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1 TUBERCULOSIS  

1.1 Historia  

La tuberculosis (TB) es una de las enfermedades infecciosas con 

mayor morbilidad en el mundo1 y la patología de origen bacteriano 

con mayor mortalidad global, según el informe de la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) 20162, agravado, entre otras causas, por 

el incremento del número de cepas de Mycobacterium tuberculosis 

(M. tuberculosis) resistentes a fármacos3. 

En la literatura hay evidencias de seres humanos afectados desde el 

año 2400 a.C. En los siglos XVII y XVIII, una cuarta parte de las 

muertes de adultos en Europa fueron causadas por la TB, debido a la 

pobreza, al hacinamiento y a las deficientes condiciones de 

ventilación y humedad de las viviendas, muy propicias para la 

propagación de estos microorganismos4. El agente causante de la TB 

fue descubierto en 1882 por Robert Koch. Posteriormente, la mejora 

de las condiciones de vida hizo que el número de casos comenzara a 

disminuir, incluso antes de que apareciesen los primeros antibióticos. 

El primer antibiótico eficaz para tratar la TB fue la estreptomicina. 

En 1952 se desarrolló un nuevo fármaco, la isoniazida, convirtiéndose 

desde entonces en una enfermedad curable5. La rifampicina logró que 

los regímenes terapéuticos se acortaran de forma significativa desde 
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los años sesenta. De esta manera, se consiguió un descenso progresivo 

de los casos hasta mediados de los años ochenta, en los que la 

aparición del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), la 

inmigración desde países con alta prevalencia de la enfermedad y la 

escasez de recursos sanitarios, propiciaron que la TB se convirtiera en 

un problema relevante, con la adquisición y propagación de nuevos 

casos6. Años después, la situación se agravó con la aparición de cepas 

multirresistentes de M. tuberculosis por el cumplimiento inadecuado  

de los tratamientos7. 

 

1.2 Epidemiología  

 

Figura 1. Mapa de la incidencia de tuberculosis por países en 2015. La 
graduación de colores corresponde a los casos nuevos estimados de TB por 
cada 100.000 habitantes y año. El 60% de los casos se notificaron, por 
orden de frecuencia, en India, Indonesia, China, Nigeria, Pakistán y 
Sudáfrica. WHO. Global Tuberculosis Report. 2016. Switzerland. 
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Según la OMS, a nivel mundial la cifra estimada de nuevos casos de 

TB en 2015 fue de 10,4 millones (Fig. 1), siendo portadores de VIH el 

11% de ellos (1,2 millones)2. 

En España, se calculó en 2015 una tasa de incidencia de 12 casos por 

cada 100.000 habitantes, con un total de 4.191 diagnósticos de TB 

notificados, lo cual supone un notable descenso respecto al año 

previo, en el cual se documentaron 5.018 casos2,8. Los datos 

provisionales del año 2016 muestran que, en España, el número ha 

disminuido ligeramente respecto al 20159. 

En Castilla y León, en el año 2015 se comunicaron 246 casos, lo que 

supone una tasa anual de 9,93 casos de TB por 100.000 habitantes. 

Como en años anteriores, las provincias que han registrado el mayor 

número de eventos han sido León (67) y Valladolid (39). La tasa 

global ha descendido un 13,6% respecto a 201410. 

En 2015, el número estimado de muertes por TB en todo el mundo 

fue de 1,4 millones, al que se deben sumar 0,4 millones de muertes 

adicionales en personas con VIH. A pesar de la reducción del 22% en 

los fallecimientos por TB entre 2000 y 2015, esta enfermedad 

continuó siendo una de las diez principales causas de muerte en 

20152.  
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1.3 Microbiología 

Se han descrito más de 170 especies de micobacterias, entre las cuales 

se encuentran varias patógenas obligadas. En la práctica clínica, las 

micobacterias se clasifican en tres grupos principales: el complejo M. 

tuberculosis, Mycobacterium leprae y micobacterias no tuberculosas11, 

que incluyen a las micobacterias distintas de las anteriores. 

M. tuberculosis es el principal agente causante de la TB pulmonar en 

humanos. Su tamaño oscila entre 1-10 µm de longitud Χ 0,2-0,6 µm 

de ancho, presenta extremos redondeados y es aerobio, parásito 

estricto, inmóvil, de crecimiento lento y de multiplicación y 

virulencia variables. Se trata de un bacilo Gram positivo y ácido-

alcohol resistente, cuya temperatura óptima de crecimiento es de 

37ºC. Se puede observar al microscopio óptico mediante las tinciones 

de Ziehl-Neelsen o auramina-rodamina12,13. 

El complejo M. tuberculosis comprende, además, otras bacterias 

patógenas que comparten genéticamente más del 99% de la secuencia 

nucleotídica total, siendo idéntica la del ARN ribosómico 16S14,15. Las 

especies de micobacterias se diferencian en el rango de huéspedes que 

infectan, la epidemiología y la presentación clínica en humanos. 

Dicho complejo está compuesto por varias especies diferentes de 

micobacterias. Epidemiológicamente, las más relevantes son: M. 

tuberculosis; Mycobacterium bovis (M. bovis), causante de la TB 
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bovina; Mycobacterium africanum, que se subdivide en dos tipos (I y 

II), de los cuales, el tipo I se considera epidémico del Este de África16; 

y Mycobacterium caprae, que es responsable de enfermedades en el 

ganado y, ocasionalmente, de patología en humanos17.  

Las micobacterias carecen de factores de virulencia clásicos, como las 

toxinas. Sus determinantes de virulencia se pueden clasificar en 

nueve grupos en base a su función, características moleculares y 

localización celular: 1) lípidos y metabolismo de ácido grasos; 2) 

proteínas de la envoltura celular; 3) proteínas que inhiben los efectos 

antimicrobianos del macrófago; 4) proteínas quinasas; 5) proteasas; 

6) proteínas transportadoras de metales (divididas en importadoras y 

exportadoras); 7) proteínas reguladoras de la expresión génica; 8) 

proteínas de función desconocida y 9) otras proteínas de virulencia18. 

 

1.4 Patogénesis y clínica  

La TB pulmonar, forma más común de presentación de la 

enfermedad, se adquiere por vía aérea. El microorganismo penetra en 

el tracto respiratorio a través de pequeñas gotas de 1-5 µm de 

diámetro medio, procedentes de pacientes con TB pulmonar 

bacilífera que contienen bacterias (gotículas de Wells). Una vez en los 

alvéolos, los macrófagos alveolares fagocitan al M. tuberculosis. En 

este punto, es importante diferenciar entre infección y enfermedad 
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tuberculosa, condicionado por la virulencia de la micobacteria, la 

dosis infectiva y la capacidad antimicrobiana del hospedador19,20.  

Un individuo que ha estado expuesto al M. tuberculosis y no 

enferma, se convierte en portador y presenta bacilos en su organismo, 

que permanecen en estado latente o quiescente21. Se estima que 

aproximadamente la cuarta parte de la población mundial (más de 

2.000 millones de personas) está infectada por M. tuberculosis2,22. En 

el momento de la infección la bacteria comienza a multiplicarse 

dentro de los macrófagos. Posteriormente se liberan nuevos bacilos, 

que son fagocitados, a su vez, por otros macrófagos alveolares. 

Neutrófilos, monocitos y otras células del sistema inmune son 

atraídos hasta el foco de la infección. Tras la detección del agente 

causal de la enfermedad por las células presentadoras de antígenos, se 

desarrolla la inmunidad mediada por linfocitos T y se produce la 

liberación de interferón gamma (IFNγ). Esta citocina es la 

responsable de activar al macrófago para eliminar las bacterias23. En 

este momento, la bacteria puede continuar replicándose (generando 

síntomas y enfermedad activa) o dejar de multiplicarse de forma 

exponencial, entrando en estado de latencia y permaneciendo 

quiescente durante largos periodos de tiempo, para desarrollar la 

enfermedad con posterioridad, existiendo también la posibilidad de 

que no se desarrolle en ningún momento19,23. Se denomina enfermedad 

tuberculosa a la situación clínica que cursa con signos o síntomas de 
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enfermedad activa (siendo los más frecuentes: tos crónica, febrícula o 

fiebre, sudoración, síndrome constitucional o hemoptisis), demos-

trándose además la presencia del microorganismo en alguna muestra 

orgánica. Si esto último no fuese posible, se deberían excluir otros 

posibles diagnósticos alternativos y conseguir una respuesta completa 

al tratamiento21.  

La literatura divide los episodios de enfermedad tuberculosa en dos 

tipos, según la cronología de su aparición: TB primaria y TB post-

primaria, también denominada secundaria o de reactivación21. Se 

denomina TB primaria a la forma activa de enfermedad que se 

desarrolla inmediatamente tras la infección, y se observa con más 

frecuencia en niños y adultos jóvenes que no han estado expuestos a 

este patógeno con anterioridad21. La TB post-primaria o secundaria 

se debe a la reactivación endógena meses o años después de una 

infección tuberculosa latente, generalmente motivado por una 

alteración del sistema inmune que facilita la multiplicación de las 

bacterias. Esto ocurre en, aproximadamente, el 5-10% de las personas 

infectadas por M. tuberculosis24. Tanto en la TB primaria como en la 

secundaria, si no se consigue controlar el crecimiento bacteriano, la 

micobacteria se puede extender a otras áreas del pulmón, formándose 

nuevos granulomas y fibrosis, o bien producir una diseminación 

bacilar vía hematógena o linfática al resto del organismo. Como 

resultado, se pueden originar lesiones tuberculosas en diferentes 
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órganos. Las localizaciones anatómicas más frecuentemente afectadas, 

por orden, son: ganglios linfáticos, pleura, aparato genitourinario, 

huesos y articulaciones, meninges, peritoneo y pericardio, aunque 

prácticamente todos los órganos y aparatos pueden resultar 

afectados21,25. 

 

1.5 Tratamiento  

El tratamiento estándar es una combinación de cuatro fármacos, 

considerados de primera línea (isoniazida, rifampicina, pirazinamida y 

etambutol), durante dos meses, seguidos de isoniazida y rifampicina 

cuatro meses más hasta completar la pauta habitual de 6 meses. En 

situaciones especiales, como en pacientes con hepatopatía crónica, 

formas meníngeas, inmunodeprimidos o portadores de patología 

fibrosante pulmonar (silicosis), se modifica la duración del mismo, 

precisando una prolongación hasta un mínimo de 9 o 12 meses. Los 

fármacos de segunda línea (kanamicina, amikacina, ácido 

paraaminosalicílico, cicloserina, etionamida y capreomicina) se 

emplean en caso de existir efectos secundarios con los fármacos de 

primera línea o bien resistencias a los mismos21. 

Con las pautas habituales de tratamiento, la curación de la 

enfermedad se logra en un alto porcentaje de los casos. Sin embargo, 

la falta de adherencia al tratamiento y el mal uso de los fármacos 
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han contribuido a la aparición de cepas resistentes. Actualmente la 

OMS clasifica las resistencias en varios grupos, en función del número 

y tipo de antibiótico afectado, entre los cuales se encuentran la TB 

multirresistente (en inglés, TB-MDR), referida a las cepas resistentes 

al menos a isoniazida y rifampicina, y la TB extremadamente 

resistente (en inglés, TB-XDR), que hace referencia a los casos en los 

que, además de cumplir las características de TB-MDR, presentan 

resistencia a alguna fluoroquinolona y a uno o más de los fármacos de 

segunda línea inyectables (amikacina, capreomicina o kanamicina)26. 

En los últimos años, el incremento del número de pacientes 

diagnosticados de TB-MDR es preocupante, estimándose en 480.000 

enfermos a nivel mundial durante el año 2015. En ese mismo año, en 

España, el 2% de los casos notificados se clasificaron como TB-MDR, 

siendo el 5,7% de ellos TB-XDR2. 
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1.6 Factores de riesgo  

Los factores de riesgo para el desarrollo de TB se pueden dividir en 

tres grupos:  

- Dependientes del huésped.  

- Sociales y ambientales.  

- Dependientes de la propia micobacteria27.  

 

Factores dependientes del huésped 

Son aquellos que ocasionan una alteración del sistema inmune del 

individuo. Entre ellos destacan el abuso de sustancias (como drogas 

por vía parenteral, el tabaco o el alcohol), la malnutrición o los 

niveles bajos de vitamina D. Igualmente, pacientes con infección por 

VIH, trasplante de órganos sólidos, tratamiento crónico con 

glucocorticoides o el uso de inhibidores del factor de necrosis tumoral 

alfa (en inglés, TNFα) muestran una mayor predisposición al 

desarrollo de la enfermedad, al igual que individuos que padecen 

enfermedades sistémicas, entre las que destacan la silicosis, las 

neoplasias (en particular hematológicas y de la región de cabeza y 

cuello), la insuficiencia renal, el bypass gástrico, la enfermedad 

celíaca y la diabetes mellitus (DM), especialmente si existe un mal 

control glucémico27,28. 
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Factores sociales y ambientales 

Dentro de este grupo se incluyen todos aquellos que implican una 

mayor exposición a personas contagiosas. Son múltiples, como el 

contacto íntimo con una persona tuberculosa contagiosa, conversores 

recientes de la prueba de la tuberculina1, residentes y empleados de 

instituciones que hospedan a pacientes infectados (como son 

hospitales, centros penitenciarios, hogares de ancianos o albergues 

para indigentes), inmigrantes recientes de países con altas tasas de 

TB y un nivel socioeconómico bajo, el cual se relaciona con mayor 

riesgo de hacinamiento, mala alimentación, desempleo y bajo nivel 

educativo27. 

 

Factores dependientes de la micobacteria 

El genotipo bacteriano influye en el fenotipo de la enfermedad, con 

una relevancia clínica directa. El genotipado permite identificar las 

cepas con mayor probabilidad de peor respuesta al tratamiento, en 

las que un tratamiento más agresivo podría resultar beneficioso. La 

virulencia de las diferentes especies es variable, existiendo una cepa 

(Beijing) con mayor patogenicidad29. 
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2 MECANISMOS INMUNOLÓGICOS 

FRENTE A M. TUBERCULOSIS  

2.1 Respuesta inmune frente a la tuberculosis 

La capacidad de la respuesta inmunitaria frente a la infección por M. 

tuberculosis es diferente en cada persona. De hecho, se ha 

documentado la existencia de individuos resistentes a la infección30. 

Esto refleja la importancia del balance que se establece entre el 

huésped y el patógeno tras la infección y que determinará el curso de 

la enfermedad31. En caso de que la inmunidad innata no pueda 

impedir la multiplicación del patógeno, se desarrollará  la inmunidad 

adaptativa. 

 

Inmunidad innata 

La respuesta innata del organismo frente a agentes externos se 

compone de diferentes células: monocitos/macrófagos, neutrófilos, 

células “natural killers” (NK) y células dendríticas. 

 

Monocitos y macrófagos alveolares 

Las células más estudiadas en la respuesta inmune frente a la TB son 

los macrófagos. Estas células realizan un doble papel en la respuesta 

inmune del hospedador. En primer lugar, son las primeras células en 
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fagocitar agentes extraños, que intentarán destruir mediante el 

empleo de distintas actividades biológicas, como la producción de 

especies reactivas del oxígeno (en inglés, ROS)32,33, la liberación de 

enzimas lisosomales en los fagosomas, la limitación de la 

disponibilidad de hierro para la micobacteria, la apoptosis34 o la 

fagocitosis de neutrófilos apoptóticos con adquisición de sus gránulos, 

que ayudarán a estas células a eliminar la bacteria (eferocitosis)35. 

También producen citocinas y quimiocinas32,33. Tras la fusión del 

fagosoma con los lisosomas se constituye el fagolisosoma, cuyo 

funcionamiento bloquea M. tuberculosis, impidiendo su maduración y 

evadiendo los mecanismos defensivos oxidativos36. En segundo lugar, 

actúan como células accesorias importantes en la respuesta inmune 

adaptativa mediante la presentación de antígenos37,38. 

Los resultados obtenidos in vitro sobre la actividad antimicobacte-

riana de los monocitos/macrófagos son muy debatidos. La razón de 

esta controversia puede atribuirse a la variedad de cepas empleadas, 

así como a la diferencia en los modelos de cultivo e infección39-41. Se 

ha documentado la obtención de actividad bactericida y 

bacteriostática de los macrófagos frente a M. tuberculosis y otras 

especies de micobacterias mediante su activación con citocinas, como 

el TNFα y/o el IFNγ42-44. También se han investigado vitaminas45,46, 

lípidos47, nucleótidos48 y otras moléculas. Sin embargo, las actividades 

bactericidas no han sido fácilmente reproducidas por otros autores, 
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quienes observaron que los macrófagos humanos no prevenían la 

multiplicación de M. tuberculosis, aunque fueran activados con 

IFNγ46,49. Experimentos realizados con la cepa BCG (Bacilo Calmette-

Guérin) de M. bovis mostraron que no era posible inducir actividad 

antimicrobiana en macrófagos humanos frente a esta micobacteria, a 

pesar de emplear diversas citocinas [desde la interleucina-1 hasta la 

interleucina-15 (IL-15)], con la excepción del factor estimulante de 

colonias de granulocitos y macrófagos (en inglés, GM-CSF) e 

interleucina-350. Incluso estudios realizados con micobacterias no 

patógenas como Mycobacterium phlei, muestran ausencia de esta 

actividad51. 

Otro factor que es indudablemente importante en la modulación de la 

actividad antimicrobiana de los macrófagos, es la interacción entre 

diferentes citocinas. Es habitual estudiar distintas citocinas 

simultáneamente, especialmente IFNγ y TNFα y son varios los 

grupos que ya lo han analizado, con diferentes resultados39,52,53. Vogt 

y Nathan probaron un gran número de ellas, y observaron que los 

macrófagos fueron capaces de eliminar a M. bovis y limitar en gran 

medida la replicación de M. tuberculosis durante varias semanas si se 

diferenciaban en plasma humano en presencia de GM-CSF y/o TNFα 

junto con IFNγ52.  
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Neutrófilos 

Estas células son los leucocitos más abundantes de la sangre y son 

fundamentales como primera línea de defensa54,55. No obstante, su 

papel en la respuesta frente a la TB es controvertido56. Exhiben 

receptores que les permiten reconocer a las bacterias para fagocitarlas 

y englobarlas en una vacuola denominada fagosoma. La mayoría de 

las bacterias son eliminadas por las moléculas antimicrobianas 

contenidas en los lisosomas, que se vierten al fagosoma57,58. Sin 

embargo, se ha descrito que las micobacterias inhiben la fusión de los 

gránulos azurófilos con el fagosoma59.  

Los resultados de estudios in vivo sobre la capacidad de los 

neutrófilos para eliminar a M. tuberculosis son contradictorios. Se ha 

descrito la replicación de la bacteria en los neutrófilos encontrados en 

el esputo y en el lavado broncoalveolar de los pacientes con TB 

pulmonar activa, lo cual se consideró una incapacidad de estas 

células defensa para controlar la enfermedad60. Por otro lado, los 

neutrófilos se han relacionado con cierta protección frente a la TB. 

Particularmente, en contactos de pacientes bacilíferos, el recuento de 

neutrófilos en sangre periférica se ha correlacionado inversamente con 

el riesgo de desarrollo de TB61. En el modelo humano, se ha 

observado que los neutrófilos activados mediante citocinas u otras 

moléculas (como el forbol-12-miristato-13-acetato, calcio, defensinas o 
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leucotrienos), son capaces de eliminar varias especies de 

micobacterias62-64. Sin embargo, otros autores no han podido 

confirmar dichos resultados39,65,66. 

Los estudios in vitro relacionados con la actividad antimicobacteriana 

directa o indirecta de los neutrófilos, también presentan resultados 

controvertidos y variables. Varios estudios revelaron una pobre 

actividad antimicobacteriana de los neutrófilos, incluso después de 

estimular a las células con IFNγ65,66. Kisich et al. observaron que la 

capacidad micobactericida dependía de la estimulación de los 

neutrófilos con TNFα, sugiriendo que la escasa actividad bactericida 

encontrada en otros trabajos, podría atribuirse a una estimulación 

celular inapropiada62. Sin embargo, otros autores no apreciaron este 

efecto39,67. También se ha  descrito que los neutrófilos y sus moléculas 

bactericidas eliminan a M. tuberculosis in vitro62-64. No obstante, se 

ha documentado que neutrófilos infectados in vitro liberan elastasa 

neutrofílica o histonas, sin destruir las micobacterias68. Estas 

sustancias liberadas pueden incluso favorecer el crecimiento 

extracelular de M. tuberculosis contribuyendo a la progresión de las 

lesiones pulmonares69,70. 
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Células epiteliales, NK y dendríticas 

Varios autores han estudiado la capacidad que tienen las 

micobacterias para unirse e invadir las células epiteliales71. Bermúdez 

et al. demostraron que Mycobacterium avium y M. tuberculosis 

invaden las células epiteliales alveolares A549 (neumocitos tipo II) y 

se replican dentro del citoplasma72 desencadenando una serie de 

eventos, como son la producción de citocinas, quimiocinas o péptidos 

antimicrobianos, que favorecen el reclutamiento de neutrófilos, 

linfocitos y monocitos para la eliminación del agente patógeno73.  

Las células NK representan aproximadamente el 10% de los linfocitos 

de la sangre periférica. In vitro, se ha observado que estas células 

pueden contribuir a la resistencia frente a las micobacterias mediante 

la inducción de apoptosis en monocitos infectados74. Además, la 

interleucina-12 (IL-12) secretada por los macrófagos, activa a las 

células NK para producir IFNγ e impulsar la respuesta mediada por 

linfocitos “T helper”75.   

Las células dendríticas constituyen otro tipo celular que forma parte 

de la inmunidad innata. Pueden fagocitar patógenos, como las 

micobacterias76. No obstante, su principal función es la de presentar 

antígenos, actuando como vínculo entre la inmunidad innata y la 

adaptativa. Una vez localizado un antígeno determinado, maduran y 
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migran hacia órganos linfoides secundarios, donde se lo presentan a 

los linfocitos T77,78. 

 

Inmunidad adaptativa 

La respuesta inmunológica adaptativa es específica y su desarrollo 

depende, en gran medida, de la eficiencia de la inmunidad innata. 

Las principales células implicadas en este tipo de respuesta inmune 

frente a la TB son los linfocitos T, los cuales reconocen a las células 

presentadoras de antígenos (fundamentalmente macrófagos y células 

dendríticas). Se diferencian en células T de tipo CD4+ o “T helper” y 

CD8+ o “T citotóxico”. La importancia de la respuesta de las células 

CD4+ queda muy bien reflejada en pacientes infectados por el VIH, 

los cuales son muy susceptibles a la reactivación de la TB debido a la 

disminución del número de células CD4+79. Los macrófagos que 

albergan a la micobacteria presentan los antígenos a las células T 

CD4+, las cuales pueden expresar dos fenotipos principales (Th1 ó 

Th2) en función de las citocinas que produzcan32. 

Las células Th1 producen citocinas como TNFα (que activa el 

endotelio para inducir la unión de los macrófagos y su salida de los 

vasos sanguíneos al foco de la infección), IFNγ (activadora de los 

macrófagos) e IL-12 (que induce la proliferación de las células T, 

induce la producción de IFNγ y aumenta el número de células 
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efectoras). Esta respuesta favorece una progresión lenta de la 

enfermedad. 

Por otro lado, las células Th2, activadas por la interleucina-4, 

producen grandes cantidades de esa misma citocina, así como de 

interleucina-5 e interleucina-1032,79, generando una respuesta humoral 

en el individuo infectado y favoreciendo el desarrollo de la TB80. Por 

lo tanto, que la respuesta sea de tipo Th1 o Th2 determina un tipo 

de respuesta, u otro, frente a la infección. En poblaciones de niños se 

ha observado una relación entre una producción defectuosa de IL-12 

o de IFNγ y una elevada susceptibilidad a la TB81. 

Las células CD8+, aunque consideradas de menor relevancia en el 

control de la TB, participan en la actividad antimicobacteriana 

mediante la producción de granulisina, péptido antibacteriano eficaz 

frente a las micobacterias tanto intra como extracelulares y mediante 

la génesis de determinadas citocinas (interleucina-4 e IFNγ)32,79,82.  

La respuesta inmune humoral llega con dificultad a los 

microorganismos intracelulares32. Por ello, históricamente se ha 

tendido a minusvalorar la participación de la misma en la 

fisiopatología de la enfermedad. No obstante, la presencia de 

linfocitos B en el granuloma tuberculoso y su demostrada influencia 

en la proliferación, diferenciación y supervivencia de las células T, ha 

hecho que se reconsidere la importancia de la respuesta humoral en 
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esta patología83,84. Además, las células B activadas pueden generar 

una amplia gama de citocinas asociadas tanto a la respuesta Th1 

como a la Th285. 

 

Desarrollo del granuloma tuberculoso  

La enfermedad tuberculosa crónica se caracteriza por la formación de 

granulomas tuberculosos, estructuras protectoras que localizan la 

inflamación, disminuyen el daño tisular e impiden la extensión de la 

micobacteria. Su formación se inicia con la infección de los 

macrófagos alveolares. Tanto los macrófagos infectados como los que 

no lo están, constituyen el componente mayoritario de esta 

estructura. Los otros componentes son células T, células B, células 

gigantes multinucleadas, células dendríticas y fibroblastos86,87 (Fig. 2). 

En los humanos, el granuloma posee un área central necrótica donde 

aparecen micobacterias extracelulares rodeadas de linfocitos y 

macrófagos. Alrededor de este área se localizan unas estructuras, 

parecidas a los folículos linfoides, que contienen gran cantidad de 

macrófagos y linfocitos B y T88. El granuloma presenta una constante 

actividad celular. Los antígenos presentados a las células T activan la 

producción de citocinas y quimiocinas. Entre ellas, la síntesis de 

TNFα es de gran relevancia, al tratarse de una citocina clave en la 

formación y mantenimiento del granuloma89.  
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Figura 2. Granuloma tuberculoso. Definición de abreviaciones: Células 
Tγδ: Células T gamma/delta; CD4: Linfocito T CD4+; CD8: Linfocito T 
CD8+; DC: Célula dendrítica; M. tuberculosis: Mycobacterium tuberculosis; 
NK: Célula “natural killer”. 
 

2.2 Mecanismos antimicrobianos 

Las células poseen diversos mecanismos con los que enfrentarse a los 

agentes externos. Entre ellos están la producción de ROS, radicales  

intermediarios de nitrógeno (en inglés, RNI) y péptidos anti-

microbianos (defensinas, catelicidina LL-37, granulisinas y prote-

grinas)90, así como la actividad de enzimas (lactoferrina, catepsina G 

o lisozima), la restricción de acceso al hierro, imprescindible para el 

crecimiento de la micobacteria,91 y la producción de algunas citocinas 

y quimiocinas importantes en la regulación de la respuesta inmune92. 
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La enzima nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) 

oxidasa, presente en los fagocitos, juega un papel decisivo en la 

defensa del organismo mediante la producción de ROS. Se trata de 

un complejo enzimático constituido por varias proteínas que se 

encuentran distribuidas entre el citoplasma (p40phox, p47phox, 

p67phox y dos proteínas G, Rac1 y Rac2) y la membrana plasmática 

del fagocito y de los gránulos específicos (gp91phox y p22phox) 

cuando la célula está en reposo. Las proteínas p22phox y gp91phox 

componen un heterodímero denominado flavocitocromo b558. La 

separación de los componentes de membrana y citosólicos, asegura 

que esta enzima se encuentra inactiva93. Cuando la célula fagocita 

bacterias, la proteína p47phox es fosforilada e interacciona con 

p67phox. Posteriormente, el complejo es translocado a la membrana, 

estableciéndose interacción entre p47phox y p22phox. Como 

consecuencia, la enzima cataliza la producción del anión superóxido, 

el cual se convierte en ácido hipoclorhídrico, peróxido de hidrógeno y 

otros productos microbicidas94,95 (Fig. 3). 

La producción de ROS en fagocitos infectados por M. tuberculosis, se 

ha relacionado con la respuesta inmune a la TB. Durante mucho 

tiempo se ha asumido que la explosión oxidativa de los fagocitos está 

relacionada directamente con su capacidad antimicrobiana, pero no 

parece existir una relación causa-efecto, ya que la mayoría de las 

evidencias indican que la explosión oxidativa de los neutrófilos no 
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elimina a M. tuberculosis96. Así por ejemplo, en un trabajo realizado 

por González-Cortés et al. no se observó relación entre la producción 

de ROS por los neutrófilos y la capacidad antimicobacteriana, debido 

a que M. tuberculosis activa la producción pero aun así se multiplica 

intracelularmente97. Otros autores también mostraron que M. 

tuberculosis no se elimina tras la producción de ROS por parte de los 

neutrófilos67. Sin embargo, la explosión oxidativa parece desempeñar 

un papel indirecto en la defensa contra la micobacteria, posiblemente 

a través de mecanismos como la apoptosis, la autofagia de 

fagolisosomas, la producción de citocinas o la formación de 

granulomas96. 

Figura 3. Activación del complejo enzimático de la NADPH oxidasa.  
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2.3 Citocinas en tuberculosis 

Las citocinas son proteínas de bajo peso molecular. Poseen una vida 

media muy corta, afectan al comportamiento de otras células y 

actúan a bajas concentraciones mediante la unión a receptores de 

alta afinidad. Su expresión está estrictamente controlada, evitando 

así daño en el organismo por su producción prolongada o excesiva92.  

 

IFNγ 

Es una citocina producida fundamentalmente por los linfocitos T y 

por las células NK79, aunque también se ha descrito la capacidad de 

monocitos/macrófagos activados con IL-12, interleucina-18 y/o factor 

estimulante de colonias de macrófagos de producirla98. Esta citocina 

potencia en los fagocitos la producción de ROS, aumenta la 

generación de óxido nítrico, regula la expresión del receptor de Fc99, 

del complejo de histocompatibilidad clase I y la expresión de las 

quimiocinas inducibles por el IFNγ, incrementando el reclutamiento 

de leucocitos al foco de infección. Junto con la IL-12, el IFNγ 

coordina la respuesta inmune adaptativa amplificando la respuesta 

Th1100.  

A pesar de su importancia, el papel del IFNγ en la lucha frente a la 

TB no ha sido bien aclarado. Los monocitos/macrófagos humanos 

activados in vitro con esta molécula son incapaces de eliminar a las 
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micobacterias. No obstante, su importancia es indiscutible, 

habiéndose comprobado que mutaciones deletéreas en el receptor del 

IFNγ aumentan la susceptibilidad a la micobacteriosis, incluyendo 

aquellas causadas por especies consideradas no patógenas81,81,101. De 

este modo, aunque el IFNγ es necesario en la respuesta inmune frente 

a la TB, no parece suficiente para terminar con la infección como se 

demuestra en numerosos estudios y ensayos clínicos102-104. En el 

modelo de ratón se ha observado la misma actividad que en 

humanos105. Así, ratones knock-out para el IFNγ, desarrollan una 

mayor susceptibilidad a M. tuberculosis. La diferencia radica en que, 

en el ratón, el IFNγ se comporta como el mayor activador de los 

macrófagos y, solo o en sinergia con GM-CSF, es capaz de inhibir el 

crecimiento de M. tuberculosis in vitro106, mientras que en los 

macrófagos humanos esta activación no ha sido claramente 

observada107. 

 

TNFα 

El TNFα es una de las citocinas proinflamatorias más importantes 

identificadas en la respuesta inmune frente a la TB, y está producida 

por linfocitos B y T, fibroblastos, células dendríticas, 

monocitos/macrófagos y células NK. Induce la producción de óxido 

nítrico y activa el endotelio microvascular, entre otras acciones 

biológicas. Favorece la fagocitosis, la necrosis tisular, la muerte 
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intracelular y la activación de células T108,109. Aunque no es mediador 

directo de la migración de leucocitos, posee un papel muy importante 

en la formación del granuloma tuberculoso mediante la regulación de 

la expresión de moléculas que contribuyen a la extravasación y al 

reclutamiento de neutrófilos, monocitos y linfocitos al foco de la 

infección92. 

En estudios con ratones deficientes en TNFα o en su receptor, se ha 

comprobado un aumento importante del crecimiento bacteriano al 

compararlos con ratones control, lo que demuestra que la infección 

por M. tuberculosis conlleva una muerte rápida108,110. La importancia 

del TNFα en la TB se ha observado en pacientes tratados con 

terapias biológicas anti-TNFα, en los que se produce una reactivación 

y diseminación fatal de la enfermedad111-113.  

 

GM-CSF 

El GM-CSF es producido por linfocitos Th1, Th2 y T citotóxicos. 

Aumenta la producción de granulocitos, macrófagos y células 

dendríticas. GM-CSF e interleucina-3 estimulan la producción de 

nuevos macrófagos cuando actúan sobre las células hematopoyéticas 

primarias de la médula ósea. GM-CSF tiene un papel fundamental en 

la defensa del huésped, concretamente en la inmunidad innata contra 

el bacilo de la TB. Ello es debido a que ayuda a preservar la 
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integridad de las células epiteliales alveolares y a regular los 

macrófagos y las células dendríticas, lo que facilita la contención de 

las micobacterias en los granulomas pulmonares. Una desregulación 

prolongada de la expresión de GM-CSF, favorece el desarrollo de TB 

pulmonar en individuos inmunocompetentes114. El deterioro de la 

señalización de GM-CSF determina una inmunidad innata defectuosa 

en los macrófagos alveolares, permitiendo una alta susceptibilidad a 

infecciones pulmonares115. GM-CSF tiene, a su vez, una función 

relevante en la inmunidad de células T contra M. tuberculosis116. 

 

Interleucina-15  

Esta citocina tiene un amplio espectro de actividades biológicas. Es 

fundamental para el desarrollo, la proliferación, la supervivencia y la 

diferenciación de múltiples células, actuando tanto en el sistema 

inmune adaptativo como en el innato117.   

La IL-15 administrada a ratones infectados con M. tuberculosis a las 

tres semanas de la infección, promueve su supervivencia, no 

observándose este efecto cuando se aplicaba en el momento de la 

inoculación118. En otro estudio experimental similar de TB en ratones 

con déficit de IL-15, no se observó ninguna alteración en los linfocitos 

T CD4+, pero sí resultaban afectadas la producción de IFNγ y la 

citotoxicidad de los linfocitos T CD8+. Ello conducía a un aumento 
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en la mortalidad de los ratones durante la fase crónica de la 

infección, lo que implica que la IL-15 es necesaria para inducir 

mecanismos efectores en los linfocitos T CD8+119.   

 

3 DIABETES MELLITUS  

3.1 Historia 

La diabetes es una enfermedad conocida desde el siglo XV a.C. En el 

siglo II de la era cristiana, Areteo de Capadocia le dio a esta afección 

el nombre de diabetes (que en griego significa sifón), debido a que la 

eliminación exagerada de agua por el riñón constituía el signo más 

llamativo. Tomas Willis, en 1679, refiriéndose al sabor dulce de la 

orina, le dio el nombre de DM. En la segunda mitad del siglo XIX, el 

clínico francés Bouchardat señaló la importancia de la obesidad y de 

la vida sedentaria en el origen de la diabetes. En 1869 se inició la 

búsqueda por parte de Langerhans de la presunta hormona producida 

por las células del páncreas. En 1921, los jóvenes canadienses Banting 

y Best consiguieron aislar la insulina y demostrar su efecto 

hipoglucemiante. Este hallazgo transformó el porvenir y la vida de 

los diabéticos, y abrió amplios horizontes en el campo experimental y 

biológico para el estudio de la diabetes y del metabolismo de los 

glúcidos120. 
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3.2 Definición y clasificación  

La DM es un conjunto de trastornos metabólicos que comparten la 

característica común de presentar concentraciones elevadas de 

glucosa en sangre, de manera persistente o crónica, como 

consecuencia de un defecto en la secreción de insulina, una alteración 

de la respuesta a la misma a nivel periférico o ambos121. 

La Sociedad Americana de Diabetes clasifica la DM en cuatro tipos:  

1) DM tipo 1 (DM-1), en la que existe una destrucción autoinmune 

de las células beta del páncreas con déficit absoluto de insulina.  

2) DM tipo 2 (DM-2), debida a un déficit progresivo de secreción de 

insulina sobre la base de una insulinorresistencia.  

3) Diabetes gestacional, que es la que se diagnostica durante el 

embarazo y que, generalmente, desaparece al término del mismo.  

4) Otros tipos de diabetes, debidos a diferentes causas, como defectos 

genéticos en la función de las células beta o en la acción de la 

insulina, enfermedades del páncreas exocrino o inducidas por 

fármacos y/o productos químicos122. 

Los criterios diagnósticos de la DM en la actualidad son: 1) glucemia 

basal en ayunas ≥ 126 mg/dl en dos determinaciones separadas en el 

tiempo, 2) hemoglobina glicosilada (HbA1c) ≥ 6,5%, 3) glucemia ≥ 

200 mg/dl medida a las dos horas tras la ingesta en la prueba de 
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sobrecarga oral con glucosa (realizada con 75 gr de glucosa disuelta 

en agua), o 4) glucemia al azar ≥ 200 mg/dl en presencia de síntomas 

clásicos de hiperglucemia (polidipsia, poliuria, polifagia y/o pérdida 

de peso). En el caso de DM-1, también se puede emplear para el 

diagnóstico el nivel de insulina o la determinación de anticuerpos en 

sangre y la detección de glucosa o cuerpos cetónicos en un análisis de 

orina122.   

 

3.3 Epidemiología 

Según los últimos datos disponibles, 422 millones de adultos padecen 

DM en todo el mundo, cifra que se ha cuadruplicado durante las 

últimas décadas. Es una de las diez enfermedades más letales a nivel 

mundial, con 1,6 millones de defunciones (cifra que ha aumentado 

respecto a los años previos)123.  

En España, la prevalencia de la DM es del 10,6% en varones frente al 

8,2% en mujeres. En el año 2016, la mortalidad varió en función de la 

edad: entre los 30 y los 69 años fue superior en los varones, 

invirtiéndose dicha relación en mayores de 70 años123.  

Según proyecciones de la OMS, el número total de diabéticos en todo 

el mundo está previsto que aumente a 439 millones en 2030124, y en 

ese año se prevé que la DM sea la séptima causa de muerte125. 
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3.4 Complicaciones  

El trastorno de la regulación metabólica que acompaña a la DM, 

provoca alteraciones fisiopatológicas secundarias en diversos sistemas 

orgánicos. Las complicaciones agudas (hipoglucemia, cetoacidosis, 

coma hiperosmolar) son consecuencia de un control inadecuado de la 

enfermedad. Las complicaciones crónicas pueden dividirse en 

vasculares y no vasculares. A su vez, las vasculares se subdividen en 

micro y macroangiopatía. Las complicaciones no vasculares 

comprenden problemas como gastroparesia, disfunción sexual y 

afecciones de la piel126. Además, en los pacientes diabéticos las 

infecciones son más frecuentes y más graves, consecuencia de las 

alteraciones en la vascularización y en la respuesta inmune. La 

hiperglucemia se relaciona con la colonización de organismos 

comunes, apareciendo también, en estos enfermos, infecciones 

provocadas por microorganismos muy poco frecuentes en otras 

circunstancias: mucormicosis rinocerebral, colecistitis enfisematosa y 

otitis externa maligna, frecuentemente provocada por Pseudomonas 

aeruginosa. El mal control glucémico es el denominador común de los 

sujetos con estas infecciones126. El riesgo de complicaciones crónicas 

está en relación con la duración de la hiperglucemia, las 

concentraciones plasmáticas de glucosa en ayunas y postprandiales y 

con el nivel de HbA1c122. 
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3.5 Tratamiento  

Actualmente, las guías internacionales recomiendan un tratamiento 

individualizado basado en la utilización de antidiabéticos orales, 

terapia insulínica o combinación de ambos, además de educación 

diabetológica, terapia nutricional, ejercicio físico y vigilancia del 

grado de control glucémico, todo ello con el fin de alcanzar los 

siguientes objetivos: eliminar los síntomas relacionados con la 

hiperglucemia, reducir o eliminar las complicaciones de la micro o 

macroangiopatía a largo plazo y permitir al paciente un modo de 

vida tan normal como sea posible122,127. 

 

3.6 Comorbilidades  

El tabaquismo, la hipertensión, la dislipemia y el déficit de vitamina 

D, actúan sinérgicamente con la hiperglucemia para promover las 

complicaciones vasculares y renales de los diabéticos. El tabaquismo 

y el déficit de vitamina D están relacionados con la susceptibilidad a 

la TB en humanos128,129. 

La DM-2 se asocia con niveles elevados de colesterol LDL (lipo-

proteínas de baja densidad) (en inglés, LDLc), descenso del colesterol 

HDL (lipoproteínas de alta densidad) (en inglés, HDLc) e hiper-

trigliceridemia. La hiperlipemia no ha sido objeto de estudios clínicos 

en relación con la TB, quizá porque estas condiciones eran excepcio-
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nales hasta hace poco en los países con alta carga de TB130. En 

modelos animales se ha demostrado una relación entre hiperlipemia y 

respuesta inflamatoria neutrofílica131,132. Por ello, la dislipemia podría 

crear una sinergia con la DM, para agravar aún más la patología 

tuberculosa en humanos; dicho mecanismo, que podría explicar las 

diferencias en la susceptibilidad a la TB entre pacientes con DM-2 y 

DM-1, aún no ha sido muy investigado130. 

 

4 BINOMIO TUBERCULOSIS Y DM 

4.1 Epidemiología y clínica de la asociación 

Epidemiología entre TB y DM 

Se ha observado que la DM es un factor de riesgo importante para la 

TB activa27,133,134. La alteración de la respuesta inmune en pacientes 

diabéticos, podría facilitar tanto la infección primaria por M. 

tuberculosis como la reactivación de TB latente135. Los pacientes 

diabéticos tienen un riesgo de desarrollar TB tres veces superior a los 

individuos sin DM, especialmente si presentan mal control glu-

cémico136,137. La DM-2 comprende el 90% de los casos a nivel mundial, 

por lo que hay una mayor proporción de diabéticos tipo 2 con TB138. 

Sin embargo, la DM-1 también se asocia con un mayor riesgo de 

enfermedad tuberculosa139. Además, la presencia de DM en pacientes 
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con TB supone un incremento de 1,89 veces del riesgo de 

mortalidad27,140. 

Tanto la TB como la DM se sitúan entre las 10 principales causas de 

mortalidad a nivel mundial. La incidencia de TB ha disminuido por 

término medio un 1,5% anual desde el año 2000 y la mortalidad por 

esta causa también ha descendido en las últimas décadas2. Sin 

embargo, el envejecimiento, los cambios en el estilo de vida, los 

factores socioeconómicos y el crecimiento de la población, han 

conducido a un aumento de la prevalencia de la DM, especialmente el 

tipo 2141. 

El primer informe de la asociación entre ambas enfermedades lo 

documentó Avicena (980-1027 a.C.), hace más de mil años141. Antes 

de 1950 era frecuente que los diabéticos murieran por coma diabético 

o por TB. Esta relación desapareció de la literatura con la llegada de 

la insulina (para el tratamiento de la DM) y de los antibióticos (para 

el tratamiento de la TB)142. En décadas recientes, con el aumento de 

la prevalencia de TB-MDR y el mayor número de casos de diabéticos 

en el mundo, la asociación de estas dos enfermedades ha reaparecido 

como un problema de salud pública141. Por eso, la OMS ha 

identificado recientemente a los diabéticos como una población de 

riesgo emergente para el desarrollo de TB143,144.  
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Efectos de la DM en la TB 

Efectos en las características clínicas de la TB 

Las principales características clínicas de los pacientes con TB no 

difieren entre individuos con y sin DM. No obstante, se ha observado 

que las personas diabéticas con TB tienen más fiebre, mayor recuento 

leucocitario y mayor cifra de reactantes de fase aguda124,145-147, de lo 

que se deduce que la DM puede afectar a la presentación o al curso 

clínico de la enfermedad tuberculosa. En este sentido, la DM 

incrementa el riesgo de desarrollar TB activa y enfermedad 

tuberculosa grave130. Los pacientes diabéticos son más propensos a 

desarrollar TB pulmonar frente a extrapulmonar124 y a presentar 

cavitaciones148, por lo que son más bacilíferos149. 

Aunque el mecanismo fisiopatológico del efecto de la DM como factor 

de riesgo predisponente a la TB es desconocido, se sugieren algunas 

hipótesis: depresión de la inmunidad celular, disfunción de 

macrófagos alveolares, bajos niveles de producción de IFNγ, 

microangiopatía pulmonar y déficit de micronutrientes150. Los 

pacientes con VIH presentan un 50% de riesgo adicional para el 

desarrollo de la TB, comparado con aquellos inmunocompetentes. La 

contribución relativa de la DM frente a otro tipo de factores de riesgo 

puede variar entre las comunidades, lo cual se debe considerar para el 

control de la TB142. 
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En relación a la distribución de la afectación pulmonar observada en 

pruebas de imagen como la radiografía o la tomografía axial 

computarizada, se ha demostrado una mayor afectación del lóbulo 

inferior entre los diabéticos tuberculosos151-153, aunque no todos los 

autores lo describen154,155. En determinados estudios se ha encontrado 

que las lesiones cavitadas son más comunes entre diabéticos147,156, 

especialmente las nodulares147. Esta diferencia parece más evidente 

entre casos de DM mal controlada157, o en diabéticos dependientes de  

insulina158. No se han encontrado diferencias en la frecuencia de 

derrames pleurales o TB pleural aislada entre pacientes con y sin 

DM147,155.  

 

Efectos en la respuesta al tratamiento tuberculos-

tático 

Aunque con resultados variables, se ha demostrado que la DM tiene 

un impacto negativo en los resultados del tratamiento tuberculos-

tático, con un mayor índice de fracaso159,160, mayor tasa de todas las 

causas de mortalidad y mortalidad específicamente relacionada con la 

TB161.  

Se han propuesto varias hipótesis para explicar los peores resultados 

del tratamiento tuberculostático en diabéticos, incluyendo un mayor 

índice de resistencia a los fármacos (al encontrarse un aumento de 
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TB-MDR entre los diabéticos)159,162, una alteración de la inmunidad 

celular o un retraso en la conversión del esputo por una menor 

concentración de los fármacos tuberculostáticos en sangre como 

efecto de la hiperglucemia124,158. Por otro lado, se ha documentado 

una alcalinización del contenido gástrico163 y una alteración en la 

absorción de los fármacos, incluso en ausencia de gastroparesia164.  

En cuanto a la recaída de TB en pacientes con DM también hay 

discrepancias. Unos autores afirman que existe mayor incidencia de 

recaídas en diabéticos165 y otros defienden lo contrario146,162. 

En resumen, no hay suficiente evidencia para recomendar un régimen 

tuberculostático alternativo en este grupo de pacientes166.  

 

Efectos de la TB en la DM 

La intolerancia a la glucosa oscila entre el 16,5% al 49% de los 

pacientes con TB activa. Singh et al. encontraron que el 56,6% de los 

casos con intolerancia a la glucosa en el momento del diagnóstico de 

TB, mostraban niveles de glucemia normales tras completar el 

tratamiento tuberculostático, un fenómeno denominado “hiperglu-

cemia transitoria”167. Además, se ha observado que el control de la 

glucemia es más difícil durante la fase activa de la TB y muchos 

pacientes requieren insulina para el control de la misma168,169. La TB 

a menudo conduce a la hiporexia, con disminución de la masa 
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corporal y de la actividad física, pudiendo alterarse la homeostasis de 

la glucosa.  

Aunque no se ha identificado una causa definida de hiperglucemia 

asociada con TB, se han sugerido algunos posibles mecanismos170. La 

inflamación causada por citocinas, tales como la interleucina-6 o el 

IFNγ en respuesta a la infección tuberculosa, puede producir un 

aumento en la resistencia a la insulina o disminuir la producción de 

insulina, dando lugar a la hiperglucemia171. La rifampicina y la 

isoniacida tienen efectos hiperglucemiantes. La pirazinamida también 

puede dificultar el control de la DM168,170. Así, por ejemplo, la 

rifampicina altera el metabolismo hepático y hace descender los 

niveles en sangre de sulfonilureas, originando un aumento de los 

niveles de glucosa124. El efecto máximo de esta alteración se aprecia 

una semana después de comenzar el tratamiento y desaparece dos 

semanas tras la retirada de la rifampicina172. Éste fármaco, sin 

embargo, no parece afectar al metabolismo de la metformina ni al de 

la insulina124. 
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4.2 Screening de tuberculosis y diabetes 

Screening de TB en pacientes diabéticos 

Al igual que en otras poblaciones susceptibles a la TB (como en 

pacientes inmunodeprimidos por VIH o silicóticos), el screening para 

TB activa en diabéticos podría mejorar la detección de nuevos casos 

y conducir a un tratamiento temprano, con la consecuente prevención 

de la transmisión de la enfermedad143. Se pueden utilizar técnicas de 

imagen (como la radiografía de tórax) pero, debido a su baja 

especificidad, ocasionaría un “sobrediagnóstico”143,173. En la actualidad 

aún no hay evidencias suficientes para promover cribados 

activos139,150,166. 

 

Screening de DM en pacientes con TB 

La prevalencia de DM en las poblaciones con TB presenta una 

amplia variabilidad, dependiendo de la serie analizada, con un rango 

que oscila entre el 1,9% y el 35% de la población. Muchos de los 

pacientes fueron diagnosticados al recibir tratamiento médico para la 

TB (diagnóstico de novo)143,167,174.  

Aún no se ha determinado el mejor método de screening de DM en 

pacientes con TB150,173, aunque se aconseja la medición de la glucemia 

postprandial, por ser un método fácil, barato, rápido y fiable. La 

OMS recomienda la medición de la HbA1c como test diagnóstico 
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para la DM123. Sin embargo, se trata de una prueba cara y su utilidad 

como único test diagnóstico es controvertida. El nivel de glucosa en 

orina es poco sensible, especialmente en las etapas tempranas de la 

DM175. Tampoco se ha definido claramente el momento de realizarlo, 

si al inicio de la enfermedad o tras la instauración del tratamiento 

tuberculostático143,174,176. Sí se recomienda la verificación de la 

alteración de la glucosa después de la curación de la TB, ya que se ha 

demostrado que una glucemia alterada en ayunas es un fuerte 

predictor de DM en el futuro177.  

 

4.3 Profilaxis de TB en pacientes diabéticos 

La Sociedad Torácica Americana ha recomendado la realización de la 

prueba de la tuberculina con derivado proteico purificado a todos los 

pacientes diabéticos, aconsejando la realización de quimioprofilaxis 

con isoniazida, durante 6-12 meses, en caso de mostrar una 

induración ≥10 mm178. No obstante, los protocolos vigentes en nuestro 

país no aceptan dicha recomendación179. No se dispone de evidencias 

suficientes para apoyar la profilaxis en pacientes diabéticos con 

infección tuberculosa latente, sin ningún otro criterio adicional. Sí se 

debe considerar en grupos de alto riesgo, como por ejemplo en el caso 

de diabéticos con contacto íntimo con pacientes tuberculosos150,166. 
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4.4 Respuesta inmune frente a M. tubercu-

losis en diabéticos 

Se ha observado que, tanto la hiperglucemia crónica como la 

transitoria, alteran de forma generalizada la inmunidad180. El 

aumento de la concentración intracelular de glucosa genera productos 

finales de glicación avanzados, que forman enlaces cruzados entre 

proteínas, aceleran la ateroesclerosis, reducen la síntesis de óxido 

nítrico, inducen disfunción endotelial y alteran la composición y 

estructura de la matriz extracelular126. Estos productos son altamente 

reactivos y pueden unirse y modificar las moléculas de la respuesta 

inmune, como anticuerpos o proteínas del complemento181. Además, 

el exceso de estas moléculas produce una estimulación aberrante de 

los fagocitos con la activación de la NADPH oxidasa182. La excesiva 

actividad de esta enzima conlleva a la acumulación de ROS y, por lo 

tanto, al estrés oxidativo, que altera la respuesta inmune en 

diabéticos, generando una menor secreción de IL-12 en respuesta a 

M. tuberculosis (defecto que se corrige al administrar 

antioxidantes)183. En pacientes diabéticos, además de la 

hiperglucemia, no se puede excluir la influencia adicional de otros 

factores dependientes del huésped, como son la obesidad, la 

dislipemia, la edad avanzada, el déficit de vitamina D u otras 

comorbilidades que frecuentemente se asocian a la DM142.  
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Nagareddy et al. documentaron en ratones, que la hiperglucemia 

induce una mayor expresión de GM-CSF y de factor estimulante de 

colonias de macrófagos (en inglés, M-CSF), promotores de la 

producción de neutrófilos y monocitos184, lo cual puede influir en la 

excesiva inflamación característica de diabéticos infectados con M. 

tuberculosis130. 

Actualmente, no hay métodos para cuantificar con precisión la carga 

bacilar o la inflamación en los seres humanos. Se ha inferido que los 

pacientes diabéticos tuberculosos presentan mayor carga bacilar, ya 

que son más propensos a tener un esputo positivo y se produce una 

demora en la negativización del mismo tras la instauración del 

tratamiento185.  

 

Inmunidad innata frente a M. tuberculosis en 

diabéticos 

La mayor parte de los estudios se han enfocado en el análisis de las 

diferencias de los monocitos/macrófagos de pacientes diabéticos. Se 

ha observado una reducción en la unión y/o fagocitosis de M. 

tuberculosis por los monocitos de pacientes diabéticos en comparación 

con no diabéticos186. Esta diferencia sólo se observó en los medios con 

altas concentraciones de suero autólogo. Esto sugiere que el defecto 

de la entrada de M. tuberculosis en monocitos de diabéticos radica, 



 

51 

en parte, en opsoninas del suero que se depositan en la superficie 

bacteriana (C3b/iC3b o anticuerpos naturales), los cuales se unen a 

los receptores del complemento o del Fcγ187. También se observó que 

los monocitos de pacientes diabéticos con TB tienen mayor expresión 

de CCR2, lo cual puede influir en la migración de monocitos de la 

sangre hacia el sitio de la infección de M. tuberculosis188. 

En un seguimiento longitudinal de los individuos que evolucionaron 

de prediabéticos (definidos como aquellos que mostraban cifras de 

glucemia basal alterada) a diabéticos, se observó una reducción en la 

expresión de genes que codifican los productos que contribuyen a la 

actividad antimicobacteriana de los fagocitos. Entre ellos cabe 

mencionar la ATPasa vacuolar (ATP6V1H), que participa en la 

acidificación del fagolisosoma189; la hexoquinasa 2, enzima 

involucrada en la glicólisis aerobia, principal fuente energética de los 

macrófagos, y el CD28, molécula que participa en la coestimulación 

de los linfocitos T por las células presentadoras de antígenos190. Por 

otro lado, se ha sugerido que los pacientes diabéticos con TB latente 

o activa, tienen reducida la expresión de péptidos antimicrobianos 

como la catelicidina-LL37, cuando se comparan con controles no 

diabéticos191. En estudios realizados en ratones, se sugiere la hipótesis 

de que la función de los macrófagos alveolares infectados con M. 

tuberculosis está alterada, dando lugar a una menor expresión de 

señales de reclutamiento de macrófagos naïve, células dendríticas y 
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neutrófilos130,188. También se ha observado una menor producción de 

óxido nítrico en macrófagos alveolares de ratones hiperglucémicos 

tras la infección con M. tuberculosis192. 

 

Inmunidad adaptativa frente a M. tuberculosis en 

diabéticos 

En el plasma de pacientes tuberculosos diabéticos se han detectado 

mayores niveles de citocinas Th1 (como IFNγ, interleucina-2 o 

TNFα) y Th17 (interleucina-17), mayor cantidad de interleucina-10 

(IL-10), menor nivel de interleucina-22193 y menor frecuencia de 

células T reguladoras (CD4+, CD25+, CD127–)194,195. En el lavado 

broncoalveolar de pacientes diabéticos con TB se han encontrado 

niveles superiores de IL-10 e inferiores de IFNγ, sugiriendo que es 

posible el desarrollo de una respuesta con predominio de Th2 en los 

pulmones de pacientes diabéticos196. En sujetos con TB y DM se 

produce una mayor expresión de citocinas de tipo 1, comparado con 

tuberculosos no diabéticos. Mediante el estímulo de sangre completa 

con antígenos de M. tuberculosis, se ha demostrado que la producción 

de citocinas tipo 1 (concretamente IFNγ, interleucina-2 y GM-CSF) 

era significativamente mayor en los diabéticos tuberculosos y que los 

niveles de citocinas se correlacionaban con un peor control 

glucémico195. Dos estudios sugieren que la IL-10 se encuentra 

sobrerregulada en pacientes diabéticos tuberculosos frente a los 
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tuberculosos no diabéticos194,197, y uno de ellos encontró que la 

proporción IFNγ/IL-10 fue significativamente más baja en pacientes 

diabéticos con TB197.  

Se ha comparado in vitro la producción de citocinas por células 

inmunes de pacientes tuberculosos tras la estimulación con antígenos 

complejos o purificados de micobacterias. La sobreexpresión de 

citocinas por las células T en el contexto de TB y DM no se ha 

observado en todos los estudios clínicos. Así por ejemplo, Stalenhoef 

et al. no encontraron diferencias en la expresión de citocinas 

proinflamatorias, incluyendo IFNγ, en la sangre de pacientes 

tuberculosos con o sin DM tras infectar con M. tuberculosis. La única 

diferencia significativa de este estudio fue la reducción en la 

producción de IL-10 en el grupo de diabéticos. Esto contrasta con los 

datos de Restrepo y Kumar194,195, posiblemente reflejando diferencias 

en las poblaciones estudiadas o en métodos como la fuente de M. 

tuberculosis198. La secreción de IFNγ ha sido evaluada en múltiples 

trabajos, con resultados variables: para unos autores no existen 

diferencias198, mientras que otros detectaron que la secreción de IFNγ 

era diferente en el grupo de diabéticos194,195,197,199. Por otro lado, 

Tsukaguchi K et al., observaron una producción más baja ex vivo de 

IFNγ en pacientes tuberculosos diabéticos, que se normalizaba a los 6 

meses del tratamiento con tuberculostáticos, en pacientes diabéticos 

bien controlados, permaneciendo baja en aquellos con mal control 



 

54 

glucémico199. En otro estudio se observó una mayor secreción de IFNγ 

por las células mononucleares de sangre periférica en pacientes 

diabéticos tuberculosos, comparado con tuberculosos no diabéticos, 

pero sólo en respuesta a péptidos codificados en la RD1 (región de 

diferencia 1) de M. tuberculosis (donde se codifican ESAT-6 y CFP-

10). El resultado inverso (menor nivel de IFNγ en diabéticos con TB) 

se observó con agrupaciones de péptidos para RD4, RD6 o RD10197. 

En general, la mayoría de los estudios de respuesta inmune 

adaptativa, sugieren que los pacientes diabéticos con TB tienen una 

respuesta “hiperreactiva” a los antígenos de M. tuberculosis mediada 

por células. Esta inmunidad alterada requiere una evaluación 

adicional para determinar su relación con la mayor susceptibilidad de 

los pacientes diabéticos a la TB, su papel en la patología inmune y su 

ineficacia en la eliminación de M. tuberculosis142. 

 

Contribución de los modelos de ratón con DM tipo 

2 a la comprensión de la inmunidad de la TB en 

pacientes diabéticos 

Los hallazgos en un modelo de ratón con TB y DM-2 desarrollado 

por Martens et al. complementan y amplían las observaciones en 

humanos200. En este modelo, los ratones fueron tratados con 

estreptozotocina, sustancia que destruye las células beta de los islotes 
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del páncreas, e infectados posteriormente con una dosis baja de M. 

tuberculosis aerosolizado. Se encontró que la DM “crónica”, pero no 

la aguda, se asoció con una demora en la respuesta innata a M. 

tuberculosis, dando lugar a que las células dendríticas retrasaran la 

presentación antigénica a los ganglios linfáticos pulmonares. Esto 

aplaza el reclutamiento de linfocitos T necesarios para la restricción 

inicial del crecimiento de M. tuberculosis188. De acuerdo con esta 

predicción, a los dos meses de la infección de los ratones diabéticos, 

se desarrolló una mayor carga de M. tuberculosis en los pulmones y 

una inflamación más extensa con mayor expresión de citocinas 

proinflamatorias, como IFNγ, manteniendo una histopatología del 

pulmón similar en los ratones hiperglucémicos frente a aquellos con 

cifras glucémicas normales200. Por otro lado, Saiki et al., que también 

emplearon estreptozotocina, trataron a ratones hiperglucémicos con 

una dosis alta de M. tuberculosis intravenosa observando, a los 3 

meses tras la infección, que el 90% de los ratones hiperglucémicos 

había fallecido, en comparación con menos de un 10% de los ratones 

con cifras glucémicas normales201. En otro modelo de ratón, utilizando 

también estreptozotocina, Yamashiro et al. mostraron que los ratones 

diabéticos eran más susceptibles a la TB, pero obtuvieron una menor 

expresión de IFNγ e IL-12202. La diferencia en cuanto a citocinas Th1 

entre los modelos puede ser debida a variaciones técnicas, ya que el 

grupo de Yamashiro infectó a los ratones después de 3-5 semanas del 
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tratamiento con estreptozotocina (DM aguda) y con dosis alta e 

intravenosa de M. tuberculosis202. 

Estas diferencias en los estudios de los ratones, son análogas a las 

variaciones observadas en los estudios de pacientes descritos 

previamente y refuerzan el impacto de la cronicidad de la diabetes y 

la carga bacteriana en la respuesta inmune mal regulada observada 

en el huésped diabético142. En conjunto, los datos de los diferentes 

estudios en animales citados, confirman que la DM se asocia con una 

respuesta inmune celular temporalmente retardada, pero correcta, 

resultando una mayor carga bacilar y una amplia respuesta 

inflamatoria192,200-202. 
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La TB es una enfermedad que dista de estar controlada. Aunque 

epidemiológicamente se han identificado grupos de riesgo, se 

desconocen las causas de la susceptibilidad de los mismos, lo cual 

dificulta el diseño de medidas terapéuticas. Uno de los grupos de 

riesgo más ampliamente descritos son los diabéticos, cuya respuesta 

inmune frente a determinadas infecciones es deficitaria por razones 

escasamente analizadas.  

Se han realizado varios estudios de infecciones in vitro para intentar 

dilucidar a nivel celular y molecular las causas de esta 

susceptibilidad, sobre todo empleando el clásico modelo de 

macrófagos derivados de monocitos. Este modelo, sin embargo, no ha 

logrado demostrar actividad micobactericida, y nuestro grupo de 

trabajo se ha planteado emplear modelos más complejos, derivados 

de sangre. Hemos iniciado la caracterización de la respuesta 

inmunológica in vitro a la TB en distintos grupos de susceptibilidad, 

incluyendo personas de avanzada edad, fumadores o familiares de 

pacientes con TB. En el presente trabajo nos hemos enfocado en el 

que, posiblemente, sea el grupo que suscita mayor preocupación: los 

pacientes diabéticos, sobre todo los tipo 2, cuyo aumento en la 

población ya ha adquirido carácter de epidemia. Nos planteamos 

emplear el modelo de sangre completa, puesto que reúne las 

principales poblaciones celulares implicadas en la respuesta celular a 

la TB, analizado mediante las técnicas disponibles en la Unidad de 
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Investigación del Hospital, que incluyen cultivos celulares, citometría 

y análisis de proteínas. 

 

1 HIPÓTESIS DE TRABAJO 

El modelo de sangre completa, que comprende una gran proporción 

de las células inmunitarias y factores humorales que emplea la 

inmunidad innata para luchar contra M. tuberculosis, exhibirá una 

actividad antimicobacteriana distinta en muestras de voluntarios 

sanos y de individuos diabéticos. Por este motivo, en sangre de 

pacientes diabéticos, las funciones responsables de esta actividad, 

como la producción de ROS o la fagocitosis, se verán alteradas, 

permitiendo un mayor nivel de multiplicación intracelular del 

microorganismo. 

 

2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo principal 

Determinar la actividad antimicobacteriana en sangre completa de 

individuos diabéticos y no diabéticos infectada in vitro con M. 

tuberculosis y activada con diferentes citocinas (IFNγ, TNFα, GM-

CSF e IL-15). 
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2.2 Objetivos secundarios 

Comparar, en sangre completa de individuos diabéticos y no 

diabéticos infectada in vitro con M. tuberculosis (o con M. bovis 

BCGr), las siguientes funciones inmunológicas: 

1. Actividad antimicobacteriana en macrófagos activados con IFNγ. 

2. Actividad fagocítica de monocitos y neutrófilos. 

3. Producción de ROS en monocitos y neutrófilos. 

4. Producción de citocinas. 
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Material y métodos 
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1 Cepas bacterianas 

M. tuberculosis HL186T fue aislada en el Servicio de Microbiología 

del Complejo Asistencial Universitario de León. Esta cepa se ha 

caracterizado por espoligotipado y el patrón se ha comparado con la 

base de datos del instituto Pasteur de Guadeloupe203. HL186T tiene 

el patrón internacional tipo 58 (familia T5_Madrid2), con el código 

octal 777777557760771, incluido en el linaje Euro-Americano204 y en 

el grupo de polimorfismo de nucleótido único 6a205. M. bovis BCG es 

una cepa RIVM derivada de la cepa 1173-P2206. Se cultivaron en 

medio agar 7H11 suplementado con 0,2% de glicerol y 10% de 

suplemento OADC (Ácido oleico, Albúmina, Dextrosa y Catalasa, 

Becton Dickinson Microbiology Systems, Estados Unidos)207.   

Para estudios de citometría no se pueden emplear micobacterias 

patógenas por razones de bioseguridad, por lo que M. bovis BCG fue 

transformada con el plásmido de expresión pMDsRed (BCGr), que 

contiene el gen de la proteína fluorescente DsRed.T3_S4T208. 

 

2 Individualización de las micobacterias 

Partiendo de un cultivo fresco de micobacterias crecidas en agar 

7H11 suplementado con OADC, se tomó un inóculo que se 

resuspendió en medio de cultivo RPMI-1640 (Roswell Park Memorial 

Institute) sin suero. Para obtener las micobacterias individualizadas, 
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el inóculo se sonicó en hielo a una amplitud al 10% (2W) con un 

disruptor celular ultrasónico digital S-450 (Branson Ultrasonics, 

Estados Unidos) durante diez segundos. Posteriormente a la 

sonicación, el inóculo se centrifugó a 100 Χ g durante un minuto a 

temperatura ambiente y se recuperó el sobrenadante en el que 

permanecen las bacterias individualizadas. Estos pasos se repitieron 

tantas veces como fue necesario para obtener un número apropiado 

de bacterias, generalmente de tres a cuatro ciclos. La viabilidad y el 

nivel de individualización de las bacterias se determinó con el kit de 

tinción fluorescente LIVE/DEAD Baclight bacterial, que tiñe de 

color verde las bacterias viables y de rojo las bacterias muertas. La 

mayoría de las bacterias consiguieron individualizarse y las escasas 

agrupaciones visibles fueron  5 bacterias por grupo. El almacena-

miento y la conservación de las bacterias se realizó a –80ºC con un 

20% de glicerol en alícuotas de un solo uso. 

La cuantificación de las micobacterias se realizó mediante el recuento 

de unidades formadoras de colonias (en inglés, CFU). Se inocularon 

por triplicado diluciones decimales de las micobacterias en placas de 

96 pocillos en medio líquido 7H9 suplementado con OADC, que 

fueron posteriormente inspeccionadas bajo un microscopio inver-

tido209. La incubación se realizó a 37ºC durante seis a diez días. 
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3 Población de estudio 

Este estudio se llevó a cabo en el Complejo Asistencial Universitario 

de León, de acuerdo con los principios de la Declaración de Helsinki 

(2013), tras la aprobación del protocolo por el Comité Ético de 

Investigación Clínica y la recopilación de los consentimientos 

informados de todos los participantes. 

Se compararon dos grupos de voluntarios: pacientes con DM-2 y 

voluntarios no diabéticos. La identificación de pacientes diabéticos se 

basó en criterios diagnósticos recomendados por la Asociación 

Americana de Diabetes de 2014210. Los criterios de exclusión fueron: 

pacientes con infección o enfermedad oncológica activa, tratamiento 

reciente con antibiótico o glucocorticoides, sufrir cualquier tipo de 

inmunodepresión, individuos menores de 18 años y aquellos que no 

firmaron el consentimiento informado. 

Un total de 41 pacientes con DM-2, 9 con DM-1 y 49 sujetos no 

diabéticos (grupo control) participaron en el estudio (Tablas 1 y 2). 
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Tabla 1. Características de pacientes con DM-2 y controles. 

 
DM tipo 2 

(n=41) 

Controles 

(n=40) 
Valor p 

Edad (años) 73,1 DE 11,2 68,4 DE 16,2 0,234 

Sexo V/M 24/17 19/21 0,377 

IMC (Kg/m2) 28,1 DE 5,3 26,4 DE 3,8 0,113 

HbA1c (%) 9,6 DE 1,9 5,7 DE 0,4 <0,001 

Glucosa (mg/dL) 248,0 RI 266 89,0 RI 17 <0,001 

Colesterol total (mg/dL) 155,8 DE 46,2 175,5 DE 42,5 0,060 

HDLc (mg/dL) 40,8 DE 17,0 52,2 DE 16,5 0,005 

LDLc (mg/dL) 85,6 DE 39,7 105,5 DE 34,6 0,028 

Triglicéridos (mg/dL) 106,0 RI 82 82,0 RI 39 0,003 

Tratamiento con estatinas S/N 20/21 5/35 <0,001 

Insuficiencia renal crónica S/N 22/19 13/27 0,073 

Test de interferón-γ P/Ng 17/24 9/31 0,096 
 

Los valores  representan la media y la desviación estándar (DE), excepto la 
glucosa y los triglicéridos en los que se representa la mediana y el rango 
intercuartílico (RI). Los valores de p se calcularon mediante la t-Student, 
excepto para glucosa y triglicéridos (Mann-Whitney) y las variables sexo, 
tratamiento con estatinas, enfermedad renal crónica y test del interferón 
(prueba exacta de Fisher). Se consideró significativo un valor de p<0,05, 
indicado en negrita.  
Definición de las abreviaciones: DE: Desviación estándar; DM: Diabetes 
mellitus; HbA1c: Hemoglobina glicosilada; HDLc: High density lipoproteins 
(en español, lipoproteínas de alta densidad); IMC: Índice de masa corporal; 
LDLc: Low density lipoproteins (en español, lipoproteínas de baja 
densidad); M: Mujer;  N: No; Ng: Negativo; P: Positivo; RI: Rango 
intercuartílico; S: Sí; V: Varón. 
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Tabla 2. Características de pacientes con DM-1 y controles. 

 
DM tipo 1 

(n=9) 

Controles 

(n=9) 
Valor p 

Edad (años) 36,7 DE 14,3 36,6 DE 14,3 0,987 

Sexo V/M 5/4 2/7 0,335 

IMC (Kg/m2) 26,5 DE 3,7 23,6 DE 4,6 0,153 

HbA1c (%) 7,7 DE 0,7 5,6 DE 0,4 <0,001 

Glucosa (mg/dL) 205,4 RI 106 86,3 RI 18 <0,001 

Colesterol total (mg/dL) 177,3 DE 28,8 195,3 DE 29,7 0,327 

HDLc (mg/dL) 62,1 DE 14,0 65,0 DE 21,3 0,774 

LDLc (mg/dL) 99,1 DE 28,5 114,3 DE 42,2 0,455 

Triglicéridos (mg/dL) 80,1 RI 54 79,8 RI 47 0,984 

Tratamiento con estatinas S/N 2/7 0/9 0,471 

Insuficiencia renal crónica S/N 0/9 0/9 1,000 

Test de interferón-γ P/Ng 3/6 4/5 1,000 
 

Los valores  representan las medias y las DE, excepto la glucosa y los 
triglicéridos en los que se representa la mediana y el RI. Los valores de p se 
calcularon mediante la t-Student, excepto para glucosa y triglicéridos 
(Mann-Whitney) y las variables sexo, tratamiento con estatinas, 
enfermedad renal crónica y test del interferón (prueba exacta de Fisher). Se 
consideró significativo un valor de p<0,05, indicado en negrita.  
Definición de las abreviaciones: DE: Desviación estándar; DM: Diabetes 
mellitus; HbA1c: Hemoglobina glicosilada; HDLc: High density lipoproteins 
(en español, lipoproteínas de alta densidad); IMC: Índice de masa corporal; 
LDLc: Low density lipoproteins (en español, lipoproteínas de baja 
densidad); M: Mujer;  N: No; Ng: Negativo; P: Positivo; RI: Rango 
intercuartílico; S: Sí; V: Varón. 
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Adicionalmente, se reclutaron 9 pacientes con DM-1 que se 

analizaron por separado. La identificación de los pacientes y los 

criterios de exclusión, fueron los mismos que los empleados para los 

pacientes diabéticos tipo 2 (Tabla 2). 

 

4 Purificación de monocitos 

La purificación de las células mononucleares, tanto en sangre de 

diabéticos como en la de controles, se realizó mediante un gradiente 

de sedimentación con Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Estados  

Unidos), y las células CD14+ (monocitos) fueron aisladas por 

separación magnética (Miltenyi Biotec, Alemania) y resuspendidas en 

el medio apropiado antes de las primeras cuatro horas tras su 

extracción. La pureza de los monocitos fue determinada por 

citometría de flujo (FacScan) usando los anticuerpos anti-CD45 

(panleucocitario) y anti-CD14 (que reconocen monocitos). Se 

determinó que tenían una pureza > 94% en todas las purificaciones.  
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Figura 4. Purificación de monocitos. Se deposita la sangre sobre el Ficoll 
y, tras una centrifugación, se consiguen capas separadas: en la zona 
superior y de color amarillo, el plasma; a continuación, de color 
blanquecino, el Buffy Coat, formada por células mononucleares (linfocitos y 
monocitos); posteriormente el Ficoll y, en la parte inferior, neutrófilos y 
eritrocitos de color rojo. Se extrae el Buffy Coat, al que se le añade tampón 
y se centrifuga varias veces. Posteriormente, se agregan anticuerpos anti-
CD14 (marcador de monocitos) y la mezcla finalmente se pone en la 
columna magnética en la que hay anticuerpos específicos de monocitos, 
uniéndose los anti-CD14 a la columna, separándose así los monocitos de los 
linfocitos. Por último, se separa el imán de la columna y se recogen los 
monocitos. 
 

5 Citometría de flujo 

Para el reconocimiento de los linajes celulares en los distintos análisis 

funcionales por citometría de flujo, las muestras se tiñeron con 

anticuerpos monoclonales apropiados conjugados directamente con 

fluorocromos (Becton Dickinson, Estados Unidos): Anti-CD66b (para 

neutrófilos) conjugado con isotiocianato de fluoresceína (en inglés, 

FITC), detectado en FL1 y anti-CD14 (marcador de monocitos) 
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conjugado con FITC, detectable en FL1 o con el complejo proteína 

clorófila peridinina (en inglés, PerCP), detectado en FL3. Para el 

análisis de muestras infectadas in vitro empleamos la micobacteria 

M. bovis BCG transformada (BCGr), que se detecta en FL2. Las 

muestras se analizaron en un citómetro de flujo FACScan y los datos 

se analizaron con el software CellQuest (Becton Dickinson, Estados 

Unidos).  

Para la preparación de las muestras, se tomaron 100 µL de sangre, se 

añadieron 10 μL del anticuerpo monoclonal de interés y se incubó 20 

minutos a temperatura ambiente. Se incubó durante 10 minutos, con 

2 mL de tampón de lisis de hematíes con cloruro amónico. Se 

centrifugaron las células a 1.100 Χ g durante 5 minutos. Se decantó el 

sobrenadante y se mezcló con 2 mL de tampón PBS (Phosphate-

buffered saline). Se centrifugaron las células a 1.100 Χ g durante 5 

minutos. Finalmente, se resuspendieron las células en 250 μL de PBS 

y se analizó la muestra en un citómetro de flujo.  

 

Recuento celular  

El recuento absoluto de monocitos y neutrófilos por citometría se 

realizó con el kit Stepcount (Immunostep, España), que proporciona 

microesferas fluorescentes. Como el número de partículas es conocido, 

se puede establecer una relación directa con cualquier población 
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celular identificada con los anticuerpos añadidos, siguiendo la 

relación: 

RCA: Recuento celular absoluto (células/µL). 

PC: Número de eventos de la población celular. 

M: Número de eventos en recuento absoluto de región de 

microesferas. 

MT: Número de microesferas por test (número suministrado por el 

fabricante). 

V: Volumen de la muestra. 

RCA = PC/M Χ MT/V 

En experimentos con incubaciones de varios días, en que los 

marcadores inmunofenotípicos de las células cambian, el recuento de 

leucocitos, neutrófilos, linfocitos y monocitos se realizó utilizando un 

sistema CELL-DYN 3700 (Abbott Diagnostics, Estados Unidos), 

basado en el análisis multiparamétrico de la dispersión de la luz, 

medida a 0º, 10º, 90º y 90º despolarizada.   

 

Actividad fagocítica de monocitos y neutrófilos 

Sangre al 40% fue infectada con 5 x 105 bacterias/mL de M. bovis 

BCG transformada con una proteína fluorescente roja. El cultivo se 

realizó en tubos de 2 mL con un volumen final de 300 µL en medio 

RPMI-1640. Se incubó en un agitador rotatorio a 37ºC durante 2 
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horas, y se analizaron por citometría de flujo. Los linajes celulares se 

tiñeron con Anti-CD66b-FITC y anti-CD14-PerCP. 

La fagocitosis se midió como el índice fagocítico, determinado por el 

número de neutrófilos o monocitos asociados con bacterias 

fluorescentes, dividido por el número total de neutrófilos o monocitos. 

 

Producción de ROS  

Para la detección de ROS, se infectaron 50 µL de sangre con 5 x 105 

bacterias/mL de M. bovis BCG transformada durante 15 minutos a 

37ºC y se añadió el reactivo “CellROX Green” (Molecular Probes, 

ThermoFisher Scientific, Estados Unidos), detectable en FL1 y anti-

CD14-PerCP, para identificar los monocitos en FL3, siendo incubado 

durante 30 minutos.  

La producción de ROS se midió con el reactivo “CellROX Green”, 

que en estado reducido es prácticamente indetectable pero que al 

oxidarse aumenta dramáticamente su fluorescencia. Después de la 

tinción se realizó un paso de lisis con cloruro amónico (NH4Cl) y se 

adquirieron los datos en el citómetro de flujo FACScan. Se analizaron 

los datos con el software CellQuest (Becton Dickinson, Estados 

Unidos).  
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Figura 5. Producción de ROS en fagocitos infectados con M. bovis BCG 
transformada (BCGr). A: Detección de células infectadas con M. bovis 
BCG transformada con el plásmido de expresión pMDsRed (BCGr). B: 
Estrategia de citometría de flujo: las células marcadas con CD14+ (R1) se 
consideraron monocitos. Los neutrófilos fueron identificados de acuerdo a 
sus propiedades de dispersión de la luz en el diagrama de puntos (en inglés, 
dot plot) de dispersión frontal (en inglés, Forward Scatter, FSC) y 
dispersión lateral (en inglés, Side Scatter, SSC), realizando un filtrado (en 
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inglés, gating) de la zona del dot plot característicamente ocupada por los 
neutrófilos. Posteriormente se restaron electrónicamente las células CD14+, 
para eliminar los escasos monocitos que se hubieran detectado en la región 
de los neutrófilos (R2-R1). El reactivo “CellROX Green” permitió el 
análisis de la producción de ROS.  
Definición de las abreviaciones: BCGr: M bovis BCG transformada con el 
plásmido de expresión pMDsRed; ROS: Reactive oxygen species (en 
español, especies reactivas del oxígeno). 
 

6 Cuantificación de citocinas mediante 

ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 

(en inglés, ELISA) 

Para los estudios de cuantificación de citocinas, se obtuvieron 

sobrenadantes de sangre infectada al 40% con 5 x 105 bacterias/mL 

de M. tuberculosis y el volumen se ajustó con medio RPMI-1640 para 

un volumen final de 300 µL en tubos de 2 mL. Se incubó durante 2 

días en agitador rotatorio a 37ºC. Para la obtención de los 

sobrenadantes, las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 

16.000 Χ g. Para eliminar las bacterias restantes, los sobrenadantes 

fueron centrifugados durante 3 minutos a 10.000 Χ g a temperatura 

ambiente en filtros con un tamaño de poro de 0,45 µm (Ultrafree MC 

filter units; Millipore Iberica, España) y congelados a -80ºC. 

Las citocinas se cuantificaron por ELISA de tipo sándwich. Se 

midieron las citocinas TNFα, IFNγ, GM-CSF e IL-15 mediante los 

siguientes sets: BD OptEIA Human TNFα ELISA; BD OptEIA 
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Human IFNγ ELISA; BD OptEIA Human GM-CSF ELISA y BD 

OptEIA Human IL-15 ELISA, respectivamente para cada citocina, 

siguiendo las instrucciones del fabricante (Becton Dickinson, Estados 

Unidos). Se empleó un espectrofotómetro Opsys MR (Dynex 

technologies, Estados Unidos). La intensidad del color es 

proporcional a la cantidad de proteína presente en la muestra.  

 

Figura 6. Cuantificación de citocinas por ELISA tipo sándwich. En este 
ensayo se une un anticuerpo específico de la proteína que se analiza a la 
placa, se bloquea con albúmina sérica bovina el resto de sitios de la placa 
no ocupados por el anticuerpo, se añade la muestra, y tras un nuevo lavado 
se añade un segundo anticuerpo biotinilado que reconoce la misma proteína, 
pero en un epítopo distinto. La cuantificación de la proteína se realizará 
incorporando estreptavidina (que se une con gran afinidad a la biotina) 
acoplada a una peroxidasa (en inglés, horseradish peroxidase, HRP), que 
convierte el sustrato cromogénico 3,3’,5,5’-tetrametiIbencidina (TMB) en 
un producto azul. Tras la adición de ácido fosfórico (H3PO4) 1 M, el 
sustrato cambia a amarillo (Fig. 7) y puede ser medido a 450 nm. 
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A                                      B               

                                

Figura 7. Cuantificación de citocinas por ELISA. Tras añadir ácido 
fosfórico (H3PO4) 1 M (A), el sustrato cambia a amarillo (B). 
 

7 Actividad antimicobacteriana  

Actividad antimicobacteriana de sangre completa  

Sangre al 40% fue infectada con 5 x 105 bacterias/mL (M. 

tuberculosis HL186T) en tubos de 2 mL. Cuando fue necesario se 

añadieron 25 ng/mL de IFNγ (actividad específica ≥ 2 x 107 

unidades/mg, Peprotech, Londres, Reino Unido), TNFα (≥ 2 x 107 

unidades/mg), GM-CSF (≥ 1 x 107 unidades/mg) o IL-15 (≥ 2 x 106 

unidades/mg) y se incubó en un agitador rotatorio a 37ºC durante 2 

días. En el momento de la infección se incubó la dosis empleada en 

medio 7H9 para cuantificar el número de bacterias inoculadas, 

considerado este punto como “tiempo 0”. Tras 2 días de incubación, 

las células fueron lisadas por choque hiposmótico, diluyendo 10 µL de 

la infección en 390 µL de agua. Al cabo de 2 minutos, se añadieron 

50 μL de suplemento OADC y 50 μL de medio 7H9 concentrado 10 
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X (Biolife italiana, Italia), para permitir el crecimiento de las 

micobacterias, con 2% de glicerol.  

 

Actividad antimicobacteriana de monocitos  

Monocitos (105 células) en medio RPMI-1640 con 10% de suero 

autólogo en un volumen final de 100 μL fueron infectados en placas 

de 96 pocillos con M. tuberculosis (103 bacterias) y se añadió IFNγ 

(25 ng/mL) cuando fue necesario. Las células se incubaron durante 

48 horas a 37ºC en 95% aire/5% CO2 y durante este tiempo se 

diferenciaron espontáneamente a macrófagos. Las células infectadas 

se lisaron por sonicación con un ultrasonido digital S-450 con 

micropunta (Branson Ultrasonics, Emerson, Estados Unidos), al 10% 

de amplitud (2W) durante 3 segundos.  

En ambos casos (sangre lisada y macrófagos derivados de monocitos), 

se inocularon diluciones decimales en medio completo 7H9 en placas 

de 96 pocillos y se incubaron a 37ºC durante 7-9 días. Las CFU se 

contaron en un microscopio invertido a 100 aumentos209. 
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8 Análisis estadístico y programas informá-

ticos 

La transformación logarítmica de CFU siguió una distribución 

normal (Shapiro Wilks test) y las comparaciones entre los dos grupos 

se analizaron con el test t-Student para datos independientes. El 

resto de datos que se compararon entre los grupos diabéticos y no 

diabéticos [recuento celular, porcentaje de fagocitos infectados, 

mediana de intensidad de fluorescencia (en inglés, MFI) en los 

estudios funcionales de citometría de flujo y la concentración de 

citocinas] no se distribuyeron normalmente y fueron analizados 

usando el test no paramétrico de Mann-Whitney. 

El log10(CFU), que sigue una distribución normal, se contrastó 

mediante un diseño factorial 24, empleando el programa estadístico 

Stat-Ease. Se analizaron cuatro factores cuantitativos: Las citocinas 

IFNγ, TNFα, IL-15 y GM-CSF, con los dos niveles: “bajo” (0 

ng/mL) o “alto” (25 ng/mL) y un factor cualitativo (grupo de 

diabéticos y grupo de no diabéticos). Los diseños factoriales son 

eficientes porque en un solo experimento se obtienen varias 

estimaciones de cada factor, lo cual permite menores tamaños de 

muestra. Adicionalmente, estos diseños facilitan el análisis de 

interacciones entre factores. Cada una de las parejas (un diabético - 

un no diabético) constituyeron un bloque y en cada experimento se 
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hicieron 20 infecciones totales: 16 se corresponden con las diferentes 

combinaciones posibles de citocinas (24), junto con 4 puntos centrales 

(12,5 ng/mL de todas las citocinas juntas), empleado para estimar la 

variabilidad de los experimentos. La variable respuesta que se analizó 

fue log10(CFU). Para detectar diferencias de 0,48 log10(CFU) 

(correspondiente a una variación de ± 3 veces), con 6 parejas la 

potencia será  > 90%. 

El análisis se realizó con PASW Statistics 18 (International Business  

Machines, Estados Unidos). En todos los análisis estadísticos, se 

consideró significativo un valor de p<0,05. 
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1 DIABÉTICOS TIPO 2 

1.1 Características de la población de estudio 

Las características basales de la población de estudio se muestran en 

la Tabla 1. El rango de edad de los participantes osciló entre los 32 y 

los 96 años; no obstante, los ancianos fueron los más representados en 

ambos grupos, como consecuencia de las características demográficas 

de nuestra área, con una gran proporción de población de edad 

avanzada. La proporción varón/mujer fue 1,41 para el grupo de 

diabéticos y 0,90 para el grupo control. El índice de masa corporal 

(IMC) fue mayor en el grupo de diabéticos tipo 2; no obstante, el 

grupo control también mostró sobrepeso. La proporción de 

enfermedad renal crónica fue superior en el grupo de diabéticos. Sin 

embargo, las diferencias en estas 4 variables no llegaron a ser 

estadísticamente significativas. 

El resultado de la prueba QuantiFERON TB Gold In-tube presentó 

una proporción positivo/negativo de 0,71 en el grupo de diabéticos y 

de 0,29 en el grupo control. Aunque el número de positivos fue 

comparativamente mayor en el grupo de diabéticos, la diferencia 

tampoco alcanzó significación estadística.  

Los pacientes diabéticos mostraron un perfil lipídico característico: 

cifra elevada de triglicéridos y niveles de HDLc bajos211. Los niveles 
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de LDLc en el grupo de DM-2 resultaron más bajos de lo esperado, 

debido al mayor empleo de estatinas en estos pacientes. 

Se apreciaron diferencias significativas en el valor de la HbA1c y en 

el nivel de glucemia en ayunas, demostrando un mal control 

glucémico en los diabéticos.  

 

1.2 Concentración de monocitos y neutrófilos  

La relación entre el recuento total y las diferentes subpoblaciones de 

los leucocitos en sangre de diabéticos ha sido objeto de estudio. Se ha 

demostrado que los individuos con recuentos totales elevados, 

especialmente de neutrófilos y linfocitos, tienen mayor riesgo de 

desarrollar diabetes212. 

Previo al análisis de la respuesta inmune frente a la infección in vitro 

de la sangre, comprobamos si la muestra estudiada también tenía 

diferencias en el número de leucocitos, para lo cual se realizó un 

recuento de monocitos y neutrófilos en ambos grupos (pacientes 

diabéticos y controles) (Fig. 8).  
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Figura 8. Concentración de monocitos y neutrófilos en pacientes diabéticos 
tipo 2 y controles. Se representa el valor numérico de las medianas. Las 
barras de error corresponden al 95% del intervalo de confianza, que son 
asimétricas al no seguir una distribución normal. Las comparaciones entre 
los 2 grupos se realizaron con el test de Mann-Whitney. Se consideró 
significativo un valor de p<0,05. Definición de abreviaciones: DM-2: 
Diabetes mellitus tipo 2; Nº: Número; NS: No significativo. 
 

Respecto al recuento de monocitos, el valor de la mediana en 

pacientes diabéticos tipo 2 fue de 559 células/μL [rango 

intercuartílico (RI) 289], frente a 456 células/μL (RI 190) en 

controles. La diferencia entre ambos valores fue del 18,4%. No 

obstante, debido a la amplia distribución de la muestra (tal y como 

indica el valor del RI), no se alcanzó significación estadística. 
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En cuanto a los neutrófilos, la mediana en diabéticos fue de 5467 

células/μL (RI 2638) y en controles 3887 células/μL (RI 1490). En 

este caso, la diferencia entre ambos fue del 28,9%, resultando 

estadísticamente significativa (p = 0,006). 

Estas diferencias en el recuento de neutrófilos podrían influir en la 

actividad antimicobacteriana observada in vitro. 

 

1.3 Fagocitosis 

Uno de los procesos mejor caracterizados en la respuesta inmune 

frente a M. tuberculosis es la inhibición de la fagocitosis de monocitos 

en pacientes diabéticos. Se ha observado que los individuos con 

hiperglucemia crónica tienen un defecto funcional en las dos vías 

fagocíticas predominantes en éstas células, la fagocitosis mediada por 

receptores Fc-gamma y la fagocitosis vía complemento. Este defecto 

parece independiente de las opsoninas séricas del huésped y de la 

expresión de otros receptores213,214. Con el objeto de corroborar esta 

inhibición de la fagocitosis en nuestra muestra, empleamos una M. 

bovis BCG fluorescente (Fig. 9). 
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Figura 9. Actividad fagocítica de monocitos y neutrófilos de pacientes con 
DM-2 y controles. La actividad fagocítica se representa como una 
proporción: Número de células infectadas por M. bovis/número de células 
totales (monocitos o neutrófilos), expresado como porcentaje. Se representa 
el valor numérico de las medianas. Las barras de error corresponden al 95% 
del intervalo de confianza, que son asimétricas por no seguir una 
distribución normal. Las comparaciones entre los 2 grupos se realizaron con 
el test de Mann-Whitney. Se consideró significativo el valor de p<0,05. 
Definición de abreviaciones: DM-2: Diabetes mellitus tipo 2. 
 

El análisis de la actividad fagocítica se realizó a las dos horas de la 

infección. Respecto a los monocitos, el porcentaje de células que 

presentaban bacterias fluorescentes en su interior fue del 11,4% (RI 
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11,9%) y del 23,2% (RI 13,6%) en pacientes diabéticos tipo 2 y 

controles, respectivamente. Esta diferencia (prácticamente del doble 

entre un grupo y otro) alcanzó significación estadística (p<0,001), 

demostrando así una inhibición significativa de la fagocitosis en 

monocitos de diabéticos, comparado con los controles. 

Por otro lado, encontramos una reducción significativa de la 

fagocitosis en los neutrófilos de pacientes diabéticos del 20,2% 

respecto a los controles [11,8% (RI 10,3%) vs 14,8% (RI 13,5%) para 

DM-2 y controles, respectivamente, p = 0,003], lo cual resultó 

sorprendente, dado que hasta la fecha no se había documentado 

dicho hallazgo. 

 

1.4 Viabilidad de los leucocitos en sangre 

El modelo de infección empleado es el más habitual y similar al del 

proyecto MGIA (Mycobacterial Growth Inhibition Assay)215. Una 

cuestión relevante, merecedora de estudio, es la viabilidad de las 

células en el ensayo que estamos empleando. La duración del mismo 

fue de dos días, siendo importante evaluar en ese tiempo y con las 

condiciones empleadas, cuál era el destino de las diferentes 

subpoblaciones de células blancas, ya que creemos que una diferencia 

importante en la concentración de las mismas podría alterar los 

resultados del estudio. 
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Para ello se midieron las variaciones en las concentraciones de los 

leucocitos, neutrófilos, linfocitos y monocitos a las 24 y 48 horas del 

experimento. Se observó que su concentración decrecía 

progresivamente. Esta reducción fue más pronunciada durante las 

primeras 24 horas, tal y como se observa en la Figura 10.  

 

 

Figura 10. Curva de tiempo de la concentración de leucocitos en sangre 
completa. Sangre de sujetos sanos al 40% en medio RPMI-1640. Se incubó a 
37ºC en un agitador rotatorio durante 2 días y se analizó a las 24 y 48 
horas mediante un analizador automático hematológico (sistema CELL-
DYN 3700). Los datos representan las medias de las concentraciones con la 
desviación estándar (DE). Definición de abreviaciones: Nº: Número. 



 

92 

A continuación se indican los valores correspondientes al recuento 

celular de cada una de las subpoblaciones leucocitarias en el 

momento basal, a las 24 y a las 48 horas (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Cuantificación de células a lo largo del tiempo. 

 Leucocitos Neutrófilos Linfocitos Monocitos 

Día 0 2,90 (2,34) 1,57 (1,79) 1,11 (0,83) 0,13 (0,18) 

Día 1 1,85 (0,58) 0,90 (0,32) 0,85 (0,29) 0,07 (0,11) 

Día 2 1,50 (0,44) 0,71 (0,34) 0,73 (0,22) 0,03 (0,04) 
 

Los valores representan la media de células por μL multiplicado por 1.000. 
Entre paréntesis, la desviación estándar. 
 

Tal y como se puede apreciar tanto en la Figura 10 como en la Tabla 

3, la reducción del recuento celular es más marcada en las primeras 

24 horas. Desglosando por subtipos, los neutrófilos son los leucocitos 

que experimentan una mayor pérdida durante el primer día. 

 

1.5 Citocinas  

Las citocinas proinflamatorias ejercen una gran influencia en el 

desarrollo de la TB. Las variaciones en su producción podrían 

aportar información útil sobre la susceptibilidad a padecer dicha 

enfermedad216. IFNγ y TNFα son citocinas relevantes implicadas en la 

defensa antimicobacteriana del huésped. Los defectos genéticos o la 

inhibición farmacológica de estas vías de citocinas se asocian con 
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mayor susceptibilidad a padecer enfermedades por micobacterias96. 

Asimismo, en un estudio realizado con 28 citocinas, se ha demostrado 

la importancia de GM-CSF e IL-15 en la replicación de M. 

tuberculosis52. Por este motivo, se midió la concentración plasmática 

de estas 4 citocinas concretas (IFNγ, TNFα, GM-CSF e IL-15) en 

sangre infectada durante 2 días con M. tuberculosis en ambos grupos 

(diabéticos y controles). 

En nuestro estudio no se detectó producción de IFNγ ni de IL-15. En 

cuanto a TNFα y GM-CSF, se apreciaron niveles detectables tanto 

en pacientes diabéticos como en controles. El nivel de producción de 

TNFα fue significativamente superior en los pacientes diabéticos 

frente a los controles. Respecto al GM-CSF, los pacientes diabéticos 

mostraron concentraciones numéricamente superiores a las del grupo 

control, sin alcanzar significación estadística (Fig. 11). 
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Figura 11. Producción de TNFα y GM-CSF en el sobrenadante de sangre 
infectada con M. tuberculosis en pacientes con DM-2 y controles. Las 
comparaciones entre los 2 grupos se realizaron con el test de Mann-
Whitney. Se consideró significativo un valor de p<0,05. Definición de 
abreviaciones: DM-2: Diabetes mellitus tipo 2; GM-CSF: Granulocyte 
macrophage colony-stimulating factor (en español, factor estimulante de 
colonias de granulocitos y macrófagos); TNFα: Tissue necrosis factor alpha 
(en español, factor de necrosis tumoral alfa). 
 

1.6 Producción de ROS  

La producción de ROS tras la fagocitosis de M. tuberculosis, se ha 

estudiado ampliamente y se relaciona con la respuesta inmune a la 

TB96. Varios estudios demuestran que las micobacterias inducen la 

activación de la NADPH oxidasa y la producción de ROS. Las 
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especies reactivas del oxígeno podrían ser importantes como 

moléculas de señalización que coordinan la defensa 

antimicobacteriana del huésped, controlando mecanismos cruciales 

como son la producción de citocinas, la autofagia y la formación de 

granulomas96. 

En nuestro estudio, las muestras se analizaron por citometría de flujo 

con el reactivo CellROX verde. La producción de ROS se calculó en 

función de la intensidad de fluorescencia. Se examinaron muestras de 

sangre con BCGr analizando la producción de ROS en monocitos y 

neutrófilos de ambos grupos (diabéticos y controles) (Fig. 12), sin 

encontrar diferencias estadísticamente significativas. 
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Figura 12. Producción de ROS en monocitos y neutrófilos de sangre 
infectada con BCGr en pacientes diabéticos tipo 2 y controles. Los datos 
corresponden a la diferencia de la media geométrica de MFI del contenido 
celular de ROS entre células (monocitos o neutrófilos) infectadas y sin 
infectar. Las comparaciones entre los 2 grupos se realizaron con el test de 
Mann-Whitney. Se consideró significativo un valor de p<0,05. Definición de 
abreviaciones: DM-2: Diabetes mellitus tipo 2; MFI: Median fluorescence 
intensity (en español, mediana de intensidad de fluorescencia); NS: No 
significativo.   

 

 

 



 

97 

1.7 Actividad antimicobacteriana 

El IFNγ es una citocina clave involucrada en la actividad 

antimicobacteriana. Varios estudios demuestran que la deficiencia de 

esta citocina favorece la infección por micobacterias81,107. Por este 

motivo, realizamos las infecciones experimentales en presencia y 

ausencia de dicha molécula. 

 

Modelo de sangre completa. Comparación de dos 

grupos 

Tras haber observado una menor fagocitosis de micobacterias por 

parte de los monocitos y neutrófilos en pacientes diabéticos (Fig. 9), 

sería esperable encontrar una actividad antimicobacteriana deficiente 

en estos individuos. Sin embargo, la actividad observada en sangre de 

pacientes diabéticos y en controles medida a las 48 horas de la 

infección fue similar, tanto en presencia como en ausencia de IFNγ 

(Fig. 13). 
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Figura 13. Actividad antimicobacteriana en sangre completa de pacientes 
diabéticos tipo 2 y controles. Los datos representan la diferencia entre el 
Log10(CFU) del inóculo y después de 2 días + DE. Los valores negativos 
indican actividad bactericida. Las comparaciones entre los dos grupos se 
realizaron con la prueba t de Student para datos independientes. Se 
consideró significativa una p<0,05. Definición de abreviaciones: CFU: 
Colony-forming units (en español, unidades formadoras de colonias); DM-2: 
Diabetes mellitus tipo 2; IFNγ: Interferón gama; Log: Logaritmo; NS: No 
significativo; T0: Tiempo cero; T2d: Tiempo a los 2 días.  
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Modelo de macrófagos derivados de monocitos. 

Comparación de dos grupos 

Además de analizar la actividad antimicobacteriana en sangre, 

también se determinó dicha actividad en los macrófagos derivados de 

monocitos. En este caso, no se detectó ninguna actividad bactericida, 

de forma que las micobacterias se multiplicaron en el interior de los 

macrófagos, tanto en presencia como en ausencia de IFNγ, sin 

encontrar diferencias entre pacientes y controles (Fig. 14). A los dos 

días de la infección, se recuperó un número de bacterias similar al 

inoculado, consecuencia directa de la baja tasa de multiplicación de 

M. tuberculosis.  

 



 

100 

 

Figura 14. Actividad antimicobacteriana en macrófagos derivados de 
monocitos de pacientes diabéticos tipo 2 y controles. Los datos representan 
la diferencia entre el Log10(CFU) del inóculo y después de 2 días + DE. Los 
valores positivos indican la multiplicación intracelular. Las comparaciones 
entre los dos grupos se realizaron mediante la prueba t de Student para 
datos independientes. Se consideró significativa una p<0,05. Definición de 
abreviaciones: CFU: Colony-forming units (en español, unidades formadoras 
de colonias); DM-2: Diabetes mellitus tipo 2; IFNγ: Interferón gamma; Log: 
Logaritmo; NS: No significativo; T0: Tiempo cero; T2d: Tiempo a los 2 
días. 
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Modelo de sangre completa. Diseño factorial 

Para determinar la capacidad activadora de las cuatro citocinas 

estudiadas con anterioridad (IFNγ, TNFα, GM-CSF e IL-15), 

relacionadas con el estímulo de la actividad antimicobacteriana en 

macrófagos52, realizamos un diseño factorial evaluando el efecto de 

cada una de las citocinas por separado, así como el de todas las 

combinaciones posibles entre ellas, en sangre infectada con M. 

tuberculosis. Este experimento se utilizó para analizar la influencia de 

variables cuantitativas (cantidad de las diferentes citocinas) y una 

variable cualitativa: estado de la enfermedad (DM-2 o controles). Se 

infectó la sangre en presencia de cada una de las citocinas o sus 

combinaciones, empleándose dos valores: bajo (0 ng/mL) o alto (25 

ng/mL). Las bacterias supervivientes se cuantificaron como 

Log10(CFU); los valores positivos indican la multiplicación intra-

celular de las micobacterias y los valores negativos se interpretan 

como actividad bactericida. 

Ambos grupos (diabéticos y controles) fueron analizados con un 

diseño factorial 25, consistente en cinco variables dicotómicas: las 

cuatro citocinas mencionadas (0 o 25 ng/mL) y el estado de la 

enfermedad (diabético o control). No se encontró un número superior 

de bacterias en sangre de pacientes diabéticos, ni se observó 

influencia de las citocinas en la actividad antimicrobiana al evaluar 
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cada una de las 32 combinaciones posibles. No se apreciaron 

diferencias significativas entre ambos grupos (Tabla 4).  
 

Tabla 4. Diseño factorial 25 (diabéticos tipo 2 – controles). 

Factores Efecto estimado Valor p 

IFNγ -0,024 (-0,08 – 0,03) 0,3770 

TNFα 0,016 (-0,04 – 0,072) 0,5755 

GM-CSF -0,022 (-0,08 – 0,034) 0,4359 

IL-15 0,018 (-0,036 – 0,076) 0,5106 

Diabetes 0,016 (-0,068 – 0,036) 0,5570 
 

Actividad antimicobacteriana en sangre completa en pacientes diabéticos 
tipo 2 y controles. Ambos grupos fueron analizados juntos con el diseño 
factorial 25. La sangre se infectó en presencia de cada una de las citocinas 
(25 ng/mL) o sus combinaciones. Las bacterias supervivientes se 
cuantificaron como Log10(CFU). Los datos representan la estimación de los 
efectos principales: los valores positivos indican la multiplicación 
intracelular y los valores negativos indican actividad bactericida. Entre 
paréntesis se reflejan los valores del intervalo de confianza del 95%. 
Definición de abreviaciones: CFU: Colony-forming units (en español, 
unidades formadoras de colonias); GM-CSF: Granulocyte macrophage 
colony-stimulating factor (en español, factor estimulante de colonias de 
granulocitos y macrófagos); IFNγ: Interferón gamma; IL-15: Interleucina-15; 
Log: Logaritmo; TNFα: Tissue necrosis factor alpha (en español, factor de 
necrosis tumoral alfa).  
 

Estos datos también se analizaron como dos diseños independientes 

24 para comprobar los efectos de cada una de las citocinas y sus 

posibles combinaciones (16 posibilidades) en pacientes diabéticos tipo 

2 y controles, por separado. En ninguno de los dos análisis se 
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evidenció la presencia de actividad antimicobacteriana estimulada 

por dichas citocinas (Tabla 5). 

Tabla 5. Diseño factorial 24 (diabéticos tipo 2 – controles). 

Diabéticos tipo 2. 

Factores Efecto estimado Valor p 

IFNγ -0,044 (-0,108 – 0,022) 0,1863 

TNFα 0,028 (-0,036 – 0,096) 0,3835 

GM-CSF 0,016 (-0,080 – 0,048) 0,6184 

IL-15 0,010 (-0,056 – 0,076) 0,7807 
   

Controles. 

Factores Efecto estimado Valor p 

IFNγ -0,006 (-0,072 – 0,060) 0,8417 

TNFα 0,002 (-0,060 – 0,068) 0,9263 

GM-CSF -0,028 (-0,092 – 0,036) 0,3950 

IL-15 0,028 (-0,036 – 0,092) 0,3889 
 

Actividad antimicobacteriana en sangre completa en pacientes diabéticos 
tipo 2 y controles. Los resultados de cada grupo (DM-2 y controles) se 
analizaron con el diseño factorial 24. La sangre se infectó en presencia de 
cada una de las citocinas (25 ng/mL) o sus combinaciones. Las bacterias 
supervivientes se cuantificaron como Log10(CFU). Los datos representan la 
estimación de los efectos principales: los valores positivos indican la 
multiplicación intracelular y los valores negativos indican actividad 
bactericida. Entre paréntesis se reflejan los valores del intervalo de 
confianza del 95%. Definición de abreviaciones: CFU: Colony-forming units 
(en español, unidades formadoras de colonias); GM-CSF: Granulocyte 
macrophage colony-stimulating factor (en español, factor estimulante de 
colonias de granulocitos y macrófagos); IFNγ: Interferón gamma; IL-15: 
Interleucina-15; Log: Logaritmo; TNFα: Tissue necrosis factor alpha (en 
español, factor de necrosis tumoral alfa).  
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2 DIABÉTICOS TIPO 1 

Durante el reclutamiento, se consiguió una pequeña muestra de 9 

pacientes diabéticos tipo 1 que se analizó por separado, debido a las 

diferencias fisiopatológicas existentes entre ambas formas de diabetes 

(DM-1 y DM-2). Al igual que en la DM-2136, se ha observado que la 

DM-1 incrementa el riesgo de desarrollar TB217,218.  

Se efectuaron análisis equivalentes a los realizados en pacientes 

diabéticos tipo 2. Para ello se seleccionaron 9 controles apareados 

(Tabla 2). El rango de edad osciló entre los 20 y los 57 años. A 

diferencia de los pacientes diabéticos tipo 2, la mayoría de los 

pacientes con DM-1 eran jóvenes. 

El grupo control tenía un peso normal, a diferencia de los diabéticos 

tipo 1, que presentaban sobrepeso. No se detectó insuficiencia renal 

en pacientes ni en controles. En relación a los parámetros lipídicos, 

dos pacientes con DM-1 tomaban estatinas (ninguno en el grupo 

control). Los controles mostraron un nivel plasmático de colesterol 

total superior a los pacientes diabéticos, a expensas de cifras 

superiores de LDLc, con un valor similar de triglicéridos. No 

obstante, las diferencias observadas en todos los parámetros lipídicos 

analizados no alcanzaron significación estadística. 
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El resultado de la prueba QuantiFERON-TB Gold In-tube fue 

positivo en 3 casos y en 4 controles, sin diferencias significativas 

entre ellos. 

Tal y como era de esperar, los niveles de glucosa en ayunas y la 

HbA1c fueron significativamente superiores en los pacientes con DM-

1 (ambos con p<0,001). 

En cuanto a la concentración de monocitos y neutrófilos en estos 

pacientes, se realizó un recuento absoluto de éstas células en ambos 

grupos (diabéticos y controles) (Fig. 15). 
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Figura 15. Concentración de monocitos y neutrófilos en pacientes con 
DM-1 y controles. Las cajas representan el valor numérico de las medianas 
y las barras de error corresponden al 95% del intervalo de confianza, que 
son asimétricas al no seguir una distribución normal. Las comparaciones 
entre los 2 grupos se realizaron con el test de Mann-Whitney. Se consideró 
significativo un valor de p<0,05. Definición de abreviaciones: DM-1: 
Diabetes mellitus tipo 1; Nº: Número; NS: No significativo. 
 

Respecto al recuento de monocitos, el valor de la mediana en 

pacientes diabéticos tipo 1 fue de 377 células/μL (RI 222), frente a 

392 células/μL (RI 246) en controles. La diferencia entre ambos 

valores fue del 3,82%, sin significación estadística. En cuanto a los 

neutrófilos, la mediana en diabéticos fue de 4845 células/μL (RI 

2471) y en controles 3317 células/μL (RI 1291), lo cual supone una 

diferencia del 31,54%, también sin lograr diferencias significativas. 
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El análisis de la actividad fagocítica se realizó a las dos horas de la 

infección con BCGr. Respecto a los monocitos, el porcentaje de 

células con bacterias fluorescentes en su interior fue del 10,6% (RI 

3,6%) y 14,8% (RI 17%) en pacientes diabéticos tipo 1 y controles, 

respectivamente, mostrando una fuerte tendencia a menor actividad 

en los diabéticos tipo 1 (p = 0,066), aunque estadísticamente no 

significativo. Por otro lado, encontramos una reducción significativa 

de la fagocitosis en los neutrófilos de pacientes diabéticos del 48,96% 

respecto a los controles [12,3% (RI 5,6%) vs 24,1% (RI 11,5%) para 

DM-1 y controles, respectivamente, p = 0,006] (Fig. 16). 
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Figura 16. Actividad fagocítica de monocitos y neutrófilos de pacientes con 
DM-1 y controles. La actividad fagocítica se representa como una proporción: 
Número de células infectadas por M.bovis/número de células totales 
(monocitos o neutrófilos), expresado como porcentaje. Los diagramas de cajas 
representan el valor numérico de las medianas. Las barras de error 
corresponden al 95% del intervalo de confianza, que son asimétricas al no 
seguir una distribución normal. Las comparaciones entre los 2 grupos se 
realizaron con el test de Mann-Whitney. Se consideró significativo un valor 
de p<0,05. Definición de abreviaciones: DM-1: Diabetes mellitus tipo 1. 
 

Asimismo, se cuantificó la concentración plasmática de 4 citocinas 

(IFNγ, TNFα, GM-CSF e IL-15) en el sobrenadante de sangre 

infectada durante 2 días con M. tuberculosis en ambos grupos (DM-1 
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y controles). No se encontraron diferencias significativas en la 

concentración de TNFα y GM-CSF en ambos grupos (Fig. 17). 

Respecto a las otras dos citocinas, al igual que se había observado en 

muestras de pacientes con DM-2, no se apreciaron niveles 

detectables. 

 

 

Figura 17. Producción de TNFα y GM-CSF en el sobrenadante de sangre 
infectada con M. tuberculosis en pacientes diabéticos tipo 1 y controles. Las 
comparaciones entre los 2 grupos se realizaron con el test de Mann-
Whitney. Se consideró significativo el valor de p<0,05. Definición de 
abreviaciones: DM-1: Diabetes mellitus tipo 1; GM-CSF: Granulocyte 
macrophage colony-stimulating factor (en español, factor estimulante de 
colonias de granulocitos y macrófagos); NS: No significativo; TNFα: Tissue 
necrosis factor alpha (en español, factor de necrosis tumoral alfa). 
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Tampoco se encontraron diferencias en la producción de ROS en 

monocitos y neutrófilos de sangre infectada con BCGr, entre ambos 

grupos (Fig. 18). 

 

 

Figura 18. Producción de ROS en monocitos y neutrófilos de sangre 
infectada con BCGr en pacientes con DM-1 y controles. Los datos 
corresponden a la diferencia de la media geométrica de MFI del contenido 
celular de ROS entre células (monocitos o neutrófilos) infectadas y sin 
infectar. Las comparaciones entre los 2 grupos se realizaron con el test de 
Mann-Whitney. Se consideró significativo un valor de p<0,05. Definición de 
abreviaciones: DM-1: Diabetes mellitus tipo 1; MFI: Median fluorescence 
intensity (en español, mediana de intensidad de fluorescencia); NS: No 
significativo.   
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Se utilizó un diseño factorial para analizar la influencia de variables 

cuantitativas: cantidad de IFNγ, TNFα, GM-CSF e IL-15 y una 

variable cualitativa: estado de la enfermedad (DM-1 y controles) 

respecto a la actividad antimicobacteriana en sangre completa. En un 

diseño factorial 25 se encontró un número significativamente superior 

de bacterias en sangre de pacientes diabéticos, sin observar influencia 

de las citocinas sobre la actividad antimicrobiana (Tabla 6). Al 

analizar los datos por separado en pacientes con DM-1 y en controles 

(diseño factorial 24) se encontró que la IL-15 estimuló la actividad 

antimicobacteriana en la sangre de los diabéticos. 

 

Tabla 6. Actividad antimicobacteriana en sangre completa en pacientes 
diabéticos tipo 1 y controles. Diseño factorial. 

FACTORIAL 25 

Factores Efecto estimado Valor p 

IFNγ -0,011 (-0,062 – 0,040) 0,6803 

TNFα 0,005 (-0,046 – 0,056) 0,8489 

GM-CSF -0,011 (-0,062 – 0,040) 0,6637 

IL-15 -0,007 (-0,056 – 0,048) 0,8748 

Diabetes -0,096 (-0,146 – -0,048)* 0,0005 
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FACTORIAL 24 

Diabéticos tipo 1 

Factores Efecto estimado Valor p 

IFNγ -0,030 (-0,156 – 0,098) 0,6510 

TNFα 0,003 (-0,124 – 0,130) 0,9637 

GM-CSF -0,042 (-0,168 – 0,084) 0,5093 

IL-15 -0,198 (-0,320 – -0,072)** 0,0023 

 

Controles 

Factores Efecto estimado Valor p 

IFNγ 0,014 (-0,048 – 0,076) 0,6577 

TNFα -0,003 (-0,064 – 0,060) 0,9336 

GM-CSF -0,012 (-0,074 – 0,050) 0,6962 

IL-15 -0,005 (-0,066 – 0,058) 0,8849 
 

La sangre se infectó en presencia de cada una de las citocinas (25 ng/mL) o 
sus combinaciones. Las bacterias supervivientes se cuantificaron como 
Log10(CFU). Los datos representan la estimación de los efectos principales: 
los valores positivos indican la multiplicación intracelular y los valores 
negativos indican actividad bactericida. Entre paréntesis se reflejan los 
valores del intervalo de confianza del 95%. Ambos grupos fueron analizados 
juntos con el diseño factorial 25 y los resultados de cada grupo (DM-1 y 
controles) se analizaron, por separado, con el diseño factorial 24. 
* Se consideró significativo un valor de p<0,001. 
** Se consideró muy significativo un valor de p<0,01. 
Definición de abreviaciones: CFU: Colony-forming units (en español, 
unidades formadoras de colonias); GM-CSF: Granulocyte macrophage 
colony-stimulating factor (en español, factor estimulante de colonias de 
granulocitos y macrófagos); IFNγ: Interferón gamma; IL-15: Interleucina-15; 
Log: Logaritmo; TNFα: Tissue necrosis factor alpha (en español, factor de 
necrosis tumoral alfa).  
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La actividad antimicobacteriana en sangre de pacientes con DM-1 y 

controles, medida a las 48 horas de la infección, fue similar tanto en 

presencia como en ausencia de IFNγ (Fig. 19). 

 

 

Figura 19. Actividad antimicobacteriana en sangre completa de pacientes 
con DM-1 y controles. Los datos representan la diferencia entre el 
Log10(CFU) del inóculo y después de 2 días + desviación estándar (DE). 
Los valores negativos indican actividad bactericida. Las comparaciones 
entre los dos grupos se realizaron con la prueba t de Student para datos 
independientes. Se consideró significativa una p<0,05. Definición de 
abreviaciones: CFU: Colony-forming units (en español, unidades formadoras 
de colonias); DM-1: Diabetes mellitus tipo 1; IFNγ: Interferón gamma; Log: 
Logaritmo; NS: No significativo; T0: Tiempo cero; T2d: Tiempo a los 2 
días. 
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Al margen del análisis realizado en sangre completa, también se 

determinó la actividad antimicobacteriana en los macrófagos 

derivados de monocitos. En este caso, tampoco se detectó ninguna 

actividad bactericida, tanto en presencia como en ausencia de IFNγ 

(Fig. 20). 

 

 

Figura 20. Actividad antimicobacteriana en macrófagos derivados de 
monocitos de pacientes con DM-1 y controles. Los datos representan la 
diferencia entre el Log10(CFU) del inóculo y después de 2 días + DE. Los 
valores positivos indican la multiplicación intracelular. Las comparaciones 
entre los dos grupos se realizaron con la prueba t de Student para datos 
independientes. Se consideró significativa una p<0,05. Definición de 
abreviaciones: CFU: Colony-forming units (en español, unidades formadoras 
de colonias); DM-1: Diabetes mellitus tipo 1; IFNγ: Interferón gamma; Log: 
Logaritmo; NS: No significativo; T0: Tiempo cero; T2d: Tiempo a los 2 
días. 
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La diabetes mellitus ha sido reconocida como uno de los factores de 

riesgo para el desarrollo de la TB133. A pesar de ello, son pocos los 

estudios realizados con vistas a caracterizar la respuesta inmune en 

diabéticos con TB. 

En nuestro trabajo, nos propusimos analizar esta cuestión, partiendo 

de una muestra de diabéticos tipo 2 y de controles sanos. Dentro de 

las característica clínicas, encontramos que una elevada proporción 

de los pacientes reclutados en nuestro estudio tenían una edad 

avanzada, en concordancia con lo publicado en otras poblaciones 

europeas219, donde se aprecia un incremento del número de pacientes 

diabéticos mayores. 

Curiosamente, también se observó un aumento en la edad media del 

paciente con enfermedad tuberculosa, como consecuencia de un 

mayor número de infecciones y reactivaciones en los segmentos de 

población con más edad220. El envejecimiento se asocia con un 

incremento progresivo del estado inflamatorio basal y la 

susceptibilidad a diversas enfermedades, incluida la TB221. 

En nuestro análisis, los pacientes diabéticos mostraron un índice de 

masa corporal superior al de los controles. En este sentido, la 

obesidad es un factor determinante conocido para el desarrollo de 

diabetes. En un trabajo realizado recientemente por Hsien-Ho Lin et 

al., el IMC se relaciona inversamente con el riesgo de TB activa222. 
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Esta asociación inversa supone una paradoja con respecto a la 

diabetes, ya que la obesidad es un factor asociado con la diabetes y 

ésta, a su vez, es un factor de riesgo bien conocido para el desarrollo 

de la TB222. El mecanismo biológico de la disminución del riesgo de 

TB entre las personas con un IMC elevado es poco conocido. No 

obstante, se ha sugerido que el tejido adiposo se comporta como un 

reservorio donde M. tuberculosis podría permanecer latente para 

evitar ser detectado por el sistema inmune del huésped223. Además, la 

leptina, hormona relacionada con la grasa corporal, podría afectar al 

equilibrio del sistema inmune, ejerciendo un efecto protector sobre la 

infección tuberculosa224. Por otro lado, la dieta rica en colesterol 

parece acelerar la esterilización bacteriológica en pacientes con TB 

pulmonar225. 

La proporción de enfermedad renal crónica fue superior en el grupo 

de diabéticos, como era de esperar, al ser la nefropatía una 

complicación vascular frecuente en estos pacientes226. Respecto al 

perfil lipídico, los niveles de LDLc en el grupo de DM-2 resultaron 

más bajos de lo esperado, consecuencia del mayor empleo de 

estatinas en los diabéticos, dadas las recomendaciones de las Guías de 

Práctica Clínica vigentes en el momento de la inclusión en el estudio. 

Dichos protocolos recomendaban alcanzar un nivel de LDLc inferior a 

100 o 70 mg/dL, según pertenecieran al grupo de alto o muy alto 

riesgo cardiovascular, respectivamente227,228. 
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Otro aspecto a tener en cuenta es el peor control glucémico de los 

pacientes diabéticos, medido mediante el valor de la HbA1c y la 

glucosa basal en ayunas, respecto a los controles, probablemente 

relacionado con una inadecuada adherencia al tratamiento. 

Actualmente desconocemos la influencia de los niveles de glucosa en 

nuestro ensayo in vitro, que podrían afectar al metabolismo celular y 

bacteriano y, consecuentemente, al resultado final de los 

experimentos. No obstante, nuestro estudio carece de la potencia 

necesaria para analizar dicha relación, la cual puede ser objeto de 

estudio en futuras investigaciones.  

Respecto a los estudios funcionales de la respuesta inmune en los 

pacientes diabéticos, la proporción de cada una de las subpoblaciones 

leucocitarias en la sangre de estos individuos ya ha sido analizada 

con anterioridad212. Dado que M. tuberculosis es un patógeno 

intracelular, variaciones en el número de leucocitos en la sangre 

podrían ser relevantes para el desarrollo de la TB. En nuestro 

estudio, el número absoluto de monocitos en diabéticos fue 

comparable al del grupo control; no así el recuento absoluto de 

neutrófilos, que fue significativamente superior en los pacientes con 

DM, dato que concuerda con otros estudios publicados229,230. 

Las mediciones del ensayo se realizaron a lo largo de dos días. Por 

ello es importante conocer la supervivencia de las diferentes 
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subpoblaciones leucocitarias a lo largo de ese tiempo, puesto que una 

diferencia significativa en la concentración de las mismas podría 

alterar los resultados del estudio. Se observó que la concentración de 

células de la serie blanca decrecía progresivamente, siendo más 

llamativa la pérdida durante las primeras 24 horas, especialmente en 

los neutrófilos, células fundamentales como primera línea de 

defensa54,55. Dado que una proporción importante de las micobacterias 

fue fagocitada por los neutrófilos, su menor viabilidad in vitro 

plantea la cuestión del destino de estas bacterias. Actualmente se 

desconoce si los neutrófilos necróticos liberan micobacterias intactas o 

si estas bacterias liberadas son fagocitadas por monocitos, junto con 

los restos necróticos de neutrófilos en el proceso denominado 

eferocitosis231, pasando así la micobacteria al interior del monocito. 

Esta disyuntiva deberá ser analizada en futuros trabajos. 

En los pacientes diabéticos, uno de los defectos más importantes en 

la respuesta inmune frente a la TB es la inhibición de la fagocitosis 

por parte de los monocitos213. Nosotros confirmamos este hallazgo y, 

además, pudimos extender esta observación a los neutrófilos, que 

mostraron una capacidad deficitaria de fagocitar M bovis BCG, 

aunque las diferencias con los controles fueron más pequeñas que en 

el caso de los monocitos. Mendoza-Aguilar et al. analizaron la función 

fagocítica de los neutrófilos usando diferentes estímulos bacterianos, 

y encontraron que los neutrófilos aislados de pacientes con diabetes y 
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TB, simultáneamente, mostraban una capacidad de adherencia más 

baja; mientras que los neutrófilos de los pacientes con cualquiera de 

estas dos enfermedades por separado, presentaban niveles de 

adherencia normales232. En dicho estudio no se apreciaron diferencias 

en la activación de los neutrófilos tras la estimulación con forbol 

miristato. Nuestra observación respecto a la menor actividad 

fagocítica de neutrófilos podría estar en relación con su inferior 

capacidad de adherencia al plástico de cultivo de tejidos. Según 

nuestro conocimiento, éste es el primer estudio que documenta el 

deterioro de la fagocitosis de micobacterias en neutrófilos de 

pacientes diabéticos. 

Las citocinas proinflamatorias presentan un papel fundamental en el 

desarrollo de la TB216. Variaciones en su producción se relacionan con 

la susceptibilidad a padecer dicha enfermedad. El aumento en la 

producción de TNFα después de la infección in vitro, en pacientes 

diabéticos, está en línea con estudios previos realizados233. Este 

resultado ha causado confusión entre los investigadores, debido a que 

la hipótesis inicial planteaba que la diabetes inducía una depresión de 

la respuesta inmune, facilitando así el desarrollo de la TB130. Varios 

autores refieren que la estimulación ex vivo de la sangre o células 

mononucleares con antígenos de M. tuberculosis produce más TNFα 

en pacientes que padecen ambas enfermedades (DM y TB), respecto 

a aquellos que sólo han presentado TB (sin DM)194,195,233. Sin embargo, 



 

122 

también se ha publicado un estudio en el que no se encontraron 

discrepancias en la producción de citocinas entre diabéticos y 

controles, posiblemente debido a diferencias metodológicas198. 

Además, Lachmandas et al. estimularon células mononucleares de 

sangre periférica de voluntarios sanos con lisados de M. tuberculosis 

en presencia de 40 mmol/L de glucosa y observaron un aumento en 

la producción de varias citocinas, incluyendo TNFα234. El protocolo 

que utilizamos tuvo una variación importante en comparación con 

otros autores: la estimulación se realizó con M. tuberculosis viva; no 

obstante, nuestras observaciones van en la misma dirección de lo 

publicado hasta la fecha. 

Respecto a GM-CSF, nuestro estudio no apreció diferencias entre 

individuos con y sin diabetes. Este resultado no concuerda con lo 

publicado por Restrepo et al., quienes observaron un aumento en la 

producción de GM-CSF en sangre completa de pacientes tuberculosos 

con diabetes al estimular con el derivado proteico purificado, una 

preparación antigénica de M. tuberculosis195. En cuanto a IFNγ, no se 

detectó producción, resultado acorde con un artículo previo de 

infección en sangre completa con M. bovis BCG235, en el cual fueron 

necesarias al menos 107 bacterias/mL para inducir cantidades 

detectables de IFNγ. En nuestro estudio se empleó una cantidad 

considerablemente inferior, 5 x 105 bacterias/mL. 
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Las micobacterias inducen la activación de la NADPH oxidasa y la 

producción de ROS. Se piensa que estas moléculas se comportan 

como elementos de señalización del sistema inmune en diferentes 

tipos celulares. Por lo tanto, las especies reactivas del oxígeno 

podrían ser importantes también como moléculas de señalización que 

coordinan la defensa antimicobacteriana del huésped, controlando 

mecanismos como el proceso de autofagia y la producción de 

citocinas, entre otros96. En nuestro ensayo, no se encontraron 

diferencias significativas en la producción de ROS en monocitos y 

neutrófilos de ambos grupos. 

La sangre completa muestra una importante actividad 

micobactericida frente a una cepa clínica (HL186T), una 

característica compartida por otros aislados de  M. tuberculosis236. 

Por el contrario, existen pocas publicaciones donde se observe 

actividad micobactericida de macrófagos derivados de monocitos107. 

Es importante señalar que, a pesar de existir una inhibición de la 

fagocitosis en monocitos y neutrófilos de pacientes diabéticos, la 

actividad micobactericida de la sangre completa fue casi idéntica 

entre pacientes diabéticos y controles. En cualquier caso, no podemos 

descartar la posibilidad de que las bacterias puedan tener una mayor 

tasa de multiplicación intracelular en los pacientes diabéticos, 

independientemente del número de bacterias fagocitadas. Además, la 

activación celular con IFNγ, una citocina clave en la respuesta 
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inmune a la TB237, tampoco indujo una diferencia significativa en la 

actividad antimicobacteriana. Aunque parece poco probable, podría 

plantearse que el mayor número de neutrófilos existente en pacientes 

diabéticos compense la menor actividad fagocítica de los mismos. 

Otra posibilidad es que parte de la actividad bactericida sea ejercida 

extracelularmente, lo cual podría explicar, en parte, por qué la 

alteración de la fagocitosis no afecta a la actividad 

antimicobacteriana. Por ejemplo, se sabe que los neutrófilos liberan 

defensinas antimicrobianas238 que exhiben una actividad relevante 

frente a M. tuberculosis239. Sin embargo, es importante dar a conocer 

estos resultados negativos porque ambos modelos (sangre completa y 

macrófagos derivados de monocitos) pueden representar los 

principales enfoques experimentales para analizar ex vivo la defensa 

inmunológica contra la TB. De hecho, no hemos encontrado en la 

literatura científica ningún análisis de actividad antimicobacteriana 

usando sangre completa o macrófagos derivados de monocitos de 

pacientes diabéticos. 

No hay duda de que la diabetes debilita el sistema inmune del 

huésped en contra de las bacterias intracelulares240. No obstante, 

necesitamos mejorar los modelos in vitro o ex vivo para conocer 

mejor los mecanismos fisiopatológicos implicados en la actividad 

bactericida. Ufimtseva observó en ratones que los macrófagos de los 

granulomas con M. bovis BCG controlaban la replicación 
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micobacteriana mejor que los macrófagos de la médula ósea o los 

macrófagos peritoneales241. Estos resultados sugieren que la capacidad 

de los macrófagos para controlar BCG depende, en gran medida, del 

microambiente y del grado de activación celular en el huésped. 

En resumen, los parámetros inmunológicos que pueden influir en el 

desarrollo de la TB, tales como el recuento de neutrófilos, la 

fagocitosis y la expresión de TNFα, están alterados en pacientes con 

diabetes tipo 2, aunque la actividad antimicobacteriana de la sangre 

completa o de los macrófagos derivados de monocitos es similar en 

pacientes diabéticos y en controles. Estas evidencias invitan a realizar 

un análisis más profundo de las bases inmunológicas de la 

susceptibilidad a la TB en individuos con diabetes tipo 2. 

 

DIABETES TIPO 1 

La edad media de los pacientes con DM-1 fue sensiblemente inferior a 

la de los diabéticos tipo 2, debido a que este tipo de diabetes se 

desarrolla desde los primeros años de vida. En la DM-1 existe un 

defecto relativo o absoluto en la producción de insulina por las células 

beta del páncreas121. 

Ningún paciente presentó insuficiencia renal, acorde a lo esperado en 

individuos más jóvenes y con menor tiempo de evolución de la enfer-
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medad. Además, tenían mejor perfil lipídico que los diabéticos tipo 2, 

posiblemente motivado porque este tipo de diabetes no se relaciona 

con la obesidad, a diferencia de lo que ocurre en la DM-2121,126. 

No se hallaron diferencias en la concentración de monocitos ni 

neutrófilos en los pacientes diabéticos respecto a controles. En un 

artículo reciente de Fitas et al. se documentó que existían variaciones 

en el nivel de neutrófilos en función del tiempo de evolución de la 

diabetes. De esta manera, se observó que al comienzo de la enfermedad 

había un descenso en el recuento de estas células en la sangre 

periférica, posiblemente debido a la migración de los neutrófilos al 

páncreas como lugar inflamatorio. A medida que avanzaba la 

enfermedad, el nivel de neutrófilos en sangre periférica se recuperaba 

hasta alcanzar las cifras basales242. 

Respecto a la cuantificación de citocinas en el sobrenadante de sangre 

infectada con M. tuberculosis, no se encontraron diferencias 

significativas en la producción de TNFα ni de GM-CSF y, al igual 

que en DM-2, no se hallaron niveles detectables de IFNγ ni de IL-15. 

Esto concuerda con un artículo reciente de Lachmandas et al., en el 

que se examinó la influencia de la hiperglucemia en la producción de 

citocinas en pacientes con DM-1 infectados con M. tuberculosis. En 

este trabajo, la producción de IFNγ estaba disminuida, mientras que 

el TNFα mostraba niveles normales243.  
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Al igual que en la DM-2, los neutrófilos de los pacientes con DM-1 

fagocitaban menos bacterias que las células de los controles. En lo 

referente a la producción de ROS, no se apreciaron diferencias en los 

monocitos ni en los neutrófilos de ambos grupos, resultados que 

coinciden con lo publicado por Serlenga et al.244. Respecto a los 

monocitos, se observó un resultado similar en ambos grupos, con una 

fuerte tendencia a menor fagocitosis en los diabéticos. Köhler et al. 

demostraron una diferencia significativa en este aspecto, por lo que la 

ausencia de significación en nuestro estudio podría deberse al escaso 

tamaño muestral245. 

En el diseño factorial 24, al analizar los datos por separado en 

pacientes con DM-1 y en controles, se encontró que la IL-15 estimuló 

la actividad antimicobacteriana en la sangre de diabéticos. Este 

resultado no se apreció con ninguna de las interleucinas restantes 

analizadas. 

Estos resultados en los individuos con DM-1 son llamativos. No 

obstante, dado el escaso tamaño muestral de nuestro estudio, será muy 

interesante realizar un experimento confirmatorio con mayor número 

de pacientes. 
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Primera: El modelo de sangre completa obtenido de 

pacientes con diabetes tipo 2, y posiblemente en diabéticos tipo 1, 

muestra una actividad micobactericida que no difiere de la observada 

en el grupo control, ni de forma basal, ni tras la activación con las 

citocinas activadoras IFNγ, TNFα, GM-CSF e IL-15, pese a que 

estudios clínicos previos demuestran mayor riesgo de TB en pacientes 

diabéticos. Debe tenerse en cuenta que la muestra analizada es de 

avanzada edad y se desconoce la influencia de este factor en los 

estudios in vitro. Por otro lado, encontramos evidencias de que, en 

pacientes diabéticos tipo 1, la IL-15 es capaz de estimular la 

actividad antimicobacteriana en sangre completa. 

 

Segunda: No se observan diferencias en la actividad 

antimicobacteriana basal de los macrófagos derivados de monocitos 

entre pacientes diabéticos y grupo control. Tampoco se aprecian 

diferencias tras la activación con IFNγ. 

 

Tercera: Se ha comprobado que el número de neutrófilos es 

significativamente superior en los pacientes diabéticos tipo 2, tal y 

como está descrito en la literatura científica. Sin embargo, no hemos 

encontrado diferencias significativas en el recuento de monocitos 

entre ambos grupos. 
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Cuarta: La actividad fagocítica de micobacterias en 

diabéticos tipo 2 es inferior tanto en neutrófilos como en monocitos. 

También se presentan evidencias de la menor actividad de neutrófilos 

en pacientes diabéticos tipo 1.  

 

Quinta: Se considera poco probable que la presencia de ROS 

influya en la susceptibilidad a la TB en diabéticos. Este 

razonamiento surge tras comprobar que la producción de ROS en 

monocitos y neutrófilos de diabéticos infectados con M. bovis BCGr, 

no varía significativamente respecto a los controles. 

 

Sexta: En sangre infectada por M. tuberculosis se detecta 

TNFα y GM-CSF, tanto en pacientes diabéticos tipo 2 como en 

controles, siendo el nivel de producción de TNFα significativamente 

superior en los pacientes diabéticos. Sin embargo, esto no parece 

afectar a la actividad antimicobacteriana. Por el contrario, no se 

aprecia producción de IFNγ ni de IL-15. 

 

Séptima: Con los modelos empleados no se ha conseguido 

reproducir fielmente in vitro la realidad clínica de la susceptibilidad 

de los diabéticos a la TB. Por consiguiente, deben ser mejorados. 
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La tuberculosis (TB) es una de las enfermedades infecciosas con 

mayor morbilidad y la patología de origen bacteriano con mayor 

mortalidad global. A su vez, la diabetes mellitus (DM) ha sido 

reconocida como factor de riesgo para el desarrollo de TB. Los 

pacientes diabéticos muestran una respuesta inmune deficitaria por 

razones insuficientemente analizadas. Nos planteamos caracterizar la 

respuesta inmunológica a infecciones in vitro con Mycobacterium 

tuberculosis, mediante el modelo de sangre completa y el de 

macrófagos derivados de monocitos, comparando los datos obtenidos 

en pacientes diabéticos y voluntarios no diabéticos. Esta respuesta se 

inmunomoduló añadiendo cuatro citocinas: IFNγ, TNFα, GM-CSF e 

IL-15, que parecen influir en la evolución de la TB. Asimismo, se 

cuantificó la producción de dichas citocinas en sangre infectada y se 

analizaron dos actividades fundamentales en la defensa frente a la 

bacteria: la fagocitosis y la producción de especies reactivas del 

oxígeno (ROS). 

Se incluyeron 41 pacientes diabéticos tipo 2 (DM-2) con sus 

correspondientes controles. No se apreciaron diferencias en la 

actividad antimicobacteriana de sangre completa ni de macrófagos 

derivados de monocitos. Tras la infección in vitro, se detectó 

producción de TNFα y GM-CSF en pacientes y controles, siendo el 

nivel de TNFα significativamente superior en diabéticos. Se apreció 

un mayor número de neutrófilos en sangre de pacientes con DM-2. 
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En este grupo, tanto los monocitos como los neutrófilos mostraron 

una menor actividad fagocítica. La producción de ROS detectada en 

monocitos y neutrófilos fue similar en ambos tipos celulares. 

Paralelamente, se realizaron los mismos experimentos en una 

pequeña muestra de 9 pacientes diabéticos tipo 1 (DM-1), con sus 

respectivos controles. A diferencia de lo observado en DM-2, el 

número de neutrófilos no fue diferente al de los controles. No 

obstante, estas células mostraron una reducción significativa de la 

fagocitosis. El resultado más relevante obtenido en este grupo fue la 

demostración de una mayor actividad antimicobacteriana en sangre 

completa al ser estimulada con IL-15.  

En conclusión, la actividad antimicobacteriana de sangre completa 

fue similar tanto en diabéticos como en controles. No obstante, se 

apreciaron diferencias significativas en la producción y respuesta a 

distintas citocinas y, sobre todo, en la capacidad fagocítica de 

monocitos y neutrófilos. Estos déficits inmunitarios detectados in 

vitro podrían estar relacionados con la mayor susceptibilidad de los 

pacientes diabéticos a desarrollar TB.  
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Tuberculosis (TB) is one of the infectious diseases with higher levels 

of morbility and the most lethal bacterial disease. On the other hand, 

diabetes mellitus (DM) has been recognized as a risk factor for TB. 

Diabetes patients display an impaired immune response that has 

been little analyzed. We decided to characterize the immune response 

to in vitro infection with Mycobacterium tuberculosis, using the 

whole blood and the macrophage derived monocytes models, to 

compare the results in diabetic and non-diabetic volunteers. The 

response was immunomodulated by adding four cytokines: IFNγ, 

TNFα, GM-CSF e IL-15, that seems to influence the evolution of 

TB. Additionally, the production of these cytokines was quantified in 

infected blood as well as two activities involved in bacterial defence: 

phagocytosis and production of reactive oxygen species (ROS). 

41 diabetes patients and their corresponding controls were recruited. 

No differences were observed in the antimycobacterial activity in 

either whole blood or monocyte derived macrophages. After the in 

vitro infections it was detected the production of TNFα and GM-

CSF in both, patients and controls, although the amount of TNFα 

was higher in diabetes patients. It was observed a higher number of 

neutrophils in DM-2 patients, although both neutrophils and 

monocytes exhibited a lower phagocytosis activity. ROS production 

detected in either monocytes or neutrophils was similar in both cell 

types. 
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Simultaneously, the same experiments were performed in a small size 

sample (9 individuals) of type 1 diabetes patients (DM-1), and their 

respective controls. In contrast with DM-2 patients, the number of 

neutrophils was similar to those of controls. Nevertheless, these cells 

showed a reduced phagocytic activity. The most relevant result in 

this group was the stronger antimycobacterial activity in whole blood 

stimulated with IL-15. 

In conclusion, the whole blood antimycobacterial activity was similar 

in both patients and controls. However, significant differences were 

observed in the production and response to various cytokines as well 

as in the phagocytic activity of both monocytes and neutrophils. 

These immune deficits detected in vitro may be related to the higher 

susceptibility of diabetes patients to develop TB. 
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ADC: Albúmina, dextrosa y catalasa. 
BCG: Bacilo de Calmette-Guérin. 
BCGr: M bovis BCG transformada con el plásmido de expresión 
pMDsRed. 
CD4: Linfocitos T CD4+. 
CD8: Linfocitos T CD8+. 
Células Tγδ: Células T gamma/delta. 
CFU: Colony-forming units (en español, unidades formadoras de 
colonias). 
DC: Dendritic cell (en español, célula dendrítica). 
DE: Desviación estándar. 
DM: Diabetes mellitus. 
DM-1: Diabetes mellitus tipo 1. 
DM-2: Diabetes mellitus tipo 2. 
ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay (en español, ensayo 
por inmunoabsorción ligado a enzimas). 
Fig.: Figura. 
FITC: Fluorescein isotiocyanate (en español, isotiocianato de 
fluoresceína). 
GM-CSF: Granulocyte macrophage colony-stimulating factor (en 
español, factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos). 
HbA1c: Hemoglobina glicosilada. 
HDLc: High density lipoproteins (en español, lipoproteínas de alta 
densidad). 
IFNγ: Interferón gamma. 
IL-10: Interleucina-10. 
IL-12: Interleucina-12. 
IL-15: Interleucina-15. 
IMC: Índice de masa corporal. 
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LDLc: Low density lipoproteins (en español, lipoproteínas de baja 
densidad). 
M. bovis: Mycobacterium bovis. 
M-CSF: Macrophage colony-stimulating factor (en español, factor 
estimulante de colonias de macrófagos). 
MFI: Median fluorescence intensity (en español, mediana de 
intensidad de fluorescencia). 
M. tuberculosis: Mycobacterium tuberculosis. 
NADPH oxidasa: Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
oxidasa. 
NK: Células “natural killers”. 
OADC: Ácido oleico, albúmina, dextrosa y catalasa. 
OMS: Organización Mundial de la Salud. 
RI: Rango intercuartílico. 
RNI: Reactive nitrogen intermediates (en español, radicales 
intermediarios del nitrógeno). 
ROS: Reactive oxygen species (en español, especies reactivas del 
oxígeno). 
TB: Tuberculosis. 
TB-MDR: Tuberculosis multidrug resistance (en español, 
tuberculosis multirresistente). 
TB-XDR: Tuberculosis xtremedrug resistance (en español, 
tuberculosis extremadamente resistente). 
TNFα: Tissue necrosis factor alpha (en español, factor de necrosis 
tumoral alfa). 
VIH: Virus de inmunodeficiencia humana. 
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Type 2 diabetic patients have about a threefold increase risk of
developing tuberculosis compared with non-diabetic [1], but 
susceptibility seems to be also increased in type 1 diabetes [2]. The 
most widespread model used in tuberculosis is the infection of 
isolated cells, (monocytes or neutrophils), but they show little
antimycobacterial activity [3]. As an alternative, whole blood has 
been successfully used to analyze the activity of antibiotics or
changes in the immunity of vaccinated individuals. We have 
applied a factorial design to analyze the effect of several cytokines 
on the mycobactericidal activity of whole blood from both type 1
diabetes patients and non-diabetic controls.

METHODS

Anti-mycobacterial activity.  Infections with a clinical isolate (HL186T, 5×105

bacteria/ml) were performed in 40% blood in RPMI medium. Cytokines (25 ng/ml) 
were added, incubated in a rotary shaker at 37°C for two days, and cells were 
lysed by hypotonic shock. Decimal dilutions in 7H9 complete medium were 
inoculated into 96-well plates and incubated at 37° for 7 days. Colony-forming 
units (CFU) were counted under an inverted microscope at × 100 magnification.

INTRODUCTION

Definition of abbreviations: 
BMI = Body Mass Index; F = 
Female; M = Male; P = Positive; N = 
Negative; ND = Not Determined. 
Values represent means and 
standard deviations. P values were 
calculated by Sudent’s t-test except 
for sex and interferonγ-release 
assay that were tested by Fisher 
exact test. *P < 0.05 was 
considered significant.

Table 1.  Characteristics of type 1 diabetic patients and controls

Phagocytosis. Infections with M. bovis BCG transformed with pMDsRed, with the 
gene of a red fluorescent protein, were performed for two hours. Cell lineages 
were stained FITC-conjugated anti-CD66b for neutrophils and PerCP-conjugated 
anti-CD14 for monocytes. Phagocytosis was measured as a phagocytic index, 
determined by the number of neutrophils or monocytes associated with 
fluorescent bacteria divided by the total number of neutrophils or monocytes.



Lower mycobactericidal activity of whole blood from type 1 
diabetes patients. We used a  factorial design to analyze the 
influence of  quantitative variables: amount of IFNγ, TNFα, GM-CSF 
and IL-15, and a qualitative variable: disease status, diabetes 
patients and controls. In a 25 factorial design a significantly higher 
number of bacteria was found in blood from diabetes patients, but 
no differences in the activity of cytokines were detected (Table 2). If 
we split the data between patients and controls, IL-15 was found 
to stimulate the activity in blood from patients. 

RESULTS

Blood was infected in the presence of each of the cytokines (25 ng/mL) or their 
combinations. Surviving bacteria were quantitated as log CFU. Data represent the 
estimate of the main effects (95% confidence interval). The results from either patients 
or controls were analysed in 24 designs. Both groups together were analysed in the 25

design. No interactions were significant. 
**P < 0.01 and ***P < 0.001 were considered significant

Table 2. Whole blood antimycobacterial activity



Phagocytosis inhibition in cells from type 1 diabetes patients. It 
was observed that both neutrophils and monocytes from patients 
phagocytosed less bacteria than cells from controls, although the 
difference was not significant for monocytes (Figure 1). A similar 
finding has been reported for other bacteria [4].

Figure 1.  Phagocytosis. 

1. Antimycobacterial activity is lower in blood from diabetes 
patients.

2. IL-15 stimulates the antimycobacterial activity of  diabetes 
patients.

3. Neutrophils from diabetes patients phagocytose less 
mycobacteria.
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CONCLUSIONS

Data are medians of phagocytic 
activity, expressed as percentage. 
Error bars correspond to 95% 
confidence interval. The Mann-
Whitney test was used for 
comparisons.
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