171,199). Se ha descrito que
determinantes antigénicos de membrana de M. tuberculosis o MAC pueden
bloquear la fusion de los granulos primarios con el fagosoma (200). M. tuberculosis
(177) o variantes rugosas de M. abscessus (201) son capaces de inducir cantidades
elevadas de ROS vy resistir a su actividad, de manera que se induce la necrosis del
neutréfilo infectado y se favorece la diseminacion, liberandose directamente al
medio o multiplicandose en los macréfagos tras su fagocitosis (202).

Otro mecanismo de defensa neutrofilica lo constituyen las NETs (Neutrophil
Extracellular Traps), estructuras extracelulares compuestas por cromatina y
proteasas de granulos neutrofilicos, que destruyen extracelularmente la bacteria
evitando su diseminacion (203). En estudios in vitro con diferentes especies
micobacterianas, se demostré la induccién de NETs, aunque su contribucion
micobactericida o en el control de la infeccion permanece incierto. Algunos autores
relacionan la induccion de NETs por M. tuberculosis o MAC con la liberacién de

MMPs y lo asocian a progresion de la infeccidn y lesion tisular (204,205).

5.2. Sistema inmune adaptativo
La respuesta inmune adaptativa es fundamental para establecer una

inmunidad efectiva frente enfermedades infecciosas. Se inicia con las acciones

29



REVISION BIBLIOGRAFICA

llevadas a cabo por el sistema innato cuando resulta inefectivo contra la infeccion.
La principal caracteristica de esta respuesta es su accion antigeno-especifica. Las
células involucradas mas representativas frente a las micobacterias son los
linfocitos T, que seran activados por las células presentadoras de antigenos (APC).

El establecimiento de la respuesta adaptativa frente a las micobacterias es
lenta, comparada con la respuesta frente otras infecciones. Una vez activados los
linfocitos T en los nédulos linfaticos secundarios, migran al pulmén. La activacion
es el paso limitante para el establecimiento de la respuesta y depende del numero
de bacilos vivos que migren en el interior de las APC maduras (206). En el pulmén,
las células T van a reconocer antigenos especificos micobacterianos expuestos por
células innatas y tisulares infectadas (por ejemplo, ESAT-6 y Ag85b en el caso de
macrofagos infectados con M. tuberculosis (207)) y van a contribuir a la actividad
anti-micobacteriana o inducir tolerancia a la enfermedad, de manera que se limita
el dafo tisular.

Se han descrito diferentes vias por las que M. tuberculosis interfiere o retrasa
el establecimiento de esta respuesta. Puede alterar la expresion de MCH |l en las
APC, interferir en la maduracion de las células dendriticas, inhibir el reconocimiento
directo por las células T o inducir ligandos inhibitorios que suprimen la actividad
linfocitaria, entre otros (208).

Los linfocitos T se dividen en dos subpoblaciones, los CD4* o “T helper” (Th)
y CD8* o “T citotoxicos” (Tc). La importancia de las células CD4* se manifiesta en
pacientes VIH positivos con bajo recuento de las mismas, los cuales son mas
susceptibles a infecciones o reinfecciones micobacterianas (209). Los linfocitos T

CD4* interaccionan con las APC infectadas, a través del MHC II, y se generaran
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dos fenotipos. El fenotipo Th1, inducido tras la activacién por IL-12 (210), es el
principal responsable de la liberacién de IFNy, citocina imprescindible en el control
de patégenos intracelulares (38). La respuesta Th1 activa las funciones de las
células NK, potencia la actividad citotoxica de las células CD8* y promueve la
activaciéon macrofagica. IL-12 e IFNy coordinan todo el proceso de reconocimiento
del patégeno por el sistema inmune innato y la induccién de la inmunidad especifica
potenciando la diferenciacién Th1. El fenotipo Th2, se induce tras la interaccién con
IL-4 y produce fundamentalmente citocinas inhibidoras, como IL-10 o IL-4. Las
respuestas Th1 y Th2 se antagonizaran reciprocamente (211,212).

Las células CD8* reconocen antigenos procesados a través de MCH | e
inducen la liberacion de IFNy y moléculas citoliticas, como granulisina y perforina,
que favorecen la lisis de células infectadas y atacan directamente a la micobacteria
(213). Ademas, participan en el establecimiento del equilibrio entre las respuestas
Th1 / Th2 limitando la reactivacion de infecciones latentes (214).

La respuesta humoral ha despertado interés desde hace décadas, cuando
se demostro la presencia de anticuerpos en pacientes recuperados de tuberculosis
(215). Desde entonces, los linfocitos B se han relacionado con la regulacién de la
respuesta inflamatoria durante las micobacteriosis activas (216) y con la regulacion

del establecimiento de la respuesta Th1(217).
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6. MICOBACTERIAS NO TUBERCULOSAS Y SU ASOCIACION CON

BRONQUIECTASIAS

Las bronquiectasias son dilataciones anormales y permanentes, de
extension variable, del bronquio. Muestran distintas manifestaciones clinicas,
desde estados asintomaticos a periodos de reagudizacién clinica, conocidas como
exacerbaciones, con aumento en la produccion de esputo, tos, disnea o hemoptisis,
y relacionadas con un empeoramiento de la calidad de vida de los pacientes,
incremento de las hospitalizaciones y de la mortalidad (218—-220), sobre todo en
asociacion con la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) (221).
Actualmente, el diagndstico de esta enfermedad estd aumentando con el
envejecimiento de la poblacion. La prevalencia varia en funcion del area geografica
de estudio, asi en Alemania, entre 2005 — 2011, los nuevos casos diagnosticados
aumentaron de 8,9 a 10,6 / 100.000 personas (222) y en UK, entre 2004 — 2013, de
19,7 a 31 /100.000 personas (223).

La teoria del circulo vicioso de Cole es la mas aceptada para explicar el
mecanismo fisiopatolégico de las bronquiectasias. Considera que el remodelado
anormal de las vias aéreas es el resultado de una sucesion de eventos que se
prolongan en el tiempo de forma persistente y progresiva. Tales eventos son: dafio
en el aclaramiento mucociliar, retencidn de secreciones en las vias aéreas que
alteran las barreras inmunitarias, establecimiento de infecciones crénicas y dafo
en el tejido pulmonar por la respuesta inflamatoria (219,224). El ciclo puede
comenzar de forma variable dependiendo de la etiologia subyacente de la

bronquiectasia (224,225), aunque un 24 — 50% de los casos se relacionan a una
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causa infecciosa (220,226,227). Sin embargo, al tratar de manera individual la
causa desencadenante del ciclo, no se logra detener completamente este circulo
vicioso, y con ello el desarrollo de las bronquiectasias. Actualmente, una
modificacion del modelo de Cole es la mas utilizada para explicar el mecanismo
fisiopatolégico. Compara el proceso con un vortice, de forma que cada paso
contribuye a todos los demas, y consecuentemente, aboga por un tratamiento

multimodal que aborde todos los aspectos de la enfermedad (Figura 4) (228).
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Figura 4. Modelo del vértice que
describe la patogénesis de las
bronquiectasias. (A) Los diferentes
eventos estan conectados entre si y
promueven la persistencia y progresion
alo largo del tiempo. Por ejempilo, si se
produjese una alteracién en el
aclaramiento mucociliar y se retiene
mucosidad en la via aérea, se altera la
barrera defensiva, aumentando la

susceptibilidad a infecciones. Pero
también puede causar una respuesta
inflamatoria que ocasiona dafio tisular
y un remodelado anormal de las vias.
(B) El tratamiento aislado de uno de los
vortices del modelo, por ejemplo, con
antibiéticos, no supondria un bloqueo
total del ciclo, de manera que la
inflamacion y el dafio tisular seguirian
produciéndose por otros estimulos

(228).
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El control de las exacerbaciones es el principal objetivo terapéutico y aunque
presenten un comportamiento muy heterogéneo y poco conocido, se considera de
forma general que su origen es infeccioso y por ello las guias proponen el empleo
de antibidticos (218). Diferentes estudios revelan que la microbiota colonizadora en
las bronquiectasias estd compuesta por distintas especies bacterianas, viricas y
fungicas. La pérdida de esta diversidad o el predominio de una especie sobre las
otras, esta ligado a un empeoramiento de la funcién pulmonar, aparicion de mas
exacerbaciones, sobre todo cuando el sobrecrecimiento es por Pseudomonas
aeruginosa (229,230), y a un aumento de la mortalidad (231).

El  microorganismo predominante aislado en colonizaciones o
exacerbaciones es variable segun el area a estudio. En Reino Unido e Italia, al igual
que en China y en Sudamérica destaca P. aeruginosa, mientras que en Alemania
predomina Haemophilus influenzae (220,232,233,234). El aislamiento de MNT es
muy variable, desde el 2% o menos (220,233,234 ) hasta el 12% (232). En contraste,
en Estados Unidos las MNT suponen mas del 50% de los casos relacionados con
bronquiectasias, siendo las especies mas frecuentes M. avium, M. abscessus 'y M.
chelonae (235).

Las bronquiectasias relacionadas con MNT, comparten caracteristicas con
otros endotipos, como las asociadas a fibrosis quistica o disfuncion ciliar, lo cual
sugiere que la etiologia de la condicién es multifactorial y que los defectos del
aclaramiento mucociliar pudieran tener un papel importante (224). Sin embargo, si
la enfermedad pulmonar por MNT es causa o efecto de bronquiectasias es una
cuestion controvertida (236). Hay evidencias que apoyan ambas lineas. Esta

ampliamente aceptado el incremento de susceptibilidad a desarrollar infecciones o
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colonizaciones por MNT en pacientes con bronquiectasias secundarias a fibrosis
quistica (237) o en pacientes con bronquiectasias posinfecciosas secundarias a una
tuberculosis previa (34). Por otro lado, diversos autores asocian el desarrollo de
bronquiectasias con la progresion de una infeccién por MNT. Fuijita et al. describen
los hallazgos patolégicos observados en resecciones parciales de pulmén de
individuos previamente diagnosticados por enfermedad pulmonar por MAC y aislan
el patégeno de las lesiones granulomatosas observadas en las bronquiectasias
(238). Moore et al. realizan un estudio de la evolucion de los patrones radioldgicos
de pacientes con enfermedad pulmonar por MAC y resaltan el empeoramiento de
las bronquiectasias preexistentes, asi como la aparicion en nuevas localizaciones
en el transcurso de la infeccién (239).

El reclutamiento de neutrdfilos a las vias aéreas estda aumentado sobre todo
durante infecciones o exacerbaciones (240) pero también durante procesos de
colonizacion (241). La inflamaciéon producida en el parénquima pulmonar es
compleja y heterogénea, por lo que los mecanismos fisiopatoldgicos de esta esta
enfermedad todavia no estan bien establecidos. La desgranulacion neutrofilica se
ha relacionado con el dafo y la remodelacion tisular producida. Las serin-proteasas
estan implicadas en la liberacién y activacién directa de citocinas proinflamatorias
que activan MMP y promueven la degradacion de la matriz celular. Ademas, la
proteinasa 3 activa la IL-8, quimiocina importante en el reclutamiento de neutrofilos
(194,242). La elastasa leucocitaria, se relaciona con el pronéstico y la gravedad de

las bronquiectasias (242,243).
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7. MODELOS DE INFECCION in vitro DE CELULAS HUMANAS CON

Mycobacterium sp

Para analizar el complejo curso de una micobacteriosis es necesario el
empleo de diferentes modelos de infeccion que reproduzcan las distintas
condiciones que se van sucediendo. Para el estudio del crecimiento intracelular
micobacteriano se emplean modelos de infeccion in vitro, pero los resultados
obtenidos pueden estar condicionados por una amplia variedad de factores durante
el disefio o desarrollo de los mismos (244). En consecuencia, se genera una falta
de consenso acerca de la actividad anti-micobacteriana de las células fagociticas
que dificulta el progreso de la busqueda de biomarcadores que permitan tanto el
diagndstico precoz de la infeccidn y su estratificacion, asi como la valoracién de la
respuesta inmunitaria protectora durante el desarrollo de nuevas vacunas o
antibidticos (245).

El modelo celular humano mas empleado e importante para las infecciones
de células primarias son los monocitos aislados de sangre periférica. A partir de
una muestra de sangre periférica heparinizada, las células mononucleares se aislan
por sedimentacién en un gradiente de densidad con Ficoll-Paque (246) o
Lymphoprep (247), de donde se obtienen las células mononucleares de sangre
periférica (PBMC en inglés), compuestas por monocitos y linfocitos. Los monocitos
se pueden purificar por métodos de adherencia, dada su capacidad de adhesién al
plastico, mientras que los linfocitos se eliminan con sucesivos lavados (246), por
centrifugacion a contracorriente con un sistema elutriador (248) o por separacion

inmunomagnética empleando particulas marcadas con anticuerpo monoclonal anti-
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CD14 (247). Con estos ultimos métodos se pueden aplicar cantidades uniformes
de células en cada infeccion. Las células se suspenden en medio de cultivo, como
medio Eagle (DMEM) (249) o mas frecuentemente RPMI-1640, suplementado con
cantidades variables de suero, generalmente desde 1% a 20% (250). La viabilidad
de las células se puede determinar por tincion con azul tripano (247,251) y la pureza
por la actividad de la esterasa no especifica (252), o ambas caracteristicas por
citometria de flujo (247,253) . El recuento de los monocitos adheridos se puede
realizar mediante la tincion de los nucleos con Naphtol Blue Black, después de la
lisis celular con detergentes (254).

La diferenciacion a macréfagos sucede espontaneamente al adherirse al
plastico de la placa (macrofagos derivados de monocitos) o por incubacion con
suero (255,256) o con plasma (257) y/o afiadiendo factores estimulantes colonias
de granulocitos y/o macréfagos (GM-CSF o M-CSF) (258) y citocinas, como TNFa
(257). Se ha descrito que, al diferenciar los monocitos con suero, los macréfagos
resultantes tienen menor supervivencia al ser infectados, y son, por lo tanto, peor
control de crecimiento bacteriano, que empleando plasma a una concentracion
optima del 40%, durante los mismos tiempos de incubacion, factor que también
afecta a la supervivencia celular y bacteriana. Ahadiendo factores estimulantes no
se mejoraba la viabilidad ni la actividad de los macrofagos diferenciados solamente
con plasma (257).

Los macréfagos alveolares (250,252,259) y neutrdfilos (260,261) también
constituyen modelos relevantes. Los macrofagos alveolares se aislan de BAL, tras
métodos de centrifugacion (252,259) o paso por filtros de tamafo de poro de 100

Mm con una solucion tampoén de lavado con DNAsas (250), y posterior adherencia,
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al igual que los monocitos. Los neutrdfilos purificados se obtienen a partir de sangre
periférica total anticoagulada con heparina (261) o con citrato (260), por medio de
un gradiente con dextrano y posterior gradiente de densidad con Ficoll (261) o
directamente a través de un gradiente de sedimentacién con Optiprep o Percoll
(260,262). Se puede verificar la pureza obtenida observando los nucleos celulares
tras una tincién de Wrigth-Giemsa y la viabilidad con tinciéon de azul tripano (260)
0, por fluorescencia, con yoduro de propidio (263).

Otros modelos con células inmunes purificadas lo constituyen macréfagos
esplénicos (259), microglia (264,265), células dendriticas (266), linfocitos T y las
células NK, aunque generalmente estas ultimas en cocultivo con macrofagos
infectados (267,268).

Los modelos con lineas celulares se emplean ampliamente. Las mas usadas
son lineas monociticas precursoras de macrofagos tras su posterior diferenciacion,
principalmente con phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), como la THP-1
(269,270), HL6O (271) o U937 (272). Sin embargo, a pesar de eliminar la
variabilidad interindividual presente con modelos celulares primarios, al interpretar
los resultados hay que tener presente que carecen de algunos receptores clave y
marcadores de maduracion macrofagicos (273). Otras lineas no fagociticas
empleadas, para el estudio de la invasién y crecimiento de diversas micobacterias,
son A549 (células del epitelio alveolar) (127), HelLa (células epiteliales del cuello
uterino) (125), HULEC y HMEC-1 (células del endotelio vascular) (274) o HT-29 y
HEp-2 (células del epitelio intestinal y faringeo, respectivamente) (124).

Por ultimo, un modelo interesante es el de sangre total en el que se

representan todos los mecanismos inmunoldgicos, innatos y humorales, que
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cooperan entre si para eliminar a la micobacteria. El proceso de preparacion previo
a la infeccion es sencillo, comparado con la purificacion de modelos celulares.
Solamente es necesario realizar una dilucion 1:1, generalmente con RMPI-1640,
de un pequeno volumen de muestra de sangre periférica (275-277).

La infeccion de estos modelos se puede realizar seleccionando cepas
bacterianas mantenidas en laboratorio o procedentes de aislados clinicos
(259,270). Para M. tuberculosis las cepas empleadas con mas frecuencia son
H37Rv, H37Ra (“v” virulenta y “a@” avirulenta) (250,252,274) y Erdman (255,257), o
HN878 y CDC1551 (277). El uso de cepas procedentes de aislados clinicos
complica la estandarizacion de los diferentes modelos por las variaciones en la
expresion de factores de virulencia existentes entre cepa y cepa (270), pero tal vez
reflejen mas fielmente el comportamiento natural.

La pared celular de las micobacterias presenta caracteristicas hidrofébicas
que favorecen la agregacion de los bacilos durante su multiplicacion. Los acumulos
bacterianos impiden la obtencion de cultivos homogéneos y la adecuada interaccion
con las células fagociticas durante el posterior proceso de infeccién, por lo que
suele ser necesario obtener una suspension con bacterias individualizadas antes
de proceder con las infecciones correspondientes. Hoal-van Helden et al.
observaron diferencias en el control del crecimiento bacteriano en funcion de la
disgregacion del indculo alcanzada por diferentes métodos. Con una mayor
presencia de acumulos bacterianos, la mayoria de los macrofagos eran incapaces
de fagocitar las bacterias y, por lo tanto, controlar su crecimiento. Sucedia lo
contrario cuando se presentaban pequefas agregaciones bacterianas o bacilos

aislados (278).
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Son muchos los métodos utilizados, individualmente o en combinacion
(127,279), por diferentes autores para prevenir, disgregar o eliminar estos
acumulos. Uno de los métodos mas empleados consiste en el uso de medio liquido
de cultivo en rotacion (252,277) y/o con adicién de detergentes: Tween, Triton X-
100, Genapol (280) o Tyloxapol (281).

El Tween 80, a bajas concentraciones, se emplea de forma habitual por
favorecer el crecimiento de micobacterias, tal vez porque el transporte de nutrientes
se ve favorecido al alterarse la permeabilidad de la membrana por su accion
detergente o por el aporte de acido oleico al ser hidrolizado (280,282). Sin embargo,
por un lado, concentraciones altas de acido oleico pueden causar toxicidad sobre
la micobacteria, lo cual se evita anadiendo albumina. Por otro lado, la accién
detergente puede afectar a la integridad de la capsula y otros determinantes
antigénicos de membrana, de manera que, se compromete la virulencia de las
micobacterias y su interaccidn con las células inmunitarias. Ademas, se han
descrito variaciones en la morfologia de las colonias (de rugosa a lisa) en M.
paratuberculosis (280) y MAC (283), también relacionadas con el grado de
virulencia, por alteraciones en los GPLs de membrana. El uso de detergentes no
hidrolizables (Genapol y Tyloxapol) evitan la interferencia metabdlica, pero no la
antigénica (284). Por lo tanto, el empleo de estos productos puede dificultar la
interpretacion de los resultados, en funcion de la finalidad del ensayo.

Para otros métodos, se realiza una suspension bacteriana en medio celular,
con las colonias crecidas en medios sdlidos, y se procede a su agitacion con bolas
de vidrio de pequefio diametro (253,285) o vortex (286), paso a través de agujas

25G (247) o de filtros con tamafio de poro de 5 um (287), sonicacion (246,251,288),
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sedimentacién (289), pipeteo (278) o adicion Triton X-100 (257). Con estas técnicas
se logra una reduccion importante de los agregados, pero no total. Sin embargo,
muchos autores consideran aceptable la presencia de pequefos agregados, con
menos de 5 bacilos, si existe un predominio de bacterias individualizadas (279,286).

Las micobacterias individualizadas se cuantifican por métodos
turbidimétricos con ajuste a la escala McFarland (253) , recuento directo en camara
Petroff-Hauser (290) o tras el crecimiento a partir de diluciones seriadas en medio
sélido, 7H10 (286) o 7H11 (291), o en medio liquido empleando un microscopio
invertido (292). Con estos dos ultimos métodos se garantiza que el recuento
solamente sea de bacterias vivas, si no, sera indispensable realizar un ultimo paso
en el proceso, el analisis de la viabilidad de las micobacterias, generalmente por el
kit Baclight. Posteriormente, se emplean en fresco 0 se conservan por congelacion
a -70 o0 -80 °C, empleando crioprotectores como el glicerol (10 — 20%) en alicuotas
de un solo uso a fin de generar un amplio stock uniforme.

Durante el proceso de infeccion celular para valorar la actividad anti-
micobacteriana dos puntos importantes a tener en cuenta son, la multiplicidad de
infeccion (MOI) y el medio empleado en la incubacion.

El empleo de MOI altas, produce apoptosis de las células y su rapida
progresion a necrosis. Infectando macrofagos con M. tuberculosis a MOI superiores
a 25, se observd a 3 h, 6 hy 20 h un porcentaje de células necréticas de 10%, 50%
y 90%, respectivamente. La liberacién al medio de la micobacteria tras la muerte
celular por necrosis, dificulta que sea fagocitada por nuevas células y se favorece
su persistencia. Lo contrario sucede con MOI por debajo de 10, en las que también

se producen fenbmenos de apoptosis, pero de instauracion mas lenta y con mejor

42



REVISION BIBLIOGRAFICA

control del crecimiento micobacteriano por las células fagociticas (293). Por este
motivo, muchos autores seleccionan MOI bajas, generalmente de 1 a 5, con
tiempos de incubacion cortos, de 1h a una noche, que hacen necesario la
realizacién de lavados posteriores, usualmente con RPMI 1460 o tampon fosfato,
y/o la adicion de antibiéticos aminoglucésidos (amikacina o gentamicina) para
eliminar las bacterias no fagocitadas o inhibir su crecimiento (252,268,286,294),
respectivamente. Otros autores seleccionan MOl muy bajas, de 0,1 — 0,2, que
permiten prolongar los tiempos de incubacion desde 24 h hasta 2 semanas
(257,270) y prescindir de mas pasos o sustancias adicionales (251,257). Con estas
MOI las células mantienen su viabilidad estructural (295). Para experimentos en los
que la finalidad es la deteccion de citocinas o ROS, se suelen emplear MOl mas
altas, desde 10 (256,296,297) hasta 50 (298), o en los que se infecten células no
fagociticas (265,299).

En el mercado existen muchos medios de cultivo apropiados para las
infecciones in vitro. Con células primarias el mas utilizado es RPMI 1640
suplementado con cantidades variables del 5 al 30% de suero humano, autélogo o
heterdlogo, o suero fetal bovino (252,267,268,270,274,286) 0 40% de plasma (257).
Sin embargo, para que las condiciones de incubacién sean reproducibles, sin
interferencias por moléculas presentes, en suero o plasma, que puedan afectar a
la regulacién de la actividad de los fagocitos, algunos autores prefieren emplear
medios comerciales sin suero (300). Las células fagociticas presentan una amplia
variedad de receptores en su superficie que interaccionan simultaneamente con
diversos ligandos. No todos los receptores requieren la opsonizacion de la

micobacteria para que se produzca la fagocitosis, por lo que el uso de suero no es
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imprescindible para muchos tipos de ensayos (137,262,301). Lamhamedi et al.
validaron el uso del medio comercial sin suero para macréfagos (M-SFM)
infectando monocitos y macrofagos con M. bovis BCG. Observaron que la
supervivencia y diferenciacion de monocitos en macrofagos sucedia de acuerdo
con los criterios morfolégicos y funcionales. La actividad anti-micobacterina in vitro
se correlacionaba con el fenotipo clinico de pacientes con enfermedad
granulomatosa crénica y voluntarios sanos (300).

Para finalizar con la valoracién de la actividad inmunoldgica se procede con
el recuento bacteriano. El analisis del nivel de replicacién intracelular se puede
realizar empleando directamente tinciones especificas, como Kinyoun (246,298), y
expresando el resultado en numero de bacilos por célula, o mediante el recuento
directo del total de bacterias fagocitadas, para lo cual, es necesario realizar un
procedimiento de lisis celular que ha de ser de ser cuidadosamente seleccionado
para no alterar la viabilidad bacteriana. EI método mas extendido es el uso de
detergentes, en concreto, dodecil sulfato de sodio (SDS) y posterior neutralizaciéon
con albumina sérica (252,255,268), aunque se pueden emplear otros
emulsificantes como, Triton X-100 (257,259,265), saponina (291,297,302),
digitonina (303) o Tween 80 (288). Otros autores realizan lisis hipoténicas con agua
destilada (261,277,304). A continuacion, se realizan diluciones seriadas con las
bacterias liberadas y se inoculan habitualmente en medios sélidos. Tras el tiempo
de crecimiento necesario, en funcion de la especie empleada, se cuentan las
Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Una alternativa, que permite reducir el

tiempo de incubacion, es inocularlas en medio liquido 7H9. Por las caracteristicas
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hidrofébicas de las micobacterias, se van a generar microcolonias facilmente
visibles con un microscopio invertido (292).

Se han desarrollado métodos indirectos, mas sensibles y rapidos,
fundamentados en la medida de fluorescencia emitida, para la deteccion de
crecimiento micobacteriano, como los medios liquidos automatizados basados en
el consumo de oxigeno (MGIT BACTEC, Becton Dickinson) (277,305) o el uso de
cepas micobacterianas modificadas genéticamente, con la incorporacion del gen
lux, para la expresion de luciferasa (M. bovis BCG (275,303,306) o M. tuberculosis
(276)) o plasmidos que contienen genes de proteinas fluorescentes de varios

colores (302).
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PLANTEAMIENTO

Las micobacteriosis causadas por MNT se consideran actualmente un desafio
emergente en salud publica de enfermedades crénicas pulmonares. Si bien la tuberculosis
continla siendo una de las principales causas de muerte por enfermedad infecciosa, la
incidencia de las micobacteriosis se ha visto incrementada en los ultimos afios, asociandose
a una respuesta inflamatoria en las vias aéreas que da lugar a formas fibrocavitadas, similar
al observado en tuberculosis, o0 a formas bronquiectasicas, causadas por un remodelado
patoldgico del parénquima y dilataciones de las vias aéreas.

El desarrollo de la enfermedad no se produce en todas las personas que entran en
contacto con las diferentes micobacterias. Aunque se ha descrito un amplio abanico de
factores de riesgo, extrinsecos e intrinsecos al hospedador, que favorecen la evolucion de
la infeccién, todavia desconocemos numerosos detalles de los mecanismos inmunoldgicos
que permiten controlar la proliferacion de estos patdégenos en el organismo. Entre otros
factores de riesgo, destacan el tabaquismo y las bronquiectasias. Se ha comprobado que
el tabaquismo aumenta el riesgo de padecer micobacteriosis, y también empeora la
respuesta al tratamiento. Por otro lado, la intima relacion entre las micobacterias no
tuberculosas y las bronquiectasias ha sido clinicamente reconocida desde que se ha
constatado el aumento de la prevalencia de las micobacteriosis.

La diversidad de modelos empleada para el estudio in vitro de la infeccion por

micobacterias no ha conseguido reproducir adecuadamente la respuesta inmune fisiologica.
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Como consecuencia, ha surgido la necesidad de optimizar continuamente los modelos de
infeccién, buscando que representen cada vez mejor la realidad clinica. Los modelos mas
empleados se han basado en la utilizacién de lineas celulares de origen hematopoiético, y
de células primarias purificadas a partir de sangre.

Un modelo de infeccién in vitro poco utilizado, quizas por la complejidad de la
interpretacion de los resultados, es el que utiliza sangre completa. Sin embargo, cuenta con
varias ventajas: contiene una representacion de las células que participan en la respuesta
inmune frente a las micobacterias, principalmente, monocitos, neutrdfilos y linfocitos; es un
espécimen relativamente facil de obtener; su empleo directo minimiza la manipulacion de la
muestra; y permite el estudio de la interaccion entre los factores celulares y humorales
presentes en la sangre, lo que presumiblemente refleja mejor los fendmenos inmunoldgicos
que ocurren in vivo.

Hay una gran heterogeneidad en la respuesta a las infecciones in vitro, tanto en lo
relativo al origen de las células infectadas, como a las cepas de micobacterias empleadas.
La utilizacién de lineas celulares y de cepas de referencia supone varias ventajas,
incluyendo la homogeneizacion de las condiciones experimentales y reproducibilidad de los
resultados, asi como una notable simplificacién de la metodologia. Sin embargo, si se
cuentan con los medios apropiados, es preferible reflejar la diversidad clinica empleando
células primarias, obtenidas tanto de pacientes como de voluntarios sanos, y aislados
clinicos, con un pequefo numero de pases, para conservar sus caracteristicas de virulencia.
Un problema de emplear estas cepas es que debemos asegurar que son realmente
distintas, y que no corresponden a un brote, al mismo aislado obtenido repetidamente del
mismo paciente 0, incluso, que no ha habido una contaminacion cruzada. Para conseguir

este propdsito debemos contar con algun método de discriminacion. Los mas extendidos
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son los de genotipado, pero son técnicamente complejos y en ocasiones, poco
discriminativos.

En virtud de lo expuesto, nos planteamos :

1. Optimizar un modelo de infeccidn in vitro de sangre completa para analizar
la actividad antimicobacteriana frente a diversas especies del género
Mycobacterium, seleccionadas en funcion de su grado de patogenicidad. Para ello,
nos basamos en la hipdtesis que sostiene que en la sangre se encuentran
representados varios de los mecanismos responsables de la inmunidad protectora
frente a la tuberculosis, y que esta respuesta seria diferente entre M. tuberculosis

y otras micobacterias no tuberculosas, dado su distinto grado de patogenicidad.

2. Estudiar el tabaquismo como factor de riesgo, realizando infecciones in
vitro y empleando células aisladas de sangre periférica de fumadores y no

fumadores.

3. Desarrollar métodos de genotipado de cepas de micobacterias con un
indice de discriminacion adecuado, que permitan una rapida y sencilla

caracterizacion de aislados clinicos.
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Objetivo general

Evaluacion de distintos modelos de infeccion con M. tuberculosis y otras
micobacterias no tuberculosas, que permitan reproducir in vitro mecanismos de

respuesta inmunoldgica a las micobacteriosis.

Objetivos especificos

1. Desarrollo de modelos in vitro derivados de sangre: sangre total,

leucocitos, monocitos y neutrdfilos.

2. Comprobacién de la utilidad de los modelos de infeccion in vitro.

2.1. Comparacién de la respuesta in vitro entre M. tuberculosis y

micobacterias no tuberculosas.

2.2 Analisis del factor de riesgo tabaquismo.

2.3. Establecimiento de modelos de neutrofilos que reproduzcan

fendbmenos inmunoldgicos caracteristicos de bronquiectasias.

3. Desarrollo de un método de genotipado de cepas de micobacterias para

discrimimar aislados clinicos
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1. CEPAS BACTERIANAS

Se seleccionaron cepas de diferentes especies de Mycobacterium sp.
aisladas en el Complejo Asistencial Universitario de Ledn (CAULE), en el Hospital
Universitario del Bierzo (Ponferrada, Ledn) y en la Unidad de Referencia Regional
de Micobacterias de Asturias. M. phlei se obtuvo de la Coleccion Espafiola de
Cultivos Tipo (CECT).

Se emplearon dos cepas del complejo M. tuberculosis: M. bovis BCG-RIVM
derivada de la cepa 1173-P2, utilizada en inmunoterapia en cancer de vejiga y M.
tuberculosis HL186T, que fue caracterizada por espoligotipado y el patrén obtenido
comparado con la base de datos del Instituto Pasteur de Guadalupe. Tiene el patron
58 del “spoligo international type” (SIT, familia T5_Madrid2), con el cédigo octal
777777557760771. Este genotipo esta incluido en el linaje Euro-americano.

Del grupo de micobacterias no tuberculosas (MNT) se seleccionaron cepas
consideradas colonizantes (27, 28), exceptuando las cepas de M. abscessus, cuyo
aislamiento si se considerd patoldgico, por lo que los pacientes recibieron terapia
antibidtica, incluyendo dos cepas (236ab y 237ab) aisladas de exudados oculares

(Tabla 2). Se aislaron 28 cepas distintas de M. intracellulare y se caracterizaron por

57



MATERIAL Y METODOS

Mycobacteria Interspersed Repetitive Unit - Variable Number Tandem Repeat

(MIRU-VNTR, Tabla 3).

Crecimiento Cepa

Patologias presentadas por los pacientes

Lento
M. avium HL70A
M. kansasii HL228K
M. gordonae HL184G
Rapido

chelonae HL179C
fortuitum HL253F

mageritense 110mg

phlei CECT 3009

M.

M.

M.

M. mageritense 111mg
M.

M. abscessus 236aba
M.

abscessus 237aba

<

. abscessus 12aba

M. abscessus 239aba

M. abscessus 234aba

Leucemia linfatica cronica de células B
Adenocarcinoma pulmonar

Neumoconiosis

Asma
Fibrosarcoma
Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

Neoplasia pulmonar y asma

Conjuntivitis

Conjuntivitis

Diabetes Mellitus 2, gammapatia monoclonal, tuberculosis
previa

Sindrome de Kartagener

Sindrome del Loébulo Medio, bronquitis croénica,

tuberculosis previa

Tabla 2. Cepas de MNT empleadas. Detalle de las patologias que presentaban los pacientes, en

caso de tenerlas, en el momento del aislamiento.
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Cepas
M. intracellulare

VNTR numero de copias

175in
190in
210in
224in
207in
189in
202in
228in
213in
220in
218in
230in
208in
199in
186in
192in
179in
181in
182in
231in
200in
203in
180in
198in
221in
225in
201in
212in

1125133
1125133
1333432
1233133
1233133
3334533
2111125
1111012
0113011
2111125
2111125
2111125
2111125
2111126
1105130
0105130
1105130
1105130
1105130
0101120
2331121
1111125
1105131
2111126
2101120
2221111
1103131
1111120

Tabla 3. Caracterizacion, por MIRU-VNTR, de los 28 aislados de M. intracellulare.
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1.1. Individualizacion de las micobacterias

Las micobacterias, debido a su hidrofobicidad, crecen en forma de grandes
agregados. Para obtenerlas individualizadas se cultivaron en agar Middlebrook
7H11 suplementado con OADC (acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa,
Becton Dickinson), y se resuspendieron en medio RPMI-1640 con 4-(2-hidroxietil)-
1-acido piperazinetanosulfonico (HEPES) 25 mM. A continuacion, se ultrasonicaron
con un disruptor ultrasonico celular digital S-450 (Branson Ultrasonics), con pulsos
de 10 s de duracion a una amplitud de 10% (2W). Las bacterias sonicadas se
centrifugaron a 100 x g / 90 s a temperatura ambiente. Se recupero el
sobrenadante, en el cual permanecen las bacterias dispersadas. Este proceso se
realizd tantas veces como fuera necesario a fin de eliminar todos los agregados
posibles. Este procedimiento permite la individualizacidon de la mayor parte de las
micobacterias. Los pocos agregados que permanecieron fueron de menos de cinco
bacilos. Para algunos experimentos, el sobrenadante se pasé a través de un filtro
de jeringa de diametro de poro de 5 um a fin de retener las bacterias agregadas
remanentes. Para corroborar el grado de individualizacién y la viabilidad de las
bacterias, se procedidé a una tincion vital para evaluar la integridad de la membrana,
empleando el kit Baclight (Molecular Probes). Las bacterias vivas se tifien con Syto
9 (verdes), y las muertas con ioduro de propidio (rojas). La conservaciéon y
almacenamiento de las micobacterias se realizd a - 80°C con un 20% de glicerol en
alicuotas de un solo uso. Para cuantificarlas, se inocularon diluciones decimales
por triplicado, en placas de 96 pocillos en medio liquido Middlebrook 7H9

suplementado con ADC (albumina, dextrosa, catalasa Becton Dickinson). La
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enumeracion se realizd en un microscopio invertido mediante el recuento de

unidades formadoras de colonias (UFC) (1).
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2. MUESTRAS SANGUINEAS

La sangre periférica fue obtenida por venopunciéon de voluntarios sanos en
tubos Vacutainer BD Blood Collection (Becton Dickinson) unos con gel separador y
otros con anticoagulante, heparina o acido etilendiamino-tetraacético K3 (EDTA).
Las extracciones se llevaron a cabo por el personal de enfermeria del CAULE,
previa firma del consentimiento informado, aprobado junto con el protocolo, por la

Comision Etica de Investigacion del Complejo Asistencial Universitario de Leon.

2.1. Modelos in vitro empleados

21.1. Sangre total, suero y plasma

Las muestras sanguineas se procesaron a temperatura ambiente, en un
intervalo maximo de tiempo de 3-4 horas tras la extraccion. El suero se obtuvo de
la muestra procedente de tubos con gel separador. Tras la formacién del coagulo,
se centrifugé a 1500 x g / 10 min. Las muestras de sangre en tubos con
anticoagulante, se homogenizaron por inversién tres o cuatro veces, antes de ser
procesadas. Una fraccion de la sangre total se diluyé al 40% con medio RPMI-1640.
El plasma se obtuvo por una doble centrifugacién, primero a 500 x g durante 10
min de la sangre total; y después, el sobrenadante (plasma) a 1300 x g / 5 min,

para eliminar cualquier componente celular residual.
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2.1.2. Leucocitos

Se purificaron por dos procesos consecutivos de hemdlisis hipotonica: 1
volumen de sangre total anticoagulada se mezclo, invirtiendo el tubo suavemente,
con 10 volumenes de agua destilada durante 15-20 s, tras los que se equilibro el
medio con un buffer salino de fosfato (PBS) concentrado x 10. La concentracion
final x 1 fue: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Naz HPO4, 2 mM KH2 PO4,pH = 7,2
y se centrifugd a 1300 x g/ 5 min. Se repitio el proceso con el sedimento obtenido.
Finalmente, se consiguié un pellet que se resuspendié en medio RPMI-1640,
igualando el volumen final al volumen inicial de sangre total usado para la
purificacion. Se procedid al recuento de leucocitos empleando una camara
Neubauer en un microscopio de contrastes de fase (Leica), asegurando que la

muestra tuviese menos de un 5% de eritrocitos.

2.1.3. Macrofagos derivados de monocitos

Para la purificacion de monocitos, primero se llevd a cabo un proceso de
separaciéon por sedimentacion en gradiente de densidad. Una fraccion de sangre
total anticoagulada se diluy6 en proporcién 1:1 con PBS y se depositd lentamente
sobre 3 ml de Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Life Science) en un tubo de 13 ml
(16 x 100, fondo redondo), aplicando 3 volumenes de sangre diluida por 1 volumen
de Ficoll. Posteriormente, se centrifugd a 400 x g / 30 min a temperatura ambiente
y sin freno para evitar la mezcla de las diferentes fases (Figura 5a). Tras desechar

la capa superior (plasma y plaquetas), se pipeted cuidadosamente la capa de
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células mononucleares y se deposité en un tubo limpio para la posterior realizaciéon
de dos lavados con PBS. Los monocitos, células con antigenos de superficie
CD14*, se obtuvieron por separacion magnética de las células mononucleares, a
través de una microcolumna, empleando un anticuerpo Anti-CD14 (Miltenyi Biotec),
siguiendo las instrucciones del fabricante. El recuento de monocitos purificados se
llevé a cabo en camara Neubauer, en un microscopio de contraste de fases. Las
células se cultivaron en medio RPMI-1640 con un 40% de plasma autélogo

procedente de sangre heparinizada, a 37°C en 5% de COs..

2.1.4. Neutrdfilos

Los neutréfilos también fueron obtenidos por sedimentacion en gradiente de
densidad, pero en este caso, con Polymorphprep (Serumwerk Bernburg AG), que
produce un cambio de osmolaridad en la interfaz que favorece la separacion entre
células polinucleares, principalmente neutrdéfilos y eritrocitos. La metodologia a
sequir fue similar a la del proceso de separacion anterior, aunque para esta técnica,
se empleé el mismo volumen de sangre total anticoagulada sin diluir y de
Polymorphprep; la centrifugacién se realizé a 500 x g / 30 min (Figura 5b). Tras
pipetear la capa de granulocitos y realizar dos lavados con PBS, se resuspendieron
en el medio celular X-VIVO 15. El recuento celular se realizé en una camara

Neubauer.
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o - 0w

Plasma, plaquetas y PBS

Sangre completa
con PBS (1:1)

Plasma y plaguetas

Centrifugacién
400 = g / 30 min

Centrifugacion
500 x g / 30 min

Sangre

5 completa
o] m es
. _elula_s ononucIe_ar
(linfocitos y monocitos)

— Células mononucleares
* Granulocitos

) Ficoll Polymorphprep
Ficoll Palymorphprep
* Granulocitos
.—.- Hematies — Hematies
L J ! J
T T
(a) Purificacion de células mononucleares por Ficoll (b) Purificacién de neutréfilos por Polymorphprep

Figura 5. Purificaciéon de células mononucleares y polinucleares. (a) Ficoll. (b) Polymorphoprep.

2.1.5. Purificacion de células mononucleares vy granulocitos por doble

gradiente de sedimentaciéon

Las distintas fracciones celulares se purifican por sedimentacién en gradientes
de densidad, asi para las células mononucleares se emplean soluciones con
densidad = 1077 g/ml y para las células granulociticas se usan soluciones con
densidad = 1113 g/ml; sin embargo, al emplear un doble gradiente, la separacién
entre las bandas de ambas poblaciones celulares es mayor, minimizando la
contaminacién cruzada.

Inicialmente se deposité cuidadosamente, un volumen de Polymorphprep y
después un volumen suficiente de Ficoll para formar una capa de 1 cm. A
continuaciéon, se afnadié lentamente un volumen de sangre total sin diluir
equivalente al de Polymorphprep empleado. Se centrifugé a 460 x g / 30 min a
temperatura y sin freno, al igual que en las purificaciones anteriores (Figura 6). Se

pipeted cuidadosamente cada capa celular y se transfirieron a tubos diferentes para

65



MATERIAL Y METODOS

proceder con un doble lavado con 10 volumenes de PBS. Por ultimo, las células se

resuspendieron en un medio celular sin suero y se contaron en camara Neubauer.

. e

— Plasma y plaquetas

Sangre
completa Centrifugacion
460% ¢ / 30 min

+—» Células mononucleares

Ficoll
Ficoll

— Granulocitos

Polymorphprep Polymorphprep

-—’ Hematies

Figura 6. Purificacion conjunta de células

mononucleares y granulociticas empleando un

doble gradiente de sedimentacion.

2.2. Infecciones in vitro

Cada experimento se realizd con multiples muestras procedentes de
diferentes voluntarios, de forma independiente. El volumen final de cada infeccion
fue de 100 ul, empleando distintas concentraciones de sangre total, monocitos,
leucocitos y neutrdfilos, en funcidn de las necesidades del ensayo. La
concentracion de bacterias empleada también fue variable, con una MOI desde
0,03 a 0,1 bacterias por célula. Las infecciones se realizaron mezclando el inéculo
bacteriano con la suspensién celular en tubos de 2 ml (sangre total) o en placas de
96 pocillos y procediendo a la incubacién en una plataforma rotatoria o sobre una
superficie horizontal estatica, respectivamente, a 37°C los tiempos indicados en

cada experimento. Transcurrido este periodo, se procedio a la lisis celular para el
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analisis de micobacterias supervivientes, mediante sonicacion, con una amplitud al
10% (2W) durante 3 - 5 segundos. Se inocularon por triplicado 100 pl de diluciones
decimales en medio 7H9 enriquecido con ADC de cada suspension sonicada en
placa de 96 pocillos, que posteriormente fue incubada a 37°C en 5% de CO:2
durante diferentes tiempos en funcion del crecimiento de cada especie
micobacteriana, 2-3 dias en el caso de M. chelonae, M. fortuitum, M. mageritense,
M. abscessus y M. phlei; 5-6 dias para M. avium; y 7-9 dias para M. tuberculosis,
M. kansasii, M. gordonae y M. bovis BCG. El recuento de las UFCs se realizo en la

placa con un microscopio invertido DMIL (Leica) a 100 x aumentos (1).
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3. ENSAYOS BIOLOGICOS

3.1. Produccioén de especies reactivas de oxigeno (ROS)

La produccion intracelular de ROS se midié mediante una reaccidon quimica
empleando como sustrato el luminol, el cual tras reaccionar con los agentes
oxidantes del medio y formar un anién electronicamente excitado, regresa a su
estado fundamental con emisién de fotones (quimioluminiscencia). La luz emitida
es proporcional a la produccion de ROS. Se mezclaron leucocitos (40 ul), plasma
autélogo procedente de sangre heparinizada o anticoagulada con EDTA (40 ul),
luminol 500 M (Sigma-Aldrich) y solucion de Hanks equilibrada con sal (HBSS)
(0,185 g/L CaCl2.2H20; 0,098 g/L MgSOs4; 0,4 g/L KCI; 0,06 g/L KH2PO4; 0,048 g/L
NaHCOs; 8 g/L NaCl; 0,048 g/L Na2HPO4; 1 g/L D-Glucosa y 0,35 g/L NaHCOs; pH
=7,2-17,6), hasta un volumen final de 100 ul. Como control positivo de la reaccién
se empled lipopolisacarido de E. coli 0111:B4 (LPS, 20 pg/ml, Sigma-Aldrich). Se
incubo durante 30 min a 37 °C y se dispensd en una placa opaca de 96 pocillos. La
luz emitida se mididé a 21 °C en un detector TopCount-NXT microplate scintillation
and luminescence counter (Packard Instrument Company). La formaciéon de ROS

se expres6 como fotones contados por segundo (cps).

3.2. Produccioén de citocinas
La produccion de citocinas se determind por ELISA tipo sandwich. Se trata de
una técnica colorimétrica en la que un anticuerpo de captura, unido a los pocillos

de la placa, interacciona con la molécula en estudio cuando se deposita la muestra.
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A continuacion, se afiade un anticuerpo de deteccion biotinilado, que también se
une a la molécula previamente ligada al anticuerpo de captura. Al afadir
estreptavidina-peroxidasa, esta reacciona con la biotina del anticuerpo de deteccion
facilitando la reaccion del enzima con el sustrato de la peroxidasa, 3,3°,5,5"-
tetramethylbenzidine (TMB) (Figura 7). Se produce un cambio de color, cuantificado
por espectrofotometria, que es directamente proporcional a la concentracion de
citocina a estudio. Se empled una mezcla de leucocitos (360 ul), plasma autélogo
heparinizado o con EDTA (360 pl) y RPMI-1640 hasta un volumen final de 900 ul,
que se incubd toda la noche a 37°C en un agitador orbital. Como control positivo se
empled LPS (20 pg/ml). Posteriormente las muestras se centrifugaron a 14.000 g /
5 min a temperatura ambiente. El sobrenadante resultante, se volvié a centrifugar
a 10.000 x g / 3 min a temperatura ambiente en ultrafree MC filter units (Millipore
ibérica) con un tamafio de poro de 0,45 um, para eliminar las micobacterias
residuales, y el filtrado se congel6 a -80°C hasta el analisis. La medida de citocinas
se realizé empleando los kits de inmunoensayos IL-13 ELISA, TNF-a ELISA e IL-6

ELISA (Diaclone), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Y e
\_/viv

: sl oy e Ty

\W(/ Anticuerpo de captura //ﬂl% Anticuerpo de deteccion biotinilado TBV Sustrato de reaccion con peroxidasa

Molécula a determinar en la muestra x Estreptavidina ligada a peroxidasa

Figura 7. Determinacién de citocinas mediante ensayo de ELISA tipo sandwich.
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3.3. Ensayo de Gelatinasa

Para determinar la actividad proteolitica de las enzimas liberadas desde los
granulos de neutrdfilos activados e involucradas en la remodelacion de la matriz,
se empled el modelo descrito por Ratnikov et al, con algunas modificaciones (2)
(Figura 8).

A las 24h de incubacién de la infeccidon correspondiente, se recogieron los
sobrenadantes y se centrifugaron a 10.000 x g / 3 min a temperatura ambiente en
ultrafree MC filter units (Millipore ibérica) con un tamafo de poro de 0,45 ym. Se
congelaron a - 80°C hasta el analisis.

Para generar gelatina biotinilada, se disolvié en 180 pl de agua, 1 mg de EZ-
Link Sulfo NHS-LC-Biotin (Pierce Biotechnology), y se afiadieron 4 ml de gelatina
al 10% en PBS. Se dejo reaccionar durante 1h a temperatura ambiente. Para
eliminar los residuos de biotina no ligados, se pasaron 4 ml de gelatina biotinizada
diluida en PBS 1/100 por una columna Zeba Spin Desalting (7 K, 10 ml, Pierce
Biotechnology). El resultante, se congelé a - 40°C.

Placas con estreptavidina ligada (Nunc), se hidrataron depositando 300 pl de
solucién de lavado (PBS - 0,05% Tween 20) en cada pocillo durante 30 min a
temperatura ambiente. A continuacion, se lavaron 5 veces con la misma solucion.

Para proceder con el analisis de proteasas, 93 pl del sobrenadante de la
infeccion se mezclaron con 7 ul (1,2 ug en el stock de gelatina obtenido) de gelatina
biotinilada y se afiadieron a la placa con estreptavidina hidratada. Se incubaron
durante 2h a 37°C. Finalmente, los pocillos se lavaron cinco veces para eliminar los
restos hidrolizados no unidos y se anadieron 100 pl de TMB ELISA peroxidase

substrate (Rockland). Las reacciones colorimétricas se pararon con 100 ul de
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HsPO4 1M y se procedio a la medida a una longitud de onda de 450 nm usando el
lector ELISA Reader Opsys MR (Dynex).

Considerando que 1,2 ug de gelatina biotinizada es el 100%, se realizé una
curva patron con siete puntos diluyendo con PBS a 2/3, del 100% al 8,8%. Los
sobrenadantes con mayor actividad proteolitica producen menor senal, al
permanecer menos gelatina biotinilada hidrolizada unida a la estreptavidina tras los

lavados.
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Las gelatinasas degradaran la gelatina

Gelatina biotinilada marcada en funcion del grado de actividad.

Sobrenadante de infeccion
de neutréfilos con proteasas.

Los sobrenadantes y la gelatina biotinilada se incuban conjuntamente en los pocillos de la
placa, con moléculas de estreptavidina adheridas.

gm-mmmmoooe s

1
RPN D
' ™ NN 1

Los sobrenadantes con ALTA actividad proteolitica,

hidrolizaran menos la gelatina biotinilada. hidrolizaran mas la gelatina biotinilada.

Los sobrenadantes con BAJA actividad proteolitica, !,u'
= W

= g

Se generan fragmentos mas grandes, con
moléculas de biotina libres que se uniran a la
estreptavidina-peroxidasa, generando MAYOR
sefial de absorbancia al afiadir el TMB.

Se producen fragmentos mas pequefios, con escasas
moléculas de biotina libres disponibles para unirse a
la estreptavidina-peroxidasa, generando MENOR
sefial de absorbancia al afiadir el TMB.

A Biotina “~, Fragmentos de gelatina sin biotina - Estreptavidina ligada a peroxidasa
/‘:Q Fragmentos de gelatina biotinilada . Estreptavidina

Figura 8. Ensayo de gelatinasa. Determinacion de la actividad proteolitica.
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3.4. Ensayo para la valoraciéon de quimiotaxis

La respuesta inflamatoria normal, requiere la migracién de leucocitos a través
de los vasos sanguineos al sitio de infeccion en respuesta a la liberacion de factores
quimiotacticos en dicho lugar. Para realizar esta valoracion in vitro se partio del
sobrenadante resultante de la infeccion de 10° leucocitos (50 pl) con 102 bacterias
(450 pl) en un volumen final de 500 ul, tras 24h de incubacion en placas de 48
pocillos.

Se inocularon 235 pl de sobrenadante en dos pocillos de una placa HTS
Transwell con insertos permeables de 8 um de tamafo de poro (Corning). Se
purificaron neutrofilos de individuos sanos (10° en 75 ul) que se depositaron sobre
el soporte de cada uno de los dos pocillos de la placa. Trascurridas 2h de
incubacion se extrajeron los insertos y se procedié al recuento de las células que
migraron usando una camara Neubauer (Figura 9). La normalizacién de las células
migradas se realiz6 comparando el recuento obtenido de neutréfilos del pocillo

correspondiente a los sobrenadantes de leucocitos no infectados.
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1°- Pocillos con sobrenadante resultante de la
infeccion de leucocitos con bacterias o de
leucocitos no infectados.

Pocillo de placa Transwell «———

Inserto Transwell +—
Compartimento superior +—+
Membr?na permeablecond (RS ARRRRRRRRNRNANRRAR

tamano de poro de 8 ym

9. Se incorpora al pocillo el inserto, con la
membrana permeable con tamafio de poro definido.

Compartimento inferior +——

- Se incorpora la suspensién con neutrdfilos
purrﬁcados en el inserto de la placa.
Neutréfilos =
- o ® o
IIIIIIIIIIIIIIIIIIII

4°. Tras la incubacién, se retira el inserto y se
procede al recuento en camara Neubauer de los
neutréfilos que migraron al compartimento inferior.
Cuantos mas factores quimiotacticos sean
liberados, obtendremos un mayor recuento celular,

IIII*III‘IIIIIIIII

Figura 9. Ensayo para la valoracién de quimiotaxis.
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4. TECNICAS MOLECULARES

4.1. Extraccion de ADN genémico de micobacterias

Las colonias crecidas en medio soélido 7H11 enriquecido con OADC se
recogieron con un asa desechable estéril y se suspendieron en 400 yl de tampdn
T10E1 (10 mM Tris-HCI, pH = 8 /1 mM EDTA). A continuacién, las bacterias se
inactivaron por calor en un bloque térmico (Bioblock Scientific), durante 30 min a
85°C.

Tras dejar enfriar a temperatura ambiente, se afiadieron 50 pl de lisozima (10
mg/ml), se agité con vortex y se incub6 al menos 1h a 37°C. Pasado ese tiempo se
afiadieron 75 pl de la solucion SDS/Proteinasa K (72,5 pl de dodecil sulfato de sodio
al 10% y 2,5 ul de Proteinasa K, 20 mg/ml). Se mezclo6 fuertemente e incubd a 65°C
durante 10 min.

Posteriormente se afiadieron 100 pl de NaCl 5M y 100 pl de solucién
CTAB/NaCl (10 g de CTAB, bromuro de amonio trimetil cetilico y 4,1 g de NaCl en
100 ml de agua destilada). Se mezclé fuertemente hasta que tomd un aspecto
lechoso. Se incub6 a 65°C durante 10 min.

Se afadieron 750 ul de cloroformo/alcohol isoamilico 24:1 y se mezcl6é con
vortex 10 s. Se centrifugd a temperatura ambiente a 12.000 x g, 5 min. Evitando
cuidadosamente la interfase blanca, se recogi6 la fase acuosa (sobrenadante), se
transfiri6 a un nuevo tubo de microcentrifuga y se afadieron 0,6 volumenes de

isopropanol, para precipitar los acidos nucleicos. Se dejé a -20°C durante un
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minimo de 30 min y se centrifugé a 12.000 x g, 5 min. El isopropanol se decanté y
sobre el pellet se afiadid 1 ml de etanol frio al 70%. Se mezclé suavemente por
inversion para lavar el pellet y se procedié a otro ciclo de centrifuga a 14.000 x g, 5
min.

Tras eliminar el sobrenadante, se dejé secar y finalmente se resuspendio en
50 pl de la solucién tampdén TioE1. La concentracion de ADN se estimé

espectrofotométricamente a 260/280 nm.

4.2. Analisis por AFLP: ligacion de adaptadores a los fragmentos de

ADN

Para el genotipado se procedi6 a la amplificacion de fragmentos de ADN tras
digestion con enzimas de restriccion en base al trabajo publicado por Jannsen et al
(3)(Figura 10). Partiendo de una alicuota de ADN total bacteriano de 3 pl (50 -
200ng), se procedioé a su digestién durante 180 min a 37°C con las enzimas de
restriccion Sac | (3U) y Bgl/ 1l (2U) (Fermentas) en solucion tampon Tango x 2,
incluido en el kit comercial, en un volumen final de 7,5 pl.

Para preparar los adaptadores, se combinaron en soluciéon tampén T10E1 los
oligonucleétidos (1,6 uM de cada uno) Sac-1 (5- GACGATGAGTCCTGACAGCT -
37), Sac-2 (5- GTCAGGACTCATCG - 3°) y NaCl 50 mM para hibridarlos en un
termociclador, empleando un gradiente de temperatura de 90°C a 20°C,
descendiendo 1°C por minuto. Las condiciones de la hibridacion para Bgl-1 (5'-

GACGATGAGTCCTGAG - 3') y Bgl-2 (5GATCCTCAGGACTCATCG - 3°) fueron
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las mismas. Cada uno de los adaptadores, denominados Sac y Bgl, se mezclaron
en proporciones equivalentes (Sac + Bgl) y se almacenaron a -20°C.

La ligacion de los adaptadores a los fragmentos de ADN resultantes de la
digestion, se realizé afiadiendo 0,5 ul de la mezcla de adaptadores Sac + Bgl, 1,25
unidades Weiss de T4 ligasa de ADN (Fermentas), 1 pl de tampdn concentrado de
ligacién (x 10) y 0,75 ul de agua. El volumen total de la reaccién fue de 10 ul que
se incubaron durante una noche a 16°C, se almacenaron a -20°C y fueron utilizados

como ADN molde para la realizacién de la amplificacion por PCR.

4.3. Procesos de amplificacién por PCR del ADN molde

Amplificacion de fragmentos de ADN digerido v ligado a adaptadores

Sac/Bgl

Esta reaccion se llevé a cabo empleando un solo cebador, especifico para la
secuencia de los adaptadores empleados, de los ocho disponibles: el adaptador
Sac (5- TGAGTCCTGACAGCTCE - 37) era reconocido por cuatro cebadores,
denominado ScE; y la secuencia del adaptador Bgl (5- TGAGTCCTGAGGATCTE
- 37), reconocida por los otro cuatro, denominado BgE; donde E representa la
extension de un nucleétido (A, T, C o G); de forma que el cebador que se une al
adaptador Bgl ampliado con el olgo G se nombra BgG (5'-
TGAGTCCTGAGGATCTG - 37) (Figura 10).

La amplificacion se realiz6é en 5 yl de MyTaq Mix (Bioline), 1 ul de ADN molde

y 4 ul de cebador (2,5 uM) en un termociclador C1000 (BioRad), siguiendo las
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condiciones para los ciclos de temperatura previamente publicadas (3), aunque
adaptadas a las condiciones de MyTaq Mix kit y ampliadas a 30 ciclos (Ciclo 1: 75
sa95°C, 15sa65°Cy30sa72°C;ciclos2-12: 15sa95°C, 15 s a la temperatura
de hibridacién 0,7°C mas baja que el ciclo anterior, empezando a 64,3°Cy 30 s a

72°C; ciclos 13 - 30: 15sa 95°C; 15sa 56°C y 30 s a 72°C).

78



MATERIAL Y METODOS

Sacl Bglll
l’ * ADN bacteriano i l'

[ | I | |
[ | 1 I

Digestion con enzimas de
restriccion Sacly Bg/ll

________ Unién de adaptadores

Secuencias especificas de especificos (Sac + Bgl)
reconocimiento del corte generado por
las enzimas de restriccion.

= = e =i
__.-=~""" - Desnaturalizacion. T~<__
Pt - Adicién y unién del cebador. Tl
4" Toe
T- -5 3 -5
Cebador Sac E CebadorBgl E
5 Cebador Sac E' . Cebador Bgl E‘
A [ — -5 3- =" T E——— -5’
l ------------- Amplificacion por PCR. -==========~- l

e e Ip— 5 - p——— n  m— e
3 -5 3. 5
§'- -3 5'- 3
R e e o ——r T 5

Figura 10. Método AFLP y amplificacion de los fragmentos de ADN. En la reaccion final
de amplificacién se emplea un solo cebador, que puede ser ScE (ScA, ScC o ScT) o BgE (BgA,
BgC, BgG o BgT).
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Amplificacion del fragmento hsp65 (gen codificante de la proteina de choque

térmico de 65KDa)

Se emplearon los cebadores Tb11 (5'-ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3") y
Tb12 (5'-CTTGTCGAACCGCATACCCT-3"), descritos en el trabajo de Telenti et al

(4). Se emple6é como control de la PCR para descartar la presencia de inhibidores.

Amplificacion de Mycobacteria Interspersed Repetitive Unit — Variable Number

Tandem Repeat (MIRU-VNTR)

Se llevod a cabo mezclando 5ul de MyTag Mix (Bioline), 1 pl de ADN molde, 2
pI de betaina (5 M, VWR Life Science) y 2 pl de cebadores (0,5 uM). La secuencia
de los cebadores empleados (Tabla 4), asi como las condiciones de los ciclos
térmicos para la reaccion (ciclo 1: 94°C / 5 min; ciclos 2-40: 30 s a 94°C, 30 s a
58°C y 30 s a 72°C; ciclo 41: 72°C / 7min) son los publicados previamente por

Dauchy et al (5) para el genotipado de M. intracellulare.
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Secuencia de oligonucleétidos de los cebadores

Cebador directo

Cebador inverso

Tamano de
repeticion
(pb)

Tamaiio de
amplicones
(rango pb)

5-ACATTCACCCTGTCCATTC-3’

5-GCCGAACCATTTGGCGAAC-3’

5-CATGGTTCGCCCTCTACAC-3

5-GCTGAGCTACAGCCTCGAC-3

5-TCAGGAATGGGTCCGGTTC-3’

5-CGACCGCATCCAGAAACAG-3

5-GTGACGTTCAACCACGAAC-3’

5-CCTCCTTACGGAGCAGGAA-3’

5-GGATTCGGCCGCGCAATTC-3’

5-TAGGGGCAGGTCATCGAAG-3’

5-CGACGCCGATGACGTAAAC-3’

5-AGCTCGTGACGACGGAAAC-3’

5-GCTCTATGACGACCTCAAG-3’

5-GGCGTTGAACACGTTGGTG-3’

53

56

53

55

57

57

54

200-350

200-500

200-380

320-620

200-450

280-420

350-750

Tabla 4. Secuencia y caracteristicas de cebadores descritos por Dauchy et al (5) empleados

en la amplificacion de ADN por MIRU-VNTR para identificacion de M. intracellulare a nivel de

subespecies. pb: pares de bases.

Tras el proceso de amplificacidon, no se realizaron pasos intermedios para la

purificacion el ADN o la inactivacion de las enzimas de restriccion.

Finalmente, la evaluacién de los fragmentos amplificados, se realizdé por

observacion y comparacion del patrén de bandas obtenido tras una separacién

electroforética convencional en gel de agarosa (1,8%, wt/vol. Agarose D1 LE Low

EEQOQO, Intron Biotechnology), sumergido en 1 x TBE buffer (90 mM Tris, 90 mM

acido bdrico, 2 mM EDTA). La tincidon se realizé con SimplySafe (EURX) y el
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marcador de pesos moleculares empleado fue el Perfect 100 bp ADN ladder

(EURX). Las imagenes de los geles se obtuvieron con luz UV.
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1. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN SANGRE FRENTE A DIFERENTES

ESPECIES DEL GENERO Mycobacterium

Uno de los puntos clave en el desarrollo de las micobacteriosis es el grado de
patogenicidad que exhiben las diferentes especies que interaccionan con el sistema
inmune del hospedador. Con el objeto de comprobar la supervivencia de distintas
especies frente a células inmunes de origen sanguineo, se ensayaron en
infecciones in vitro varias combinaciones de tipos celulares y especies de
micobacterias. Los experimentos se enfocaron en la respuesta innata de las células
fagociticas, por lo que se seleccionaron solamente voluntarios cuyo resultado fue
negativo en el test QuantiFERON-TB Gold ELISA (Cellestis), y asi minimizar la

interferencia de linfocitos especificos.

1.1. Actividad anti-micobacteriana de macréfagos in vitro

Comparar la respuesta inmune frente a micobacterias del complejo M.
tuberculosis y micobacterias no tuberculosas, puede ofrecer informacién que
permita entender la diferente evolucién clinica tras la infeccion por cada una; sin

embargo, muchos autores han observado dificultades para evaluar dicha actividad
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anti-micobacteriana en el modelo de infeccibn de macréfagos derivados de
monocitos, el mas empleado experimentalmente.

Tras infectar monocitos con diferentes especies micobacterianas, se
cuantificé el numero de bacterias viables el mismo dia de la infeccion (TO) y tras 4
dias de incubacién, sin obtener diferencias significativas en el caso de la infeccién
con M. aviumy M. kansasii, o incluso produciéndose un aumento del recuento de
bacterias, como en el caso de M. bovis BCG, M. gordonae y M. tuberculosis, lo que
llama la atencion dado la baja patogenicidad que muestran in vivo M. bovis BCG y
M. gordonae. Al cuantificar la variacion de UFC de M. chelonae, la unica
micobacteria de crecimiento rapido empleada en este experimento, observamos
que el recuento de UFC tras el periodo de incubacion era cuatro unidades
logaritmicas mayor que el del inéculo (Figura 11). Estos resultados nos permiten
concluir que los macréfagos derivados de monocitos, en las condiciones

empleadas, no muestran actividad micobactericida.
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10.0 N
P* <0.001 7 dias

Log UFC/100pl

avium BCG chelonae gordonae kansasii tuberculosis

Figura 11. Infeccién de macréfagos derivados de monocitos con
Mycobacterium sp. 105 monocitos se infectaron, durante 7 dias en
placas de 96 pocillos, con 10* UFC/100 pl (MOI = 0.1 bacterias por
célula) de M. avium, M. bovis BCG, M. chelonae, M. gordonae, M.
kansasii y M. tuberculosis, en medio RPMI-1640 suplementado con
un 40% de plasma obtenido de sangre anticoagulada con heparina.
Los datos representan la media de logio UFC + SD y fueron
analizados por el test t- Student pareado (n = 5). P* < 0,05 se

considero significativo.
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1.2. Actividad antimicrobiana de sangre completa frente las distintas

especies micobacterianas

Para valorar la actividad anti-micobacteriana de un modelo alternativo, la
sangre completa, se realizo el recuento de UFC en sangre con heparinay con EDTA
el dia de la infeccién (TO0), a los dias 1, 2, 4 y 7 de incubacion.

Con sangre heparinizada, se observo una ligera disminucion del numero de
bacterias a los 2 dias, a partir de los cuales se incrementaron las UFC obtenidas
hasta los 7 dias que, comparandolas con el indculo inicial, no supone una diferencia
significativa para M. avium, M. kansasii y M. gordonae, o fueron significativamente
superiores para M. tuberculosis y M. bovis BCG, de forma similar a lo descrito
previamente en el modelo de infeccion de macrofagos para estas dos
micobacterias. En el caso de M. chelonae, también se produjo un incremento
acusado de UFC a los 7 dias en este modelo significativamente diferente con el
resto de las especies (Figura 12A).

Al emplear sangre anticoagulada con EDTA se origind un cambio de patrén
en la curva de tiempo, de tal manera, que se observé un descenso en el recuento
de bacterias a los 7 dias en todas las especies, siendo significativo para M. bovis

BCG, M. gordonae, M. kansasiiy M. avium (Figura 12B).
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Figura 12. Curva de tiempo de actividad antibacteriana de sangre completa frente

Mycobacterium sp. 40% de sangre-heparina (a) o sangre-EDTA (b) se diluy6é con un 60% de

medio RPMI-1640 y se infectd con las distintas especies sefaladas. Los datos representan la

media del logio UFC + SD. La comparacion estadistica (prueba t de Student pareada) se

realizé entre la UFC del dia del inéculo y tras 7 dias, indicandose en la columna TO. S para

diferencias significativas y NS para no significativas. El nimero de UFC a los 7 dias de las

distintas especies indicadas en la columna de “Especies” es significativamente diferente

comparada con la bacteria concreta representada en la curva (ANOVA con el test post-hoc

Games-Howell, n = 5). P* < 0,05 se considera significativo.
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La diferencia observada en el nivel de multiplicacion de las distintas especies
para el modelo de sangre completa obtenida con EDTA o con heparina, induce a
analizar el efecto que ejerce el EDTA sobre las mismas. Por ello, se incub6é M.
chelonae, micobacteria con mayor nivel de multiplicacion en sangre heparinizada,
en medio 7H9 suplementado con EDTA 0,5 mM. Las muestras control (TO) se
diluyeron inmediatamente (1/10) con 7H9. Se incubaron durante cuatro dias, tras
los cuales se apreciaron colonias visibles en las muestras control, pero no en las
muestras no diluidas. Asi mismo, la mitad de las muestras no diluidas inicialmente,
se diluyeron como las muestras control y se volvieron a incubar cuatro dias,
observando el mismo crecimiento que en las muestras control. En las muestras que
se mantuvo la concentracion inicial de EDTA no se obtuvieron colonias (Figura 13).

Este experimento también se realizdé, de la misma manera, con M.
tuberculosis, obteniendo idénticos resultados.

Se pone de manifiesto que el EDTA no afecta la viabilidad de las

micobacterias, sino que ejerce un efecto bacteriostatico sobre estas.
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TO
40 - S8 EDTAdiluido
M EDTA sin diluir
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Figura 13. Efecto del EDTA en el crecimiento
micobacteriano. 102 bacterias/100 pl de M. chelonae y
M. tuberculosis se incubaron en medio 7H9
suplementado con EDTA 0,5 mM en las muestras
indicadas. Las muestras control, sin EDTA, en 7H9, se
diluyeron (1/10) el dia del inéculo con medio 7H9 (TO).
La mitad de las muestras con EDTA se diluyeron (1/10)
tras 4 dias (EDTA diluido) con 7H9 y la otra mitad
permanecieron sin diluir (EDTA sin diluir). Los datos
representan la media del logwo UFC + SD y se
analizaron por ANOVA con el test de Games-Howell

post-hoc (n = 4). P*< 0,05 se considera significativo.

1.3. Supervivencia de micobacterias en leucocitos suspendidos en
plasma
Para averiguar el efecto que el tipo de anticoagulante tiene sobre la actividad

celular, se infectaron leucocitos en presencia de plasma obtenido de sangre
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anticoagulada con heparina o EDTA. Los recuentos de colonias obtenidos a los 7
dias de incubacion se compararon con el indculo inicial.

En la infeccidén con plasma-heparina, se observé un aumento en el recuento
final de M. chelonae, pero en el resto de las de las especies se observé una
disminucién del crecimiento, sin haber diferencias significativas entre estas,
independientemente de su nivel de patogenicidad (Figura 14A).

Al realizar la infeccion con plasma-EDTA, el comportamiento observado fue
totalmente diferente (Figura 14B). Para M. avium, el numero de bacterias finales se
mantuvo similar al numero del indculo; sin embargo, para el resto de las especies
fue significativamente inferior. También se observaron diferencias significativas
entre especies, de manera que, para M. avium y M. tuberculosis, las UFCs tras los
dias de incubacion fueron mayores que para M. kansasii, M. chelonae y M.

gordonae.
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Figura 14. Curva de tiempo de la actividad antibacteriana de leucocitos frente Mycobacterium
sp. Un 40% de leucocitos en un 40% de plasma-heparina (a) o plasma de sangre anticoagulada
con EDTA (b) se diluyé con RPMI-1640 (20%) y se inocularon las especies indicadas. Los datos
representan los logio UFC + SD. Los resultados de la comparacion estadistica (prueba t de Student
pareada) entre las UFC el dia de la infeccién y a los 7 dias de incubacién se indican en la columna
“TO”. S para resultados estadisticamente significativos y NS para no significativos. El numero de
UFC alos 7 dias de las diferentes especies de micobacterias indicadas en la columna de “Especies”
es significativamente diferente con la especie concreta indicada en la curva de tiempo (prueba

ANOVA con el test post-hoc Games-Howell, n=5). P* < 0,05 se considera significativo.
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Del mismo modo que el EDTA actua directamente sobre la capacidad de
multiplicacion bacteriana, también podria tener un efecto adicional sobre las células
inmunes. Para testar esta posibilidad, se procedi6 a la medida de citocinas
proinflamatorias y a la liberacién de especies reactantes de oxigeno (ROS) previa
activacion leucocitaria, por incubacion durante una noche, con lipopolisacarido de
E. coli, en presencia de plasma heparinizado o de plasma-EDTA (Figura 15). La
produccion de IL-1B, TNF-a e IL-6 fue significativamente inferior en presencia de
EDTA. Lo mismo se observo con la produccion de ROS, comparando los leucocitos
incubados en plasma procedente de sangre heparinizada (media = 15030 cps, SD
5205) y los incubados con plasma procedente de sangre con EDTA (media = 447
cps, SD 464) (diferencia media = 14583 cps [Cl 95%: 6206-22960], n = 3, t-test, P*

= 0,008).

Figura 15. Influencia del EDTA en la
5007 =0

producciéon de citocinas. Un 40% de
i 0,

50.0 - E Egga/‘xrina leucocitos y un 40% de plasma precedente

de sangre anticoagulada con heparina o con

40.0 EDTA, se diluyé con RPMI-1640 (20%) y se

incubaron durante una noche con LPS de E.

ng/ml

30.0 coli (20 pug/ml) en una plataforma rotatoria a

37° C. Las citocinas mencionadas se

20.0
midieron por ensayos de ELISA especificos.
P*=0.025 L
Los datos representan la concentracion de
1004 pr=.003 T o o )
citocinas (ng/ml) + SD y el analisis estadistico
0.0 = - = se realizé por la prueba t de Student (n=3). P*
IL1B TNFa IL6 < 0,05 se considerd significativo.
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A pesar de no obtener una diferencia estadisticamente significativa, M. avium
mostré ser menos sensible a la actividad leucocitaria que M. tuberculosis, siendo
esta ultima mas patogénica. Para potenciar el poder estadistico, estas dos especies
se incubaron con leucocitos aislados y se comparo el crecimiento de ambas en un
experimento independiente. Se calculd la diferencia de UFC tras 7 dias de
incubacion y el dia de la infeccién (log1o UFC t = 7d — log1o UFC t = 0d). Al cotejar
M. avium (media = -0,71 SD 0,14) con M. tuberculosis (media = -1,47 SD 0,59), se
corroboro la resistencia de M. avium (media de la diferencia = 0,76 [Cl 95%: 0,21-
1,30], n =7, t-test pareada, P*=0,015).

La diferencia observada mas notable entre las distintas especies, fue el alto
nivel de multiplicaciéon de M. chelonae tanto en la infeccion realizada con sangre
heparinizada como en la suspension de leucocitos en plasma-heparina. M.
chelonae fue la unica micobacteria de crecimiento rapido empleada, por lo que para
constatar si este comportamiento es comun a otras micobacterias con esta
caracteristica, se procedi6 a realizar infecciones de sangre total y leucocitos con M.
fortuitum y M. phlei. Se utilizaron a modo de controles M. avium (micobacteria de
crecimiento lento y sensible a la actividad inmunoldgica) y M. chelonae. Como
anteriormente se describid, M. avium mostré una restriccion de su crecimiento en
presencia de leucocitos, mientras que M. chelonae se multiplic6 en ambos modelos
de infeccidn, al igual que M. fortuitum 'y M. phlei, aunque en el caso de esta ultima
la diferencia en el numero de colonias entre el inéculo y tras la incubacion con
leucocitos no fue significativa (Figura 16). Por lo tanto, se puede verificar que las
micobacterias de crecimiento rapido muestran un patron de multiplicacion similar

en estos dos modelos de infeccion in vitro.
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Figura 16. Actividad antibacteriana contra micobacterias de
crecimiento rapido. Un 40% de sangre total heparinizada (Sangre
completa) o un 40% de leucocitos suspendidos en un 40% de
plasma-heparina (Leucocitos. plasma) se diluyeron con RPMI-1640
y se infectaron con 10* UFC / 100ul de cada una de las especies
indicadas. M. avium se empled como control. Los datos representan
log1o UFC + SD y se analizaron con la prueba ANOVA con el test
post-hoc Games-Howell (n = 4). P* < 0,05 se considero

significativo.
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2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN SANGRE DE FUMADORES FRENTE

M. tuberculosis

El tabaco constituye uno de los mayores riesgos para desarrollar una
tuberculosis activa, estando asociado a 1 de cada 6 casos (1). Son muchos los
estudios que establecen una relacion causal entre tabaco y el desarrollo de la
infeccion, asi como de una peor respuesta al tratamiento (2). Dadas las
repercusiones que tiene el tabaco sobre el sistema inmune del hospedador, no sélo
a nivel pulmonar sino también sistémico, parece apropiado estudiar la diferente
respuesta inmunoldgica entre una poblacién susceptible, como es la fumadora, y la
no fumadora tras la infeccion por M. tuberculosis para comprender los mecanismos

implicados en la defensa frente a la micobacteria.

Se infect6 con M. tuberculosis sangre total, leucocitos, células
mononucleares periféricas (PBMC), neutréfilos y monocitos de 19 fumadores
activos, con un consumo diario minimo de 10 cigarrillos durante mas de 6 meses y
20 no fumadores, que fueron empleados como controles. Tras 4 dias de incubacion,
el recuento de UFC obtenido en sangre total de ambos grupos, fue mayor respecto
al resto de fracciones, sin embargo, al compararlo entre si, no se obtuvieron
diferencias significativas (p = 0,335), lo mismo sucedié con el resto de los modelos,
a pesar que con leucocitos y células mononucleadas en fumadores se observo un
ligero aumento de UFCs (p = 0,407 y p = 0,579 respectivamente) (Figura 17). Estos
resultados no permiten concluir que haya diferencias en la actividad anti-

micobacteriana entre células aisladas de fumadores y no fumadores.
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Figura 17. Actividad anti-micobacteriana en sangre de fumadores
frente M. tuberculosis. Una fraccion de sangre total con EDTA, un 40% de
leucocitos en 40% de plasma-EDTA autélogo diluido con RPMI-1640 (20%),
10% neutrofilos obtenidos por purificacion mediante un gradiente con
Polymorphprep, monocitos y células mononucleares purificados en un
gradiente con Ficoll y suspendidos en medio RPMI-1640 suplementados
con un 40% de plasma-EDTA autélogo, se infectaron durante 4 dias en
placas de 96 pocillos con 10* UFC/100 ul (MOl = 0,1) de M. tuberculosis.
Los datos representan la mediana de logio UFC y se analizaron por la
prueba Mann-Whitney, comparando de grupos de muestras
independientes. P > 0.05 se considero no significativo (NS).
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3. ESTRATEGIA BASADA EN Amplified Fragment Length Polymorphism

(AFLP) PARA GENOTIPAR MICOBACERIAS NO TUBERCULOSAS

La caracterizacion de aislados de la misma especie de MNT no es frecuente
en la practica clinica, a pesar de que, en determinadas situaciones, tales como
brotes hospitalarios o aislamientos repetidos en un mismo paciente con mala
respuesta terapéutica, estaria indicada. Uno de los principales motivos es el
elevado coste y el tiempo de interpretacion de dichos analisis. El objetivo de este
experimento es la puesta a punto de una técnica molecular basada en AFLP

sencilla, econémica y eficaz, asi como establecer un protocolo para su aplicacion.

Para proceder con este experimento, se aislé el ADN de 28 cepas de M.
intracellulare, procedentes de diferentes aislados clinicos y se seleccionaron las
enzimas de restriccion mas apropiadas para el propdsito. Se realizaron ensayos
preliminares con enzimas que se emplean frecuentemente: Apal, BamHI, Bglll,
EcoRI, Hindlll, Mlul y Sacl. Se eligieron dos que mostraban un alto poder de
discriminacion con un numero moderado de bandas (entre 0 y 10 en nuestro grupo
de muestras): Sacl y Bglll (3). El cebador ScG generé un patrén de bandas difuso
que resultd inadecuado. Con el cebador BgA, se generaron patrones muy sencillos,
de 0-3 bandas (Figura 18A), en consecuencia, se obtuvo un indice Discriminatorio
de Gaston Hunter bajo (IDGH = 0,844) (3), pero que mostraba patrones diferentes
y unicos en 12 cepas de las 28 testadas. En los aislados 5 y 16 se revel6 una banda
débil en 1600 y 1920 pb, respectivamente, que no siempre aparecieron en los

analisis y se descartaron.
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Las cepas 1 - 8 formaron un grupo, con una unica banda. Las cepas 9 - 16
otro, en las que no se mostraba ninguna banda; para descartar que esto sucediera
por la presencia de inhibidores de la PCR, se realizaron reacciones independientes
con los cebadores Tb11 y Tb12, empleando el mismo ADN molde. En todos los

casos se reflejo la banda (Figura 18A).

Las cepas 17, 18 y 19, se englobaron en un tercer grupo, ya que no se
pudieron diferenciar usando los siete cebadores disponibles, incluso empleando

cebadores disefados para el resto de las enzimas de restriccion mencionadas.

Las cepas incluidas en los dos primeros grupos, se continuaron analizando
con los cebadores ScC y ScA (Figura 18B). Las cepas relacionadas entre si se

consiguieron discriminar por la aparicion de 1 - 3 bandas extra:

Con ScC el indice discriminatorio aumenté (IDGH = 0,958), pero no se
consideré suficiente, ya que las cepas 1 - 5y 11 — 13 no se pudieron diferenciar
unas de otras. Algunas de las bandas obtenidas tenian una intensidad inconstante
en las diferentes muestras, de forma que, aunque las bandas que se podian
apreciar en la cepa 3 eran sutiles, manifestaban el mismo patrén que en las cepas
1, 2, 4 y 5. Esta variabilidad en la intensidad de las bandas también se observé en
otros casos (muestra 13 con el cebador ScC) posiblemente relacionado con la

concentracion o calidad del ADN.

Con ScA, se obtuvo un poder discriminatorio alto (IDGH = 0,984), pero no se
pudo hacer la distincion entre las cepas 1y 2; 4 y 5; asi como entre 11 y 12. El
analisis empleando el cebador BgG (Figura 18B) permitié diferenciar dos de las

parejas (IDGH = 0,989), sin poder separar las cepas 1y 2.
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Los tamafios de las bandas de los diferentes patrones originados por cada

cebador se representan en |la Tabla 5.

Cada aislado en que se reflejaba un patrén especifico, se elimind del analisis
con el siguiente cebador. Los grupos de cepas 17-18-19 y 1-2 no se pudieron
diferenciar con ninguno de los cebadores restantes (ScT, BgC y BgT). Tras varios
intentos para conseguir una discriminacion entre las cepas 1y 2, se encontré que
aparecia una nueva banda en la cepa 1, cuando se digeria el ADN bacteriano solo
con Bglll y se usaba como cebador BgT (Figura 18B), indicando que Sacl no

permite esta amplificacion.
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Cebador Patron Tamaiio de bandas (pares de bases) Aislados
BgA
I 1120 1,2,3,4,5,6,7,8
I 0 9,10,11,12,13,14,15,16
11l 2100,1880,1690 17,18,19
v 1420 20
V 1300,260 21
Vi 2240,1140,770 22
Vi 1100,740 23
VIl 770,410 24
IX 1990,1480 25
X 590 26
Xl 2760 (extrapolado),2010,1200 27
Xl 2140 28
ScC
I 1690,1280,1040,870,610,420 1,2,3,4,5
I Patron | + 680 6
11l Patrén | - 870 +450 8
v Patrén 1l + 650 9
V 1740,1560,800,720 7
Vi 1820,1740,1290,1120,880,640,580,450,420,310 10
Vi Patrén VI - 1740 + 1550 - 580 11,12,13
VI Patrén VI - 580 14
IX 1700,1300 15
X 1830,1210,940,330 16
ScA
I 1650,880,680,540,340,310 1,2
I Patrén | = 340 + 320 - 310 3
1] Patron |+ 790 — 340 45
v Patrén Il - 1650 11,12
Vv Patron IV +730 13
BgG
I 760,750 1,2
I Patron | + 950 4
11l Patrén 1+ 1770 5
v 1910,1760,1110,820,740,410 11
V Patron IV - 1110 12

Tabla 5. Patrén de bandas de las cepas de M. intracellulare generado por AFLP (Sacl-Bglil)
usando los cebadores BgA, ScC, ScA y BgG.
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Figura 18. Patrones AFLP. Patrones de bandas por analisis con AFLP de ADN de cepas de M.
intracelulare (1-28), digerido con Sacl-Bglll o Bglil. Los adaptadores Sac y Bgl se ligaron con los
extremos del ADN digerido. Un Unico cebador, entre paréntesis, se hibridé a uno de los adaptadores
usados en cada reaccién de amplificacion: BgA, ScC, ScA, BgG, y BgT. La columna M, es un marcador
de pesos moleculares. (a) Amplificacion de ADN molde de 28 cepas de M. intracellulare usando el
cebador BgA. (b) ADN molde de las cepas que no se pudieron distinguir con BgA, se amplificé con
ScC; aquellas que seguia compartiendo patron de bandas, se continuaron amplificando con ScA. El
ADN de las ultimas cepas que permanecian sin distinguirse, se amplificé usando BgG. Finalmente,
para conseguir discernir entre las cepas 1y 2, se emple6 BgT, y empleando Unicamente la enzima de
restriccion Bglll, en lugar de Sacl-Bglll.
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Para poder realizar una comparacion del método con otros previamente
disponibles, se llevo a cabo la realizacién de MIRU-VNTR con el método designado
por Dauchy et al. (4), el mas empleado para M. intracellulare. El indice de
discriminacion de esta técnica de genotipado fue de 0,950, menor que el obtenido
por el método de AFLP. Se calcularon dendogramas para cada método, usando
para AFLP el perfil de bandas obtenido para todos los aislados con los siete
cebadores, incluidos ScT y BgG, que no se muestran en la Figura 18. Con AFLP se
generaron 25 perfiles diferentes (Figura 19A), mientras que MIRU-VNTR sdélo 18
(Figura 19B). En general, se observo cierta concordancia entre ambos métodos y
la relacion entre las diferentes cepas: con MIRU, el perfil resultante para los
aislados 7, 10, 11, 12y 13 es el mismo, y con AFLP, los perfiles para las cepas 10,

11, 12 y 13 parecen estar estrechamente relacionados.

104



L

AFLP

27
15

17
18
19

16
20

25
28

i

0.05

Aislado Origen Muestra Tratamiento

175in
190in

189in
207in
210in
224in

225in
220in

208in
199in

218in

230in
198in

200in
202in
203in
180in

228in
213in
201in

186in

179in
181in
182in

192in
231in

221in
212in

HB
HB

HB
HUCA
HUCA
HUCA

HUCA
HUCA

HUCA
HUCA

HUCA

HUCA
HUCA

HUCA

HUCA

HUCA
HB

HUCA
HUCA
HUCA

HB

HB
HB
HB

HB
HUCA

HUCA
HUCA

BAL
ESP

ESP
ESP
ESP
ESP

ESP
ESP

ESP
ESP

ESP

ESP
ESP

ESP
ESP
ESP
ESP

ESP
ESP
BAL

ESP

ESP
ESP
ESP

ESP
ESP

ESP
LN

NO
NO

NO
Sl
Sl
Sl

Sl
Sl

Sl
Sl

Sl

Sl
Sl

Sl
Sl
NO
NO

Sl
Sl
Sl

NO

NO
NO
NO

NO
Sl

NO
Sl

RESULTADOS

B

MIRU-VNTR

15
17

18
19

[[a7 ]

1

20
25

21
26

0.05

Figura 19. Dendograma que refleja las relaciones entre los patrones de las cepas de M.
intracellulare obtenidos por AFLP (A) y MIRU-VNTR (B). BAL: lavado broncoalveolar, ESP:
esputo, LN: nodulo linfatico, HUCA: Hospital Universitario Central de Asturias, HB: Hospital

Universitario del Bierzo. Los pacientes

antibioterapia.

indicados como

“Tratamiento

Para verificar la correcta funcionalidad del método,

SI” recibieron

se testaron

simultaneamente los siete cebadores en cuatro cepas de M. abscessus (Figura 20),
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dos de las cuales se aislaron del mismo paciente con 45 dias de diferencia, 236ab
y 237ab. De forma similar a M. intracellulare, con el cebador BgA se generaron
solamente 2 o 3 bandas, con las cuales se pudo diferenciar a la cepa 234ab del
resto. Con ScC y ScA se pudieron distinguir los aislados 239ab y 234ab de los
aislados 236ab y 237ab. Estos ultimos dos aislados no se pudieron discriminar con
ninguno de los cebadores empleados. La cepa 239ab estaba estrechamente
relacionada con 236ab y 237ab, ya que mostraron un patrén de bandas idéntico
para los cebadores ScT, BgC y BgT. Tras analizar estos patrones en un unico gel,
se pudiera concluir que los aislados 236ab y 237ab eran muy probablemente la

misma cepa y diferentes de las cepas 239ab y 234ab.
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Figura 20. Patrones AFLP. Bandas de AFLP de ADN de cepas de M. abscessus
(a, b, c, d), digeridas con Sacl-Bglll. Los adaptadores Sac y Bgl se ligaron con los
extremos del ADN digerido. Un Unico cebador, entre paréntesis, se hibridé a uno de
los adaptadores usados en cada reaccion de amplificacién: BgA, ScC, ScA, ScT,
BgC, BgG, y BgT. La columna M, es un marcador de tamafio molecular.
Amplificacién del ADN molde de cuatro cepas de M. abscessus: 236ab (a), 237ab
(b), 239ab (c) y 234ab (d).
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En base a estos resultados, se ha disefiado una estrategia para genotipar
MNT, resumida en un diagrama de flujo (Figura 21), que no requiere emplear un

software para el analisis de las imagenes resultantes.

El nimero de aislados a analizar, va a depender del numero de pocillos
disponibles en el gel de agarosa, considerando que cada uno va a requerir siete
sitios (uno por cada cebador). Para un numero bajo, de 2 a 8 cepas, los siete
cebadores se pueden analizar simultaneamente en un unico gel (Figura 21A); esta
fue la opcion seleccionada para el analisis de los aislados de M. abscessus
estudiados en este trabajo. Cuando sea necesario genotipar mas aislados, en orden
de 50 a 60, los diferentes cebadores tendran que usarse de forma reiterada,
necesitando varios geles de agarosa (Figura 21B), como se ilustra para M.
intracellulare en la Figura 18A y 18B. Finalmente, si el microbidlogo necesita
analizar un numero mas elevado de aislados clinicos, el patrén de bandas originado
por el cebador BgA es util para agrupar cepas muy relacionadas entre si (Figura
21C). El numero reducido de bandas que genera, permite determinar visualmente
el patréon especifico para BgA de una cepa diferente y seleccionar el control
apropiado, con ese mismo patrén, de la coleccion de micobacterias. Este control
debera incluirse para cada uno de los cebadores que se vaya a seleccionar para el

analisis.
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Figura 21. Diagrama de flujo de trabajo para el genotipado por AFLP (Sacl-Bglll).
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4. INFECCION DE NEUTROFILOS CON Mycobacterium abscessus COMO

MODELO IN VITRO PARA EL ESTUDIO EN BRONQUIECTASIAS

El objetivo de este experimento fue reproducir in vitro algunos de los sucesos
producidos en el pulmén cuando se inhala M. abscessus en el contexto de una

respuesta inflamatoria neutrofilica, caracteristica en las bronquiectasias.

La purificacion celular en este ensayo se realizé6 por doble gradiente de
densidad, sin embargo, a pesar de obtener un enriquecimiento de neutrofilos alto
(>50%), se observé un alto porcentaje de contaminacion con eritrocitos. Para
proceder a su eliminacion, en vez de emplear una lisis hipotonica, se realizdé un
segundo gradiente de sedimentacidon exclusivamente con Polymorphoprep de los
neutrofilos previamente obtenidos diluidos con PBS o suero autélogo, resultando

en un recuento de hematies inferior al 5% (Tabla 6).

Fraccidn celular Contaminacion eritrocitara (%)
Células mononucleares periféricas 1,14 SD 0,84
Neutrofilos (primera purificacion) 38,76 SD 20,30
Neutrofilos (segunda purificacion) 3,28 SD 2,91 **

Tabla 6. Porcentaje de contaminacion con eritrocitos tras cada proceso de purificacion de
células mononucleares y neutroéfilos. ** P = 0.007. Media de la primera y segunda purificaciéon de

neutrofilos comparada por t-test de Student (n=6). SD: desviacion estandar.
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Para verificar si los hematies remanentes interfieren en nuestro ensayo, se
realizé la purificacion de PBMC y neutréfilos (PMN 1) empleando un gradiente de
Ficoll y Polymorphoprep. Tras el lavado de las células, la mitad de los neutréfilos
obtenidos se suspendieron en suero autdlogo y se depositaron en un nuevo tubo
con un volumen equivalente solamente de Polymorphprep. Los neutrdfilos
obtenidos tras este gradiente adicional (PMN 2) y el resto de las fracciones (PBMC
y PMN 1) se suspendieron en un medio sin suero. Posterormente se procedio a la
inoculacién de cantidades crecientes de M. abscessus individualizada (cepa
239aba) en placa de 96 pocillos con 10° células y se incub6 durante 3 dias. Las

colonias en las células infectadas se contaron bajo microscopio invertido (Figura

22).

R
Medio Células mononucleares Neutrofilos

Figura 22. Colonias formadas en medio o células infectadas. Medio, células mononucleares o
neutréfilos (10° células) se inocularon con 102 UFC de M. abscessus 239aba e incubadas durante 3
dias a 37° C /5% CO:..

Se observaron unas pocas colonias cuando se inocularon 10" o 10?2

micobacterias. El patron de colonias visibles tras la infeccion de PMN 1 y PMN 2
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resulté muy similar (Figura 23A). Tras realizar la lisis por sonicacién e incubacion
durante 1,5 — 2 dias, se procedio al recuento de UFC. Incluso en los pocillos en los
gue no se apreciaban colonias micobacterianas, se obtuvieron mas de 10* UFC tras
la lisis celular (Figura 23B). En este paso los patrones obtenidos de las fracciones

de PMN 1y PMN 2 también resultaron muy similares.

Con los resultados obtenidos, podemos concluir que para nuestro ensayo de
infeccidn in vitro los eritrocitos no interfieren, pudiendo prescindir de una

manipulacion adicional en la purificacion celular.
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Figura 23. Multiplicacion micobacteriana y formacién de colonias en PBMC y PMN. Los PBMC
se purificaron empleando un gradiente de Ficoll y los PMN dos gradientes sucedivos de
Polymorphprep. La primera purificacion incluye una capa de Ficoll (PMN 1), pero la segunda se
realiz6 solamente con Polymorphprep (PMN 2). Se anadieron de 10" a 10* micobacterias
individualizadas (M. abscessus 239aba) a pocillos con 105 células. (A) Niumero de colonias visibles
bajo microscopio invertido tras 3 dias de crecimiento. Los datos representan la mediana con un
95% de intervalo de confianza (n=6). La comparaciéon de grupos se realiz6 mediante el test de
Kruskall Wallis y la comparacion por pares con el grupo 10" por el test de Dunn. P < 0,05 se
considero significativo. (B) Tras el recuento de colonias visibles, las células se lisaron por sonicacion
y se realizaron diluciones decimales de los lisados en medio 7H9 en placa de 96 pocillos con un
volumen final de 100 ul. Tras 36 — 48h, las UFC se contaron. Los datos representan la media y
desviacion estandar del log10 UFC (n=6). La comparacion de grupos se realizé con el test de ANOVA
y la comparacién pareada con el grupo 10" con el test de Tukey. P < 0,05 se considero significativo.
P* <0,05; P** <0,01; P** <0,001. NS: no significativo.

Para proseguir con el objetivo final de este experimento, se realizaron
infecciones con diferentes concentraciones de neutréfilos empleando M.

abscessus. Se empled como control del crecimiento bacteriano, micobacterias
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suspendidas en medio X-VIVO 15 sin suero en ausencia de neutrofilos. No se
observaron diferencias significativas en la multiplicacion de M. abscessus tras un
dia de incubacion al compararlas con el control (Figura 24). Sin embargo, a los 2
dias de incubacion, si se observo un descenso significativo del crecimiento en las
infecciones con mayor concentracion de neutréfilos (2 y 3 x 10° neutrdfilos). Estas
diferencias se acentuaron mas a los 3 dias. Hay que tener en cuenta, que hablamos
siempre de inhibicion de crecimiento micobacteriano y no de actividad

micobactericida.
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Figura 24. Influencia de la concentracion de neutréfilos en el crecimiento de
M. abscessus. Infeccion de neutréfilos con 102 micobacterias (cepa 239aba). La
inoculacién de micobacterias en medio X-VIVO 15 (“Sin neutréfilos”) se empled
como control de crecimiento (n = 12) en la multiplicacién bacteriana en presencia
de concentraciones crecientes de neutrdéfilos (n = 6). Las infecciones se lisaron a
los 1, 2 y 3 dias; y las UFC se contaron. El analisis estadistico de los grupos en
cada dia de lisis se realizé por ANOVA de una via. La comparacion por parejas se
realizd con la prueba post-hoc de Dunnet, comparando cada concentracion de

neutrofilos con el control.
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Para saber si los resultados obtenidos son extrapolables a otras cepas y a
otras especies, se realizaron infecciones in vitro con dos cepas adicionales de M.
abscessus y dos cepas de M. mageritense (Figura 25A), especie que no suele
relacionarse con bronquiectasias. En todos los casos, el crecimiento de las
micobacterias se inhibid significativamente a los dos dias en las infecciones con
concentraciones de neutréfilos de 3 x 10°% No se observaron diferencias
significativas en el grado de inhibiciéon al realizar la comparaciéon entre las dos
especies y entre las cepas empleadas para la infeccion (Figura 25B), con lo que
cabe pensar que la actividad de los neutroéfilos frente a las distintas micobacterias

es similar.
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Figura 25,

cepas de M. abscessus y M.
mageritense. (A) AFLP de las cepas de
M. abscessus (12aba, 236aba, 239aba) y
M.  mageritense  (110mg, 111mg),
empleado los cebadores BgG y ScC. M:
marcador de tamafo molecular (B). La
actividad neutrofilica contra las diferentes
cepas se compard midiendo la diferencia
de crecimiento micobacteriano entre el
grupo “Sin neutréfilos” y el grupo con 3 x
10% neutrdfilos (n = 6). Para el analisis
estadistico se us6 ANOVA de unaviay el
test post-hoc de Tukey. Los resultados se
representaron como media y desviacion
estandar de las UFCs transformadas a
unidad logiw. NS, no significativo. P* <

0,05 se considero significativo.

El pulmén es un érgano con una gran superficie de intercambio. Ante un

estimulo inflamatorio, se produce una migracién de leucocitos desde los capilares

hasta el parénquima pulmonar. Para simular la continua llegada de neutrdfilos al

sitio de la infeccidon, se afiadieron in vitro neutrodfilos recién purificados en los

pocillos de las infecciones al dia siguiente o a los dos dias (Figura 26). Se observo

una menor tasa de multiplicacién de M. abscessus cuando las células se lisaban en

los 2 o 3 dias posteriores a la infeccién si durante el primer dia se adicionaban

neutréfilos nuevos, aunque las diferencias solamente fueron significativas en el

tercer dia. Cuando los neutrofilos “frescos” se incorporaron en el dia 2 de
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incubacion no se observd inhibicidon de crecimiento al dia 3 al comparar con la
infeccidn sin adicién de neutrdéfilos nuevos. La incorporacion de neutréfilos extra
potencia la inhibicion en el crecimiento micobacteriano observado a altas
concentraciones de neutroéfilos, pero este efecto desaparece si las bacterias se

multiplican durante los dos dias previos a la adicion.
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Figura 26. Efecto de la adicién en las infecciones in vitro de
neutréfilos recién purificados. 3 x 105 neutréfilos se infectaron con 103
micobacterias (cepa 239aba). En los pocillos indicados se afiadieron 3 x
10°% neutrofilos recién aislados tras 1 o 2 dias. El analisis estadistico de
los grupos en cada dia de lisis celular se realizdé con la prueba t de
Student (dia 2) o ANOVA de una via (dia 3). La comparacién por pares
con el control (“Sin adicion”) se realizd con el test post-hoc de Tukey. Los
resultados se representaron como media y desviacion tipica de UFC
trasnformadas a unidades logio (n = 6). NS, no significativo. P* < 0,05 se

considero6 significativo

En cuanto a las distintas concentraciones de neutréfilos empleadas, no se
encontraron diferencias significativas en el recuento final de colonias de M.

abscessus tras dos dias de infeccién con 0y 1 x 10% neutrdfilos. Sin embargo, no
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se observaron colonias a concentraciones de neutrofilos de 2 o 3 x 10° (Figura 27A),
aunque este patron no siempre se mantuvo en estudios preliminares. Dependiendo
del voluntario a partir del cual se obtenian los neutrofilos, se observd desde un
desarrollo de colonias en infecciones con alta concentracion de neutréfilos (aunque
en menor numero y mas pequefas) hasta una completa inhibicién de crecimiento

en infecciones con bajos numeros de células inmunes.

Tras 6 dias de incubacion sin reemplazo de neutrofilos, se observé que las
colonias se desarrollaban y formaban agregados por confluencia, incluso a
concentraciones altas de neutréfilos (3 x 10°) aunque en menor nimero, mas
pequefias y sin confluir (Figura 27B). La formacién de colonias no resulté ser
dependiente del numero de bacterias, ya que la media de log1o UFC en los pocillos
con 1 x 10% neutrdfilos tras 2 dias fue similar a la obtenida en los pocillos con 2 x
10° neutrdfilos tras 3 dias (6,33 SD 0,48 vs 6,77 SD 0,67), pero las colonias

solamente fueron visibles en la primera.
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Sin neutrofilos 1 x 105
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6 dias
Figura 27. Formacion de colonias de M. abscessus
239aba en concentraciones diferentes de neutréfilos. La
infeccion de neutrofilos se dejo incubando durante 3 dias (A)
o durante 6 dias (B). Las microfotografias se tomaron a 100

x aumentos.

Las bronquiectasias se consideran un trastorno inflamatorio cronico de las

vias aéreas impulsado principalmente por neutroéfilos. Cuando estos se estimulan,
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se incrementa la liberacion de granulos con proteasas que pueden ocasionar dafio
tisular (5). Para investigar esta actividad proteolitica se empleé un ensayo de
actividad gelatinasa. Se obtuvieron colonias de menor y mayor tamafio de
micobacteria tras un crecimiento de 30 horas o 5 dias, respectivamente.
Adicionalmente, se inocularon bacterias individualizadas el dia que se procedio a
la infeccibn de neutréfilos. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la proporcion de gelatina sin digerir cuando los neutrdéfilos se
enfrentaron con bacterias individualizadas o con colonias pequenas (Figura 28).
Por otro lado, las colonias de mayor tamafio ocasionaron una mayor hidrdlisis de
gelatina, reflejando la existencia de una mayor actividad proteolitica y que ésta es

dosis dependiente.

Figura 28. Actividad proteolitica
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Crecimiento micobacteriano incubar durante 24 horas mas y se
recogieron los sobrenadantes. La actividad gelatinasa de los sobrenadantes se midié como la
proporcidon de gelatina no hidrolizada que permanecié unida a la estreptovidina que recubria los
pocillos después de lavar los péptidos proteolizados. El analisis estadistico se realizd con el test
ANOVA de una via y posteriormente se us6 el test post-hoc de Tukey. Los resultados se presentaron

como medias y desviacion estandar (n = 6). NS, no significativo. P* < 0,05 se considero significativo.
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Cabe también preguntarse si la infeccion de células inmunes da lugar a la
induccion de quimiotaxis en neutrofilos, que si se prolongase en el tiempo puede
ser una de las razones de la cronificacion del proceso. Para analizar la migracion
de los neutrdfilos al foco de la infeccion, se emplearon en un ensayo de quimiotaxis
los sobrenadantes resultantes de la infeccion de leucocitos con bacterias
individualizadas y colonias de 5 dias de crecimiento (Figura 29). Las cepas de M.
abscessus estimularon una quimiotaxis similar en ambos puntos; sin embargo, al
compararlas con las colonias mas crecidas (5 dias) de M. mageritense se vio que
estas ultimas inducian un grado de quimiotaxis significativamente mayor. Por lo que
estos hallazgos apuntan que la respuesta inflamatoria provocada por M.

mageritense atrae mas neutrdéfilos a nivel local que la provocada por M. abscessus.
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Figura 29. Regulacion del reclutamiento neutrofilico. 103 bacterias (M.
abscessus o M. mageritense) crecieron durante 5 dias, 30 horas o 0 horas en
450 pl de medio X-VIVO 15 antes de afiadir, a cada pocillo, 105 leucocitos (n
= 6). Posteriormente, tras 24 horas de incubacion, los sobrenadantes se
recogieron y congelaron. Los sobrenadantes (n = 6) se inocularon en 96
pocillos Transwell. Cada sobrenadante se testé con dos preparaciones de
neutréfilos (10° en 75 ul aislados de dos donantes sanos). El ensayo se
incubdé durante dos horas antes de cuantificar las células que migraron
usando una camara Neubauer. El nimero de células migradas se normalizo
por comparacion con neutréfilos migrados tras incubacion con sobrenadantes
procedente de leucocitos no infectados. Los resultados se representaron
como las medianas e intervalos de confianza del 95% (n = 6 x 2). La
comparacion entre las 0 horas y los 5 dias se realizé por el test de Mann-
Whitney (lineas finas). La comparacion de las 3 cepas a los 5 dias se realizd
por la prueba de Kruskal-Wallis (lineas gruesas). Por ultimo, se empled el test

post-hoc de Dunn. NS, no significativo. P* < 0,05 se considerd significativo.
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DISCUSION

Existen muchas discordancias en los resultados obtenidos en diferentes
estudios para valorar la misma actividad anti-micobacteriana. La mayor parte
debidos a la gran heterogeneidad de métodos empleados para las infecciones in
vitro. Por ello, el objetivo general de este trabajo es buscar y mejorar modelos de
infeccidn con micobacterias que permitan reproducir mecanismos de respuesta
inmunoldgica, fundamentalmente de la respuesta innata, frente a las
micobacteriosis. Para alcanzarlo proponemos un analisis de distintas variables con

el fin de ser lo mas fidelignos posibles a los sucesos que ocurren in vivo.

1.  ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN MODELOS DERIVADOS DE SANGRE

1.1. Actividad anti-micobacteriana en modelos derivados de sangre

frente a diferentes especies del género Mycobacterium

El modelo in vitro de macrofagos derivados de monocitos es el mas empleado
para el analisis de infecciones micobacterianas por tratarse de la principal célula

implicada en el establecimiento de la respuesta inmunoldgica frente a las
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micobacterias, incluso de erradicar la infeccion en estadios tempranos, antes de
establecerse una respuesta adaptativa (1,2), aunque también constituyen las
principales células hospedadoras para estos agentes, facilitando su supervivencia

y replicacion (3).

Empleando diferentes especies de micobacterias con diversos grados de
virulencia, no pudimos poner de manifiesto la actividad micobactericida de estas
células fagociticas por si mismas, incluso se observé replicacion en especies como
M. Bovis BCG, M. tuberculosis, M. gordonae y M. chelonae, siendo mas acusada
en esta ultima, por ser una micobacteria de crecimiento rapido. Estos resultados ya
se observaron en estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo de trabajo
empleando M. gordonae (4) y estan en consonancia con los resultados obtenidos
por Robertson et al. usando M. phlei, micobacteria no patogénica (5) o Mahamed
et al. en infecciones con M. tuberculosis de macrofagos alveolares y derivados de

monocitos previamente estimulados con IFNy (6).

La accién inmunologica frente a las micobacterias depende de la interaccion,
directa o a través de factores solubles, entre todas las fracciones celulares, por lo
que se han buscado modelos de infeccién mas representativos del proceso in vivo.
El modelo de sangre completa, a pesar de ser mas complejo, ha reflejado efecto
bactericida correlacionado con diferentes grados de virulencia en la evaluacion tras
la vacunacion frente M. tuberculosis (7) o tras el uso de antimicobacterianos orales
(8), por lo que se propuso este modelo como marcador alternativo en el desarrollo

de futuros agentes terapéuticos antimicobacterianos.
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En los modelos empleamos sangre total anticoagulada con EDTA y leucocitos
totales suspendidos en plasma-EDTA. EI EDTA es un compuesto quelante
fundamentalmente de cationes divalentes, usado como agente terapéutico en la
intoxicacién por metales (9) o como anticoagulante en muestras hematolégicas. La
implicaciéon de iones metalicos, como el hierro, en el establecimiento de las
micobacteriosis y otras infecciones esta ampliamente descrito (10,11), por lo que
limitar su captaciéon por el patégeno empleando sustancias quelantes se propuso
como posible diana terapéutica frente a micobacterias (12,13). A pesar de no
concretar el mecanismo de accién del EDTA, comprobamos que su accion es
bacteriostatica y pudiera prevenir el crecimiento extracelular de las micobacterias,
de manera que las bacterias obtenidas en los recuentos finales se corresponderian
a aquellas capaces de resistir los mecanismos anti-micobacterianos intracelulares,
explicandose la asociacion entre patogenicidad y supervivencia en el modelo de
sangre. Si bien, el EDTA, no sélo afecta al crecimiento bacteriano. La quelacién de
Fe*?y de otros iones, como el Ca*?, Zn*? o0 Mg*?, implicados en diferentes vias de
senalizacion y activacion celulares (11,14), también pudiera estar relacionada con
la alteracion de algunos mecanismos anti-micobacterianos, como la inhibicién en la

produccion de ROS y citocinas observada (15).

Al realizar una comparacion entre los dos modelos se observaron patrones de
resistencia diferentes en presencia de EDTA. En el modelo de leucocitos, M. avium
es ligeramente mas resistente que M. tuberculosis, contrariamente a lo que sucede
en el modelo de sangre total. Durante el proceso de infecciéon en el modelo de
sangre pudieran producirse fenomenos de hemdlisis, liberandose hemoglobina que

puede ser utilizada por M. tuberculosis como fuente adicional de hierro,
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favoreciendo su resistencia (16,17). Igualmente resulta llamativo que M. bovis BCG
sea mas resistente que M. chelonae en leucocitos suspendidos en plasma-EDTA
pero no en sangre total. Sin embargo, los resultados obtenidos con M. bovis BCG
al comparar ambos modelos en presencia de heparina también resultaron dispares,
pudiendo deberse a que fue la uUnica micobacteria empleada atenuada en
laboratorio y desarrollase un comportamiento diferente, adaptado a la

supervivencia in vitro.

La especie en la que se observo un patréon mas acusado de resistencia en los
diferentes modelos fue M. chelonae. Si el EDTA inhibe la multiplicacién extracelular
de las micobacterias, el descenso obtenido pudiera ser una representacion de
mecanismos anti-micobacterianos intracelulares no artefactados por el quelante.
En las muestras heparinizadas se observdé una mayor multiplicaciéon de la
micobacteria que resultd ser mas acusada en el caso de la sangre total en
comparacion con leucocitos. Este mismo comportamiento también se observo con
otras micobacterias de crecimiento rapido. De igual manera que pudiera suceder
en el caso de M. tuberculosis, la presencia de eritrocitos pudieran favorecer este

crecimiento.

Las mayores manifestaciones clinicas del desarrollo de una micobacteriosis
son las pulmonares. Debemos tener presente que el parénquima pulmonar es un
compartimento inmunoldgico diferente cuya composicidn inicial varia respecto a la
periférica y es representada en un 90% por macréfagos (18). Los mecanismos
antibacterianos de esta fraccion celular se iran activando, tras la inhalacion de la

bacteria y conforme persista en el espacio pulmonar, generandose
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progresivamente un ambiente exudativo, en el cual células inmunoldgicas
periféricas se infiltran para hacer frente a la infeccién. La eficacia de esta respuesta
dinamica y la interaccion de los diferentes tipos celulares entre si y con la bacteria,
determinara el curso de la infeccidn. En este ensayo se evidencia que los complejos
modelos in vitro, como sangre total o la fraccion leucocitaria de sangre periférica
suspendida en plasma, que representan todas las fracciones celulares y el
componente humoral, pueden reflejar la respuesta inmunolégica frente a
Mycobacterium sp mejor que la fraccion de macréfagos derivados de monocitos
aislada y purificada, por lo que pueden suponer modelos apropiados para evaluar

la respuesta inmune en casos de resistencia o de individuos susceptibles.

1.2. Actividad anti-micobacteriana en modelos derivados de sangre de

fumadores frente M. tuberculosis:

El papel del sistema inmune del hospedador es fundamental para contener o
eliminar el bacilo tuberculoso, por lo que factores que repercuten en la inmunidad,
como el tabaquismo, favorecen la colonizacion y el desarrollo de la infeccion. De
hecho, se estima que el riesgo relativo de las personas fumadoras puede llegar a

ser el doble que en las no fumadoras (19).

El impacto del tabaco sobre la inmunidad es complejo y variable, en funcion
del nivel y tiempo de exposicion. Las alteraciones ocasionadas en el sistema innato
y adaptativo, tanto a nivel pulmonar como periférico, son consecuencia de una

disfuncién celular y una reduccién en la secrecion de citocinas efectoras (20).
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Empleando los modelos de sangre total y leucocitos suspendidos en plasma,
propuestos en el experimento anterior como candidatos para el estudio de
individuos susceptibles, no hemos obtenido resultados estadisticamente
significativos que pusieran de manifiesto la influencia tabaquica en la inmunidad
periférica. Tampoco en los modelos adicionales empleados de neutréfilos, células
mononucleares periféricas o macrofagos derivados de monocitos. Estos resultados
contrastan con los observados por otros autores que describen un incremento de
resistencia bacteriana en la poblacion fumadora secundario a un déficit en la

actividad inmunitaria.

Elisia et al. emplearon el modelo in vitro de sangre total de fumadores y no
fumadores para comparar la respuesta frente E. coli (21). Observaron que la
produccion de citocinas, tras la estimulacion con el patégeno, se reducia de forma
mas acusada en las muestras de fumadores, suponiendo que esta alteracion
pudiera ser en parte responsable de la susceptibilidad a infecciones, pero sin
realizar mas estudios para demostrar la supervivencia de la bacteria. Van Zyl-Smitt
et al. estudiaron el efecto de la exposicion de extracto de tabaco sobre macréfagos
alveolares y derivados de monocitos frente a la infeccion con M. bovis BCG (22).
Corroboraron los resultados obtenidos en modelo de sangre sobre la produccién de
citocinas, y ademas, realizaron estudios de fagocitosis y resistencia antibacteriana.
No observaron alteraciones en la capacidad fagocitica de las células, pero tras la
exposicion a extracto de tabaco observaron mayores concentraciones del bacilo
tras 5 dias de incubacion. Estos autores relacionaron la alteracion en la produccion
de citocinas con el fallo en la contencién del crecimiento bacteriano por las células

monociticas/macrofagicas. Sin embargo, emplearon una micobacteria no patégena,
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que pudiera no manifestar el mismo comportamiento que una mas virulenta. Shang
et al. empleando M. tuberculosis H37Rv correlacionaron los efectos del tabaco in
vivo en modelo murino, con los efectos in vitro sobre células THP-1 o macréfagos
alveores expuestas a extracto de tabaco (23). En los tres modelos ensayados
obtuvieron mayor resistencia de M. tuberculosis tras la exposicion a tabaco o a
extracto y obtuvieron resultados comparables a los anteriores autores en cuanto a

fagocitosis y produccion de citocinas.

Desconocemos si con los modelos de estudio propuestos habria diferencias
en la produccién de citocinas entre ambas poblaciones, de ser asi, estas no
reflejarian defectos significativos en la actividad frente a M. tuberculosis de la
poblacion fumadora. Exponer los diferentes tipos celulares directamente a extracto
de tabaco, quizas no sea el modelo mas representativo de los sucesos in vivo a
nivel periférico. Si bien los macrofagos alveolares tiene una exposicion mas directa
al humo del tabaco, las células periféricas estaran expuestas a una concentracion
menor de aquellas sustancias absorbibles por el parénquima pulmonar y
considerando que no sufran ningun tipo de metabolismo. Ademas, desconocemos
si la exposicion directa a las sustancias oxidantes del tabaco pudiera producir
alteraciones mas acusadas en las membranas externas celulares, que aunque no
comprometan su viabilidad, produzcan cambios morfolégicos que alteren la
interaccion de los antigenos bacterianos con los receptores celulares

correspondientes.

A pesar de estar ampliamente aceptado que el habito tabaquico aumenta la

susceptibilidad al desarrollo de tuberculosis, todavia es necesaria la busqueda de
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modelos in vitro mas representativos del proceso, que nos permitan dilucidar los

mecanismos implicados.
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2. ESTRATEGIA BASADA EN Amplified Fragment Lenth Polymorphism
(AFLP) PARA GENOTIPAR DE FORMA RUTINARIA MICOBACTERIAS NO

TUBERCULOSAS

En los experimentos previos para valorar los otros modelos de infeccion, se
tuvo en cuenta el nivel de patogenicidad de las especies empleadas, pero
solamente se empledé un aislado clinico de cada especie. En determinadas
condiciones patolégicas, como en las bronquiectasias, es muy comun el desarrollo
crénico de infecciones, pudiendo deberse a reinfecciones por cepas diferentes.
Esta descrito que diferentes cepas de una misma especie pueden manifestar
diferente resistencia a la actividad anti-micobacteriana (24-26), por lo que resulta
interesante emplear distintas cepas en este modelo, ademas, esto nos va a permitir
obtener resultados mas representativos del comportamiento inmunoldgico frente a
la especie empleada. Sin embargo, garantizar que las cepas de MNT obtenidas de
aislados clinicos no son iguales entre si, puede suponer un reto ya que la
discriminacion genotipica en este grupo micobacteriano no es habitual en la

practica clinica.

En ultimos afnos se han desarrollado multiples métodos moleculares en su
mayoria enfocados a la caracterizacion de cepas de M. tuberculosis que
posteriormente son adaptados para especies especificas de MNT (27). No
obstante, dado el nivel de diversidad genética y la falta de datos para establecer el
grado de discriminacion de muchos métodos genotipicos para este grupo

micobacteriano, es preciso recurrir a la secuenciacion del genoma completo cuando
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se requiere una caracterizacion completa, lo cual supone una complejidad y un

coste inasumible de forma rutinaria.

Nuestro objetivo fue disefiar un método accesible y flexible, que se adapte a
un pequefo numero de cepas, que permita diferenciarlas completamente y que sea
apropiado para analizar multiples especies. Para valorar el poder discrimitario del
método, se empled el indice Discriminatorio de Gaston Hunter (IDGH) (28),
considerando el rango 0,90 — 0,99 propuesto por Mokrousov et al. para garantizar
una buena resolucion, en base a las sobreestimaciones observadas en el IDGH en
multiples estudios consecuencia del numero de loci empleados en el método, el
area geografica que abarca el estudio y el nuUmero de cepas circulantes en la misma

(29).

El método AFLP descrito por Vos et al. (30) fue aplicado en la tipificacion
bacteriana por Janssen et al. Emplearon dos enzimas de restriccidon, una de “corte
raro”, que reconoce un sitio de corte de 6 pares de bases, y otra de “corte
frecuente”, que reconoce 4 pares de bases, con sus dos correspondientes
adaptadores, uno para cada sitio de restriccion generado. Con este método se
obtienen de 30 a 50 bandas con un tamaro de fragmento de ADN de 80-550 pb
(31) cuya interpretacion es compleja, requiriendo el uso de gel de poliacrilamida
para mejorar la resolucion de las bandas en la electroforesis y de un programa
informatico de analisis de imagen para interpretar los distintos patrones.
Posteriormente diferentes autores realizaron modificaciones de este método con el

fin de simplificarlo y emplearlo en la distincién de cepas micobacterianas.
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En el caso concreto del genotipado de micobacterias, Gaafar et al. analizaron
diferentes cepas de M. kansasii, empleando una sola enzima de restriccion de
“corte raro” (Apal) que reconoce un sitio de restriccion que solo incluye los
nucledtidos Cy G (GGGCC|C), lo cual fue considerado apropiado para el analisis
de genomas con alto contenido en nucledticos C+G, como es el caso de las
micobacterias. También anadieron el adaptador oportuno y tres cebadores, cada
uno con diferente extension de nucledtido (A, C o T) que se emplearon
individualmente en la PCR (32). El resultado fue un patrén sencillo, de 3 a 7 bandas
en funcion del cebador, y tamafios de fragmentos de ADN mayores, que permitié
diferenciar las bandas visualmente en gel de agarosa. Las 253 cepas empleadas
se separaron en 12 grupos con patrones diferentes. Un 48% de las cepas
pertenecian a un mismo grupo, sin poder discriminarse, lo cual la invalida el

método.

Viader-Salvadé et al., modificaron el método para caracterizar aislados de
M. tuberculosis. Emplearon una enzima de restriccion de “corte raro” (Xhol),
escogido porque escinde la secuencia de insercidén 1S6110, y un solo cebador
extendido con un unico nucleédtido (G) (33). Obtuvieron diferentes patrones de
bandas, sencillos y facilmente identificables en gel de agarosa, para cada aislado
utlizado. Sin embargo, otros autores no lograron reproducir el poder discriminatorio

de este método, proponiéndolo como una técnica de cribado inicial (34).

Las diferencias en cada trabajo fueron los criterios empleados en la seleccién
de las enzimas de restriccion. Nosotros empleamos dos enzimas de restriccion de

“corte raro” seleccionados de forma empirica en estudios previos por su alta
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capacidad discriminativa, Sacl y Bglll, lo que nos permiti6 aumentar el numero de

cebadores disponibles. Pudimos discriminar 24 de las 28 cepas empleadas.

Las cepas 17, 18 y 19 consideramos que pudieran tratarse de la misma y ser
el resultado de una contaminacion cruzada, ya que se aislaron en el mismo
laboratorio en el intervalo de un mes, mostraron un antibiograma muy similar y

fueron aisladas una sola vez en esputo de pacientes no relacionados.

Las cepas 1y 2 las pudimos diferenciar empleando como cebador BgT tras
digerir el ADN solamente con Bglll. Con el método propuesto, cortando con los dos
enzimas hubiéramos considerado que pudieran tratarse de la misma cepa o que
estuvieran estrechamente relacionadas, cuando en realidad, son distintas. Con
criterios mas laxos empleados por otros autores, pudiéramos seguir pensando que
igualmente se tratasen de la misma cepa (35-37). Sin embargo, con el bajo numero
de bandas que se generan con nuestro método, optamos por utilizar criterios mas
restrictivos seguidos por otros autores (s6lo pertenecen a la misma agrupacion las
cepas que tiene idéntico patrén de bandas) (38,39). En el momento de interpretar
el patron de bandas obtenido, debemos tener presente que el poder discrimitario
de los métodos genotipicos no es perfecto (40,41) y dos cepas distintas pueden
compartir un mismo patron. Unido a que no hay unos limites bien establecidos para
definir una agrupacién (42) cada investigador debera elegir los criterios mas

adecuados para su estudio.

Las situaciones mas habituales en la practica clinica en las que seria
apropiado recurrir a técnicas de genotipado, se limita a un numero reducido de

cepas e incluyen la necesidad de determinar si la micobacteriosis persistente de un
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paciente es producto de la misma cepa o de una infeccion mixta o, por otro lado,
determinar si el origen de un brote es nosocomial. Con el método propuesto,
empleariamos los siete cebadores simultaneamente en el mismo gel. Por razones
no aclaradas, con BgA obtenemos un numero muy pequefio de bandas que nos
permitirian agrupar facilmente aislados relacionados. Con los cebadores ScC y ScA
se obtienen perfiles mas polimdrficos con los que se pueden diferenciar los aislados
de cada grupo. Es necesario correr todas las muestras a comparar en un unico gel
porque se facilita la comparacion visual de las bandas generadas, sobre todo de

aquellas con tamanos similares, como es el caso de las cepas 22 y 23.

Jeon et al. caracterizaron 44 aislados de M. intracellulare por cuatro métodos
de genotipado y obtuvieron el indice Discriminatorio (ID) para cada uno: Multilocus
Sequence Typing (MLST) (ID = 0,965) , Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE) (ID
= 0,992), VNRT (ID = 0,985) y MIRU-VNRT (ID = 0,884) (43). Con la técnica que
hemos disefiado, obtuvimos un poder discriminatorio aceptable (ID = 0,989) (29),
s6lo superado ligeramente por la PFGE, pero suficiente para el objetivo clinico
deseado y con la ventaja de ser un método técnicamente poco demandante con el

que obtener resultados de forma sencilla y rapidamente interpretables.
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3. MODELO DE NEUTROFILOS PARA REPRODUCIR FENOMENOS

INMUNOLOGICOS CARACTERISTICOS DE BRONQUIECTASIAS

El hecho de emplear como muestra sangre periférica, resulta atractivo por la
facilidad que supone obtenerla. Con el modelo de sangre completa, no se requieren
manipulaciones adicionales de purificacion celular, previas a la infeccion
correspondiente. No obstante, debido a la grandes cantidades de eritrocitos
presentes, no se mimetiza el ambiente en el que las bacterias van a interaccionar
con las células inmunitarias. Con el modelo de leucocitos suspendidos en plasma
se requieren pasos adicionales para obtener la fraccion leucocitara, pero la
presencia de eritrocitos es muy reducida, por lo que este modelo pudiera ser mas
adecuado. A pesar de que con estos dos modelos se pudiera representar de forma
global el proceso inmunolégico, los resultados se deben interpretar y extrapolar con
precaucion. Un ejemplo de ello, fueron los resultados obtenidos al ensayarlo con

sujetos fumadores.

En determinadas circunstancias, la migracion a pulmoén de un tipo celular
predomina sobre los otros, como en el caso de las bronquiectasias, caracterizadas
por una infiltracion neutrofilica (44). Por lo que, para representar los fenbmenos que

se desarrollan en las mismas, el modelo de neutrofilos puede ser relevante.

Las bronquiectasias son una patologia crénica con manifestaciones clinicas
muy heterogéneas cuyas exacerbaciones repercuten negativamente en el
prognéstico y calidad de vida del paciente. El interés por esclarecer los mecanismos

fisiopatolégicos subyacentes implicados en el desarrollo de las bronquiectasias
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cada dia es mayor y los neutréfilos se consideran las principales células implicadas
en este deterioro, conjuntamente con el desequilibrio de la microbiota pulmonar
(45,46). Actualmente la asociacion de esta patologia con MNT esta ampliamente
aceptada, y cada vez se aislan con mayor frecuencia especies pertenecientes al
complejo M. aviumy M. abscessus (47,48), aunque menos de lo que cabria esperar
dada la ubicuidad ambiental de estos agentes. En la literatura todavia existe mucha
controversia acerca de la actividad anti-micobacteriana de los neutréfilos, y a pesar
de suponer que pudieran ejercer algun papel, todavia esta poco caracterizado (49—

51).

Se desarrolld6 un modelo de neutrdfilos purificados en el que incluimos
diferentes modificaciones respecto a los protocolos de infeccion habituales que
minimizan la varibilidad técnica, para tratar de representar lo mas fielmente posible
los eventos sucedidos in vivo en el trascurso de una infeccion crénica (Figura 30).
Las infecciones se realizaron empleando M. abscessus, basandonos en el nivel de
resistencia que las micobacterias de crecimiento rapido manifestaron en
experimentos anteriores, ademas del interés de esta especie por su complicado
manejo clinico y terapéutico. Para obtener una mejor extrapolacion de los
resultados, se compararon tres cepas diferentes de aislados clinicos, de morfologia
lisa en agar 7H11, forma relacionada con la habilidad de deslizarse sobre
superficies y generar biopeliculas como mecanismo de resistencia, ambos factores
que favorecen la colonizacién, paso inicial necesario para desencadenar una

infeccion (52,53).
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En nuestro modelo, el proceso de individualizacion bacteriana se realizd
siguiendo un protocolo estandarizado por nuestro laboratorio, y comun a los
experimentos anteriores. Se llevd a cabo por sonicacidn, con posterior verificacion
de que no se comprometia la viabilidad de las bacterias, y crecimiento en medio
solido suplementado, evitando el empleo de medios liquidos con adicion de
detergentes (Figura 30A). El uso de emulsificantes es estandar en la practica para
disminuir la agregacion de las micobacterias y obtener cultivos mas homogéneos.
Sin embargo, su utilizacién altera el crecimiento de las micobacterias de forma
variable en funcién de la especie y la composicién lipidica de la pared celular, que
repercute en la morfologia y en los determinantes antigénicos de superficie, y con
ello, puede artefactar la interaccion del patégeno con las células inmunitarias in vitro

(54).

La purificacion celular se realizé por un doble gradiente de densidad, que nos
permitid mejorar la eficacia, en un unico paso, de la separacion de las fracciones
de células mononucleres y polinucleares, siendo estas ultimas objeto de este
experimento (Figura 30B). El rendimiento en la recuperacion de neutrdfilos fue alto
aunque también fue elevada la presencia de eritrocitos y, a pesar de observar que
esta fraccion remanente no interfiere en nuestros ensayos in vitro, optamos por
realizar una separacion adicional con  Polymorphprep para minimizar la
contaminacién eritrocitaria, en vez de inducir su lisis. En el mercado existen varios
reactivos de lisis eritrocitaria, pero su eleccién ha de ser cuidadosa ya que algunos
pueden aumentar la permeabilidad de la membrana plasmatica, afectando a la
actividad celular (55). Una técnica rapida, sencilla y ecénomica incluida

frecuentemente en los protocolos, es el choque hipoosmético con agua desionizada
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(56). Pero ademas de presentar una alta variabilidad en su recuperacion como
consecuencia del ajuste del tiempo de lisis diferente para cada donante (57,58),
Pan et al. describieron modificaciones morfolégicas en la poblacién leucocitaria,
mas acusadas en la poblacion granulocitica (58), de las cuales desconocemos las

repercusiones que pudieran tener en nuestras infecciones.

En el proceso de infeccion destaca el empleo de medio celular sin suero. En
experimentos previos comprobamos que M. abscessus crece en este medio en 2 —
3 dias, y esta capacidad va a permitir la multiplicacidén extracelular de las bacterias
resistentes a la actividad celular. Generalmente en los cultivos se emplea medio
RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino o suero humano. La presencia de
suero puede favorecer la opsonizacidon de la micobacteria incrementando su
fagocitosis aunque no es imprescindible (59). Ademas de la variabilidad bioldgica
en componentes séricos, tales como IgG o factores del complemento, que podria
complicar la valoracion y/o extrapolacion de los resultados, Fuch et al. describen
una inhibicion dosis-dependiente en la formacion de NETs al incubar neutréfilos con
concentraciones crecientes de suero (60), siendo este un mecanismo
antibacteriano relevante. El uso de medio sin suero permite la supervivencia y
actividad celular en condiciones reproducibles y bien establecidas, permitiendo
incrementar la uniformidad de los ensayos (61). En funcion de la finalidad de cada
experimento, incluir los factores humorales seria factible. Sin embargo, el objetivo
propuesto en este ensayo es desarrollar un método robusto que nos permita reflejar
el papel de los neutrofilos en las bronquiectasias durante una infeccion por M.

abscessus, asumiendo el grado de variabilidad interindividual que pudiera existir al
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emplear células de donantes, en vez de lineas celulares, homogéneas pero con

limitada representatividad de las células normales por ser de origen tumoral.

Otro punto a tener en cuenta en las infecciones realizadas es la MOI.
Empleamos una MOI muy baja, que nos permite optimizar la fagocitosis de las
bacterias (Figura 30C). Muchas células no estaran infectadas, suponiendo que esto
es lo que sucede al inicio de las micobacteriosis o con el flujo continuo de neutrofilos
durante la cronificacion. En otros protocolos en los que se usan MOI de 1 a 100,
permaneceran sin fagocitar gran numero de bacterias y los investigadores intentan
eliminarlas mediante lavados celulares y la posterior adicion de antibiéticos (62) u
otras sustancias (63), aumentando la manipulacién de la muestra y pudiendo
introducir variaciones técnicas adicionales. En nuestro caso, las bacterias
extracelulares que pudieran quedar podran influir en los resultados finales, pero no
de forma tan acusada por lo que podra solventarse empleando como controles las
micobacterias inoculadas en el medio sin presencia de neutroéfilos, sin ser necesario

afadir mas pasos al proceso.

Por ultimo, en los experimentos cuya finalidad sea determinar la resistencia
de las micobacterias en las células inmunitarias, se va a requerir establecer un
meétodo de marcaje bacteriano para la posterior medida indirecta de micobacterias
viables o un método de liberacion celular para el recuento directo de las
micobacterias supervivientes en medios de cultivo. Hay una gran variedad de
meétodos que se emplean para la lisis celular, desde métodos quimicos empleando
detergentes, como dodecil sulfato de sodio (SDS) y posterior neutralizacion con

albumina sérica bovina (64) o Triton-X100 (64,65), hasta métodos fisicos mediante
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la lisis hipoosmatica (56) o sonicacidon. En nuestros modelos optamos por emplear
este ultimo, ya que no afecta a la viabilidad de las bacterias y nos permite minimizar
infraestimaciones en el posterior recuento de UFCs, ademas, no requiere incluir
reactivos adicionales a las infecciones y a la par de la lisis celular, se produce una
disgregacion de los pequefios acumulos bacterianos. Sin embargo, para este
modelo de neutrofilos, y basandonos en la capacidad de M. abscessus de crecer
en el medio empleado, aplicamos una forma alternativa de medida de la inhibicion
del crecimiento micobacteriano por las células, enumerando directamente las UFC

en la infeccion in vitro, de manera que podemos prescindir de este ultimo paso.
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Figura 30. Modelo de neutréfilos desarrollado. (A) Individualizacion bacteriana. (B) Purificaciéon

celular. (C) Proceso de infeccion.

En estudios previos empleando aislados clinicos de Staphylococcus
epidermidis Li et al. pusieron de manifiesto que la capacidad bactericida de los
neutréfilos depende de su concentracién inicial y no de la relacion
neutroéfilos/bacteria (66). En consonancia con esta premisa, hemos observado que
a partir del segundo dia de incubacién se produce una limitacién significativa del
crecimiento de M. abscessus al emplear concentraciones iniciales de neutrofilos
mas elevadas. Este comportamiento fue comun a todas las cepas de M. abscessus

y M. mageritense empleadas. El numero de bacterias recuperadas en cada punto
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de las curvas de tiempo a cada concentracion de neutréfilos fue mayor con respecto
al punto anterior y al inéculo inicial, de lo cual se concluye que no ejercen actividad

micobactericida.

Al sexto dia de incubacion las colonias observadas en todos los cultivos
pudieran ser resultado de la limitada viabilidad de los neutréfilos, dada su corta vida
media. In vivo, se produce una llegada continua de neutréfilos al foco infeccioso
mientras este persiste. Al simularla mediante la adicion de neutrofilos frescos,
observamos menor multiplicacién de M. abscessus cuando las células se lisaron a
los 2 o 3 dias, si se anadieron desde el primer dia. Estos datos sugieren que la
continua infiltracién de neutréfilos desde estadios iniciales de la infeccion, es

necesaria para limitar la multiplicacion bacteriana.

En la literatura se ha descrito que M. abscessus puede persistir in vivo en
forma de biopeliculas en las paredes alveolares, asi como en microagregados en
el espacio intersticial pulmonar (67). Esta forma de resistencia, esta relacionada
con la persistencia de la infeccion y la resistencia a farmacos. Malcolm et al.,
estudiando la respuesta neutrofilica frente M. abscessus sugieren que el ambiente
inflamatorio generado por la presencia de neutréfilos, favorece que M. abscessus
desarrolle biopeliculas mas rapido, y con ello, su resistencia (68). Aunque el modelo
de infeccion empleado por estos autores podria estar limitado por un corto periodo
de incubacion, de horas, y por la alta MOI, que podria desbordar la actividad de los
neutrofilos. Con las observaciones aportadas con nuestros experimentos, podemos
resaltar la importancia de la concentracién inicial de neutrdfilos y el tiempo de su

reclutamiento en el establecimiento o eliminacion de la infeccion. Desconocemos la
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implicacién y la actividad de los neutréfilos durante este proceso. Podriamos
hipotetizar que si los neutréfilos no se encuentran en una cantidad suficiente, la
activacion no alcanza un umbral minimo determinado necesario para desencadenar
la respuesta antibacteriana, por lo que la bacteria dispondra de tiempo para crecer
y formar agregados, que seguirdn creciendo, siendo posteriormente mas
complicados de ser fagocitados por los neutréfilos. De forma similar sucederia si se
produce un retraso en el flujo de neutréfilos frescos. Resultados semejantes
obtuvieron Ghimire et al., en su trabajo sobre el estudio de la formacién de
biopeliculas por Staphylococcus aureus en dispositivos biomeédicos (69). Estos
autores realizaron infecciones a concentraciones variables de neutrdfilos e
infecciones preincubando las bacterias antes de afiadir neutréfilos. Observaron que
los neutrdéfilos, siempre que estuvieran en una concentracion adecuada, eran
capaces de fagocitar las bacterias presentes, aisladas o en muy pequefios
agregados, previniendo la formacion de las biopeliculas. Si los agregados
bacterianos crecian lo suficiente antes de anadir los neutrdfilos, estos no podian

ser fagocitados y continuaban creciendo.

Estudiamos la quiomiotaxis inducida por los sobrenadantes de leucocitos, en
los que se incluyen todas las fracciones celulares sanguineas que liberan
quimiocinas, previamente infectactados por micobacterias aisladas (sin tiempo de
crecimiento suficiente para formar colonias) o con micobacterias agregadas
(colonias obtenidas tras 5 dias de crecimiento). Con las cepas de M. abscessus se
produjo una migracion celular similar con ambos sobrenadantes. Por el contrario,
los agregados de M. mageritense produjeron un nivel de reclutamiento celular

mayor que las cepas de M. abscessus. Tal vez esta variabilidad pudiera explicar
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por qué M. mageritense no sea una micobacteria asociada generalmente a
bronquiectasias. Es concebible que el mayor flujo de neutrdfilos inicial son capaces
de limitar su crecimiento, o si este ya se ha empezado a establecer, los pequefios
agregados pudieran ser atacados por mas de un neutréfilo, produciendo su

disgregacion y posterior eliminacion.

Finalmente, se estudio el grado de liberacion de proteasas por los neutréfilos,
por ser, hipotéticamente, las principales causantes del remodelado tisular
caracteristico de las bronquiectasias (45). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas cuando los neutréfilos se infectaron con
micobacterias aisladas o con colonias de pequefio tamaino de M. abscessus. En
oposicion, la actividad proteolitica resultd ser mas acusada cuando se infectaron
con grandes colonias de 5 dias de crecimiento. Esto puede ser indicativo de que el
dafo es proporcional al crecimiento de la micobacteria, con lo que si la bacteria no
llega a multiplicarse hasta ese nivel, es posible que no se descompense la actividad

neutrofilica y no se produzca el dafo en el parénquima.

Con el modelo disefiado, hemos observado que los neutrofilos tienen un
papel importante en el control de las infecciones por M. abscessus, limitando su
crecimiento y fundamentalmente, la formacion de agregados; sin estar ligados, per
se, a dafio en el tejido pulmonar. Podemos hipotetizar que la exposicién a las MNT,
al ser micobacterias ambientales, es muy frecuente. En la mayoria de los casos no
resultan dafiinas, pudiendo incluso, llegar a ser parte la microbiota pulmonar. Sin
embargo, en determinados grupos poblacionales susceptibles, su crecimiento se

desrregula y puede ocasionar la exacerbacion neutrofilica con la consecuente
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generacion de bronquiectasias (Figura 31). Como consecuencia, especulamos que
no seria necesario erradicar a M. abscessus, sino evitar que crezca hasta la

formacion de biopeliculas en forma de agregados.
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Figura 31. Modelo hipotético propuesto del proceso fisiopatolégico de las

bronquiectasias.
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CONCLUSIONES

Primera: La metodologia disefiada para la infeccidn celular permite reducir
interferencias técnicas. Sus principales caracteristicas son el empleo de pocas
bacterias por célula, la incubacion en medio sin suero, y la lisis celular mediante
sonicacion. En ocasiones no se lisan las células para permitir la formaciéon de

agregados bacterianos.

Segunda: El método optimizado de genotipado por AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) se puede aplicar eficazmente en la rutina para el

genotipado de un pequefo numero de cepas de micobacterias no tuberculosas.

Tercera: Los modelos de sangre completa y leucocitos totales pueden
representar mejor el comportamiento inmunologico frente las diferentes especies

micobacterianas.

Cuarta: No se observo actividad micobactericida en ninguno de los modelos

celulares empleados.

Quinta: En infecciones in vitro, el EDTA ejerce una accién bacteriostatica

sobre las micobacterias extracelulares.

Sexta: No se observd mayor susceptibilidad de células purificadas de

individuos fumadores a la infeccidon por M. tuberculosis.

Séptima: Los neutrdéfilos, en altas concentraciones, limitan el crecimiento y

la agregacion micobacteriana.

Octava: La liberacion de enzimas proteoliticas depende del grado de

agregacion micobacteriana.

Novena: Los sobrenadantes de células infectadas con M. mageritense

inducen mayor grado de quimiotaxis que empleando M. abscessus.
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RESUMEN

M. tuberculosis es la especie del género Mycobacterium sp que mas infecciones
causa en todo el mundo. Sin embargo, en las ultimas décadas ha aumentado
considerablemente la prevalencia de infecciones por micobacterias no tuberculosas (MNT),
fundamentalmente la forma pulmonar asociada a patologias crénicas, como
bronquiectasias. Todavia se desconocen todos los mecanismos inmunoldgicos implicados
en estas infecciones, en parte por la diversidad de ensayos in vitro disponibles, que no
logran reproducir adecuadamente la respuesta fisiolégica. En el presente trabajo,
optimizamos diversos modelos derivados de células sanguineas para analizar la actividad
anti-micobacteriana frente a diferentes especies del género, seleccionadas en funcién de
su nivel de patogenicidad, para reproducir los fendmenos sucedidos in vivo en poblaciones

susceptibles, como fumadores o pacientes con bronquiectasias.

La purificacion celular se realizd, generalmente, por doble gradiente de
sedimentacion y la individualizacion bacteriana, por sonicacion. En la infeccion in vitro se
empled un bajo numero de bacterias por célula, que se incubaron en medio sin suero. Para
poder asegurar que los aislados clinicos correspondian a cepas diferentes, disefiamos un
método sencillo de genotipado, basado en la técnica “Amplified Fragment Length
Polymorphism” (AFLP, en inglés), que nos permitio obtener resultados facilmente

interpretables, con buen nivel de discriminacién.

En el modelo de macréfagos derivados de monocitos no se observd actividad
micobactericida. Sin embargo, con los modelos de leucocitos totales y sangre completa,
que comprenden todas las fracciones celulares inmunitarias y el componente humoral,
obtuvimos diferentes patrones de resistencia en funcion de la patogenicidad de las cepas
infectantes. En estos modelos se comprobd la restriccion de crecimiento en todas las
especies empleando EDTA como anticoagulante, relacionada con su actividad
bacteriostatica. También se emplearon para valorar la respuesta inmunitaria de la
poblacion fumadora frente a M. tuberculosis, sin observar diferencias con el grupo control
(no fumadores), en los distintos modelos celulares empleados (neutrofilos, células

mononucleares de sangre periférica 0 monocitos).

Para reproducir aspectos de la respuesta inmunoldgica en las bronquiectasias
empleamos un modelo de neutréfilos con diferentes cepas de M. abscessus y de M.
mageritense procedentes de aislados clinicos. No observamos actividad micobactericida
contra ninguna especie, pero si una limitacion del crecimiento y agregacion de M.

abscessus al emplear altas concentraciones celulares, que se potenciaba al afiadir, en el
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tiempo, neutréfilos frescos, antes de que se iniciara la multiplicacion bacteriana. Si la
agregaciéon llegaba a producirse, comprobamos que se incrementaba la liberacién de
enzimas proteoliticas, relacionadas con el dafio tisular en esta patologia. Si bien los
sobrenadantes de células infectadas con M. mageritense aumentaron la quimiotaxis de los

neutroéfilos, este efecto no se observé empleando M. abscessus.
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SUMMARY

M. tuberculosis is the species of the genus Mycobacterium sp that causes most
infections worldwide. However, in recent decades, the prevalence of nontuberculous
mycobacterial (NTM) infections has increased considerably, mainly the pulmonary form
associated with chronic pathologies, such as bronchiectasis. Many immunological
mechanisms involved in these infections are still unknown, partly due to the diversity of
available in vitro assays, which fail to adequately reproduce the physiological response. In
the present work, we optimized several blood cell derived models to analyze the anti-
mycobacterial activity against different species of the genus, selected based on their level
of pathogenicity, in order to reproduce the phenomena occurring in vivo in susceptible

populations, such as smokers or patients with bronchiectasis.

Cell purification was, generally, performed by double gradient sedimentation and
bacterial individualization by sonication. In vitro infection used a low number of bacteria per
cell, which were incubated in serum-free medium. In order to ensure that clinical isolates
corresponded to different strains, we designed a simple genotyping method based on the
Amplified Fragment Length Polymorohism (AFLP) technique, which allowed us to obtain

easily interpretable results with a good level of discrimination.

No mycobactericidal activity was observed in the monocyte-derived macrophage
model. However, with the total leukocyte and whole blood models, with all the immune cell
fractions and humoral components, we obtained different resistance patterns depending on
the pathogenicity of the infecting strains. In these models, growth restriction was observed
in all species using EDTA as anticoagulant, related to their bacteriostatic activity. These
models were also used to evaluate the immune response of the smoking population against
M. tuberculosis, without observing differences with the control group (non-smokers) in the
different cellular models analyzed (neutrophils, peripheral blood mononuclear cells or

monocytes).

To reproduce aspects of the immune response in bronchiectasis, we used a
neutrophil model with different clinical isolates of M. abscessus and M. mageritense. We
did not observe mycobactericidal activity against any species, but did observe a limitation
of M. abscessus growth and aggregation when high cellular concentrations were used,
which was enhanced by the addition of fresh neutrophils over time, before bacterial
multiplication occurred. When mycobacteria aggregated, the release of proteolytic

enzymes, related to tissue damage in this pathology, was increased. While supernatants
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from cells infected with M. mageritense increased neutrophil chemotaxis, this effect was not

observed using M. abscessus.
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