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Resumen

La infeccion causada por Clostridium difficile es una de las principales causas
de infecciones nosocomiales. C. difficile es una bacteria anaerdbica obligada,
gram-positiva, formadora de esporas, es trasmitida a través de la via fecal-oral
y la sintomatologia clinica va desde la colonizacion transitoria del intestino
hasta la enfermedad fulminante. El aumento de la incidencia y la gravedad de
la infeccion por C. difficile (CDI) ha llevado a una carga econémica importante
en los sistemas de salud debido a los costos asociados con el tratamiento y las
estadias prolongadas de los pacientes en el hospital. Ademas del reciente
incremento en la incidencia y gravedad de la enfermedad, la CDI tiene una alta
tasa de recidiva clinica. La causa mas comun de susceptibilidad a la CDI son
los antibidticos y la practica estandar para el tratamiento de la CDI es el uso de
antibiéticos que producen una disrupcion de la flora microbiana, creando un
nicho para CDI adicionales.

La CDI se diagnostica por la combinacion de sintomas clinicos y una prueba de
heces positiva para las toxinas de C. difficile o hallazgos endoscépicos o
histologicos de colitis pseudomembranosa. Actualmente, el diagnéstico en
nuestro pais se realiza por Enzimoinmunoensayo (EIA), un test de alta
especificidad pero baja sensibilidad. Teniendo en cuenta que:

- el diagnéstico rapido y preciso de la CDI es esencial para el control
nosocomial de la CDI.

- existen muy pocos reportes en nuestro pais acerca de la incidencia de la CDI
y muy pocos reportes a nivel global acerca de la portacion asintomatica y del
impacto de la misma en el desarrollo de la enfermedad.

- el diagnostico en nuestra region se realiza utilizando un método poco

sensible.



Resumen

Uno de los objetivos del presente trabajo final de grado fue establecer un
método de diagndstico molecular para la deteccidon rapida y sensible de C.
difficile. En colaboracion con personal del Hospital Interzonal de Agudos
“‘Abraham Pifeyro”, se realizd la puesta a punto de una PCR directa de la
toxina B para el diagnostico de la CDI. La especificidad de los resultados se
corrobord por comparacién con muestras positivas cuyo diagnostico habia sido
realizado por EIA. Asimismo, se compar6é con un método molecular comercial,
AmpliVue de Quidel, obteniendo también resultados positivos. En esta primera
etapa hemos establecido la puesta a punto de la técnica y su implementacion
por personal del Hospital Regional de Junin. Los resultados obtenidos nos
permiten sentar las bases para la futura validacion del método de diagndstico
por PCR directa en un mayor nimero de muestras y su implementacién como

método de rutina en los centros de salud de la region.

Por otro lado, el hecho de que la colonizacién asintomatica persista sin
ninguna manifestacion de la enfermedad aparente sugiere que factores del
hospedador como la respuesta inmune y la inflamacién podrian tener un rol
critico en el desenlace de la enfermedad. La capacidad de C. difficile para
causar colitis depende de los factores de virulencia, incluyendo toxinas, y
factores de adherencia y su motilidad. Las toxinas A y B estimulan la liberacién
de citoquinas pro-inflamatorias (por ejemplo, IL-1B, IFN-y, TNF-a, IL-8) a partir
de células epiteliales y células inmunes residentes de las mucosas, lo que
conduce a una destruccion adicional del revestimiento intestinal. Sin embargo,
se conoce poco sobre el rol de las células T frente a la infeccion por C. difficile.
La desregulacion de subpoblaciones de células T esta relacionada con la

patogénesis del intestino en las enfermedades inflamatorias y en el cancer.
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Resumen

Asi, otro de los objetivos del presente trabajo fue evaluar los mecanismos que
median la generacién de una respuesta inmune protectiva y aquellos que por el
contrario podrian llevar a la inmunopatogénesis. Para esto, nos propusimos
estudiar la respuesta inmune generada por C. difficle en Células
Mononucleares de Sangre Periférica (CMSP) de Dadores Sanos (DS)
estimuladas con extractos de C. difficile inactivados por calor o con formol. Se
observdé que C. difficile regula positivamente la expresion de la molécula
coestimulatoria SLAM y la produccién de TNF-a en monocitos. Asimismo, se
observé que las células THP-1 fagocitan a C. difficile y que SLAM podria tener
una funcibn moduladora en la activacibn de los monocitos/macrofagos en
respuesta a C. difficile.

Dado el caracter pro-inflamatorio de la infeccién por C. difficile, decidimos
caracterizar la respuesta T y la produccién de IFN-y e IL-17. Los resultados
obtenidos demuestran que C. difficile lleva a una regulacion positiva del IFN-y, y
que mas del 70% de las células productoras de citoquinas son doble positivas,
productoras de IFN-y e IL17. Esto podria sugerir una respuesta T Thl y Th17
frente a la infeccion por C. difficile y una posible plasticidad Th1/Th17.

Las moléculas coestimulatorias son esenciales en la activacion T. Para
continuar la caracterizacion de las respuesta T frente a C. difficile, se decidio
estudiar la regulacion de las moléculas coestimulatorias ICOS, SLAM y PD-1.
Los resultados mostraron una modesta regulacion de la expresion de SLAM y
de PD-1 so6lo en las células T estimuladas con C. difficile inactivado por
tratamiento con formol, mientras que la expresiéon de ICOS no varig, tanto con
C. difficile inactivado por calor como con el tratamiento con formol. Ademas, la

estimulacion con C. difficile inactivado con formol indujo un aumento de las
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Resumen

células SLAM'IFN-y" y de las células PD-1"IFN-y", lo cual podria indicar que la
bacteria es capaz de activar a las células T y que estas moléculas
coestimulatorias podrian estar implicadas en la regulacién del IFN-y en la
respuesta inmune frente a C. difficile.

Conocer mas sobre la respuesta inmune como también establecer un método
de diagnostico 6ptimo frente a la infeccion por C. difficile es necesario para
prevenir brotes de la enfermedad, alcanzar un tratamiento eficaz y evitar

recurrencias de la infeccién por C. difficile.
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Abreviaturas
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BP

CDI
CDAD
CD Calor
CDs
CDT

CD Formol
CMSP
Cwps

DS

EIA

FMT
GAPDH
GDH
HDA

IBD
ICOS

IECs

LTi
MIP-1a

MRSA

Abreviaturas

Buffer de Permeabilizacion

Infeccion por C. difficile

enfermedad asociada a C. difficile

C. difficile inactivada por calor

células dendriticas

toxina binaria (conocida como C. difficile transferase
C. difficile inactivada con formol

Células mononucleares de sangre periférica
Proteinas de la pared celular

Dadores Sanos

Inmunoensayo enzimatico

Transplante de microbiota fecal
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
Glutamato deshidrogenasa de C. Difficile
Amplificacién dependiente de helicasa
Enfermedad inflamatoria intestinal
Coestimulador inducible

Células epiteliales intestinales
Inmunoglobulina

Interleuquina

Células linfoides innatas

loduro de Propidio

Células inductoras de tejidos linfoides
Proteina inflamatoria de macréfagos 1a

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
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Abreviaturas

NK Células asesinas naturales

PAMPs Patrones Moleculares Asociados a Patégenos
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
PD-1 Receptor de muerte programada-1

PFA Paraformaldehido

PMA Forbol 12-miristato 14-acetato

PPVs Valores predictivos positivos

PRRs Receptores de Reconocimiento de Patrones
ROS Especies reactivas del oxigeno

RNS Especies reactivas del Nitrégeno

SLAM Moléculas Linfocitaria Activadora de Sefiales
SLP Proteinas de la capa S

TcdA Toxina A de C.difficile

TcdB Toxina B de C.difficile

TCM Células T de memoria central

TEM Células T de memoria efectora

Th Células T colaboradoras

TNF-a Factor de Necrosis Tumoral alfa

Treg Célula T regulatoria
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Introduccion

Epidemiologia

Clostridium difficile es una bacteria anaerdbica obligada gram-positiva que
originalmente fue identificada como parte de la flora de infantes sanos en 1935,
descripta como “activamente movil, varilla de cuerpo pesado con esporas
alargadas subterminales o casi terminales”. En ese tiempo, la cepa se
denomind Bacillus difficilis para reflejar la dificultad experimentada al momento
de aislarla y cultivarla. A pesar de estar presente como una bacteria comensal
en los recién nacidos, investigadores observaron que podria inducir
enfermedad en los animales, probablemente debido a la produccion de una
toxina secretada. El siguiente trabajo establecidé a las toxinas clostridiales de
alto peso molecular, la toxina A (TcdA) y la toxina B (TcdB), como los
principales factores de virulencia de C. difficile. Un rasgo caracteristico de C.
difficile, que lo distingue de otras especies de la clase Clostridia, es su
capacidad de descarboxilar acido parahidroxifenilacético para producir p-cresol,
lo que da a C. difficile el olor caracteristico tipo alquitran u olor a cerdo.”

No fue hasta los afios setenta que una caracterizacién detallada de la bacteria,
entonces llamada C. difficile, revelé su implicancia en la enfermedad humana.
Esta enfermedad se conocié ampliamente como enfermedad asociada a C.
difficile (CDAD); actualmente se prefiere el término infeccién por C. difficile
(CDI). A principios del afio 2000, se observé un aumento en los casos graves
de CDI en Canada, Estados Unidos y Europa. Ahora se reconoce como la
principal causa de diarrea infecciosa asociada a la asistencia sanitaria y esta
cada vez mas relacionada con casos de colitis adquiridos en la comunidad. C.

difficile se puede encontrar en el tracto intestinal de los seres humanos y
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Introduccion

animales, pero sus esporas también son ubicuas en el medio ambiente y
pueden aislarse de los alimentos.”

El aumento de la incidencia y la gravedad de la infeccion por C. difficile ha
llevado a una carga econdémica importante en los sistemas de salud debido a
los costos asociados con el tratamiento y las estadias prolongadas de los
pacientes en el hospital.® Se estima que representa mas de mil millones de
délares por afio sélo en los EE.UU.” Mas aln, actualmente es la principal
causa de infeccibn nosocomial en Estados Unidos, superando a
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA). Los ultimos reportes
estiman aproximadamente 453.000 infecciones por C. difficile al afio con
29.300 muertes relacionadas.®

En los ultimos 15 afios se observaron cambios en la epidemiologia de la CDI, lo
que llevd a una reevaluacién de este patégeno. Esto se debi6 en gran medida a
la aparicion en Ameérica del Norte en los afios 2000 de una cepa
"hipervirulenta", NAP1/BI/027, asociada con una mayor morbilidad y mortalidad,
que se extendi6 a otros paises y causé brotes a escala mundial.® Aunque la
incidencia de la infeccién por C. difficile en Norteamérica y Europa esta bien
documentada, se sabe poco sobre la propagaciéon de esta enfermedad en
América Latina. Quesada-Gémez y colaboradores (2010) describieron, por
primera vez, el aislamiento de la cepa 027/BI/NAP-1 de pacientes con CDI en
un hospital de Costa Rica. Ademas de las toxinas A y B, esta cepa produce una
toxina binaria (conocida como C. difficile transferase (CDT)), producida también
por otras cepas (por ejemplo, los ribotipos 078 y 023). La infeccion causada por
estas cepas productoras de la toxina binaria se ha asociado con un aumento de

la severidad de la enfermedad y la mortalidad.® La deteccién de esta cepa
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Introduccion

hipervirulenta en un pais latinoamericano destaca el problema y la facilidad de
diseminacion de C. difficile en todo el mundo.*®

Solo se dispone de escasos datos sobre la prevalencia de C. difficile como
causa de diarrea en la Argentina. Fernandez Canigia y colaboradores (2001)
encontraron que solo el 6,5% de los casos (16/245 muestras de pacientes con
diarrea), que representan 13 pacientes hospitalizados y 3 pacientes
ambulatorios sin hospitalizacion previa, se asociaron con C. difficile. Estos
resultados estan de acuerdo con otros estudios sobre grupos de riesgo para el
desarrollo de CDI, que incluyen edad avanzada, hospitalizacién, enfermedades
subyacentes y terapia antimicrobiana y/o inmunosupresora. En un estudio de
un afio realizado con pacientes sintomaticos de un hospital general, Legaria e
investigadores (2003) observaron una mayor frecuencia de CDI, que se detectd
en el 36,8% (32/87) de los pacientes analizados. Nuevamente, se observaron
los grupos de riesgo esperados para el desarrollo de la enfermedad. Los
principales farmacos utilizados antes del desarrollo de los sintomas fueron
clindamicina, ampicilina, amoxicilina o cefalosporinas de tercera generacion y
esteroides o0 agentes quimioterapéuticos. Curiosamente, el 15% de los casos
de CDI se detectaron en pacientes ambulatorios que presentaban diarrea,
destacando el problema de la adquisicion comunitaria de C. difficile. El
aumento de la presion sobre los hospitales para el alta hospitalaria podria ser
la causa de la diseminacion de la bacteria al aumentar la circulacion de cepas
en la comunidad. Si bien la colonizacion de adultos sanos y ambulatorios con
C. difficile es infrecuente, entre los pacientes hospitalizados, la tasa de

colonizacion aumenta rapidamente de 13% para los pacientes hospitalizados
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Introduccion

de 1-2 semanas a 50% para los pacientes hospitalizados por mas de 4
semanas.™

C. difficile es trasmitida a través de la via fecal-oral.> El periodo desde la
ingestion de esporas hasta el comienzo de los sintomas es variable, pero
tipicamente corto. EI momento y el desarrollo de la enfermedad clinica
dependen de factores microbioldgicos, bioquimicos e inmunes presentes en el
intestino del paciente. Es importante destacar que la ingestion de esporas no
siempre da como resultado una infeccién sintomética. El resultado clinico
después de la adquisicién de esporas es variable y va desde la colonizacion
transitoria del intestino hasta la enfermedad fulminante.® Las personas con una
respuesta inmune adecuada eliminaran la infeccibn y/o se convertirdn en
portadores asintomaticos de C. difficile.” Estos proporcionan un reservorio
potencial para su posterior transmision, especialmente dentro de una poblacion
hospitalaria.” Aunque los portadores aumentan la contaminaciéon ambiental y
aumentan el riesgo de transmision a otros, la colonizacién asintomética no
aumenta el riesgo de CDI; por el contrario, ha sido sugerido que los portadores
asintomaticos podrian estar protegidos contra la enfermedad sintoméatica
generando una respuesta inmune exitosa frente a la infeccién.*?

Una caracteristica sorprendente de la CDI, ademas del reciente incremento en
la incidencia y gravedad de la enfermedad, es la alta tasa de recidiva clinica.
Entre el 20 y el 30% de los pacientes experimentan recurrencia después de su
episodio inicial de CDI; estos pacientes tienen un riesgo aun mayor (40%) de
una segunda recurrencia. Los que tienen una segunda recidiva tienen mas de
un 50% de probabilidades de recurrencia, lo que provoca repetidos y

prolongados ciclos de antimicrobianos, frecuentes visitas clinicas vy
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Introduccion

hospitalizaciones, desnutricion y frustracion. Aunque wuna proporcion
considerable de estos episodios recurrentes se producen después de la re-
exposicién a antimicrobianos sistémicos, la recurrencia es comun, incluso sin
una exposicion a la bacteria.*®

Los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) presentan mayor
riesgo de desarrollar una infeccion por C. difficile, tienen un peor
pronoéstico/resolucion de la enfermedad, incluyendo tasas mas altas de
colectomia y muerte; y experimentan mayores tasas de recurrencia. Sin
embargo, todavia no esta claro si C. difficile es una causa 0 una consecuencia
de la IBD. Los pacientes con IBD que presentan CDI tienden a ser mas
jovenes, tienen menos exposicion previa a los antibidticos, y la mayoria de los
casos de CDI en estos pacientes representan infecciones de adquisicidon
ambulatoria.**

La practica estandar para el tratamiento de la CDI es el uso de antibiéticos que
producen una disrupcion de la flora microbiana, creando un nicho para CDI
adicionales.'® Los antibi6ticos actualmente disponibles que se recomiendan
para el tratamiento son metronidazol, vancomicina y fidaxomicina. Existen
pruebas limitadas que apoyan el uso de probiéticos para disminuir la
recurrencia de CDI y actualmente no se dispone de una inmunoterapia efectiva.
Por otro lado, el trasplante de microbiota fecal (FMT) es un tratamiento
altamente efectivo y debe considerarse en pacientes que han tenido > 2
recurrencias, ya que la eficacia de los antibioticos en estos pacientes es ~
30%.°

Aunque se considera una enfermedad nosocomial, la CDI también ha

comenzado a surgir en la comunidad y en individuos mas jovenes que carecen
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Introduccion

de los factores de riesgo tradicionales, a menudo con mayor incidencia en las
mujeres. Al mismo tiempo de esta expansién de CDI en humanos, también ha
habido un aumento significativo de la enfermedad animal causada por C.
difficile; siendo ahora la causa mas comun de enteritis en los lechones
neonatales en los Estados Unidos, y una causa frecuente de diarrea en
caballos adultos. Este aumento de la CDI en los animales para el consumo ha
llevado a pensar que la infeccién adquirida en la comunidad podria ser una
enfermedad transmitida por los alimentos, aunque esto aun no ha sido
estudiado.®

En conjunto, los aumentos en la incidencia y la severidad de la enfermedad
demuestran un cambio draméatico desde el origen de C. difficile como un

colonizador neonatal benigno a un patégeno generalizado.™

Patogénesis

La patogénesis de C. difficile puede dividirse en tres etapas después de la
interrupcion de la microbiota intestinal: 1) contaminacion por esporas y su
germinaciéon en el tracto digestivo; 2) multiplicaciéon de células vegetativas y
colonizacion intestinal; 3) produccion de las dos toxinas TcdA y TcdB, y para
algunas cepas una toxina adicional, la toxina binaria, que son responsables de
los signos clinicos. Las dos toxinas TcdA y TcdB son potentes enzimas dafinas
para los tejidos que median el dafio celular, una respuesta inflamatoria y
diarrea.

C. difficile forma esporas que son resistentes al calor, oxigeno y desinfectantes
comunes, tales como desinfectantes de manos a base de etanol, lo que facilita

la propagacion. El lumen del colon humano es anoxico, lo que permite que
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bacterias anaerobias obligatorias como C. difficile sobrevivan y, si las
condiciones son adecuadas, proliferen, produzcan toxinas y dafen el epitelio
intestinal. Las sustancias que estan presentes en el intestino, especialmente
los &cidos biliares, inducen la germinaciéon de la espora en una célula
vegetativa de replicacién activa.

Las esporas una vez ingeridas son capaces de atravesar el acido gastrico
presente en el estbmago y germinar en el colon y el ciego (Figura 1). Una vez
que se produce la germinacion, las células vegetativas penetran en la capa de
moco y colonizan adhiriéndose a las células epiteliales del colon.” Las
exotoxinas TcdA y TcdB alteran las células epiteliales del colon y estimulan la
liberacibn de citoquinas y quemoquinas pro-inflamatorias. Este proceso
conduce a una intensa respuesta inflamatoria que provoca una inflamacién
aguda del intestino grueso. El espectro de la enfermedad clinica va desde
diarrea leve hasta megacolon téxico (intestino groseramente dilatado),
perforacién col6nica y muerte. Tanto las caracteristicas de la cepa como la
respuesta inmune del hospedador influyen en la severidad de la CDI, el riesgo

de recurrencia y la mortalidad.®
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Figura 1. Etapas del ciclo de vida de C. difficile en el tracto gastrointestinal.
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Diagnaostico

C. difficile es una especie genéticamente diversa, que

incluye cepas

patogénicas (productoras de toxinas) y no patégenas. Por lo tanto, las pruebas
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de diagndstico para CDI idealmente debe detectar sélo cepas (0 sus toxinas)
que tienen el potencial de causar enfermedad.®

Las cepas de C. difficile pueden diferenciarse mediante una gran variedad de
técnicas de tipificacion. La falta de una estrategia de tipificacion universalmente
aceptada ha limitado la comparacion de los patrones de cepas entre paises
que retrasan una comprension global de la epidemiologia de C. difficile. Asi, la
investigaciéon de la CDI se ha complicado por la amplia gama de pruebas
diagnésticas disponibles, el uso inconsistente de los estdndares de referencia y
la falta de acuerdo en los criterios clinicos utilizados para el muestreo.’

La CDI se diagnostica por la combinacion de sintomas clinicos y una prueba de
heces positiva para las toxinas de C. difficile o hallazgos endoscépicos o
histolégicos de colitis pseudomembranosa.*?

La presentacién clinica caracteristica de la infeccion por C. difficile se extiende
a través de un amplio espectro desde el estado portador asintomatico al
megacolon téxico. Los signos y sintomas tipicos de la infeccion aguda por C.
difficile incluyen diarrea acuosa (= 3 heces no formadas/24 horas), anorexia,
nauseas Yy leucocitosis con predominio neutrofilico.*®

Existe una diversidad de pruebas de deteccion de C. difficile en muestras de
materia fecal disponibles, incluyendo PCR para genes de toxina A y B,
inmunoensayo enzimatico (EIA) para la glutamato deshidrogenasa de C.
difficile o las toxinas A y B, cultivo anaerdbico selectivo y ensayo de
citotoxicidad de cultivos celulares (Tabla 1). Esta ultima prueba fue el modo
inicial de deteccion y sigue siendo el estandar de oro, pero es mas laboriosa y

12

dura 2 dias.® El cultivo anaerdbico selectivo de C. difficile no puede

distinguir las cepas productoras de toxinas de las cepas no productoras de
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toxinas, requiere de tiempo y mano de obra y quedé reservada para estudios
epidemioldgicos. El EIA para la glutamato deshidrogenasa (GDH) de C. difficile,
una enzima producida en todas las cepas de C. difficile tiene una sensibilidad
del 75% al 90%, pero no puede diferenciar entre las cepas positivas para la
toxina de las negativas.™

La PCR es actualmente el pilar del diagndstico de la CDI, ya que los resultados
pueden obtenerse en una hora, con una sensibilidad mayor que el EIA utilizada
anteriormente. Debe tenerse en cuenta que sélo se deben testear heces no
formadas, y dentro de las 2 horas después de la recoleccion, ya que la toxina
de C. difficile se degrada a temperatura ambiente y puede llegar a ser
indetectable; para esto si se prevé el retraso de las pruebas los especimenes
deben mantenerse a 4°C.**

Los hallazgos endoscépicos pueden variar desde eritema a colitis
pseudomembranosa. La endoscopia rutinaria no se recomienda en pacientes
con hallazgos clinicos clasicos y una prueba de heces positiva. Sin embargo, la
endoscopia puede ser util si hay una alta sospecha clinica de CDI con pruebas

de heces negativas, si el diagndstico inmediato de CDI es obligatorio, si no hay

mejoria en el tratamiento de la CDI o frente a presentaciones atipicas de CDI.

Tabla 1. Comparacion de los diversos métodos de diagndstico de C. difficile.

Test Sensibilidad Especificidad Utilizacion

Cultivo de C. difficile Baja Moderada No es util en el entorno
clinico. No se puede
diferenciar entre C. difficile
toxigénico y no toxigénico.

Cultivo toxigénico Alta Alta Estandar de oro en cuanto a
sensibilidad y especificidad

de otras modalidades de

prueba. No es util en el
contexto clinico debido a la
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lentitud del tiempo para
obtener resultados.

Ensayo de Alta Alta Utilidad diagndstica limitada
neutralizacion de por la intensidad del trabajo
cultivo celular y el tiempo requerido.
Ensayo de Alta Baja Alta sensibilidad, pero no
glutamato puede diferenciar entre
deshidrogenada cepas toxigénicas y no
(GDH) toxigénicas. Debe utilizarse

secuencialmente con las
pruebas de confirmacién de
toxina EIA para la cepa

toxigénica.
Inmunoensayo Baja Alta Rapido y especifico para
enzimatico (EIA) cepas toxigénicas. Debe

detectar las toxinas A+B.
Limitado por la baja
sensibilidad. Se utiliza en
combinacién con GDH.

Ensayo de Alta Alta PCR basada en la prueba del
amplificacién de gen de la toxina. Método
acido nucleico rapido de diagndstico

preferido en Estados Unidos.

*Adaptado de Clostridium difficile Infection: A Worldwide Disease, Kristin E. Burke et al., Gut
and Liver, Vol. 8, No. 1, January 2014,

Actualmente, el diagndstico en nuestro pais se realiza por EIA, como se
mencionod anteriormente, este ensayo presenta baja sensibilidad. El diagnéstico
rapido y preciso de la CDI es esencial para el control nosocomial de la CDI; la
prevencion es siempre menos costosa que el tratamiento y una parte
significativa de los programas de prevencion depende del diagndstico rapido.
Histéricamente, el uso de ensayos de baja sensibilidad como el EIA para las
toxinas A/B resulta en el pedido de multiples tests para el mismo paciente por
parte de los médicos lo cual retrasa el diagnostico e incrementa los costos. Si
bien un ensayo molecular podria incrementar los costos de laboratorio, los
centros de salud pueden reducir significativamente otros costos mejorando el

cuidado de los pacientes. A partir de esto, uno de los objetivos de la presente
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tesina es poner a punto un método de diagndstico molecular para el
diagnéstico de infeccion por C. difficile. Se utilizara un ensayo de amplificacion
de la toxina B de C. difficile y se comparara con el método de diagnostico
utilizado actualmente y un kit comercial especifico para la deteccion de ADN de
C. difficile. A partir de esto, lo que se busca es incorporar un método de
diagndstico rapido y preciso de casos sospechosos de infeccion por C. difficile

y prevenir brotes de la enfermedad por un diagnéstico erroneo.
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Microbiota

La microbiota es la poblacién de microbios que viven en nuestro cuerpo,
superando en numero a las células hospedador por un factor de 10. El sistema
inmunoldgico y la microbiota se desarrollan y maduran juntos, comenzando al
nacer o incluso en el Gtero. Esta coexistencia temprana es esencial en la
formacién de la respuesta del sistema inmune para evitar respuestas inmunes
indeseadas a los componentes microbianos intestinales.'” '® Ademas, tanto la
microbiota intestinal como el sistema inmunolégico estdn intimamente
relacionados con otros procesos fisiolégicos como el metabolismo y el
comportamiento, asi como con los sistemas digestivo, respiratorio y nervioso.
La interaccion entre el sistema inmunoldgico intestinal, la barrera epitelial y las
bacterias que residen dentro, es fundamental para mantener una homeostasis
intestinal saludable y asi determinar la resolucién hacia salud o enfermedad.*®
La microbiota puede promover la resistencia a la colonizaciéon por especies
patbgenas. Pero también, algunas microbiotas pueden conducir a una
expansion o0 a una mayor virulencia patogénica. Un ejemplo claro es como las
diferencias en la composicion de microbiotas de los ratones determinan la
susceptibilidad a la infeccion con C. rodentium: el trasplante de microbiotas de
cepas de ratones susceptibles a la infeccion induce una susceptibilidad similar
en animales que no susceptibles y el trasplante de microbiotas de animales
resistentes llevan a una resistencia a la infeccion en animales previamente
susceptibles.*® Otro ejemplo es la microbiota intestinal de los pacientes con IBD
que presenta una composicién diferente a la de los individuos sanos.?° Estos
cambios se observan en los microbios anaerébicos "beneficiosos”, como los

Bacteroidetes y un subgrupo de los Firmicutes.?® Por lo tanto, es evidente que
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se necesitan ciertos microbios intestinales para la regulacién de las respuestas
inmunitarias y que las perturbaciones en la microbiota podrian dar lugar a una
falta de inmunorregulacion, a la proliferacion de microbios mas patogénicos y a
la promocion de la inflamacién, particularmente en individuos genéticamente
susceptibles.?°

La causa mas comun de susceptibilidad a la CDI son los antibiéticos.*® Casi
todos los antibidticos de amplio espectro han sido implicados en la interrupcion
del microbioma intestinal, condicion que se conoce como disbiosis (Figura 2).
La disbiosis se caracteriza por una reducida diversidad de microbios, una
reducida abundancia de bacterias anaerobias obligatorias y una expansiéon de
bacterias anaerobias facultativas del phylum Proteobacteria, en su mayoria
miembros de la Familia Enterobacteriaceae. La disbiosis es el principal factor
de riesgo para la infeccién por C. difficile ya que proporciona un ambiente ideal
para la bacteria.® ?* ?? Varios componentes de una microbiota saludable
contribuyen a prevenir la susceptibilidad del hospedador a la infeccion y la
diseminacién de las bacterias patégenas, destacando la importancia de las

bacterias comensales para combatir a C. difficile y a otros patégenos.® *°
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Figura 2. El impacto de los
antibiodticos en la
microbiota y la expansion
de C. difficile.

a. Una microbiota
diversa confiere resistencia
a la colonizacion  por
patdégenos entéricos en el
epitelio intestinal.

b. El tratamiento con
antibiéticos disminuye la
diversidad de la microbiota y
lleva a una expansion de la
poblacion de C. difficile. Las
toxinas que se liberan a
partir de la bacteria (TcdA y
TcdB) entran y dafian las
células del epitelio, lo cual
provoca inflamacion (colitis)
y muerte celular.

*Adaptado de Baumler, A.J.

& Sperandio, V. Interactions

between the microbiota and pathogenic bacteria in the gut. Nature 535, 85-93 (2016).

Factores de virulencia

La capacidad de C. difficile para causar colitis depende de una gama de

factores de virulencia, incluyendo toxinas, y factores de adherencia y motilidad.

En respuesta a la disponibilidad limitada de nutrientes, C. difficile produce

toxinas que atacan principalmente a las células epiteliales intestinales.

Después de la endocitosis de la toxina y la activacién en el citosol, las células

epiteliales experimentan necrosis, o que conduce a la pérdida de integridad de

la membrana intestinal, la exposicibn a microorganismos intestinales y la

activacion de la respuesta inflamatoria del hospedador.?
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Los principales factores de virulencia de C. difficile son dos toxinas, la toxina A
(TcdA) y la toxina B (TcdB). Son codificados por los genes tcdA y tcdB,
respectivamente, que se encuentran dentro de una regién conocida como el
locus de patogenicidad o PaLoc.*

Los principales factores de virulencia de C. difficile, las toxinas Ay B (TcdA y
TcdB), son proteinas de 308 y 270 kDa, respectivamente.* TcdA se designa
como una enterotoxina responsable de la acumulacion de liquido en el ileon,
mientras que TcdB se refiere a una citotoxina con una potencia citotoxica
aproximadamente 100 a 1000 veces mayor que TcdA.?* Pertenecen a la familia
de grandes toxinas clostridiales y comparten una estructura de dominio ABCD
similar.* %

Los blancos de la actividad enzimética de TcdA y TcdB son las GTPasas de la
familia Ras y Rho dentro de las células del hospedador, las cuales
desempeiian papeles claves en procesos celulares vitales incluyendo la
adhesion celular y el mantenimiento del citoesqueleto. Esto lleva al redondeo
de las células, la interrupcion de las uniones estrechas y el deterioro de la
funcion de la barrera intestinal, asi como la muerte celular por apoptosis o
necrosis. Esta pérdida de funcion de la barrera del epitelio intestinal conduce a
la acumulacién de liquido y dafio intestinal severo. Las toxinas también
estimulan la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias (por ejemplo, IL-18, TNF-
a, IL-8) a partir de células epiteliales y células inmunes residentes de las
mucosas, lo que provoca un flujo de neutrofilos y conduce a una destruccion
adicional del revestimiento intestinal.*

La toxina binaria o transferasa de C. difficile (CDT) presente en las cepas

hipervirulentas BI/NAP1/027 no esta codificada por el locus de patogenicidad

32



Objetivos

PalLoc que codifica a TcdA y TcdB.?® Estas cepas, tienen ademéas supresiones
en un gen regulador del locus de patogenicidad y son resistentes a
fluoroquinolonas.?® El papel de la CDT en la virulencia sigue sin probarse,
aunque existe una asociacion entre su presencia y mayor mortalidad en los
pacientes. Esta toxina interfiere con la polimerizacién de la malla de actina que
subyace a la membrana celular, lo que da lugar a protrusiones celulares que se
forman por microtdbulos y una liberacion aumentada de fibronectina a la
superficie celular, mejorando asf la adhesion de C. difficile a las células diana.?
Las proteinas de superficie llamadas proteinas de la pared celular (Cwps), que
incluyen las proteinas de la capa S (SLP), la adhesina Cwp66 y la cisteina
proteasa Cwp84; estan implicadas en la adherencia y colonizacién intestinal.
Las respuestas inmunes a los componentes superficiales de C. difficile
sugieren que estas proteinas podrian tener un papel muy importante en la
patogénesis.?®

La aparicion mundial de cepas epidémicas de C. difficile, vinculado a una
mayor gravedad y mortalidad de la enfermedad, dio lugar a mayores esfuerzos
de investigacion para determinar los factores de virulencia y los mecanismos
patogénicos utilizados por este microorganismo para causar la enfermedad.Sin
embargo, las investigaciones se centran, en su mayoria, en el papel de los dos
principales factores de virulencia, TcdA y TcdB.?” La modulacién de la
respuesta del hospedador podria ser un enfoque mas efectivo para los
pacientes que no resuelven la enfermedad. Para esto es fundamental identificar
los mecanismos que llevan a la generacion de una respuesta inmune protectiva

0 inmunopatogénesis.
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Respuesta inmune frente a la infeccion por C. difficile

Tres lineas de defensa contrarrestan a C. difficile. La primera linea es la
barrera epitelial. Después de la colonizacion por C. difficile, esta barrera fisica
es atravesada por las toxinas a través de su actividad de glucosilacion de Rho
que causa la interrupcion de las uniones estrechas y permite que la infeccion
se establezca y se disemine. Luego, sigue una rapida respuesta inmune innata,
que constituye la segunda linea de defensa. Los patrones moleculares
asociados a patdégenos (PAMPs) son reconocidos por los receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) del hospedador. Las interacciones entre
PRRs y PAMPs proporcionan respuestas muy rapidas contra C. difficile, pero
no son especificas y no confieren memoria. C. difficile desencadena la
inmunidad adaptativa como la tercera linea de defensa necesaria para controlar
el proceso infeccioso. La inmunidad adaptativa proporciona una respuesta
inmune altamente especifica contra C. difficile con memoria e inmunidad

duradera.?®

Respuesta inmune innata

La patogénesis temprana de la CDI (0-12 h) se caracteriza predominantemente
por inflamacion intestinal aguda mediada por la respuesta inmune innata.?®

El primer paso para el hospedador en cuanto a la defensa contra la CDI es
prevenir o retrasar la unién de la bacteria o de las toxinas secretadas a las
células epiteliales intestinales donde pueden causar dafio. Una capa de moco
que cubre el epitelio crea una barrera de defensa dinamica contra las bacterias
luminales; sin embargo, muchos patégenos incluyendo C. difficile han

desarrollado mecanismos para reducir la produccion de mucina durante la
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infeccion. Otra defensa en la superficie epitelial es la presencia de péptidos
antimicrobianos, defensinas y catelicidinas, secretadas por células
especializadas en la cripta intestinal llamadas células de Paneth y por
leucocitos. Se ha demostrado que la catelicidina y las defensinas reducen
significativamente el dafo tisular y la inflamacién causados por TcdA 'y TcdB y
reducen la produccién de citoquinas inflamatorias.?®

Las toxinas inducen la liberacion de mediadores inflamatorios de células
intestinales epiteliales, neuronales e inmunes a través de la activacion de
diferentes PRRs incluyendo la sefializacion a través de TLR4, TLR5 y NOD1 y
la activacion del inflamasoma.™® Los actores claves de la inmunidad innata son
las células epiteliales intestinales (IECs) y las células inmunitarias intestinales
tales como macréfagos, monocitos, mastocitos, células linfoides innatas (ILCs)
y células dendriticas (CDs).?®

Después de la ruptura de la barrera epitelial intestinal, las células inmunitarias
dentro de la mucosa son activadas por TcdA y TcdB, conduciendo finalmente a
la liberacion de mediadores inflamatorios, incluyendo IL-12, IL-18, IFN-y, IL-1,
TNF-a, proteina inflamatoria de macrofagos la (MIP-1a), MIP-2, IL-8 y leptina,
y lleva, ademés, a una afluencia de neutrofilos establecida por
quimioatractantes liberados por las células epiteliales e inmunes. Estos factores
pueden exacerbar la inflamacion y ser responsables del dafio de las células del
hospedador y de muchas de las caracteristicas histopatolégicas de las
enfermedades asociadas a C. difficile.?® 2% 3°

Los mastocitos intestinales también juegan un papel importante en las
respuestas inflamatorias mediadas por las toxinas. Ambas toxinas A y B

conducen a la activacion, degranulacion y la liberacion de mediadores
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inflamatorios de los mastocitos.*® Por ejemplo, TcdA induce la produccion de
IL-8 por los mastocitos, un quimioatractante de neutréfilos en las lineas
celulares de colon humano.?

El papel de otras células inmunitarias, incluyendo macréfagos, monocitos y
CDs, se ha extrapolado generalmente a partir de estudios in vitro y ex vivo
usando lineas celulares humanas y de ratén, monocitos humanos y CDs
derivadas de monocitos. Estos estudios han demostrado que las toxinas de C.
difficile pueden estimular la liberacion de citoquinas y quemoquinas pro-
inflamatorias de estas células de una manera dependiente de MAPK y p38, y la
toxina A induce la produccién de IL-8 mediada por NFxB a partir de monocitos

humanos.®®

A su vez, es importante mencionar que las CDs en la mucosa intestinal
desempefian varias funciones, como la fagocitosis y el procesamiento y
presentacion de antigenos generando la posterior respuesta inmune
adaptativa.”®

Los fagocitos mononucleares son una de las poblaciones mas abundantes de
leucocitos en la mucosa intestinal sana, y los macrofagos son la mayor
poblacién de fagocitos. Los macréfagos intestinales contribuiran a la respuesta
inmune a través de, no solo la secrecion de citoquinas y quemoquinas, Sino
también a través de su potencial fagocitico y microbicida y su capacidad de
actuar como células presentadoras de antigenos.®!

Recientemente, Abt y colaboradores demostraron que las ILCs de tipo 1 y tipo
3 coordinan las respuestas tempranas del hospedador para proporcionar

resistencia inicial contra la CDI (Figura 3). Las ILCs son células presentes en
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las mucosas que comparten caracteristicas con células inductoras de tejidos
linfoides (LTi) y células asesinas naturales (NK). La funcién primaria de las
ILCs en la mucosa es la secrecion de citoquinas importantes para la defensa
del hospedador y la reparacién de tejidos.?® Dos subgrupos de las ILCs, ILC1
gque expresan T-bet y producen IFN-y, e ILC3 que expresan Roryt y producen
IL-22, se activan durante la infeccion aguda por C. difficile y contribuyen a la
defensa del hospedador. La IL-22 induce la producciéon de péptidos
antimicrobianos en el intestino inmediatamente después de la infecciéon. EI IFN-
vy producido por las ILC1 puede aumentar los mecanismos fagociticos y la
expresion de las enzimas productoras de ROS y RNS en la mucosa coldnica

(Figura 3).%
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Figura 3. Respuesta inmune innata frente a C. difficile. La respuesta del hospedador a C.
difficile se inicia por el dafio mediado por las toxinas, la pérdida de integridad epitelial y la
deteccion de bacterias translocantes. Las células epiteliales intestinales y las células inmunes
innatas residentes segregan quemoquinas pro-inflamatorias (CXCL1, CXCL2 e IL-8) y
citoquinas proinflamatorias (como IL-1®, IL -12 e IL-23), que conducen al reclutamiento de
neutréfilos y a la activacion de células linfoides innatas (ILCs). La sefializacion de IL-12 impulsa
la expresién de IFN-y, mientras que la sefializacion de IL-1® e IL-23 induce la produccién de IL-
22. Las citoquinas efectoras IFN-y e IL-22 inducen mecanismos de defensa tales como el
aumento de la actividad fagocitica de los macréfagos y neutréfilos, y la produccion de péptidos
y enzimas antimicrobianas que sintetizan especies reactivas del oxigeno (ROS) y especies
reactivas del nitrogeno (RNS). Estos mecanismos de defensa limitan la diseminacién

bacteriana, atendan la actividad de la toxina y reparan el dafio epitelial.
*Adaptado de Abt, M.C., McKenney, P.T. & Pamer, E.G. Clostridium difficile colitis:
pathogenesis and host defence. Nature reviews. Microbiology 14, 609-620 (2016).

Respuesta inmune adaptativa

Las células epiteliales, los macrofagos y las CDs juegan un papel importante en

la respuesta inicial a los patdogenos de la mucosa. Sin embargo, una interaccion
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directa de patdgenos con estas células no es suficiente para generar una
respuesta eficaz de la mucosa.*

Las CDs activadas promueven una respuesta Th2, que provoca una respuesta
inmune adaptativa especifica de la mucosa que imprime un programa de
migracion hacia la mucosa y un cambio del isotipo a IgA en los linfocitos B. La
IgA es la inmunoglobulina dominante en las mucosas y juega un papel
importante en el mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal y en la
proteccion del tejido hospedador de microorganismos patdégenos y
comensales.®

Aungue las células T y las células B no contribuyen a la resolucion de la fase
aguda de la infeccion por C. difficile en ratones, los datos clinicos indican que
las respuestas inmunitarias adaptativas pueden tener efectos protectores. La
severidad de la enfermedad esta inversamente correlacionada con la presencia
de IgA especifica de toxina e 1gG1.% Los anticuerpos contra las toxinas de C.
difficile estan naturalmente presentes en hasta el 60% de adultos sanos y nifios
mayores.”® Mas aln, Kyne y colaboradores encontraron que el riesgo de
desarrollar una infeccion sintomatica esta, al menos en parte, determinado por
la respuesta inmune humoral a las toxinas. Los autores demostraron que
aunque entre el 15-31% de los pacientes hospitalizados de alto riesgo fueron
colonizados con C. difficile, s6lo una minoria desarroll6 una infeccidn
sintomatica. Los portadores asintomaticos tenian niveles de anticuerpos IgG
contra TcdA en suero significativamente mayores dentro de los 3 dias de la
colonizacion que aquellos que desarrollaron diarrea. Por lo tanto, la exposicion
a C. difficile asociado con un aumento de anticuerpos IgG contra TcdA daria

lugar a la colonizacion en lugar de a la infeccion. La importancia de los
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anticuerpos para proteger al hospedador de la CDI también estd respaldada
por niveles bajos de anticuerpos séricos dirigidos contra las toxinas A y B
observadas en pacientes con CDI recurrente en comparacion con controles que
no sufren recaidas.®

Por otra parte, las células T residentes representan un componente principal de
la mucosa intestinal y estan localizadas entre células epiteliales (linfocitos
intraepiteliales) y en la ldmina propia. Los linfocitos intraepiteliales son los que

probablemente contribuyen a la funcién barrera y a la integridad del epitelio

intestinal 3% %2

Cuadro 1- Respuesta inmune adaptativa- Linajes Th. Las células colaboradoras T CD4 efectoras
(Th) se caracterizan por un grado de heterogeneidad funcional, asociado a un perfil diferente de
produccion de citoquinas, de acuerdo con la naturaleza del microorganismo atacante. Las citoquinas
que promueven la polarizaciéon de las células Th son en su mayoria derivadas de células inmunes
innatas que reconocen PAMPs.3 La diferenciaciéon de los linfocitos T CD4 en células Th1l o Th2 es
critica en el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa. Una respuesta inflamatoria Th1l se
caracteriza por la produccion de IFN-y, lo que conduce a la activacién de los fagocitos; son
reconocidas como las células prominentes en la defensa contra la invasién de patdégenos
intracelulares. En cambio, una respuesta Th2 da como resultado inmunidad humoral e inflamacién
alérgica y estimula la resistencia del hospedador a infecciones o agentes extracelulares. Las células
Th17 son un linaje de células T CD4 distintas de las células Th1l y Th2, y tienen la capacidad de
secretar citoquinas proinflamatorias tales como IL-17A, IL-17F, GM-CSF e IL-22 y juegan un papel
importante en la eliminacion de patdgenos extracelulares y hongos en el intestino. Las células Treg,
que también se encuentran en el intestino, son capaces de suprimir las funciones de las células Th1 y
Th17, por lo tanto regulan las respuestas inmunes excesivas y establecen la tolerancia. Secretan

citoquinas inhibitorias como IL-10, IL-35 y TGF-o.
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La desregulacion de subpoblaciones de células T (Ver Cuadro 1) esta
relacionada con la patogénesis del intestino en las enfermedades inflamatorias
y en el cancer; y parecen ser las principales responsables de la iniciacion y
desarrollo de la inflamacién en la lamina propia del intestino. Estas respuestas
celulares adaptativas desreguladas implican la activaciéon de linfocitos Thi,
Th2, Th17 y la supresién de la actividad de las células Treg.***** Por lo tanto,
un balance entre la respuesta inmune adaptativa inflamatoria y la respuesta

protectiva es necesaria para generar un desenlace éptimo de la enfermedad

(Figura 4).
F igura 4. Balance entre una respuesta inmune
Infeccion por patogénica frente a una respuesta protectiva. Existe un
C. difficil L. .
hicile rol patogénico y un rol protector de la respuesta inmune
l durante la CDI. Una respuesta inmune beneficiosa es
aquella que permita controlar la infeccién limitando el dafio
Citoquinas que conduce a la patologia tisular.
pro- inflamatorias .
*Adaptado de Buonomo, E.L. & Petri, W.A., Jr. The
/ \ microbiota and immune response during Clostridium difficile
infection. Anaerobe 41, 79-84 (2016).
Infeccién Respuesta
controlada inflamatoria
patogénica

A\

Se conoce poco sobre el rol de las células T frente a la infeccion por C. difficile.
Darkoh y colaboradores demostraron que durante la infeccion por C. difficile,
las CDs estimuladas con antigeno y los macrofagos producen IL-23, que
promueve el desarrollo de células Thl7, lo que estimula a un aumento de las
células T de memoria.®® Esto da lugar a la induccién y produccién de una

variedad de mediadores inflamatorios. A su vez, observaron que las
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concentraciones de TNF-a e IL-13 en las heces de los pacientes CDI positivos
fueron significativamente mayores que en las heces de los pacientes CDI
negativos y los pacientes hospitalizados sin diarrea. Los autores proponen que
que la respuesta observada durante la CDI es compleja y podria involucrar una
respuesta mixta Th1/Th2; y que la fuerte respuesta pro-inflamatoria observada
en los pacientes abarcaria tanto la rama de la respuesta inmune innata como la
adaptativa.®®> Mas aun, sugieren una probable respuesta intracelular a las
toxinas y una respuesta extracelular a la bacteria.®

Méas aun, Kim y colaboradores demostraron en ratones que la expresion de
IFN-y media la mayor severidad de la enfermedad en aquellos ratones
deficientes para IL-10 y que el IFN-y podria ser un importante blanco molecular
para el control de la CDI.* Asimismo, en un estudio reciente se caracteriz6 el
fenotipo de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de individuos
con un primer episodio o recurrencia de la CDI; los autores observaron un
mayor nivel de IFN-y en aquellos pacientes que experimentaron recurrencias de
la enfermedad, como también de IL-17, indicando una respuesta hacia los
linajes Thl y Th17.%® Sin embargo, poco se ha estudiado hasta el momento
sobre la respuesta T frente a CDI en CMSP, ya que los estudios se centran
mayoritariamente en modelos murinos.

Ha sido descripto que las células Th1l7 poseen una alta plasticidad funcional.
En un estudio realizado en pacientes con enfermedad de Crohn, se demostrd
que algunas ceélulas Thl7 eran capaces de producir IL-17 e IFN-y. Este
proceso parece ser responsable de las diferentes funciones biolégicas

atribuidas a esta subpoblacion de células Th, especialmente en diferentes
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condiciones inflamatorias, incluyendo las que afectan al sistema gastrointestinal
(Figura 5).%’

Ademas del balance entre los distintos perfiles celulares, existen sefiales
estimulatorias e inhibitorias que contribuyen a la regulacion de las respuestas
inmunes. (Ver Cuadro 2) La coestimulacién positiva es fundamental para el
desarrollo de respuestas de células T inmunes a patdégenos, mientras que la
regulacion negativa es fundamental para la terminacién de las respuestas
inmunitarias, para la tolerancia periférica, y para evitar la inflamacién

exacerbada y el dafio de los tejidos.

Cuadro 2- Moléculas coestimulatorias. La activacion de las células T se determina por la presencia de tres
sefales distintas: 1) interaccién entre el receptor de las células T (TCR)-y el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH) de clase I y II de las células presentadoras de antigenos, 2) interacciéon de
moléculas coestimulatorias/coinhibitorias y 3) sefializacion de citoquinas.l.
El coestimulador inducible (ICOS, CD278), un miembro de la familia CD28, ejerce su funcidn por la interaccion
entre ICOS y su ligando (ICOSL), el cual se expresa generalmente en diversas células presentadoras de
antigeno.

La molécula de muerte programada-1 (PD-1, CD279) es otro receptor de la superficie celular perteneciente a
la familia CD28 expresada en una amplia gama de células inmunes.
Otra molécula coestimulatoria es la molécula linfocitaria activadora de sefiales (SLAM, CD150). SLAM es un

auto-ligando presente en la superficie de linfocitos T y B activados, macroéfagos y CDs.2

La sefal relacionada con el coestimulador inducible (ICOS) juega un papel
importante en muchos modelos de enfermedad mediada por células T, como la
inflamacion, las respuestas inmunitarias antivirales, las respuestas inmunitarias
antitumorales, y por lo tanto representan un potencial blanco terapéutico. Esta
via puede promover la produccion de varias citoquinas de las células T

incluyendo IL-10, IL-4, IL-5, IFN-y e IL- 17.*° Se ha demostrado que ICOS
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regula las funciones efectoras de varias subpoblaciones de células Th en
diferentes contextos de infeccion, en gran medida promoviendo o inhibiendo las
respuestas inmunes Thly Th2.%°

ICOS ha sido implicado en la inflamacion del colon. Se observa una sobre-
expresion de ICOS en pacientes con IBD. En los modelos de transferencia

+/+

adoptiva de la colitis, el tratamiento de ratones ICOS™" con anticuerpos anti-
ICOS previene el desarrollo de colitis.* Mas aun, aunque la produccién de IL-
17 puede proceder en ausencia de la expresion de ICOS, y la IL-17 puede ser
producido en ratones ICOS™, ha sido demostrado que la patologia del colon
aumenta como el porcentaje de ICOS y que existe una fuerte correlacién
positiva entre las células productoras de IL-17 y la expresion de ICOS. A su vez
el control de la inflamacién por las Treg requiere de la sefializacion a través de
CD28, pero no de la sefalizacién a través de 1ICOS.** Por otro lado, la
coestimulacion a traves de ICOS aumenta la produccion IL-5 (una citoquina del
perfil Th2) en la colitis ulcerosa, mientras que aumenta la produccion IFN-y (una
citoquina del perfil Thl) en la enfermedad de Crohn. Esto sugiere que ICOS
desempefia un papel importante en la inflamacién intestinal crénica.*?

Otra molécula coestimulatoria es el receptor de muerte programada-1 (PD-1).
La union de PD-1 a cualquiera de sus dos ligandos, PD-L1 (B7-H1 o CD274) o
PD-L2 (B7-DC o CD273), inhibe la activacion de células T.

La tolerancia inmune periférica se mantiene por multiples mecanismos. La
activacion de las células T, por ejemplo, esta regulada por la muerte celular

inducida por la activacion, la anergia clonal, la coestimulacion negativa y la

supresion regulada por las células Treg, entre otras.*®
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En el intestino, PD-1 es un componente esencial del programa que regula la
seleccion de IgA requerida para el mantenimiento de la microbiota. Los
defectos en la regulacion de IgA por la composicion microbiana perturbada vy el
microambiente intestinal tienen el potencial de aumentar la susceptibilidad
autoinmune. La deficiencia de IgA se asocia con una alta incidencia de
enfermedades autoinmunes, infecciones gastrointestinales y respiratorias. En
varios modelos murinos de enfermedades autoinmunes, el desarrollo de la
enfermedad requirid bacterias intestinales y la expansion de subpoblaciones
especificas de células Th. Estos hallazgos sugieren que el mantenimiento de la
composiciéon y densidad apropiadas de la microbiota por la produccion
dindmica de IgA en el intestino confiere resistencia contra la autoinmunidad.**
La via de PD-1 tiene un papel central en la regulacién de la interaccién entre
las defensas del hospedador destinadas a erradicar los patdégenos microbianos
y los tumores, asi como en las estrategias microbianas y tumorales que
evolucionaron para resistir las respuestas inmunes. En ese sentido, esta via
contribuye directamente al agotamiento de las células T y a la ausencia de
control viral durante las infecciones cronicas, asi como en el microambiente
supresor del tumor.*

Sin embargo no existen estudios acerca del rol de PD-1 en la regulacion de la
respuesta inmune frente a C. difficile.

La familia de receptores de la molécula linfocitaria activadora de sefales
(SLAM) es un grupo de receptores transmembrana de tipo | que incluye SLAM
(CD150; SLAMF1), 2B4 (CD244; SLAMF4), Ly-9 (CD229; SLAMF3), antigeno

de células T, B y el antigeno de las células NK-T y B (NTB-A) o Ly108 (en el
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raton) (SLAMF6), CD84 (SLAMF5) y el receptor tipo CD2 activador de células
citotoxicas (CRACC, CD319 o SLAMF7).%

La coestimulacion a través de SLAM induce la produccion de IFN-y en clones
Thl, y también en poblaciones de células Th2 polarizadas aisladas de
pacientes con artritis reumatoidea.”> M&s importante aln, se detectaron
numMerosos monocitos, macrofagos y otras células SLAM+ a través del intestino
inflamado de pacientes con la enfermedad de Crohn.*’

Por otro lado, existen evidencias de que los receptores de la familia SLAM
actian como receptores para la entrada de patégenos. Se observd que
SLAMF1 y SLAMF6 pueden unirse y permitir la internalizacion de bacterias
Gram-negativas como Escherichia coli y Citrobacter rodentium en las células
de mamiferos, incluidos los macréfagos.*® Asi, SLAM podria tener un rol tanto
en la activacion de monocitos y macréfagos; como en la activacion de las

respuestas adaptativas T.
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Célula epitelial IL-10, IL-1RA, IL-8, IL-20, Célula caliciforme ILC intraepitelial Célula M

IL-37, CCL20, AMPs
® e -o-o@-.-o"’

N\ I .
. Mucus /”
’
£ 1 .
CélulaT
citotéxica \I N
N Neutréfilo Macréfago Célula dendritica
. N . IL-1B, IL-6, IL-12
N i . ¥ , 116, IL-12, 1L-12, IL-23, IL-27
) IL-1RA, IL-17A, IL-17F 18, 1L-23, TNF, st
~ GM-CSF :
0 0
N
CélulaT g\ .
citotoxica e/ y /
Yy (3¢ ;
vY B Tha T Th17 Th22 Treg
IFN-y IL-20 IL-4, IL-5 IL-17A, IL-17F
I NN ' iy ARy | IL-22 l | IL-10, TGF- |
EA 1 l, IL-32 IL-10, IL-21, IL-21, IL-22 ¢
. M '
Célula plasmatica N ‘ ‘
; c c1 c2 e
IFN-y, TNF IL-5, IL-6, IL-13 IL-17A, IL-22,
GM-CSF

Células de Paneth

Figura 5. Células de la respuesta inmune innata y adaptativa.

*Adaptado de Kmiec, Z., Cyman, M. & Slebioda, T.J. Cells of the innate and adaptive immunity
and their interactions in inflammatory bowel disease. Advances in medical sciences 62, 1-16
(2017).

Las interacciones entre la respuesta inmune innata y adaptativa, ILCs,
macrofagos intestinales, células T, CDs y células del epitelio intestinal, parecen
jugar un papel importante en la regulacién de la homeostasis inmune en el
intestino sano e inflamado.® A su vez, la respuesta generada por el hospedador
después de la adquisicion de esporas parece estar relacionada con la
microbiota del hospedador, la funcién inmune del hospedador y la virulencia de
la cepa.®

Los conocimientos sobre la respuesta inmune frente a la infeccion por C.
difficile son rudimentarios. Comprender y caracterizar los mecanismos que
llevan a la inmunopatogénesis es fundamental. Por otro lado, la

implementacion de un tratamiento para el episodio inicial de CDI que reduzca la
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tasa de recurrencia es prioritaria como también la busqueda de un tratamiento
alternativo eficaz.

Mas aun teniendo en cuenta todos estos antecedentes, es probable que la
exposicion comunitaria y hospitalaria a C. difficile en nuestro pais sea mayor de
lo que se conoce hasta el momento. Conocer mas sobre la respuesta inmune
como también establecer un método de diagndstico 6ptimo frente a la infeccion
por C. difficile es necesario para prevenir brotes de la enfermedad, alcanzar un

tratamiento eficaz y evitar recurrencias de la infeccién por C. difficile.
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Teniendo en cuenta que un diagnodstico rapido y sensible es esencial para el
control de la CDI y que por otro lado la modulacion de la respuesta del
hospedador podria ser un enfoque mas efectivo para los pacientes que no
resuelven la enfermedad, constituyendo una nueva estrategia conjunta de
tratamiento para combatir la CDI; el objetivo general del presente trabajo final
de grado fue establecer un método de diagndstico molecular y evaluar los
mecanismos que median la generacion de una respuesta inmune protectiva y

aguellos que por el contrario podrian llevar a inmunopatogénesis.

Objetivos especificos

1- Diagnostico molecular de la infeccidon por C. difficile (CDI) utilizando un
método comercial y puesta a punto de diagnéstico molecular por PCR.
1.1- Puesta a punto de una PCR directa para detectar la toxina B de C. difficile,
de manera de estudiar la posibilidad de desarrollar un test de diagndstico
propio.

1.2- Diagnéstico molecular a partir de muestras de materia fecal utilizando el kit
Quidel AmpliVue.

1.3- Comparacion de los resultados obtenidos con los métodos de diagnostico

molecular con los resultados solicitados de rutina.

2- Caracterizacion de larespuesta inmune frente a C. difficile.
2.1- Determinacion de la produccion de citoquinas pro-inflamatorias (IFN-y, IL-

17, TNF-a) en respuesta a la estimulacion in vitro con C. difficile.
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2.2- Determinacion de la expresion de moléculas coestimulatorias (SLAM, PD-
1, ICOS) en CMSP luego de la estimulacion en presencia de C. difficile.
2.3- Evaluacion del rol de las moléculas coestimulatorias en la induccién de los

perfiles pro-inflamatorios en células estimuladas con C. difficile.
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Individuos participantes. Para estudiar la respuesta inmune frente a C.
difficile se obtuvieron muestras de sangre periférica de Dadores Sanos (DS) de
la comunidad y muestras de materia fecal, luego de recibir el consentimiento

informado.

Cultivo de C. difficile. Se realizd el crecimiento de la cepa “hipervirulenta”
NAP1/BI/027 de C. difficile en placas de agar chocolate y en caldo de cultivo
tioglicolato a 37°C en condiciones de anaerobiosis. Para esto, se utilizaron
bolsas de anaerobiosis (Mitsubishi), donde se colocé la placa junto con un
parche generador de atmdésfera anaerdbica (AnaeroPack, Mitsubishi). Luego de
3 dias, se realizaron los extractos bacterianos (a partir d los caldos de cultivo) y

la purificacién de ADN de C. difficile (de las colonias aliadas en agar chocolate).

Colonias aisladas de C. difficile en placa de
Agar chocolate cultivadas en anaerobiosis

Antigenos bacterianos. La estimulacion in vitro de las células a lo largo del
estudio fue realizada con un extracto de la cepa “hipervirulenta” NAP1/BI/027
de C. difficile inactivada por calor (CD Calor) o con formol (CD Formol).
Brevemente, para la preparacién de los extractos de C. difficile, se tomé una
alicuota del caldo de cultivo de C. difficile y se centrifugd a 15000 por 10
minutos a 4°C. En el caso del extracto de C. difficile inactivado por calor, se
lavé el pellet de bacterias con PBS 1X centrifugando a 15000 por 10 minutos a

4°C y se resuspendio en PBS 1X una vez descartado el sobrenadante.

53



Materiales y métodos

Posteriormente, se inactivo por calor a 95°C por 30 minutos. Para el extracto de
C. difficile inactivado con formol, el pellet se resuspendid en formol 3%
(Biopack) y se incubo a 4°C durante toda la noche. Se centrifug6é a 15000 rpm
por 10 minutos, se lavd 3 veces con PBS 1X para remover el formol y se
resuspendioé en PBS 1X. Ambos extractos se almacenaron a -20°C.

Antes del inicio de la preparacion de los extractos, se monitore6 el crecimiento
bacteriano del cultivo midiendo la DO a 600nm. Inicialmente se parti6 de una
DO de 0,1 y se detuvo el crecimiento a una DO de 0,6. Una vez realizados los
extractos, se cuantificd el contenido antigénico a 600 nm y se ajust6 a una DO

de 1 para una mayor paridad entre los extractos.

Purificacion de ADN de C. difficile. Para la extraccion y purificacion de ADN
de C. difficile, se utilizé el kit ADN PuriPrep-S (Highway). Brevemente, a partir
del cultivo de C. difficile en placas de Petri se tomd una colonia y se coloc6 en
un tubo con H,Od. Se calenté a 100°C por 10 minutos en termobloque y se
adicion6 PBS 1X y proteinasa K. Se vortexe0 y se incub6 30 minutos a 56°C.
Posteriormente, se agrego el buffer de lisis (BL), incluido en el kit, se realiz6 un
pulso de 5 segundos en la microcentrifuga y se incub6 15 minutos a 56°C. Se
adicion6 etanol y se repitio un pulso de 5 segundos en la microcentrifuga.
Seguidamente el ADN fue obtenido por centrifugacion (12000g por 2 minutos)
utilizando una minicolumna de purificacion de ADN. ElI ADN retenido en la
columna fue lavado dos veces (siguiendo las instrucciones del fabricante) y
luego eluido con H,Od. Para esto, se incub6 5-10 minutos a T° ambiente y

finalmente se centrifugd 2 min a 12000g. EI ADN obtenido fue cuantificado
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mediante un espectrofotometro UV/visible (Mapada, Shanghai Mapada

Instruments Co.)

Diagndstico.

Enzimoinmunoensayo (EIA) TECHLAB C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE.
Se realiz6 la determinacion de las toxinas de C. difficile por EIA a cada una de
las muestras de pacientes del Hospital Interzonal de Agudos “Abraham
Pifieyro” de la ciudad de Junin con sospecha de infeccidon por C. difficile, de
acuerdo a las instrucciones del fabricante (Ver Figura). Brevemente, en un tubo
de ensayo se afiadi6 un buffer diluyente y el conjugado de anticuerpos
monoclonal para el antigeno de la enzima glutamato deshidrogenasa y
policlonales para la toxina A (TcdA) y la toxina B (TcdB), provistos por el kit.
Posteriormente, se diluyé la muestra de materia fecal en cada tubo y se
transfirid la mezcla muestra-conjugado diluida al pocillo de muestra de un
dispositivo de membrana. Se incub6 a T° ambiente durante 15 minutos. Luego,
se afadio la solucién de tampon a la ventana de reaccion del dispositivo hasta
que penetrd en la membrana y posteriormente el sustrato, ambos provistos por

el kit, también en la ventana de reaccion. Se ley6 el resultado a los 10 min.

Conjugado | Mezcla I S Sustrato
diluyente- -
J conjugado- 4
Buffer de lavado =]
& p— 'J muestra Y o=
Y Ve U< —@ [ P
Di == " ,rxn" | \ "(; :“\" ~f7 \\~ \
iluyente Muestra () { e ) ,\ ) \ 10" /
e/ \10/ \commmm ) N2/

Interpretacion de los resultados:
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NO \O NO
Ag Tox Ag @ Tox Ag Tox
C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE
Resultado positivo de Resultado positivo Resultado negativo
antigeno de antigeno y toxina

Resultado positivo de antigeno: Presencia de una cepa de C. difficile no
toxigénica.

Resultado positivo de antigeno y toxina: Presencia de una cepa de C.
difficile productora de toxinas.

Resultado negativo: No hay presencia de C. difficile.

PCR de punto final para detectar TcdB. Se realiz6 una PCR para la
deteccidn de la presencia de la toxina B (TcdB) en muestras de materia fecal
de dadores sanos (DS) de la comunidad y pacientes del Hospital Interzonal de
Agudos “Abraham Pineyro” de Junin con sospecha de infeccién por C. difficile.
Previo a esto, se realiz0 la puesta a punto de la PCR para la TcdB utilizando
muestras de materia fecal, a las cuales se afadi0 cantidades crecientes de
bacteria viva crecida en caldo tioglicolato.

Brevemente, las muestras de materia fecal se homogeneizaron, se calentaron
a 70°C por 15 minutos y se realiz6 un pulso de centrifuga por 3 minutos. Se
colectdé el sobrenadante para la reaccion de PCR. La enzima utilizada en
nuestro ensayo (VersaTaq) permite la amplificacion directa del ADN sin
necesidad de purificacion previa. La mezcla de PCR consistio en: Buffer Versa
Tag 10X (1X), dNTPs (0,2 mM), cebadores especificos para TcdB (0,2 uM cada

uno, Integrated DNA Technologies), muestra del sobrenadante de materia fecal
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(<50ng/<5ul), enzima polimerasa Versa Taq (VersaTag™ Direct PCR
Polymerase, BioVision) y H,O para alcanzar el volumen final de 15 pl.

Las condiciones de ciclado fueron: 1) 10 min. 94°C, 2) 94°C 20 seg, 3) 62°C 60
seg; 4) 68°C 40 seg, 5) 68°C 10 min; siendo 30 ciclos desde el paso 2 al 4.
Posteriormente, los amplicones se corrieron en un gel de agarosa 2%, 45 min.
a 90V. Los controles de amplificacién que se utilizaron fueron:

Control positivo: ADN purificado de la cepa “hipervirulenta” NAP1/BI/027 de C.
difficile como molde de la reaccion.

Control negativo: muestra de materia fecal de DS sin presencia ni portacion de
C. difficile.

Secuencias de los cebadores:

Fw TcdB GTGTAGCAATGAAAGTCCAAGTTTACGC

Rv TcdB CACTTAGCTCTTTGATTGCTGCACCT

Ensayo C. difficile AmpliVue (Quidel). Se realiz6 el test de amplificacion
isotérmicamica AmpliVue a cada una de las muestras de pacientes del Hospital
Interzonal de Agudos “Abraham Pifieyro” de Junin con sospecha de infeccién
por C. difficile, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente,
primero se realizé una lisis térmica de la muestra de materia fecal tomada con
un hisopo, provisto por el kit. Se coloco el hisopo en un tubo con buffer de
dilucion, y luego se transfirio la muestra diluida a un tubo con buffer de lisis. Se
calentdé a 95°C por 10 min. Para la reaccion de amplificacion, se transfirio la
muestra lisada a un tubo de reaccién con la mezcla de reaccion liofilizada, y se

incub6 a 64°C durante 60 min en termociclador. Para la deteccion, se coloco el
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tubo de reaccidén en un cartucho gris para el amplicon y este mismo se coloc6

en el cartucho de deteccion. Luego de 10 min, se leyeron los resultados:

LineaC —»
LineaTl —»
LineaT2 —»

Positivo para cepa Negativo para Invalido
de C. diffcile cepa de C. diffcile
toxigénica toxigénica

Cultivos celulares.

Células Mononucleares de Sangre Periférica. Células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) fueron aisladas a partir de sangre heparinizada
mediante centrifugaciéon en gradiente de densidad por Ficoll-Hypaque (G.E
Healthcare). Las CMSP fueron cultivadas en placas de 48 pocillos o 96 pocillos
a 1x10° células/ml en RPMI 1640 (Gibco, Carlsbad, CA) suplementado con
penicilina-estreptomicina, glutamina (2mM, Sigma-Aldrich) y suero bovino fetal
al 10%. Las células fueron estimuladas en presencia o ausencia de los
extractos (CD Calor y CD Formol) de la cepa “hipervirulenta” NAP1/BI1/027 de
C. difficile por 24 hs, 48 hs y 5 dias en estufa a 37°C y con 5% de CO,. Para
evaluar la fagocitosis, en algunos casos el extracto de la bacteria fue tefiido con

Rodamina.

Linea celular THP-1. La linea monocitica humana THP-1 (American Type
Culture Collection, ATCC TIB202) fue mantenida en cultivo a 2x10° células/ml
en medio RPMI 1640 (Natocor) suplementado con 10% de suero bovino fetal
(SBF, Natocor), penicilina y estreptomicina, glutamina (2mM, Sigma-Aldrich),

glucosa (0,25 mg/ml), piruvato de sodio (0,011 mg/ml) y B-mercaptoetanol (0,05
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mM) a 37°C y con 5% de CO?. Para inducir su diferenciacién a macréfagos, las
células fueron cultivadas en placas de 24 pocillos a 0,5x10° células/ml en
medio completo en presencia de PMA 25ng/ml por 24 hs. Luego las células
fueron lavadas y estimuladas durante 1h en presencia o ausencia de los
extractos de la cepa “hipervirulenta” NAP1/BI/027 de C. difficile. Para evaluar la
fagocitosis, los extractos de la bacteria fueron tefiidos previamente con

Rodamina.

Citometria de flujo.

Determinacion de la expresiéon de ICOS, SLAM y PD-1. La expresiéon de las
moléculas coestimulatorias ICOS, SLAM y PD-1 en superficie fue determinada
por citometria de flujo. Brevemente, luego de la incubacion de las CMSP con
los extractos bacterianos, las células fueron lavadas en buffer FACS (PBS 1X
2% de SBF) y luego incubadas con un anticuerpo monoclonal especificos
conjugados a fluoréforos durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Luego, las
células fueron lavadas con buffer FACS y centrifugadas a 2000 rpm por 5
minutos. Se descartdé el sobrenadante y las células fueron fijadas en
paraformaldehido (PFA) al 1% (Sigma-Aldrich). Se utilizaron los siguientes
anticuerpos: anti-CD3 PerCP-Cy 5.5 (OKT3, Biolegend) o anti-CD3 PE
(Immunotools), anti CD4 FITC (Immunotools) o anti-CD4 APC (Immunotools),
anti-CD14 FITC (Immunotools) en diferentes combinaciones con los
anticuerpos para moléculas coestimulatorias anti-ICOS Alexa Flaor 488
(C398.4A, Biolegend), anti-SLAM Alexa Fluor 488 (Al12, Biolegend) o anti-

SLAM PE (BD Biosciences) y anti-PD-1 Alexa Fluor 647 (EH12.2H7, Biolegend)
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Las muestras fueron incubadas en paralelo en todos los casos en presencia de

anticuerpos irrelevantes (controles de isotipo).

Determinacion de la produccién de TNF-a, IFN-y e IL-17. La expresion de las
citoquinas IFN-y e IL-17 fue determinada por citometria de flujo intracelular. Las
CMSP fueron incubadas con los extractos de C. difficile inactivado por calor
(CD calor) o con Formol (CD Formol) por 24h o 5 dias, en las ultimas 5 horas
de cultivo se adicion6 un inhibidor de transporte del aparato de Golgi (Golgi
Stop, BD); para inducir la acumulacién intracelular de las citoquinas. Las
células fueron lavadas en buffer FACS (PBS 1X 2% de SBF) y luego incubadas
con anticuerpos monoclonales especificos para las moléculas de superficie a
determinar durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Luego, las células fueron
lavadas con buffer FACS y centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos. Se
descartd el sobrenadante y las células fueron fijadas en paraformaldehido
(PFA) al 4% (Sigma-Aldrich) por 20 minutos. Posteriormente, las células fueron
lavadas dos veces con buffer de Permeabilizacion (BP; PBS 1X, SBF 10%,
Saponina 0,5%) e incubadas con BP durante 15 minutos. Luego, se incubaron
por 40 minutos con los anticuerpos monoclonales especificos para las
citoquinas: anti-IFN-y Alexa Flaor 488 (4S.3B, Biolegend) o anti-IFN-y Alexa
Flaor 647 (4S.3B, Biolegend), anti-IL-17 PE (eBio64DEC17, eBiosciences),
anti-TNF-a PE (Immunotools). Las células fueron lavadas dos veces con BP y
resuspendidas en FACS.

Las muestras fueron incubadas en paralelo en todos los casos en presencia de

anticuerpos irrelevantes (controles de isotipo)

60



Materiales y métodos

Determinacion de la fagocitosis. Para determinar la fagocitosis, el porcentaje
de células THP-1 positivas para Rodamina fue determinado por citometria de
flujo luego de la incubacion con el extracto de C. difficile previamente marcado
con el colorante. Para esto los extractos bacterianos fueron incubados con
Rodamina en agitacién a temperatura ambiente por 30 minutos y luego lavado
con PBS para eliminar el exceso de Rodamina. Luego de incubar las células
con los extractos marcados, las células THP-1 fueron cosechadas y lavadas en
FACS. En algunos casos, se determiné la expresion de SLAM utilizando el
anticuerpo anti-SLAM conjugado a Alexa Flaor 488 como se describio

previamente.

Determinacion de la viabilidad celular. La apoptosis fue determinada por
citometria de flujo. Brevemente, luego de la incubacion de las CMSP con los
extractos de C. difficile (CD calor o CD Formol), las células fueron lavadas en
buffer FACS (PBS 1X 2% de SBF) y luego incubadas con un anticuerpo
especifico anti-Anexina V (Immunotools) por 10 minutos. Luego, fueron tefiidas

con loduro de Propidio (IP) y analizadas en el citbmetro de flujo.

En todas las determinaciones por citometria descriptas, las muestras
fueron analizadas en un Citometro de Flujo FACSCanto Il (BD) y el

analisis de los datos se realizo utilizando el software FlowJo (v 5.7.2).

ELISA. La produccion de IFN-y fue determinada por ELISA de captura en los
sobrenadantes de cultivo de CMSP estimuladas con C. difficile (CD Formol o

CD Calor). El ELISA de captura fue realizado siguiendo las instrucciones del
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fabricante (Biolegend). Brevemente, el anticuerpo de captura anti-IFN-y (200X)
se incubo6 por 16-18hs a 4°C, luego las placas fueron lavadas (PBS-Tween
0,05%) y bloqueadas con PBS-BSA 1% por 1 hora. Seguidamente la placas
fueron lavadas e incubadas con las muestras y la curva patron por 2 horas a
temperatura ambiente. Luego de los lavados se incubdé en presencia del
anticuerpo de deteccion biotinilado (200X) por una hora a temperatura
ambiente. Se realizaron los lavados y se incubd con estreptavidina peroxidasa
por 30 min. Las muestras fueron reveladas utilizando Buffer Citrato con TMB (3,
3, 5, 5'-tetrametilbenzidina) como sustrato y peroxido de hidrégeno. La
reaccion fue detenida con H,SO,4 y se detect6 la absorbancia a 450 nm en un

lector de microplacas (BioRad).

PCR en Tiempo Real. La cuantificacion de la expresion del ARNm de IFN-y se
realiz6 en un termociclador en tiempo real (LineGene 9640, Bioer) y se
relativizo a la expresion del ARNm de Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH). Brevemente, las CMSP estimuladas con C. difficile (CD Calor o CD
Formol) fueron lavadas con PBS 1X y resuspendidas en Trizol para realizar la
extraccion de ARN (TRl Reagent, Genbiotech). Para esto, se adicioné
cloroformo y se centrifugé 15 minutos a 12000 g a 4°C. Se transfirio la fase
acuosa a un nuevo tubo y se incub6 10 min a -20°C. Se centrifugé 8 minutos a
12000 g, se descartd el sobrenadante y se lavo el pellet con etanol 75%
aplicando vortex. Se centrifugd 5 minutos a 7500 g, se descartdo el
sobrenadante y se dejo secar el pellet a temperatura ambiente. Posteriormente,

se cuantific6 el ARN en un espectrofotémetro (Picodrop) y se prosiguié con la
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amplificacion del ADN complementario (ADNc) mediante la enzima MM-LV RT
(Promega).

Una vez obtenido el ADNc, se prosiguié con la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) en Tiempo Real. Brevemente, se prepard la mezcla de
reaccion adicionando: FastStart SYBR Green Master (2X), cebadores
especificos para el IFN-y o GAPDH (Integrated DNA Technologies) y se
completé con agua estéril hasta llegar a un volumen de 15 ml por reacciéon de
PCR. Las condiciones de ciclado fueron:

GAPDH 1) 94°C 5 min, 2) 94° 20 seg, 3) 62°C 20 seg, 4) 72°C 20 seg, 5) 83°C
5 seg, 6) 72°C 5 min. 40 ciclos de 2 a 4.

IFN-71) 95°C 5 min, 2) 95°C 30 seq, 3) 58°C 20 seg, 4) 72°C 30 seq, 5) 72°C 5
min. 45 ciclos de 2 a 4.

Los resultados se analizaron con el programa LineGene 9640.

Los valores fueron calculados utilizando el método de cuantificacion de
expresion comparativo, luego de la normalizacién con respecto a la expresion
de GAPDH: Tasa de incremento = 2**“ donde ACt = [Ctyen.) — Ctearpry)] Y

AACt = [ACtestimulo — ACtno estimulo)-

Andlisis estadistico. Se utilizo el test de Mann-Whitney y el test de Wilcoxon
para muestras no pareadas o pareadas respectivamente. Se utiliza el test de
Kruskal-Wallis (ANOVA no paramétrico de muestras no pareadas) y el test de
Friedman (ANOVA no paramétrico de muestras pareadas) y el post test de

Dunns. Los valores de p<0,05 fueron considerados significativos.
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Diagndstico molecular de la infeccion por C. difficile

Puesta a punto de PCR para TcdB para el diagnéstico molecular de la CDI
Existen muy pocos datos en nuestro pais acerca de la incidencia de esta
infeccion y no existen estudios que analicen la portacion asintomatica de C.
difficile. Los portadores asintomaticos de C. difficile constituyen un importante
reservorio de la enfermedad y se conoce muy poco acerca de la relevancia
clinica de la portacién asintomatica en la progresion a la infeccién sintomatica.
El diagnostico en la mayoria de los centros de salud se realiza por EIA una
técnica de baja sensibilidad. Teniendo en cuenta esto, uno de los objetivos de
este trabajo fue establecer un método de diagndéstico molecular que pueda ser
utilizado en los centros de salud de nuestra region. Para esto se realizd la
puesta a punto de una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) directa para
la toxina B de C. difficile que no requiere pasos previos de purificacion del ADN.
Para ello, trabajamos junto con personal del Hospital Interzonal General de
Agudos “Abraham Pifieyro” de Junin.

En primer lugar C. difficile fue cultivada en agar chocolate en anaerobiosis. A
partir de colonias aisladas se realizé la extraccion del ADN de la bacteria, de
manera de obtener un control positivo. Luego de obtener resultados positivos
se realiz0 una puesta a punto utilizando muestras de materia fecal, a la cual se
afnadio diferentes cantidades de bacteria viva crecida en caldo tioglicolato (Ver

Figura).
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Puesta a punto de la PCR de punto final
204 pb —>

utilizando muestras de materia fecal
con cantidades crecientes de C. difficile.

Posteriormente, se realizd el diagnéstico por PCR en muestras de material
fecal provenientes de Dadores Sanos (DS) de la comunidad y muestras de
pacientes hospitalizados. La especificidad de los resultados obtenidos por PCR
directa se corrobord por comparacion con muestras positivas cuyo diagnostico
habia sido realizado por EIA, el método de diagnostico actualmente utilizado
por el Hospital. Como puede observarse en la Figura 1, el ensayo de EIA
arrojo un resultado positivo para las toxinas, es decir para una cepa toxigénica
de C. difficile (Figura 1A). En concordancia con el resultado obtenido por EIA,
la PCR directa de la toxina TcdB también arroj6 un resultado positivo,
confirmando asi la especificidad de nuestro ensayo (Figura 1B, calle 4).
Asimismo, se realiz6 la PCR a muestras de materia fecal de DS para estudiar
una posible portacién asintomatica de C. difficile. No se detecté amplificacién

del ARNm de la toxina B en ninguno de los DS estudiados (Figura 1B).
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A B
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Figura 1. Puesta a punto de PCR y comparacién con el diagnéstico por EIA. A) EIA C.DIFF QUIK CHEK
COMPLETE de una muestra de materia fecal de un paciente con sospecha clinica de CDI. Las lineas muestran
el resultados positivo para la deteccion de la enzima GDH de C. difficile (Ag, linea a la izquierda) y para las
toxinas Ay B (Tox, linea a la derecha). La linea de puntos en el centro corresponde al control de calidad del
ensayo. B) La presencia de TcdB fue determinada por PCR directa en muestras de materia fecal de Dadores
Sanos de la comunidad y un paciente con sospecha clinica de CDI y diagnéstico positivo por EIA. Los
productos de PCR fueron corridos en un gel de Agarosa al 2% y visualizados utilizando Sybr Green. DS=Dador
Sano; P=paciente; C-= Control Negativo; C+=Control Positivo; M=Marcador de Peso Molecular.

Comparacion de la PCR para TcdB con el kit AmpliVue C. difficile Assay

El ensayo AmpliVue C. difficile de Quidel es un test de diagndstico in vitro para
la deteccion directa y cualitativa del gen de la TcdA en muestras de heces no
formadas de pacientes que se sospecha que padecen CDI. El gen diana del
ensayo es un fragmento conservado del ADN de C. difficile, que esta intacto en
todas las cepas toxigénicas A'B" y A'B" conocidas de C. difficile. El ensayo
utiliza la amplificacién dependiente de helicasa (HDA) para la amplificacion del
fragmento conservado de la secuencia del gen de la TcdA y un dispositivo
auténomo de deteccién de amplificacion desechable que permite la evaluacion
visual de los resultados del ensayo.

Siguiendo las instrucciones del fabricante, se realizé el ensayo AmpliVue C.

difficile con la muestra de materia fecal del paciente con diagndstico positivo
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por EAI. Como se puede observar en la Figura 2, la linea T2 es visible,

confirmando nuevamente la sospecha de CDI para el paciente.

Figura 2. Ensayo AmpliVue de Quidel. Se realizé
el test con la muestra de materia fecal del
paciente siguiendo las instrucciones del
fabricante. La linea T2 detecta el ADN toxigénico
de C. difficile. La linea C detecta el ADN control
del proceso en ausencia del ADN toxigénico de la
C. difficile. En presencia del ADN diana de C.
difficile toxigénico, la linea C detecta los
productos amplificados tanto del ADN toxigénico
de C. difficile como del ADN de control del
proceso.

En conclusion, los resultados obtenidos hasta el momento nos han permitido
realizar la puesta a punto de la PCR directa de la toxina B de C. difficile a partir
de muestras de materia fecal y corroborar su especificidad. Para lograr la
validacion de este método los resultados deberan repetirse en un mayor
namero de muestras y compararse con otro método de diagndstico molecular
validad como el AmplieVue, el cual demostr6 una muy alta sensibilidad y alta

1.*° Teniendo en

especificidad en el meta-analisis realizado por Crobach y co
cuenta que los test de diagndstico moleculares son altamente mas sensibles
qgue el EIA nos proponemos validar nuestro método en un mayor namero de
muestras para luego implementarlo en los centros de salud de salud de la

region como método de screening de CDI. Estos resultados pueden tener un

fuerte impacto en la salud publica, ya que la implementacién del método de

68



Resultados

diagnostico mejoraria la sensibilidad y agilizaria el diagnostico y por lo tanto el

tratamiento.
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Respuesta inmune innata en respuesta a C. difficile

Evaluacion de la viabilidad celular luego del estimulo con extractos de C.

difficile

Para evaluar la respuesta inmune frente a C. difficile, se prepararon extractos
totales de la bacteria por calentamiento o tratamiento con formol (como se
describe en Materiales y Métodos). Previo a la caracterizacién de la respuesta
inmune frente a C. difficile, se evalu6 en primer lugar la viabilidad de las CMSP
de dadores sanos luego de 48h y 5d de estimulacion in vitro con C. difficile. La
viabilidad o muerte celular fue evaluada por citometria de flujo utilizando
Anexina V e loduro de Propidio (IP). Como se puede observar en la Figura 3,
tanto a las 48h como a los 5d el porcentaje de muerte celular es similar tanto
en las células sin estimular como luego del estimulo con C. difficile ya sea

inactivado por calor o con formol.
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Figura 3. Evaluacion de la viabilidad celular luego del estimulo con C. difficile mediante citometria de flujo. CMSP de
Dadores Sanos (DS) fueron estimuladas por 48h (panel izquierdo) o 5d (panel derecho) en presencia/ausencia de C.
difficile inactivado por calor (CD calor) o Formol (CD Formol). La viabilidad celular fue determinada mediante citometria
de flujo por tincidn con Anexina V-FITC (Anex V) e loduro de Propidio (IP). A) Se muestra un dot plot representativo. B)

Histograma representativo de las células Anexina V positivas totales.
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En la Figura 4 se puede apreciar el porcentaje de células en cada una de las
fases: células viables, células en apoptosis temprana (Anexina V' IP), células
en apoptosis tardia (Anexina V' IP") y células necréticas (Anexina V' IP™). Tanto
a las 48 hs como a los 5 dias, el porcentaje de células necroticas y apoptoticas
tardias fue del 2-8% y 3-1%, respectivamente. Asi como tampoco se

observaron diferencias en la apoptosis temprana, luego de la estimulacion con

C. difficile.
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Figura 4. Evaluacion de la viabilidad celular por fases luego del estimulo con C. difficile mediante citometria de flujo. CMSP
de Dadores Sanos (DS) fueron estimuladas por 48h (A) o 5d (B) con C. difficile inactivado por calor (CD Calor) o con formol
(CD Formol). La viabilidad celular fue determinada mediante citometria de flujo por tincidén con Anexina V-FITC (A) e loduro
de Propidio (IP). Se muestra el porcentaje de células viables, células en apoptosis temprana (A'IP"), células en apoptosis
tardia (A'IP") y células necréticas (A'IP). Las barras respetan la Media + SEM del % de células en cada fase.

Asi, estos resultados demuestran que ambos extractos de la bacteria, tienen
una escasa presencia/actividad de las toxinas. Si bien las toxinas son el
principal factor de virulencia, algunos estudios recientes sugieren que
moléculas no téxicas de C. difficile, poseen roles inmuno-regulatorios.'® Sin
embargo, nuestro actual conocimiento acerca de la respuesta inmune del

hospedador frente C. difficile permanece rudimentario y las mayoria de los
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estudios apuntan al rol de la inflamacion en respuesta a las toxinas de C.
difficile. Muchos estudios que utilizan el modelo de intoxicacion han reportado
el efecto deletéreo de la inflamacién.” Sin embargo, los modelos de infeccion
han demostrado que ciertas vias inflamatorias son necesarias para la

sobrevida.’

Expresién de SLAM y TNF-a en monocitos frente a C. difficile

La eliminacion de patdgenos durante una infeccion involucra células inmunes
como macrofagos y neutréfilos que migran al sitio de infeccion y donde son
capaces de ejercer importantes funciones efectoras, como la fagocitosis. Los
macréfagos arriban de manera temprana al sitio de infeccidon y comienzan a
producir citoquinas y quemogquinas inflamatorias. Las quemoquinas secretadas
reclutan otros tipos celulares al sitio de infeccion, en algunos casos iniciando
una respuesta inmune adaptativa. Se ha observado que la exposicion de SLPs
de C. difficile a una linea celular macrofagica murina induce la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias y quemoquinas por los macroéfagos, e incrementa
la expresion de PRRs y otros receptores de la superficie celular, asi como
también la fagocitosis y la actividad migratoria de los mismos. Mas audn, las
SLPs de C. difficile regulan la produccién de un importante mediador
inflamatorio, el TNF-a. Esta citoquina pro-inflamatoria puede actuar sobre los
vasos sanguineos, aumentando su permeabilidad y adherencia a los
leucocitos. Esto permite la afluencia de células inmunitarias fluidas al sitio de
infeccion y, por lo tanto, aumenta la permeabilidad y la acumulacién de liquido

gue contribuye a la diarrea severa observada en pacientes infectados con C.
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difficile. EI TNF-a también actia sobre CDs, promoviendo la migracion a los
ganglios linfaticos donde se puede iniciar una respuesta inmune adaptativa. Por
otro lado, SLAM se expresa en la superficie de los macréfagos y esta
involucrado en la regulacién de la secrecion de citoquinas por macréfagos tanto
humanos como murinos. A su vez, esta reportado que SLAM regula
positivamente la eliminacion de bacterias Gram-negativas por macréfagos.>

Teniendo en cuenta estos antecedentes, evaluamos el rol de la molécula
coestimulatoria SLAM vy la produccién de la citoquina TNF-a por citometria de
flujo en monocitos luego de estimulacion con C. difficile inactivado por calor o
formol por 24 hs. La estimulacion sélo con C. difficile inactivado por calor indujo
un aumento significativo de la produccion de TNF-a, mientras que ambos
extractos de la bacteria (CD calor y formol) indujeron un aumento significativo
de la expresion de SLAM (Figura 5). Se observé ademés que la produccién de
TNF-a fue significativamente mayor luego de la estimulacion con CD Calor

comparado con el estimulo con CD Formol (Figura 5).
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Figura 5. Analisis de la expresion de SLAM y de
TNF-a en monocitos. CMSP de DS fueron
estimuladas en presencia/ausencia  del
extracto de C. difficile inactivado con calor (CD
Calor) o Formol (CD Formol) por 24h. La
expresion de SLAM y de TNF-a en los
monolitos fue determinada por citometria de
flujo. Para esto las células fueron
seleccionadas de acuerdo a tamafo vy
granularidad (FSC vs SSC) y luego se
seleccionaron las células CD14%; para
finalmente evaluar el % de células positivas
para TNF-a (A) o SLAM (B). ** p<0,01;
***p<0,01.
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Mas aun, cuando se evalué la co-expresiéon SLAM-TNF-a se observd que luego
de la estimacion con CD Calor la mayoria de las células TNF-a positivas
expresan en su superficie SLAM (Figura 6).

Asi, podemos concluir que C. difficile regula positivamente la expresion de
SLAM vy la produccion de TNF-a en monocitos humanos, lo que podria indicar

la induccion de un perfil pro-inflamatorio.
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Figura 6. Analisis de la co-expresion de SLAM-TNF-a en monocitos mediante citometria de flujo. Las CMSP fueron
incubadas en presencia/ausencia del extracto de C. difficile inactivado con calor (CD Calor) o formol (CD Formol) por
24h. La co-expresion de SLAM y de TNF-a fue determinada por citometria de flujo en las células CD14". A) Dot plot
representativo de la co-expresion de SLAM-TNF-a B) Las barras representan la media + SEM del porcentaje de células
CD14 doble positivas (SLAM'TNF-a") y positivas sélo para TNF-a (SLAM TNF-a’). (**, P<0,01).
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Evaluacion de la fagocitosis de C. difficile por células THP-1

Para determinar la fagocitosis se utilizo la linea celular THP-1, una linea celular
aislada de sangre periférica de un paciente con leucemia monocitica aguda que
ha sido utilizada ampliamente para estudiar la respuesta inmune. Esta linea
celular crece en suspension y adquiere la capacidad de diferenciarse y por lo
tanto adherirse cuando son estimuladas con el éster de forbol (Forbol 12-
miristato 14-acetato, PMA). Asi las células THP-1 diferenciadas por 24h en
presencia de PMA, fueron luego incubadas por 1h con C. difficile inactivado por
calor o formol, previamente marcados con rodamina; y la fagocitosis fue
determinada por citometria de flujo.

Observamos una mayor fagocitosis con Rodamina-CD Calor comparado con

Rodamina-CD Formol (Figura 7).

CD Calor CD Formol
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Figura 7. Andlisis de la fagocitosis mediada por células THP-1. Las células THP-1 fueron diferenciadas con

PMA por 24h, luego lavadas y estimuladas con el extracto de C. difficile inactivado por calor (CD Calor) o

con formol (CD Formol) tefiido con Rodamina por 1h. Se evalué ademas la expresion de SLAM. Se muestran

un dot plot de Rodamina vs SLAM y un histograma para Rodamina representativos.

Para estudiar un posible rol de SLAM en la fagocitosis, se evalud la co-

expresion SLAM-Rodamina. Como se observa en la Figura 7, en respuesta a
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la estimulacion con CD Calor la mayoria de las células fagociticas (Rodamina®)
co-expresan SLAM.. Lo mismo ocurre frente a CD Formol, sin embargo comos
e describié previamente frente a este est‘mulo se observaron muy bajos
porcentajes de fagocitosis. Los resultados demuestran que las células THP-1
son capaces de fagocitar a la bacteria inactiva por calor. Sin embargo, se
necesitan mas estudios para determinar la causa de la menor fagocitosis en el

extracto inactivado con formol y cuél es el rol de SLAM en este proceso.

Caracterizacion de la respuesta T: regulacion de citoquinas y

moléculas coestimulatorias

Regulacion de IFN-y por C. difficile

La respuesta inmune adaptativa determina la resolucion de la CDI, por lo que
las inmunoterapias podrian tener un rol clave para frenar esta epidemia.”* Sin
embargo, existen pocos estudios que evalien la respuesta de individuos
infectados y el rol de poblaciones T pro-inflamatorias como las células Thl y
Th17. Estudios previos indican que la respuesta inmune de pacientes con CDI
recurrente falla en la eliminacion de la bacteria y existe un desbalance hacia
una respuesta inflamatoria. Recientemente se demostraron diferencias
fenotipicas en las subpoblaciones CD3" entre individuos CDI positivos y
negativos y una mayor plasticidad de las poblaciones Th en los individuos
CDI*.*® Sin embargo, en estos estudios no se realizé una estimulacién antigeno
especifica, asi como tampoco estudiaron cémo estas poblaciones son

reguladas. Por otro lado, ha sido demostrado que la neutralizacion de IFN-y
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protege frente a la enteritis inducida por TcdA en el modelo de ratén.>? Sin

embargo, existen muy pocos estudios que evalien el rol del IFN-y en la

respuesta inmune frente a C. difficile en humanos. Teniendo en cuenta estos

antecedentes, evaluamos la produccion de IFN-y en respuesta a C. difficile.

Para esto CMSP de dadores sanos (DS)

fueron estimuladas en

presencia/ausencia de diferentes concentraciones de C. difficile inactivado por

calor o formol (CD Calor y CD Formol) por distintos tiempos. La produccién de

IFN-y fue evaluada por ELISA en los sobrenadantes de cultivo.
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Figura 8. Produccidon de IFN-y en respuesta a C. difficile. CMSP de DS fueron estimuladas con diferentes

concentraciones de C. Difficile inactivado por calor (CD Calor) o con formol (CD Formol) por 24h, 48h y 5d. La

produccion de IFN-y fue determinada en los sobrenadantes de cultivo por ELISA. A, B) Cinética de la produccién de IFN-

v para CD Calor (A) o CD Formol (B). C) Cinética completa de la produccién de IFN-y para ambos extractos, CD Calor y
CD Formol. Las barras representan la Media £ SEM de la produccidn de IFN-y (pg/ml). (¥***, P<0,001)
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Se observo una clara tendencia de aumento de IFN-y desde las 24h hasta los 5
dias de estimulo con CD Calor o CD Formol, siendo los 5 dias el tiempo de
mayor produccion de IFN-y (Figura 8 y 8C).

Cuando se estimul6 con CD Calor, se evidencioé una mayor produccion de IFN-y
con 2 ul del extracto de CD comparado con 1ul o 4ul, tanto a las 48 hs como a
los 5 dias (Figura 8A). Mientras que el estimulo con CD Formol mostré un
efecto dosis dependiente, con los mayores niveles de produccion de IFN-y con
4yl del extracto de la bacteria tanto a las 48h como a los 5 dias (Figura 8B y
8C). Asimismo, la estimulacién con CD Formol produjo un aumento significativo
de la produccion de IFN-y a los 5 dias en las tres concentraciones estudiadas
(Figura 8C).

Asi, los resultados demuestran que en DS las diferentes preparaciones de C.
difficile son capaces de inducir la produccién de IFN-y. Teniendo en cuenta los
resultados obtenidos, el resto de los experimentos fueron realizados con 2ul de

los extractos de la bacteria.

Del mismo modo, a partir de CMSP de diferentes DS, se cuantifico la expresion
del ARNm de IFN-y y se normaliz6 a la expresion del gen constitutivo GAPDH.
En concordancia con lo visto anteriormente, la estimulacion con C. difficile
indujo la expresion del ARNm de IFN-y (Figura 9). El pico de expresion del
ARNmM de IFN-y cuando se realiz6 el estimulo con CD Formol se produjo a los 5
dias, mientras que cuando se estimulé con CD Calor la mayor expresion se
observd luego de 48 hs de estimulo (Figura 9). En conjunto los resultados
obtenidos demuestran que C. difficile lleva a una regulacion positiva del IFN-y,
citoquina pro-inflamatoria caracteristica de la respuesta Thl.
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Figura 9. Expresion de ARNm de IFN-y en respuesta a

@8 CD Calor C. difficile. CMSP de DS fueron estimuladas con el

404 @8 CD Formol extracto de C. difficile inactivado por calor (CD Calor)
o con formol (CD Formol) por 24h, 48h y 5d. La
expresion de ARNm de IFN-y fue determinada por
PCR en tiempo real. Las barras representan la Media

30+

+ SEM de |a Tasa de Incremento de IFN-y. Los valores

Incremento
N
o
:

10 fueron calculados mediante el método de
cuantificacién de expresién comparativo, luego de la

24h 48h 54 normalizacion con respecto a la expresion de GAPDH:

Tasa de incremento = Z'MCt, donde ACt = [Cten.y) —
Ct(GAPDH)] y AACt = [ACtestimulo — ACtno estimulol -

Finalmente, para evaluar si el IFN-y era producido por las células T, se
determind el porcentaje de células productoras de IFN-y a los 5 dias por
citometria de flujo intracelular. Para esto las CMSP de DS fueron estimuladas
por 5 dias en presencia/ausencia de los extractos de C. difficile (CD Calor y CD
Formol), en las Ultimas 5 horas de cultivo se adiciond un inhibidor del transporte
del Golgi para permitir la acumulacion de la citoquina. La produccion de IFN-y
fue evaluada por citometria de flujo en las células T, utilizando para esto
anticuerpos especificos para CD3 y CD4. Observamos que el IFN-y aumenta
en células T, especificamente en las células T CD4 positivas frente al estimulo
con CD Formol (Figura 10), sin embargo no parece haber aumento de esta
citoquina cuando se estimula con CD Calor comparado con el medio. Como se
observa en la Figura 10C, la estimulacion con C. difficile no induce la

produccion de IFN-y por las células T CD8".
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Asi, en conjunto nuestros resultados demuestran que CD calor y CD Formol
son capaces de inducir la produccion de IFN-y por las CMSP de DS. Sin
embargo, la cinética observada es diferente con los dos extractos y sélo CD

Formol pareceria inducir la producciéon de IFN-y en las células T.
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Figura 10. Andlisis de la produccién de IFN-y por las células T en respuesta a C. difficile. CMSP de DS fueron
incubadas con el extracto de C. difficile inactivado por calor (CD Calor) o con formol (CD Formol) durante 5d. La
produccion de IFN-y en las células T fue determinada por citometria de flujo. Para esto se realizé el andlisis,
primero seleccionando los linfocitos de acuerdo a los parametros de tamafio y granularidad (FSC vs SSC), luego se
seleccionaron las células CD3 (A), CD4 (B) o CD8 (C) positivas, dentro de las cuales se analizé la expresion de IFN-y .
La figura muestra la Media + SEM del porcentaje de células CD3'IFN-y" (A), CD3"CD4'IFN-y" (B), CD3'CD4 IFN-y" (C).

Co-expresion de IFN-y e IL-17 en respuesta a C. difficile

Dado el caracter pro-inflamatorio de la infeccion por C. difficile, ademas de
estudiar el IFN-y, decidimos caracterizar la produccion de IL-17 y su produccién
junto con IFN-y. La células Th17, que producen selectivamente IL- 17A son
cruciales en la defensa del hospedador frente a patégenos extracelulares. Ha
sido demostrado que la IL-17 promueve el reclutamiento de los neutrofilos y el
dafio del epitelio durante las respuestas inflamatorias tanto en el pulmén como

en el intestino.>® La IL-23, una citoquina que mantiene la sobreviva de las
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células Thl7, se destaca como una citoquina capaz de inducir inflamacién
patogénica durante la infeccién por C. difficile en ratén®*, pero estos trabajos no
evallan la respuesta inmune en la infeccion cronica, ni su impacto sobre las
respuesta Th17. M&s aun, en contraste a los resultados de Buonomo y col, ha
sido propuesto que una respuesta Th1l7 deficiente podria de hecho mediar la
severidad de la enfermedad.®® En los (ltimos afios, ha sido descripta una
plasticidad funcional entre los linajes Thl y Th1l7, un proceso que pareceria
tener un rol central en diferentes condiciones inflamatorias, incluidas aquellas

que afectan el sistema gastrointestinal.®’

Sin embargo, no existen estudios que
evaluen el rol de las respuesta Th1/Th17 en la CDI. En este trabajo evaluamos
la produccién de IFN-y e IL-17 en células T de DS estimuladas con C. difficile.
Si bien, no se observaron diferencias en cuanto al porcentaje de células
productoras de IL-17 frente al estimulo con CD Calor comparado con el medio
sin estimulo, si se observdé un aumento de la produccion de esta citoquina
cuando se estimuldé con CD Formol. Por otra parte, lo mismo se observé con el
porcentaje de células T CD4" IFN-y" IL-17". El estimulo con CD Formol lleva a
un mayor nimero de células T CD4" IFN-y* IL-17" con respecto al medio.

En conjunto los resultados obtenidos demuestran que C. difficile induce la
activacion de las células T, y que mas del 70% de las células productoras de
citoquinas son en realidad doble positivas (productoras de IFN-y e IL17). Esto

podria sugerir una respuesta T Thl y Th17 frente a la infeccidén por C. difficile y

una posible plasticidad Th1/Th17.
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Figura 11. Andlisis de la produccién de IFN-y e IL-17 en
respuesta a C. difficile. CMSP de DS fueron estimuladas
con el extracto de C. difficile inactivado por calor (CD
Calor) o con formol (CD Formol) durante 5d. La
producciéon de IFN-y e IL-17 en las células T fue
determinada por citometria de flujo. Para esto se
realizé el analisis, primero seleccionando los linfocitos
de acuerdo a los parametros de tamafio y granularidad
(FSC vs SSC), luego se seleccionaron las células CD4
positivas, dentro de las cuales se analizé la expresion
de IFN-y y de IL-17. .Se muestra un grafico de puntos
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Regulacion de la expresiéon de ICOS, SLAM y PD-1

Las moléculas coestimulatorias son esenciales en la activacion T, para

Resultados

CD Calor
1l]¢ Q11 Q10
90,463% 2,36%
103 -3
Qs
2,13%
104
CD Formol
10t Jont Q10
j 318% 751%

continuar la caracterizacion de las respuesta T frente a C. difficile, se decidio

estudiar la regulacién de las moléculas coestimulatorias ICOS, SLAM y PD-1.

Las CMSP de los DS fueron estimuladas por 5 dias en presencia/ausencia de

CD Calor o CD Formol y la expresion de las moléculas coestimulatorias fue

determinada en las células T por citometria de flujo. La estimulacion con CD

Calor o CD Formol no indujo la expresién de ICOS (Figura 12). Esto se

observé ya sea para las células T CD3 totales, como para las células T CD4 y
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T CD8 (Figuras 12A, B y C). Se detectaron altos niveles basales de expresion
de ICOS, alrededor de un 50% de las células T fueron positivas para esta

molécula coestimulatoria; la expresion de ICOS se encontr6 mayormente en las

células T CD4 (Figura 12D).
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Figura 12. Analisis de la expresidon de ICOS en respuesta a C. difficile. Las CMSP de DS fueron estimuladas con el
extracto de C. difficile inactivado por calor (CD Calor) o con formol (CD Formol) durante 5d. La expresidn de ICOS fue
analizada en las células T por citometria de flujo. Para esto se realizé el andlisis, primero seleccionando los linfocitos
de acuerdo a los parametros de tamario y granularidad (FSC vs SSC), luego se seleccionaron las células CD3 (A), CD4
(B) o CD8 (C) positivas, dentro de las cuales se analizé la expresion de ICOS. La figura muestra la Media + SEM del
porcentaje de células CD3*1COS" (A), CD3'CD4ICOS’ (B), CD3"CD8*ICOS’ (C).

En cuanto a la expresion de SLAM, se observé un ligero aumento de las
células SLAM positivas luego del estimulo con CD Formol cuando se analizan
las células T CD4 positivas y CD3 totales (Figura 13A y B). En las células T

CD8 no se observan diferencias con respecto a la expresiéon de SLAM frente a

CD Calor o CD Formol en relacién al medio.
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Figura 13. Analisis de la expresion de SLAM y de PD-1 en respuesta a C. difficile. Las CMSP de DS fueron
estimuladas con el extracto de C. difficile inactivado por calor (CD Calor) o con formol (CD Formol) durante 5d. .
La expresién de SLAM (A-C) o de PD-1 (D-F) fue analizada en las células T por citometria de flujo. Para esto se
realizé el analisis, primero seleccionando los linfocitos de acuerdo a los parametros de tamafio y granularidad
(FSC vs SSC), luego se seleccionaron las células CD3, CD4 o CD8 positivas, dentro de las cuales se analizé la
expresion de las moléculas coestimulatorias. A, B, C) Porcentaje de células CD3'SLAM®, CD3"CD4'SLAM" y

CD3'CD8" SLAM', respectivamente. D, E, F) Porcentaje de células CD3'PD-1", CD3'CD4'PD-1" y CD3'CD8"PD-17,
respectivamente.

Con respecto a PD-1, se observa una leve disminucién de la expresion de PD-1
en las células CD4 positivas en respuesta a la estimulacion con CD Calor;
mientras que no hay diferencia con CD Formol comparado con el medio sin
estimular. En las células T CD8 no se observaron diferencias entre CD Calor y
CD Formol en relacion al medio, como tampoco se observaron cambios en las
células T totales (Figuras 13D, E, F).

Cuando se analiz0 la co-expresion de SLAM-PD-1 se observé un ligero
aumento de las células tanto CD4 como CD8 positivas y en las CD3 totales que

co-expresan SLAM-PD-1 cuando se estimulé con CD Formol. Sin embargo, con
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CD Calor como estimulo no se observd modulacién de la co-expresion SLAM-

PD-1 (Figuras 14A, B, C).

De la misma manera se analizd la co-expresion ICOS-SLAM en células T

totales (Figura 14D). Como se pudo observar en el analisis previo de SLAM-

PD-1, el tratamiento con CD Formol provoca un ligero aumento de las células

que son CD3'ICOS'SLAM®. Mas aln, alrededor del 50% de las células que

expresan SLAM expresan ademas ICO
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Figura 14. Andlisis de la co-expresién de SLAM con PD-1 o ICOS. .
Las CMSP de DS fueron estimuladas con el extracto de C. difficile
inactivado por calor (CD Calor) o con formol (CD Formol) durante
5d. La co-expresion fue luego analizada por citometria de flujo en
las células T. Para esto se realizd el andlisis, primero seleccionando
los linfocitos de acuerdo a los parametros de tamafio vy
granularidad (FSC vs SSC), luego se seleccionaron las células CD3,
CD4 o CDS8 positivas, dentro de las cuales se analizé la expresion
de SLAM y de PD-1 (A-C). La co-expresiéon SLAM-ICOS fue
analizada en las células T CD3" (D). El graficos muestra la Media +
SEM del porcentaje de células (A) CD3'SLAM'PD-1°, (B)
CD3'CD4'SLAM'PD-1"y (C) CD3'CD8'SLAM'PD-1" D) Porcentaje de
células CD3'ICOS'SLAM,, CD3'ICOSSLAM® y CD3'ICOS'SLAM®,
respectivamente.
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En conjunto los resultados muestran una modesta regulacion de la expresion
de SLAM y de PD-1 sélo en las células T estimuladas con C. difficile inactivado

por tratamiento con Formol.

Regulacion de la expresion de ICOS, SLAM y PD-1 en células T

productoras de IFN-y

Finalmente, se estudio la expresion de cada molécula coestimulatoria ICOS,
SLAM y PD-1 junto con la produccion de IFN-y en respuesta a C. difficile. En la
Figura 15A se observan las células CD3 positivas que expresan SLAM y
producen IFN-y. La estimulaciéon con CD Formol indujo un aumento de las
células CD3*SLAM'IFN-y", mientras que no se observaron diferencias con CD
Calor. También se observé un aumento significativo del numero de células
CD3"SLAM" en comparacion con CD Calor y con el medio sin estimulo (en

concordancia con los resultados obtenidos previamente, Figura 13A).
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Figura 15. Andlisis de expresion de SLAM, ICOS y PD-1 en células productoras de IFN-y en respuesta a la estimulacion
con C. difficile. Las CMSP de DS fueron incubadas con el extracto de C. difficile inactivado por calor (CD Calor) o con
formol (CD Formol) durante 5d. La co-expresidn de las moléculas coestimulatorias en las células productoras de IFN-y
fue analizada por citometria de flujo. . Para esto se realizd el analisis, primero seleccionando los linfocitos de acuerdo
a los parametros de tamafio y granularidad (FSC vs SSC), luego se seleccionaron las células CD3 positivas, dentro de
las cuales se analizd la expresion de las moléculas coestimulatorias y de FN-y. ). El graficos muestra la Media £ SEM
del porcentaje de células (A) CD3"SLAM'IFN-y,, CD3'SLAMIFN-y" y CD3'SLAM’IFN-y", (B) CD3"ICOS'IFN-y,, CD3"ICOS’
IFN-y"y CD3*ICOS’IFN-y" y (C) CD3'PD-1"IFN-y", CD3'PD-17IFN-y", CD3'PD-1'IFN-y". (*, P<0,05; **, P<0,01))

El porcentaje de células CD3'ICOS'IFN-y" no varia frente al tratamiento con

CD Calor o CD Formol en relacion al medio (Figura 15B).

La expresion de PD-1 en aquellas células tratadas y sin tratar luego de 5 dias

no presenta variacion. Sin embargo, las células PD-1 positivas productoras de
IFN-y aumentaron cuando se estimularon con CD Formol comparado con el
medio, no asi con CD Calor (Figura 15C).

Los resultados demuestran que sdlo la estimulacién con CD Formol induce un
aumento de las células SLAM'IFN-y" y de las células PD-1*IFN-y*, lo cual
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podrian indicar que la bacteria es capaz de activar a las células T y que estas
moléculas coestimulatorias podrian estar implicadas en la regulacion del IFN-y

en la respuesta inmune frente a C. difficile.
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La infeccion causada por Clostridium difficile es una de las principales causas
de infecciones nosocomiales. Actualmente, el diagndstico de la CDI se realiza
por la combinacion de sintomas clinicos y un test positivo para las toxinas de C.
difficile en materia fecal o hallazgos histolégicos o endoscoOpicos de colitis
pseudomembranosa.'? El uso de ensayos de baja sensibilidad como el EIA
para las toxinas A/B resulta en un alto numero de falsos negativos y en el
pedido de multiples tests para el mismo paciente por parte de los médicos lo
cual retrasa el diagnéstico e incrementa los costos. El diagnéstico rapido y
preciso de la CDI es esencial para el control nosocomial de la CDI. M&s aun en
los ultimos afios se ha destacado la importancia de la portacion asintomética de
C. difficile.

La implementacion de la PCR no sOlo mejorara y acelerara el
diagnostico sino que nos permitira lograr un mayor conocimiento de la
epidemiologia de C. difficile en nuestra region, lo cual podria proveer
herramientas para lograr un mejor control de la infeccién. Existen muy pocos
reportes acerca de la incidencia de CDI en nuestro pais y ninguno en nuestra
region. La amplificacion de acidos nucleicos es actualmente el pilar
fundamental en el diagnostico de la CDI dado que los resultados pueden
obtenerse en 1h, con una mayor sensibilidad que el EIA.**

La manera mas sencilla de diagnosticar la CDI seria a través del uso de
un unico test rapido capaz de predecir el estatus de la enfermedad. Sin
embargo, como ha sido reportado por Crobach y col. en un meta-analisis
publicado recientemente, donde se evalud la especificidad y sensibilidad de
varios ensayos comerciales para el diagnéstico de la CDI comparado con los

métodos de referencia; esto no es posible en el caso de la CDI.*° En el caso de
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los test especificos los valores predictivos positivos (PPVs) son inadecuados
cuando la prevalencia de la enfermedad es baja.*® Si los ElAs fueran utilizados
en situaciones endémicas (prevalencia de CDI del 5% en la poblacién
testeada), se observaria un alto porcentaje (19%) de pacientes con un test
falso positivo.*® Mas aun, tanto la determinacion de la GDH por EIAs como los
ensayos de amplificacion del ADN no detectan toxina libre, por lo que la
utilizacion de este Unico test en conjunto con los sintomas clinicos para
discernir pacientes CDI de portadores asintomaticos no es una aproximacion
optima: los pacientes colonizados por cepas de C. difficile toxigénicas podrian
desarrollar diarrea por otras causas, y no existen sintomas clinicos especificos
que permitan diferenciar la CDI de otras causas de diarrea.”® Asi, ha sido
propuesto que la mejor alternativa es combinar dos test en un algoritmo de
manera de optimizar el diagndstico de la CDI.* La ventaja de esto es que los
test pueden combinarse de manera de disminuir el porcentaje de falsos
positivos. Para esto deben analizarse todas las muestras con un primer test
que posea una alta sensibilidad como el diagnéstico por amplificacion del ADN.
De esta manera el test permitiria clasificar con un resultado negativo confiable
los no-CDI y las muestras con resultados negativo no deben ser analizadas
nuevamente. Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos propusimos realizar
la puesta a punto de la PCR de la TcdB de C. difficile. Para validar este
ensayo, los resultados obtenidos fueron comparados con los obtenidos por un
test de diagnéstico molecular comercial previamente validado: Amplivue
(Quidel), el cual demostréo una muy alta sensibilidad y alta especificidad en el

4
|49

meta-analisis realizado por Crobach y col.™ Siguiendo las recomendaciones de

la Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas el
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segundo test a utilizar deberia ser un test con alta especificidad como los EIA
para las Toxinas A/B, dado que este ensayo no sélo es especifico sino que
permite la deteccion de la toxina libre. *° Asi, el EIA se utiliza como test
confirmatorio sélo para las muestras positivas.*® Los resultados mostrados
previamente muestran concordancia en los distintos métodos: EIA Techlab C.
diff Quik Chek Complete, PCR de punto final para TcdB y kit AmplieVue
(Quidel). Mas pruebas son necesarias para validar definitivamente el método
de diagndstico basado en una PCR de punto final sencilla que no requiere un
paso previo de purificacion del ADN molecular, mucho mas econémica que los
tests comerciales y mas econémica incluso que el EIA para las toxinas, y de
esta manera poder aplicar el algoritmo de diagnostico mencionado
anteriormente. En este trabajo hemos podido realizar la puesta a punto de la
PCR e incluso comparar los resultados obtenidos con otro método de
diagnéstico molecular. Teniendo en cuenta estos resultados, nuestro objetivo a
fututo es realizar la PCR en todas las muestras de materia fecal no formada
admitidas al Hospital tengan o no sospecha clinica de CDI; ya que ha sido
demostrado que el ensayo empirico de todas las muestras de materia fecal no
formadas admitidas al laboratorio incrementa la eficiencia del diagnéstico. En
una primera etapa realizaremos la validacion por comparacion con el método
AmplieVue, para corroborar la sensibilidad de nuestra PCR. Como se describio
previamente, las muestras positivas seran confirmadas por EIA. La introduccion
de este método diagndstico en los centros de salud; no solo permitira mejorar y
agilizar el diagnodstico de la CDI sino también establecer la incidencia de la
infeccion sintomatica y asintomatica por C. difficile en diferentes centros de

salud de la region.
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Por otro lado, teniendo en cuenta la importancia de la CDI como una
urgencia para la Salud Publica; y que mientras que la incidencia ha
incrementado en la Ultima década la eficacia del tratamiento ha disminuido; es
fundamental conocer la respuesta inmune frente a la CDI con el objetivo de
establecer nuevos blancos terapéuticos. Para estudiar la respuesta inmune y
poder realizar los ensayos in vitro se prepararon en primer lugar extractos de la
bacteria por inactivacion de la bacteria viva con calor o formol. Como el
objetivo, era evaluar el rol de los diferentes componentes de la bacteria en la
modulacién de la respuesta inmune; lo cual podria ser enmascarado por la
accion de las toxinas de C. difficile, evaluamos la citotoxicidad celular de los
extractos. Para esto, las CMSP de Dadores Sanos (DS) fueron estimuladas por
diferentes tiempos y la apoptosis fue evaluada utilizando Anexina V e loduro de
Propidio. Los resultados mostraron porcentaje de apoptosis similares a los
observados en las células sin estimulo, lo cual podria indicar una escasa
presencia/actividad de las toxinas. Sin embargo, un ensayo de citotoxicidad in
vitro es necesario para descartar completamente la presencia de toxinas en los
extractos.

La CDI en ratones da como resultado una inflamacién innata del
intestino grueso, caracterizada por un aumento en la expresion de citoquinas
inflamatorias, histopatologia marcada y reclutamiento rapido y robusto de
células inmunes innatas incluyendo monocitos al intestino grueso. Los
monocitos son mediadores claves de las respuestas inflamatorias en el tracto
gastrointestinal. El reclutamiento de monocitos suele asociarse con el
desarrollo de dafio inflamatorio y epitelial en los sitios de la mucosa.>® Ademas

de las células epiteliales intestinales, los monocitos y macrofagos, los
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mastocitos intestinales y las sustancias liberadas por el sistema entérico
nervioso podrian también ser claves en la induccion de la respuesta inmune
innata frente a C. difficile.® Sin embargo, la mayoria de los estudios utilizan
modelos murinos de intoxicacion. En este trabajo evaluamos en primer la
respuesta de monocitos de dadores sanos estimulados con C. difficile.
Observamos que la estimulaciéon con C. difficile induce la expresion de SLAM y
la produccion de TNF-a en los monocitos. Mas auln, la mayoria de los
monocitos productores de TNF-a expresan SLAM; lo que concuerda con el
caracter inflamatorio de la infeccion. Por otro lado, los resultados obtenidos con
las células THP-1, demuestran que los macréfagos son capaces de fagocitar a
la bacteria, y que un porcentaje de dichas células fagociticas expresan SLAM
en su superficie, destacando un posible rol de SLAM en el mecanismo de
fagocitosis. Sin embargo, estudios adicionales con un inhibidor del transporte
de las vesiculas endociticas, como la citocalasina D, son necesarios para
confirmar la fagocitosis de C. difficile.

Del mismo modo, mas estudios se requieren para evaluar las diferencias
obtenidas en la fagocitosis entre el extracto de la bacteria inactivada por calor o
con formol. Barrionuevo y col. observaron que la modulacién de la fagocitosis y
de CD64, receptor de IgG involucrado en la fagocitosis, por B. abortus no
dependia de la viabilidad de la bacteria, sino de un componente bacteriano
estructural, ya que también se indujo por B. abortus muerta por calor.>’ Las
diferencias observadas en la activacion de los monocitos y en la fagocitosis
entre los extractos de C. difficile podrian deberse a diferente disponibilidad o
conformacion de ciertos componentes entre el extracto de la bacteria inactivado

por formol y el inactivado por calor. Se necesitan mas estudios para
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caracterizar el/los mecanismos y los componentes de la bacteria involucrados
en la activacion de los monocitos/macrofagos.

Por otro lado, Berger y col. demostraron que SLAM no sdlo funciona
como una molécula coestimulatoria en los macréfagos, sino también como un
sensor microbiologico controlando la actividad del complejo NADPH-oxidasa
NOX2 y la maduracion fagolisosomal después de la interaccion con las
proteinas de la membrana externa OmpC y OmpF de las bacterias Gram-
negativas. En otras palabras, SLAM regularia la muerte de bacterias Gram-
negativas por los macréfagos.®® Si bien C. difficile es una bacteria Gram-
positiva, las células THP-1 diferenciadas a macrofagos fagocitarian a C.
difficile, y la expresiéon de SLAM en dicho proceso propone nuevos objetivos
para seguir investigando el rol de SLAM no so6lo como molécula
coestimulatoria, sino también como un sensor microbioldgico.

Por otra parte, van Driel y col. concluyeron que SLAM contribuye al desarrollo
de colitis en ratones.”® Observaron que SLAM regula indirectamente la
migracion de monocitos y macréfagos en los tejidos intestinales inflamados y
que los anticuerpos que inhiben SLAM reducen la colitis en ratones®® De esta
manera, SLAM podria tener un rol negativo en la inflamacién producida por C.
difficile y mas estudios son necesarios para determinar su rol en esta infeccion.
El IFN-y es un potente mediador de la inflamacion innata en los sitios de

la mucosa, incluso en el tracto gastrointestinal.>®

McDermot y col. observaron
un aumento de la expresion de IFN-y en la mucosa del colon de ratones en
respuesta a la infeccion por C. difficile.®®> Ademas, un estudio reciente de Abty

col. sugirié un rol critico de células linfoides innatas de tipo | (ILC1) productoras

de IFN-y en la mediacién de la supervivencia del hospedador durante la CDI.>®
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Mas importante aln, demostraron que los ratones Rag” [IFN-y”
experimentaban un aumento en la mortalidad después de la infeccién por C.
difficile, lo que sugiere que la sefalizacion innata del IFN-y es critica para la
supervivencia del hospedador en respuesta a la infeccién por C. difficile.>®
Estos datos podrian sugerir que el IFN-y es protector durante la colitis inducida
por C. difficile a través de mecanismos independientes de expresion de
citoquinas inflamatorias y el reclutamiento de granulocitos.*

Por otra parte, el IFN-y es caracteristico de la respuesta T, principalmente del
perfil Thl. A diferencia de lo citado previamente, Ishida y col. estudiaron la
respuesta T generada por C. difficile y demostraron el rol esencial del IFN-y en
la patogénesis de la enteritis inducida por la TcdA de C. difficile en un modelo
in vivo.®® Observaron que los ratones KO para el IFN-y exhiben una enteritis
atenuada y méas aun, la administracion de un anticuerpo neutralizante anti-IFN-y
impidi6 el desarrollo de la enteritis inducida por la TcdA. Los autores proponen
al IFN-y como un target molecular para prevenir y/o tratar la colitis asociada a
C. difficile.®

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran un aumento de la
produccion de IFN-y frente al estimulo con C. difficile. Se observé una cinética
de produccion de esta citoquina diferente entre CD Calor y CD Formol. Mas
aun, la estimulacion con CD Formol indujo la produccién de IFN-y por las
células T; sin embargo para confirmar que las células Thl efectivamente son
las productoras de IFN-y se requiere realizar ensayos de citometria con
anticuerpos especificos de los factores de transcripcion del perfil Thl como T-
bet. Por otro lado, se debe descartar que las células productoras de IFN-y no

sean células NK, sobre todo en respuesta a la estimulacién con C. difficile
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inactivado por calor, donde el aumento de la produccién de IFN-y se observo a
las 48h y no se observo produccion en las células T por citometria de flujo.

La respuesta inmune observada luego del estimulo con C. difficile en DS podria
ser producto de una respuesta de memoria producto de una infeccidén previa
por C. difficile. Si bien en todos los DS utilizados en este estudio se descarto el
estado de portacion de la bacteria; es importante tener en cuenta que las tasas
de portacion de C difficile para los nifios son del 37% de 0 a 1 mes de edad y
del 30% entre 1 y 6 meses de edad. Entre los 6 y 12 meses de edad,
aproximadamente el 14% de los nifios estan colonizados con C difficile y, a los
3 afos de edad la tasa es similar a la de los adultos no hospitalizados (0% a
3%).%* Mas auln, el porcentaje de individuos colonizados asintomaticamente en
nuestro pais no se conoce.

La inmunidad adaptativa contra patégenos se origina con una expansion clonal
de linfocitos T especificos de antigenos que reconocen sus antigenos afines en
la superficie de las CDs en 6rganos linfoides secundarios.®® Una vez que el
antigeno se elimina, las células T de memoria central (TCM) y de memoria
efectora (TEM) persisten para proporcionar una vigilancia inmunolégica
sistémica en los 6rganos linfoides y en los tejidos no linfoides periféricos para
reaccionar rapidamente en caso de re-ataque. Para esto, las células T no sélo
mantienen la "memoria" de las citoquinas que producen, sino también del sitio
donde la funcion efectora es necesaria como el caso de las células T de
memoria que migran a la piel o el intestino.®® La migracién de las células T
depende de la expresién de un conjunto particular de selectinas, receptores de
guemoquinas e integrinas que determinan las etapas de extravasacion y

posicionamiento en diferentes microambientes tisulares. Recientemente se ha
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demostrado que las células T de memoria especificas para Candida albicans
estan presentes casi exclusivamente en el subgrupo de células T CCR6"'CCR4"
que producen IL-17, mientras que las células T de memoria especificas de
derivados de proteinas purificadas de Mycobacterium tuberculosis estan
presentes dentro de un subconjunto de células T CCR6" CXCR3" que
producen principalmente IFN-y.% El estudio de la presencia de marcadores de
memoria nos podria dar un indicio de si la respuesta generada ante C. difficile
puede deberse a una portacion previa de la bacteria que haya generado una
respuesta de memoria.

Otro citoquina involucrada en diversas acciones inflamatorias, y
estudiada en el presente trabajo, es la IL-17. Los resultados obtenidos en este
trabajo demuestran un aumento de la produccion de esta citoquina en
respuesta a la estimulacién con C. difficile inactivado con Formol. Mas aun, la
mayoria de las células eran productoras de IL-17 e IFN-y.

Nakagawa y col. estudiaron el rol de esta citoquina en la CDI en un modelo de
ratones KO para IL-17A e IL-17F.%® Demostraron que ratones KO para IL-17
eran mas resistentes a la CDI que los ratones WT. Observaron que aunque la
carga bacteriana de C. difficile en las heces de los ratones KO y WT no fueron
diferentes, los niveles de mediadores inflamatorios en el intestino grueso al dia
3 después de la infeccion se atenuaron en los ratones KO para IL-17. Estos
datos demuestran que la IL-17 endogena puede ser un factor determinante de
la gravedad de la CDI en ratones.®

Uno de los pocos estudios realizados en pacientes con CDI, demostré que los
pacientes recurrentes presentan un aumento de fenotipos celulares IL-17/IFN-y

0 IL17/Foxp3 en el andlisis de CMSP.* Nuestros resultados mostraron un
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fenotipo celular productor de IL-17 e IFN-y, sin embargo, mas estudios
realizados con CMSP de DS y pacientes son necesarios para determinar una
plasticidad Th1/Th17 y cual seria el rol de estas poblaciones en la resolucion
de la enfermedad.

La sefializacion a través de moléculas coestimulatorias es una de las
maneras criticas en las que el sistema inmune regula la activacion y
diferenciacion de las células T, asi como la generacion de la memoria. Mas
aln, una estrategia terapéutica emergente es utilizar como blanco moléculas
involucradas en el proceso de activacion T utilizando agentes biolégicos. Los
receptores coestimulatorios y sus ligandos son blancos atractivos y pueden ser
utilizados para prevenir el rechazo de los trasplantes, mantener la
inmunosupresion, realizar inmunoterapias en enfermedades autoinmunes e
inflamatorias, cancer, etc. Muchos de estos agentes terapéuticos han hecho la
progresion de la mesada a la clinica. La inmuno-patologia en la CDI es
esencialmente mediada por la respuesta inflamatoria, pero son muy pocos los
estudios que exploran el rol de las poblaciones Thl y Th1l7 en este contexto y
menos aun los que evaltan el rol de las moléculas coestimulatorias en la CDI.
No se observo regulacion de la expresion de la molécula coestimulatoria ICOS
en CMSP de DS frente al estimulo con C. difficile. Ha sido sugerido que la
amplificacion de la produccién de citoquinas por células T efectoras es
proporcional a su nivel de expresion de ICOS, y este nivel varia de acuerdo al
microambiente de citoquinas; dependiendo del patdégeno y del 6rgano afectado,
la expresion de ICOS puede correlacionarse positivamente con las respuestas
de tipo Thl y Th2.°* Wassink y col. proponen la existencia de un nuevo

mecanismo de control periférico del potencial de produccién de citoquinas de
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las células efectoras infiltrantes de tejidos en el sitio de infeccién.®® Si bien no
se obtuvieron diferencias en los DS, no se deberia descartar un rol de esta
molécula coestimulatoria en la CDI, dado que es probable encontrar un
microambiente totalmente diferente en los pacientes con infeccion activa.

Si bien ICOS esta asociado a un perfil de citoquinas Thl o Th2, Léhning y col.
observaron una asociacion fuerte entre ICOS e IL-10 en un estudio realizado
en ratones.®® Alrededor del 50% de todas las células T capaces de generar IL-
10 in vivo expresaron ICOS, y la IL-10 fue la citoquina dominante producida por
las células T con alta expresiéon de 1COS.*® Por lo tanto, ICOS podria
relacionarse a una respuesta mas del tipo inmunoregulador frente a la infeccién
por C. difficile. A su vez los resultados muestran que mayoritariamente las

células que expresan ICOS no producen IFN-y como mediador pro-inflamatorio.

Por otra parte, los resultados muestran que luego del estimulo con CD Formol
hay un aumento de células que expresan PD-1 y de células PD-1 positivas que
ademas producen IFN-y. Se sabe que el IFN-y regula positivamente la
expresion de PD-L1 en células tumorales. En modelos de melanoma de ratén,
el IFN-y secretado a partir de células T CD8-positivas regula positivamente PD-
L1. De forma similar, en modelos de diseminacion peritoneal de cancer de
ovario de raton, se ha demostrado que el IFN-y secretado a partir de linfocitos
induce PD-L1 en células tumorales. Mas aun, el IFN-y de células estromales del
ovario induce PD-L1 y promueve la progresion tumoral en el microambiente de
cancer de ovario.®® Previamente hemos demostrado que M. tuberculosis induce
la expresion de PD-1 en las células T y que esta moléculas inhibe las

produccion de IFN-y por las células Thl. ®" Los resultados obtenidos en este
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trabajo podrian indicar que la C. difficile es capaz de activar a las células T y
que estas moléculas coestimulatorias podrian estar implicadas en la regulacion
del IFN-y en la respuesta inmune frente a C. difficile, o bien que el IFN-y medie
la expresion de las moléculas coestimulatorias. Mas estudios en muestras de
pacientes con CDI, portadores asintomaticos y ensayos funcionales utilizando
anticuerpos bloqueantes son necesarios para dilucidar el rol de PD-1 en la
infeccion por C. difficile.

También evaluamos la expresion de SLAM en las células T en respuesta
a la estimulacion con C. difficile. Como con PD-1, se observdé un aumento de
las células T positivas para SLAM y productoras de IFN-y cuando se estimulé
con CD Formol. Dada la caracteristica inflamatoria de la infeccion por C.
difficile, y que esta reportado que SLAM aumenta la produccién de IFN-y en

1%8 en respuesta a M. tuberculosis 7', SLAM podria jugar algtn rol

células Th
en la expansion de las células T y la produccion de IFN-y luego de la infeccion
por C. difficile. Mas estudios son necesarios para determinar el rol de SLAM y
su asociacion con la inflamacion excesiva, no sélo en monocitos/macréfagos si
no también su rol en las células T durante la infeccion por C. difficile.

Los estudios realizados hasta el momento nos han permitido realizar una
primera caracterizacion de la respuesta inmune frente a C. difficile. El estudio
de la respuesta inmune, tanto innata como adaptativa, en pacientes con CDI y
portador asintomaticos es fundamental para lograr una mejor comprension del
rol de las moléculas estudiadas en la resolucion de la enfermedad.

En cuanto a la diferencias observadas entre los extractos de C. difficile, se

observa una respuesta del tipo innata mas fuerte cuando se estimula con CD

Calor mientras que el estimulo con CD Formol lleva a una modulacion de la
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respuesta T. Esto puede deberse a que el extracto de C. difficile inactivado con
formol presente algun antigeno capaz de inducir la modulacién de la respuesta

T, que se encuentra ausente en el extracto inactivado por calor.

Por otro lado, como se menciond previamente estudiar la respuesta inmune en
portadores asintomaticos y compararla con la respuesta inmune desarrollada
por individuos sintomaticos de la infeccion por C. difficile es fundamental para
entender cuéles de los mecanismos estudiados podrian estar involucrados en
la generacion de una respuesta inmune protectiva o por el contrario mediando
inmunopatogénesis. Mas aun, dado la alta tasa de recurrencia de la CDI una de
nuestras hipoétesis es que estos individuos presentan una respuesta T de
memoria deficiente. Yacyshin y col. observaron diferencias fenotipicas entre los
pacientes CDI positivos y negativos, especificamente dentro de las poblaciones
CD3" y CD3’; asi como también entre individuos que eliminaros la infeccién

inicial y aquellos pacientes que se volvieron recurrentes. %

Conocer y comprender aun mas la respuesta inmune frente a C. difficile
permitira detectar nuevos blancos moleculares. . Asi, el estudio de la regulacion
de los linajes Th a través de moléculas coestimulatorias y su relacion con la
inmunopatogénesis de la CDI podria ser crucial para el descubrimiento de

nuevos biomarcadores o blanco terapéuticos.
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Conclusiones

La puesta a punto de la PCR directa de la toxina B de C. difficile demostré una
alta especificidad comparada con el EIA y el kit de diagnostico molecular
Amplie Vue. Teniendo en cuenta que los tests de diagnostico moleculares son
considerablemente mas sensibles que el EIA nos proponemos validar nuestro
método en un mayor nimero de muestras para luego implementarlo en los
centros de salud de salud de la regibn como método de screening de CDI.
Estos resultados pueden tener un fuerte impacto en la salud publica, ya que la
implementacion del método de diagndstico mejoraria la sensibilidad y agilizaria

el diagnéstico y por lo tanto el tratamiento.

La caracterizacion de la respuesta inmune demostréo que C. difficile regula
positivamente la expresion de SLAM y la producciéon de TNF-a en monocitos, lo
que podria indicar la induccién de un perfil pro-inflamatorio. Mas aun, las
células monociticas/macrofagicas THP-1 fagocitan a C. difficile. La co-
expresion de SLAM con TNF-a y en las células positivas para rodamina
sugieren queSLAM podria tener una funcion moduladora en la activacion de los

monocitos/macréfagos.

Los diferentes extractos de C. difficile son capaces de inducir la produccion de
IFN-y, citoquina pro-inflamatoria caracteristica de la respuesta Thl; y mas del
70% de las células productoras de citoquinas son doble positivas, productoras
de IFN-y e IL17. Por lo tanto, C. difficile induce la activacion de las células T.
Los resultados sugieren una respuesta T Thly Thl7 frente a la infeccién por C.

difficile y una posible plasticidad Th1/Th17.
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Conclusiones

C. difficile es capaz de activar a las células T y las moléculas coestimulatorias
podrian estar implicadas en la regulacion del IFN-y en la respuesta inmune
frente a C. difficile. Los resultados muestran una modesta regulacion de la
expresion de SLAM y de PD-1 sélo en las células T estimuladas con C. difficile
inactivado por tratamiento con formol y no con calor. De la misma manera, C.

difficile lleva a un aumento de las células SLAM*IFN-y* y de las células PD-

1*IFN-y*,

Si bien estos resultados indican que C. difficile es capaz de inducir una
respuesta inmune en nuestro modelo de trabajo, mas estudios son requeridos
para determinar qué procesos especificos son disparados frente a la bacteria y
qué tipos celulares se encuentran involucrados en estos mecanismos de
defensa. Asimismo, interesantes necesario evaluar la respuesta generada en
portadores asintomaticos y pacientes sintomaticos con el fin de lograr una
mayor comprension de los mecanismos que median una respuesta inmune
protectiva o que por el contrario podrian estar asociados con una mayor

severidad de la enfermedad.
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