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RESUMEN

En los ultimos afos, ha crecido el interés del eje intestino-pulmon en el
mantenimiento de la homeostasis inmunitaria. Este eje implica una regulacion cruzada entre
la microbiota intestinal y la pulmonar, impactando a su vez sobre el sistema inmune. En este
trabajo final de grado comenzamos a explorar el eje intestino-pulmdn en el contexto de dos
infecciones bacterianas de relevancia epidemioldgica: la Tuberculosis y la infeccion por

Clostridioides difficile (CDI).

La Tuberculosis se remonta a tiempos ancestrales, pero no constituye un problema
del pasado ya que millones de personas contraen la infeccién y mueren de Tuberculosis
cada afno. Por su parte, la CDI es la causa mas comun de diarrea infecciosa nosocomial y
generalmente se desarrolla luego del uso de antibidticos que provocan disbiosis de la
microbiota intestinal. Teniendo en cuenta que la disbiosis intestinal ha sido implicada en
numerosas infecciones respiratorias, que puede alterar la funcion del sistema inmune en
sitios distales y favorecer el desarrollo de microorganismos patogénicos como C. difficile,
consideramos que el estado del microbioma podria ser un factor importante en el desarrollo
de la infeccion por Mycobacterium tuberculosis. En este trabajo abordamos 3 objetivos
principales que incluyeron el analisis de pacientes y el uso de modelos in vitro e in vivo con
el fin de evaluar el impacto de la disbiosis intestinal y de la CDI en la estructura del pulmon

y la funcién endocitica de los macréfagos frente a M. tuberculosis.

En primer lugar, hemos caracterizado clinica y demograficamente una poblacién de
249 pacientes con sospecha de CDI provenientes de distintos centros de salud del Noroeste
de la provincia de Buenos Aires. Los reportes epidemiolégicos de la CDI en Argentina son
escasos Yy heterogéneos. Con el desarrollo de este objetivo encontramos que el 21.29% de
los pacientes con diarrea presentaban a C. difficile como agente causal y que mas del 80%

de los casos estaban infectados con cepas toxigénicas.



Ademas, determinamos factores de riesgo y los comparamos con los reportados en
otras poblaciones alrededor del mundo mediante un meta-analisis. Tanto la edad avanzada
(mas de 67 afos), como la utilizacion previa de antibidticos, la hospitalizacion previa y
episodios previos de CDI pueden ser considerados como factores de riesgo en nuestra
cohorte de estudio. Mas aun, parametros sanguineos como un numero elevado de
leucocitos y plaquetas, un recuento disminuido de basofilos y una concentracion
incrementada de urea podrian ser implementados como nuevos indicadores de CDI. Como
resultado del meta-analisis realizado con 40 estudios independientes, pudimos determinar
parametros que coinciden a nivel global con nuestro estudio, destacandose la edad
avanzada, el consumo previo de antibidticos y la internacion previa como predictores de

riesgo y el recuento leucocitario como indicador de la CDI.

En segunda instancia, se realizaron ensayos in vitro en macrofagos derivados de
monocitos obtenidos de dadores sanos, los cuales fueron pre - entrenados con C. difficile,
y posteriormente desafiados con M. tuberculosis. Se evalué la capacidad endocitica, asi
como la viabilidad y expresion de SLAMF1, un sensor microbiologico de M. tuberculosis. La
finalidad de este objetivo fue realizar un primer acercamiento al entendimiento de cémo la
infeccion intestinal por C. difficile puede impactar en la respuesta de los macréfagos durante
la Tuberculosis. Logramos la puesta a punto del modelo de entrenamiento de los
macrofagos con C. difficile y encontramos que la endocitosis de esta bacteria se mantiene
estable a través del tiempo (niveles similares de internalizacién al dia 1, 2, 5y 7 de
exposicion a C. difficile). Sin embargo, luego del entrenamiento, la capacidad endocitica
frente a M. tuberculosis cambia. Por un lado, la internalizacién exclusiva de M. tuberculosis
(células que solo endocitan a M. tuberculosis) aumenta cuando los macrofagos se
expusieron por tiempos prolongados a C. difficile, indicando una especializacion de la

funcién endocitica.



Por el otro, la internalizacion de M. tuberculosis se reduce cuando los macrofagos
entrenados con C. difficile se enfrentan a M. tuberculosis por tiempos mas prolongados.
También encontramos que C. difficile es capaz de inhibir la expresién de SLAMF1 en la
superficie de los macrofagos, lo cual podria estar implicado en los resultados anteriores.
Por ultimo, observamos que los macrofagos forman puentes citoplasmaticos y
agrupaciones de células en presencia de M. tuberculosis, lo que se interrumpe con el

entrenamiento con C. difficile.

Finalmente, se llevaron a cabo ensayos in vivo en un modelo murino de disbiosis y
de infeccion primaria por C. difficile. Encontramos que la disbiosis intestinal promueve el
dafio en el ciego y el colon caracterizado por la infiltracién mixta leucocitaria, la formacion
de nédulos linfaticos y edema de la submucosa. La CDI agravo la histopatologia del colon
durante la etapa aguda de la infeccion. Si bien los ratones se recuperaron y dejaron de
presentar sintomas clinicos como diarrea luego de esta etapa, el dafio a nivel intestinal se
mantuvo y siempre fue mayor en el ciego. A nivel del pulmoén, tanto la disbiosis intestinal
como el establecimiento de la CDI inducen cambios estructurales. Observamos
modificaciones en el area que ocupan los tabiques alveolares, la longitud de los tabiques,
el numero de ramificaciones, el tamafo de los alveolos y la complejidad del parénquima

pulmonar.

En conclusidn, nuestros resultados demuestran la relevancia epidemiologica de la
CDI en nuestra region y aportan informacién relevante para el estudio de esta infeccion en
nuestro pais. Por otro lado, nuestros resultados indican que tanto la disbiosis intestinal
como la infeccion por C. difficile localizada en el intestino producen cambios en sitios
distales como el pulmén y en los macréfagos, células especializadas en el reconocimiento
de M. tuberculosis. Estos hallazgos destacan el papel del eje intestino-pulmén en el

desarrollo de la CDI y de la Tuberculosis.



Este trabajo nos permitié establecer un punto de partida a partir del cual podremos
profundizar en las respuestas inmunes innatas, mecanismos celulares y mediadores

implicados en el eje establecido por C. difficile y M. tuberculosis.



INTRODUCCION

Infeccién por Clostridioides difficile (CDI)

Epidemiologia

La infeccidn causada por Clostridioides difficile (CDI), un bacilo anaerébico Gram+
formador de esporas, es la causa mas comun de diarrea en pacientes hospitalizados
asociada al uso de antibidticos y a la disrupcion de la microbiota intestinal '. C. difficile
puede ocasionar desde diarrea leve hasta manifestaciones graves como megacolon téxico,
perforacion intestinal, sepsis y shock séptico, con una mortalidad global en pacientes

hospitalizados estimada en 9% 2.

El consumo de antibidticos de amplio espectro (penicilinas, cefalosporinas,
fluoroquinolonas y clindamicinas) 3 es el principal factor de riesgo de la CDI 4, debido a la
alteracion en el microbioma comensal del intestino que da lugar al establecimiento de C.
difficile como patégeno °. La edad avanzada es otro factor de riesgo. La tasa de CDI en
individuos mayores de 65 afios es 20 veces superior que en individuos mas jovenes °. La
presencia de comorbilidades, como la diabetes melllitus 7, la lesién renal aguda vy
enfermedades crénicas cardiopulmonares 8, también se han asociado a la CDI, en parte
por la necesidad de un mayor contacto con la atencion sanitaria y de hospitalizacion °. Por
otro lado, la supresién de la acidez gastrica puede permitir la persistencia de esporas de C.
difficile cuando se ingieren y podria contribuir a un mayor riesgo de CDI en pacientes que

toman farmacos inhibidores de la bomba de protones 1.

La practica estandar para el tratamiento de esta enfermedad consiste en la
administracion de antibiéticos como metronidazol (MNZ), vancomicina (VAN) y fidaxomicina
(FX). Paraddjicamente, estos antibiéticos pueden generar una disrupcion de la flora
microbiana, creando un nicho para CDI adicionales . Por lo tanto, generar nuevas

estrategias terapéuticas resulta sumamente necesario.
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Actualmente, como alternativas se proponen agentes capaces de inactivar la
produccion de toxinas, estrategias de desactivacion geénica, inmunizacion mediante

vacunas, probioticos (incluido el trasplante de materia fecal, FMT) y fagoterapia .

En cuanto a la epidemiologia de la CDI, la cepa hipervirulenta de C. difficile
NAP1/BI/027 ha sido la responsable de la expansion geografica y de brotes
intrahospitalarios tanto en EE.UU. como en Canada y Europa, afectando notablemente las
tasas de morbilidad y mortalidad en la ultima década '2. Mas aun, en la Gltima década
nuevas cepas que causan CDI con prondsticos graves han sido reportadas, tales como
014/010, 017, 056, 106 y 078/126 34, La tabla 1 resume la incidencia y las cepas mas

frecuentes en diferentes regiones del mundo (Adaptada de Liu y col, 2023 19).

La CDI adquirida en la comunidad también aumenté su frecuencia en los ultimos
afnos y emerge como una enfermedad que afecta a pacientes considerados de bajo riesgo
16-18 Asimismo, C. difficile ha sido designado por el Centro para el Control y Prevencién de

Enfermedades (CDC) como una de las cinco amenazas urgentes para la salud °.

Nacién/Regién Incidencia de la CDI Cepas prevalentes

Incidencia de 101.3 [(CA (51.2) y HA (50.1)] casos por  Ribotipos 027, 106, 014/020,

Estados Unidos 100000 personas en 2020 002, 001

La prevalencia de la HA-CDI decrecio desde 5,9 a 4,3

Canada por cada 10000 pacientes al dia desde 2000 a 2015 \Potipos 027, 106, 014/020
Incidencia media de CDI en 3,48 casos por 10.000 I
Europa pacientes por dia en 2016-2017 (60,9% HA, 32,7% Ribotipos 01330120’ 078, 027,
CAvy 6,7 rCDI)
Australia 4,05 casos por 10000 pacientes por cama al dia en Ribotipos 014/020, 126,
2018 078/126
. . . , Ribotipos 017, 018, 014/020,
Asia Prevalencia de 5,3 por cada 10000 pacientes al dia 001, 002, 010, 046, 126, 084
Sudamérica ) Ribotipos 027, 106, 012, 046,

014/020

Tabla 1. Incidencia de la CDI y principales ribotipos de C. difficile en las distintas regiones
del mundo. Adaptado de Liu, C., Monaghan, T., Yadegar, A., Louie, T. & Kao, D. Insights into the Evolving
Epidemiology of Clostridioides difficile Infection and Treatment: A Global Perspective. Antibiotics 12, 1141
(2023). CA adquirida en la comunidad, HA adquirida en ambientes hospitalarios, rCDI CDI recurrente.




En Argentina, se dispone de escasos datos sobre la incidencia y prevalencia de C.
difficile como agente causal de diarreas. En 2001, se identificaron un 6,5% de casos de CDI
en muestras de materia fecal en un centro médico de Buenos Aires, del cual 81%
pertenecian a pacientes hospitalizados. En este caso, la CDI se asocié con antibidticos
betalactamicos, quinolonas y aminoglucosidos 2°. Dos afios mas tarde, se reporté una
incidencia de la CDI del 36,8% en pacientes sintomaticos en el hospital general Tornu, con
un 15% de pacientes que adquirieron la CDI en la comunidad, y que previamente habian

consumido betalactamicos, quinolonas o clindamicina 2'.

En 2004, se reportaron cepas resistentes a la ampicilina y clindamicina entre diez
aislamientos recuperados de ocho hospitales en Buenos Aires 2. Por su parte, en 2009, se
calculd la incidencia de la CDI entre 37 a 84 pacientes cada 10 000 admisiones. Segun este
mismo estudio, el ribotipo de circulacién mas frecuente fue el RT017, seguido de los RT001,
RT012 y RT014 23, En un estudio multicéntrico realizado en un hospital terciario de
Argentina y 3 de México, la incidencia general detectada fue de 1,1 por 1000 pacientes 2*.
No fue hasta 2018 que se estudiaron 31 aislamientos de C. difficile en dos hospitales de
Buenos Aires, encontrando que un 16% de los aislamientos eran resistentes a la
moxifloxacina, gatifloxacina y levofloxacina (fluoroquinolonas) 2°. Mas recientemente, en
2022, se revelo la circulacion de tres toxinotipos diferentes en hospitales del centro de
Buenos Aires, estando uno de estos relacionado con la introduccidon de bacterias desde
diferentes origenes geograficos 26. Estos estudios demuestran que los datos sobre la
frecuencia y la relevancia de la CDI en nuestro pais no son solamente escasos, sino
también heterogéneos, y pone de manifiesto la necesidad de conducir nuevos estudios con

enfoques locales que permitan poner en evidencia la epidemiologia tan dinamica de la CDI.



Clostridioides difficile

Clostridioides difficile, antes conocida como Clostridium difficile, es una bacteria
anaerobica con un rasgo caracteristico que la distingue de otras especies de la clase
Clostridia; la capacidad de descarboxilar acido parahidroxifenilacético para producir p-

cresol, lo que le confiere el olor caracteristico a establo Z7.

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, las células
epiteliales experimentan necrosis, lo que conduce a la pérdida de integridad de la
membrana intestinal, la exposicidon a microorganismos intestinales y la activacién de la

respuesta inflamatoria del hospedador 2.

Todas las cepas de C. difficile toxigénicas presentan un locus de patogenicidad
(PaLoc) formado por 5 genes (tcdA, tcdB, tcdC, tcdE y tcdR) (Fig. 1). Los principales
factores de virulencia de C. difficile son dos toxinas, la toxina A (TcdA) y la toxina B (TcdB),
codificadas por los genes tcdA y tcdB y de peso molecular de 308 y 270 kDa
respectivamente 2°. TcdA es una enterotoxina responsable de la acumulacién de liquido en
el ileon, mientras que TcdB es una citotoxina con una potencia citotdéxica aproximadamente

100 a 1000 veces mayor que TcdA .

El gen tcdR actua como regulador positivo de la expresién de TcdA y TcdB, mientras
que tcdC actua como regulador negativo, evitando la expresion de todo el Paloc.
Finalmente, tcdE codifica una holina que se encarga de hacer poros en la membrana
citoplasmatica permitiendo la liberacion de las toxinas 3'. Las cepas no toxigenas carecen

del locus Pal.oc.
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Figura 1. Locus de patogenicidad (PaLoc) y locus de la toxina binaria (CdtLoc). a)
Representacion esquematica del locus de patogenicidad (PaLoc). Se muestran los genes tcdA
y tcdB, codificantes de las toxinas A y B respectivamente (recuadros azules); junto con su
regulacion positiva mediante el gen tcdR (recuadro naranja) y negativa mediante el gen tcdC
(recuadro verde). b) Representacion esquematica del locus de la toxina binaria (CdtLoc). Se
muestran los genes de la toxina binaria cdtA 'y cdiB (recuadros azules), junto con su gen
regulador cdtR (recuadro naranja). Adaptado de Smits, W. K., Lyras, D., Lacy, D. B., Wilcox, M. H. &
Kuijper, E. J. Clostridium difficile infection. doi:10.1038/nrdp.2016.20.

Ademas del locus PalLoc, algunas cepas de C. difficile son portadoras de una
transferasa (C. difficile transferasa: CDT), denominada también toxina binaria, formada por
2 subunidades: CDTa y CDTb, implicada en una mayor toxicidad y virulencia de estas
cepas. Los genes que codifican esta toxina se encuentran en el locus Cdt (CdtLoc) (Fig. 1)
32 La CDT esta presente tipicamente en la cepa hipervirulenta BI/NAP1/027 (descripta por
primera vez en Latinoamérica por Quesada-Gomez et al. en 2010 en Costa Rica 33) como

asi también en los ribotipos 078 y 023.
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Las proteinas de superficie llamadas proteinas de la pared celular (Cwps), que
incluyen las proteinas de la capa superficial (S) (SLPs), la adhesina Cwp66 y la cisteina
proteasa Cwp84; estan implicadas en la adherencia y en la colonizacion intestinal pero
también son capaces de disparar fuertes respuestas inmunes *; lo que sugiere que estas
proteinas podrian tener un papel muy importante en la patogénesis 35. Por otra parte, la
formacion de biofilms protege a la bacteria del oxigeno y de los antibioticos (incluyendo

MNZ o VAN) 36,

Las investigaciones actuales se centran, en su mayoria, en el papel de los dos
principales factores de virulencia, TcdA y TcdB 37, mientras que el papel de las proteinas de
C. difficile liberadas durante su crecimiento y expuestas en la bacteria permanecen poco

exploradas.

Los distintos factores de virulencia de C. difficile podrian dar lugar a diferentes
mecanismos que lleven a la generacidon de una respuesta inmune protectiva o a la
inmunopatogénesis. Por lo tanto, evaluar el rol de estos factores resulta fundamental para
comprender el desarrollo y desenlace de la CDI, asi como también la implicancia en los

casos de recurrencia.

Transmision de la CDI

La transmisién de C. difficile ocurre tipicamente por la via fecal-oral, pero también
puede tener lugar a partir de superficies, objetos u alimentos contaminados (Fig. 2) 3839
incluso el contagio via secreciones naso-bucales ha sido recientemente sugerido 4°, como
asi también el potencial zoondtico 442, Ademas, un reservorio natural en la comunidad lo
constituyen los infantes menores a dos afos de edad, quienes son frecuentemente

colonizados por C. difficile 43.
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La CDI se contrae mediante la ingestion de esporas. El primer paso en el
establecimiento de la colonizacidén por C. difficile es la germinacion de las esporas en
células vegetativas productoras de toxinas, que es estimulada por los acidos biliares
primarios. En este sentido, una microbiota conservada protege frente a la CDI. Los
miembros del filo Firmicutes pueden metabolizar los acidos biliares primarios en acidos
biliares secundarios; los cuales inhiben el crecimiento de C. difficile. Entonces, una
alteracion del microbioma intestinal y la disminucion de Firmicutes pueden aumentar el

riesgo de colonizacion e infeccion por C. difficile 44.
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Figura 2. Principales reservorios y vias de transmision de C. difficile. Adaptado de Lim, S. C.,
Knight, D. R. & Riley, T. V. Clostridium difficile and One Health. Clin. Microbiol. Infect. 26, 857-863 (2020).
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Tuberculosis (TB)

Epidemiologia

La Tuberculosis (TB) es una enfermedad que ha evolucionado junto con la
humanidad durante milenios. Es causada por el bacilo Mycobacterium tuberculosis y
persiste como una de las 13 principales causas de muerte en todo el mundo #°. A pesar de
ser una enfermedad ancestral, aun hoy constituye un riesgo para la humanidad y un grave
problema para la salud publica; ya que se estima que produce infeccion latente en entre 1/4
y 1/3 de la poblacion mundial. Exceptuando el impacto de la pandemia por COVID-19, la
TB ha sido la principal causa de mortalidad por un agente infeccioso en el mundo desde
2016. Segun el ultimo reporte de la Organizacién Mundial de la Salud, en 2022 la TB caus6

1.30 millones de muertes 4°.

Datos actuales estiman que el 85% de los pacientes que desarrollan TB pueden ser
tratados con éxito mediante un régimen de 6 meses de duracion #6. Es importante remarcar
que la BCG (Bacillus Calmette-Guérin), introducida en 1921, es la Unica vacuna disponible,
pero es de eficacia variable especialmente en regiones endémicas y solo protege contra
ciertos tipos de TB infantil. Por lo tanto, actualmente no existe una vacuna eficaz para

prevenir la enfermedad en adultos, ni antes ni después de la exposicién a M. tuberculosis.

La TB afecta principalmente a los pulmones, pero también puede afectar otros sitios
(TB extrapulmonar). La infeccion por M. tuberculosis puede dar lugar a un espectro
dinamico de manifestaciones clinicas, afectando principalmente el parénquima pulmonar
presentando pérdida sostenida de peso, sudores nocturnos, fiebre, tos crénica, emaciacion
y hemoptisis. A su vez, el prondstico puede variar desde la eliminacion de la infeccion, hasta
la TB latente asintomatica o la TB clinicamente activa. Varios factores influyen en estos
estados dinamicos, en particular la respuesta inmune, la microbiota y la interaccién entre

ellos.
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Los principales factores de riesgo de la TB incluyen la infeccion por VIH, el
alcoholismo, la desnutricidn, el tabaquismo, la diabetes y la pobreza en general 4/, los
cuales estan estrechamente asociados con disbiosis intestinal y susceptibilidad

proinflamatoria.

De particular importancia es el hecho de que las personas infectadas con M.
tuberculosis a menudo tienen un diagndstico tardio o se someten a un tratamiento con
antibiéticos no tuberculosos antes de que se les prescriba un tratamiento especifico para la
TB 4849 por lo que en ambos casos, la disbiosis del microbioma resultante puede aumentar

la gravedad de la enfermedad °.

El boletin epidemiologico de Argentina emitido en Marzo 2023 por el Ministerio de
Salud indica un aumento del 13,5% en el numero de casos registrados en relacion al 2020
51, Durante 2021, 12.596 casos fueron notificados, y 734 muertes fueron registradas, un
11% mas que en 2020 °'. Aunque todas las jurisdicciones de nuestro pais presentaron
casos de TB, la provincia de Buenos Aires y la CABA registraron el mayor numero de casos

(65,7%) 5.

Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis es un patdgeno intracelular que pertenece al género Mycobacterium,
especie Mycobacterium tuberculosis. Todas las micobacterias pertenecientes al complejo
de Mycobacterium tuberculosis puede producir la enfermedad, aunque en nuestro pais el
agente causal mas frecuente de la enfermedad es M. tuberculosis. Ademas, varias especies

poseen potencial zoonatico 46.

El bacilo tuberculoso es una bacteria aerdbica estricta que mide entre 2 a 5 ym de
largo y 0,2 a 0,3 um de ancho, adopta forma de bastén con extremidades redondeadas, no

presenta esporas, ramificaciones, ni flagelos y por lo tanto son inmaviles.
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No se tifien con la coloracion de Gram, pero presentan caracteristicas de
microorganismos tanto Gram positivos como Gram negativos. Se tifien con fucsina fenicada
alcalina en calor (coloracion de Ziehl-Neelsen) y son resistentes a la decoloracién con
acidos en medio alcohdlico (debido al elevado contenido de lipidos de su pared como se

describe mas adelante).

M. tuberculosis es un microorganismo muy resistente a agentes fisicos y quimicos.
Se desarrolla de manera 6ptima a 35-37 °C, con una lenta capacidad de division (16-20 h)
y su crecimiento depende de las condiciones locales en las cuales se desarrolla (como la
presencia o ausencia de oxigeno o el pH del medio). La resistencia del bacilo en el
granuloma (infiltrado inflamatorio que limita el crecimiento de M. tuberculosis en el pulmén)
frente al estrés oxidativo generado por células fagociticas o ante la limitaciéon de nutrientes
se debe a la gran ductilidad metabdlica y a la gran capacidad para sintetizar proteinas

dedicadas a la 6xido-reduccion y al transporte de oxigeno 2.

La envoltura de M. tuberculosis es una estructura compleja que facilita su
supervivencia bajo condiciones extremas y contribuye sustancialmente con su
patogenicidad y resistencia a drogas 3. Esta constituida por una capsula, una pared celular
y una membrana plasmatica, las cuales se encargan de mediar el contacto y reconocimiento

de las bacterias por parte de las células del sistema inmune (Fig. 3).

Fuera de la membrana plasmatica, una capa de peptidoglicano (PG) esta unida
covalentemente al polisacarido arabinogalactano (AG). Los extremos no reductores del AG
estan esterificados con acidos micdlicos (MAc) de cadena larga %455, Los lipoglicanos,
glicolipidos y lipidos unidos de forma no covalente atraviesan los MAc y crean una capa
lipidica periférica. Esta capa incluye clases de lipidos claves que influyen en los resultados
de la infeccién y representan el 40% de la composicion de la envoltura de las células de M.

tuberculosis °.
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Dichas estructuras tienen un papel fundamental en la patogénesis de la TB y son

reconocidas diferencialmente por receptores de reconocimiento de patrones (PRR) 56
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Figura 3. La envoltura celular de M. tuberculosis. TMM, monomicolato de trehalosa; TDM,
dimicolato de trehalosa; DAT, diaciltrehalosa; PAT, pentaaciltrehalosa; PIM, fosfatidil-mio-inositol
mandosidos; SL, sulfolipidos; PDIM, dimicocerosatos de ftiocercol; y PGL, glicolipidos fendlicos.
Adaptado de Schami, A., Islam, M. N., Belisle, J. T. & Torrelles, J. B. Drug-resistant strains of
Mycobacterium tuberculosis: cell envelope profiles and interactions with the host. Front. Cell. Infect.
Microbiol. 13, 1-14 (2023).

Transmision de la Tuberculosis (TB)

El mecanismo de transmision de la TB mas comun es través de la via aerdgena, por
la inhalacion de microgotas aerosolizadas emitidas por un individuo con TB activa mediante
la tos, el estornudo u otros movimientos respiratorios que son depositadas en los alvéolos
pulmonares distales. Aunque el sistema inmune puede controlar la infeccion, el control no
lleva a esterilizacion. De hecho, la mayoria de los individuos infectados con M. tuberculosis

son clinicamente asintomaticos, constituyendo un estadio conocido como TB latente 7.
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Los individuos infectados latentemente representan un enorme reservorio de la
enfermedad. La forma latente de TB esta definida por la ausencia de sintomas visibles de
enfermedad, pero por la presencia de bacilos vivos persistentes en el hospedador. Este
estado puede durar toda la vida de la persona infectada o progresar a TB activa mediante

la reactivacion de la infeccion existente (Fig. 4) %8.
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Figura 4. Ciclo de transmision de la TB y principales factores de riesgo. Adaptado de
Churchyard, G. et al. What We Know about Tuberculosis Transmission: An Overview. J. Infect. Dis. 216,
§629-S635 (2017).
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Macréfagos
Si bien la respuesta inmune frente a ambas infecciones es compleja e involucra
diversos tipos celulares, los macréfagos, células mieloides fagociticas residentes de tejido,

ofician de centinelas inmunitarios en la primera linea de defensa.

En la CDI, la etapa de patogénesis temprana (0-12 h) se caracteriza
predominantemente por inflamacion intestinal aguda mediada por la respuesta inmune
innata %°. A diferencia de lo que ocurre en otros tejidos, los macrofagos intestinales
requieren renovacion constante a partir de monocitos circulantes €. Los estudios acerca de
los macréfagos en la CDI indican que éstas células se activan y producen citoquinas y
quimioquinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-12p40, MIP-1a, MIP-2, MCP) y que
inducen la expresion de ciertos receptores y moléculas coestimulatorias como TLR-2, TLR-

4, CD40, CD80, CMH-I| 3461,

Se ha propuesto también que la activacién del inflamasoma en macréfagos podria
ser beneficiosa para controlar la carga bacteriana 6263, Saad y col., expusieron la linea de
macrofagos Raw 264.7 a diferentes cepas de C. difficile de ocurrencia comun en entornos
intrahospitalarios y encontraron que aquellas que producian un mayor nivel de toxinas,
inducian una activaciéon mas profunda de los macréfagos (aumento en la expresion de IL-
12, IL-6 y TNF-a) asi como una pérdida de la integridad estructural 4. Por otro lado, las
esporas de C. difficile, a pesar de ser eficientemente reconocidas e internalizadas por las
células murinas Raw 264.7, logran sobrevivir dentro de los macrofagos evitando su
eliminacién y promoviendo la persistencia en el intestino 5. También se ha observado que
la TcdA es internalizada por monocitos ¢ y nuestro grupo ha demostrado recientemente que
los macréfagos son capaces de endocitar la bacteria vegetativa por macropinocitosis;

proceso que se ve favorecido por la presencia de plaquetas ©.
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Por otro lado, el rol de los macréfagos en la TB es clave. Los macrofagos alveolares
(AM) son células terminalmente diferenciadas que se acumulan en los pulmones durante el
desarrollo fetal y se mantienen mediante la produccion de GM-CSF y TGF-3 por parte de
las células del epitelio alveolar . Después de la infeccién, son reemplazadas
continuamente por macrofagos derivados de monocitos. M. tuberculosis ingresa a las vias
respiratorias y es endocitada por los AM donde inicia el proceso de replicaciéon %74, Los
AM infectados con M. tuberculosis impulsan la formacién de granulomas, junto con otros
macrofagos intersticiales (IM) y espumosos, asi como también con células epiteliales y otras

células inmunes.

En un principio, los AM regulan positivamente la defensa contra M. tuberculosis, pero
eventualmente la bacteria subvierte la respuesta antimicrobiana de estas células 7°. Es asi
que M. tuberculosis regula la autofagia, la apoptosis, la produccion de citoquinas
inflamatorias, la formacién de inflamasomas, y la presentacibn de antigenos. M.
tuberculosis induce ademas la necroptosis a traves de la secreciéon de TNF e INF de tipo |,
ocasionando la muerte de los macréfagos, lo que irébnicamente conduce a un mayor
crecimiento y replicacion bacteriana 7°. M. tuberculosis impulsa un fenotipo antiinflamatorio
dependiente del metabolismo de acidos grasos en los AM, mientras que los IM tienen un
fenotipo proinflamatorio que limita la diseminacién bacteriana 7475, A parte de esto, M.
tuberculosis inicia la fusién de los macréfagos para formar células gigantes multinucleadas,
que tienen una capacidad fagocitica reducida y pueden servir como un nicho permisivo para

la supervivencia y propagacion bacteriana 747778,

Interesantemente, estudios en ratones inmunizados con la vacuna de Bacillus
Calmette-Guérin (BCG) han revelado la importancia de los macrofagos en la memoria
inmune innata. Se ha demostrado que la BCG tiene la capacidad de reprogramar (a nivel

epigenético y metabdlico) a las células madre hematopoyéticas en la médula 6sea.
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Estos cambios hacen que los progenitores de monocitos generen macrofagos con
un perfil proinflamatorio luego de la re-estimulacién y restringen la replicacién virulenta de
M. tuberculosis %°7°. Todos estos cambios celulares contribuyen a una mejor respuesta a
un estimulo heterdlogo. Tras la estimulacion, estas células entrenadas podrian exhibir una
mayor expresion de moléculas coestimuladoras en la superficie celular, liberacion de

citoquinas inflamatorias y activacion del inflamasoma 8.
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Eje intestino-pulmén

El cuerpo humano contiene una amplia diversidad de microorganismos, conocidos
en su conjunto como microbiota, que forman un sistema dinamico y funcional que co-
evoluciona con el hospedador. Aunque el intestino alberga la mayor poblacion, también
estan presente en la piel, las membranas mucosas, el tracto urogenital y el respiratorio 8'.
En condiciones fisioldgicas, el microbioma es resistente a los cambios, lo que beneficia
tanto al hospedador como a las comunidades microbianas, y se considera que se encuentra
en estado de eubiosis 82. Contrariamente, la reduccion de la capacidad adaptativa de un
microbioma a cambios que provocan alteraciones desfavorables para el hospedador se

denomina disbiosis 83.

El sistema gastrointestinal y el sistema respiratorio, aunque constituyen entidades
anatomicas separadas y distantes, forman parte de un sistema inmunoldgico asociado a las
mucosas conocido como el eje intestino-pulmén. El eje intestino-pulmon postula que la
preservacion de una microbiota saludable es esencial para el desarrollo del sistema
inmunitario y el mantenimiento de la homeostasis, estableciendo una conexion crucial entre

la microbiota intestinal y la salud del sistema respiratorio, y viceversa (Fig. 5).

Incluso una microbiota distal al sitio de infeccidn necesitaria mantenerse en equilibrio
para que el sistema inmune pueda montar una respuesta eficiente frente a los patégenos.
En efecto, la disbiosis intestinal se ha asociado con enfermedades pulmonares 8. Diversas
pruebas sugieren que los epitelios del hospedador y las células inmunitarias asimilan la
informacion directamente de los microorganismos y de la respuesta local concomitante de
citoquinas para ajustar las respuestas inflamatorias, y que esto da forma a las respuestas

inmunes en sitios alejados como los pulmones 85.
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Estas interacciones estan influenciadas por la migracion de células inmunitarias y los
metabolitos microbianos en respuesta a una infeccion o inflamacion 887, Los metabolitos
microbianos producidos por la microbiota intestinal, como los acidos grasos de cadena corta
(AGCCQC), el triptofano, los acidos biliares secundarios y sus derivados, modulan las células
inmunitarias y epiteliales 838, Los AGCC inhiben la produccion de citoquinas
proinflamatorias por parte de los macréfagos y regulan la diferenciacion de células T a Th1,

Th17 y Tregs, por lo que son un componente central de esta interaccion 097,

Algunos trabajos han estudiado tanto la microbiota intestinal como la asociada al
pulmoén durante la infeccion por M. tuberculosis °2. A pesar del progreso en el tratamiento
para la TB, la mayor susceptibilidad de las personas tratadas con drogas a la reinfeccion o
reactivacion de la enfermedad sugiere que los antibioticos pueden tener efectos asociados
que impiden la generacidon de inmunidad permanente. Esta disbiosis da como resultado una
disminucién general de la produccion microbiana de AGCC, que se ha asociado con una
barrera epitelial intestinal debilitada y una reduccion de la expresion de mucinas y AMP
(incluidas las lectinas de tipo C, las defensinas y las catelicidinas), con la correspondiente

exacerbacion de la respuesta inflamatoria .93,

En otros estudios se observé una disminucion de bacterias productoras de AGCC en
materia fecal de pacientes con TB ®* asi como modificaciones de la microbiota intestinal en
pacientes con TB recurrente %. Mas aun, estudios recientes demuestran que la terapia
antituberculosa (lsoniacida (INH), Pirazinamida (PYZ) y Rifampicina (RIF)) produce
cambios en la composicion y diversidad del microbioma tanto en ratbn como en humanos
96,97 También se ha demostrado que el tratamiento con INH/PYZ previo a la infeccion con
M. tuberculosis incrementa la carga bacteriana en pulmones y bazo comprometiendo asi la

defensa del hospedador; resultado que se revirti6 mediante trasplante de materia fecal.
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La falla en el control de la infeccidén en los ratones tratados con INH/PYZ se asoci6
con defectos en la respuesta inmune innata, principalmente macréfagos alveolares con

menores niveles de CMH II, TNF-a e IL-1B y defectos en las funciones bactericidas %.

Interesantemente, los cambios en el microbioma inducidos por farmacos
antituberculosos ocurren tanto durante el ciclo terapéutico como luego de la interrupcién de
la terapia, generando disbiosis a largo plazo . También ha sido sugerido que la reactividad
cruzada entre ciertos microorganismos intestinales y epitopes de M. tuberculosis es
importante para mantener la resistencia a la infeccién por este patégeno a largo plazo y

prevenir recurrencias %,

Asimismo, se han informado infecciones comunes y recurrentes por C. difficile, asi
como una mayor susceptibilidad a infecciones por Salmonella enterica y Escherichia coli
después de la exposicion a antibioticos 191192, Por tanto, es posible que el tratamiento
antituberculoso tenga un efecto secundario que obstaculice la respuesta inmunitaria contra
las micobacterias. La recaida de la enfermedad, la activacion de los bacilos persistentes y
el aumento de la susceptibilidad a la reinfeccién podrian ser causados por un control
inmunolégico disminuido como consecuencia de la disbiosis del microbioma intestino-

pulmaon 103,104,

Ademas, la incidencia creciente de casos de infeccién por C. difficile en pacientes
con TB ha sido documentada y vinculada a cepas de C. difficile que presentan resistencia
a la rifampicina '°-"19, De hecho, se ha destacado una mutacién comun que conduce a la
resistencia a ciertos antibiéticos tanto en C. difficile como en M. tuberculosis '''. Mas aun,
ha sido reportado que macréfagos derivados de monocitos de sangre periférica de
pacientes con enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y enfermedad inflamatoria intestinal
(IBD) presentan funciones alteradas (fagocitosis, eliminacién de patdégenos, secrecion de

citoquinas y produccion de intermediarios oxidativos) 112-114,
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La evidencia acumulada sugiere que la disbiosis de la microbiota puede modular la
susceptibilidad a la infeccidn por M. tuberculosis, la transicion de la latencia a la TB activa
y la respuesta a la terapia antituberculosa ''°. No obstante, el papel de la CDI en las
respuestas inmunoldgicas generadas en el pulmdn no ha sido objeto de estudio. Ademas,
permanece desconocido el impacto de la CDI en las células del sistema inmunoldgico frente
a la infeccién por M. tuberculosis. Es asi que, una mejor comprension de la comunicacion
entre el intestino y los macrofagos durante el desarrollo de infecciones pulmonares podria
proporcionar nuevos conocimientos sobre futuras estrategias terapéuticas dirigidas a la

interaccion intestino-pulmon.
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Figura 5. Vias y mecanismos de comunicacion del eje intestino-pulmén descriptas hasta
el momento en la literatura. Eje hipotalamico-hipofisario-suprarrenal (HHS), Acidos grasos de
cadena corta (AGCC). Adaptado de Alvarado-Pefia, N., Galeana-Cadena, D., Gomez-Garcia, I. A.,
Mainero, X. S. & Silva-Herzog, E. The microbiome and the gut-lung axis in tuberculosis: interplay in the
course of disease and treatment. Front. Microbiol. 14, 1—-12 (2023).
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SLAMF1

La molécula linfocitaria activadora de sefiales (SLAMF1), integrante de la
superfamilia de las inmunoglobulinas (lg), especificamente perteneciente a la subfamilia
CD2 6117 ha sido objeto de estudios que revelan su expresion en diversas células del
sistema inmunoldgico. Se ha documentado su presencia en células T activadas, células B,
células dendriticas (CDs), macréfagos, plaquetas y células Tfh del centro germinal '8, En
términos de su funcionalidad, SLAMF1 actua como molécula coestimulatoria y como un
sensor de patdégenos, desempenando roles cruciales en multiples interacciones con

microorganismos.

En humanos, SLAMF1 funciona como receptor de internalizacién para el virus del
sarampion a través de la interaccion con la hemaglutinina '° e interacciona con morbilivirus
en otras especies '?°. Ademas, posee capacidad para interactuar con T. cruzi '?'. En el
contexto de bacterias Gram-negativas, SLAMF1 se ha asociado con la entrada de E. coli y
Citrobacter Rodentium en macrofagos de mamiferos 122123 y reconoce proteinas de
membrana externa tanto de E. coli (OmpC y OmpF) '>> como de Brucella abortus (Omp25)

124y Salmonella typhimurium 123

Destacablemente, SLAMF1 desempeia un papel clave en la respuesta a la infeccion
por M. tuberculosis. La coestimulacion a través de SLAMF1 se ha asociado con la induccion
de la produccion de interferon-y (IFN-y) por parte de las células T '?°. En estudios de
expresion génica mediante microarrays, se han observado niveles elevados de ARNm de
SLAMF1 en macrofagos humanos estimulados con diversas bacterias, incluyendo BCG y
la cepa Erdman de M. tuberculosis %%, asi como en macréfagos alveolares humanos
infectados con las cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis '?’. Los estudios de Song y
col. han evidenciado que la regulacién positiva de SLAMF1 favorece la eliminacion
bacteriana tanto en la linea celular macrofagica murina Raw 264.7 infectada con BCG como

en el pulmdn de ratones infectados con esta bacteria 128.
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Adicionalmente, se ha destacado la participacion de SLAMF1 en la autofagia
mediada por neutrdfilos durante la TB '?°. Resultados de nuestro grupo de trabajo
demuestran el direccionamiento de M. tuberculosis hacia los lisosomas en macréfagos

humanos 139,

El papel de SLAMF1 en la CDI aun permanece desconocido. Sin embargo, en el
contexto intestinal, se ha observado que ratones deficientes para SLAMF1 presentan una
disminucién en la produccion de TNF-a e IL-12 por parte de macrofagos peritoneales
estimulados con LPS y/o IFN-y 3!, En pacientes con enfermedad de Crohn, se ha
identificado un elevado numero de monocitos, macréfagos y otras células SLAMF1+,
subrayando su potencial implicancia en condiciones inflamatorias intestinales '32. Van Driel
y col. han sugerido que SLAMF1 podria regular la homeostasis de los macréfagos durante
episodios de enterocolitis cronica o aguda '33. Ademas, Wang y col. han informado que
SLAMF1, junto con SLAMF8, modulan la migracion de CDs y macrofagos hacia el intestino
inflamado 3. Estos hallazgos destacan la multifuncionalidad de SLAMF1 en el contexto
intestinal, sugiriendo su posible participacion en la respuesta a la inflamacion y la regulacion

de la homeostasis celular en este entorno particular.

Estos descubrimientos subrayan la importancia de SLAMF1 como un regulador
critico en las respuestas inmunolégicas asociadas tanto con la infeccion por M. tuberculosis
como con las enfermedades inflamatorias intestinales. Por lo tanto, SLAMF1 podria
constituir un nuevo blanco terapéutico en el tratamiento de enfermedades inflamatorias

intestinales, asi como en las terapias dirigidas al hospedador durante la TB.
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Hipétesis

Como ha quedado demostrado, C. difficile y M. tuberculosis son agentes infecciosos
que representan una amenaza grave para la salud a nivel mundial. Asimismo, se ha puesto
de manifiesto la necesidad de comprender el eje intestino-pulmén dada su importancia en
condiciones fisiologicas y patoldgicas. La microbiota en su conjunto representa un actor
clave en el funcionamiento del sistema inmune, y aun mas, en el desarrollo de estas
infecciones bacterianas. La evidencia reunida hasta el momento demuestra que la
perturbacién del equilibrio en la microbiota afecta la susceptibilidad del hospedador a M.
tuberculosis, asi como la respuesta al tratamiento. Sin embargo, los procesos subyacentes
qgue conllevan a este escenario aun permanecen poco explorados. En otra perspectiva, los
extensos tratamientos anti-TB suponen un desencadenante de la disbiosis, o que podria
permitir la colonizacion por C. difficile, por lo que todavia resta explorar como el
establecimiento de este patdogeno puede repercutir en la respuesta inmune frente a M.
tuberculosis. Por ende, aun se requieren investigaciones profundas en modelos
experimentales adecuados y utilizando muestras humanas que permitan dilucidar los
mecanismos que moldean la relacidn entre M. tuberculosis, el eje intestino-pulmén y la
disbiosis, asi como también el impacto de la CDI en este contexto. Teniendo en cuenta que
la disbiosis genera un impacto sistémico que modula al sistema inmune, en especifico a
actores cruciales en la respuesta antiinfecciosa como son los macréfagos; y que a su vez
genera un estado permisivo para el establecimiento de patégenos oportunistas como C.
difficile, consideramos que el estado del microbioma podria ser un factor clave en la
infeccion ocasionada por M. tuberculosis. Por tanto, la hipétesis que sustenta el presente
trabajo radica en que la disbiosis intestinal originada por el consumo de antibidticos, y la
consecuente infeccion por C. difficile, podrian modificar la estructura pulmonar y modular la
respuesta macrofagica, llevando a una alteracion de su funcién endocitica y, en

consecuencia, interferir con su rol inmunoprotectivo frente a la infeccién por M. tuberculosis.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Teniendo en cuenta la intercomunicacion entre la microbiota y el sistema inmune, el
objetivo general de este trabajo final de grado consiste en caracterizar la poblaciéon de
pacientes con CDI en nuestra regién y evaluar la estructura pulmonar y la funcién endocitica
de los macrofagos frente a M. tuberculosis en el contexto de la disbiosis intestinal generada
por la administracién de antibiéticos y de la infeccion por C. difficile. Esto nos permitira
comenzar a explorar el eje intestino-pulmén en el contexto de dos infecciones bacterianas

de relevancia epidemioldgica y a desentraiar su rol en las respuestas inmunes innatas.

Objetivos especificos

Objetivo 1 Estudiar el perfil de pacientes con sospecha de infeccion por C. difficile

del Noroeste de la Provincia de Buenos Aires.

1.1 Realizar una caracterizacion de parametros clinicos y demograficos de

pacientes con sospecha de CDI.

1.2 Analizar factores de riesgo asociados a la infeccién por C. difficile en

pacientes hospitalizados bajo sospecha de CDI.

1.3 Llevar a cabo una revision sistematica y un meta-analisis con el fin de
documentar la asociacion entre factores de riesgo relacionados con el desarrollo de CDI
de estudios seleccionados y los pacientes con sospecha de CDI evaluados en este

trabajo.
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Objetivo 2 Analizar la capacidad endocitica de macrofagos provenientes de dadores
sanos frente a M. tuberculosis pre-sensibilizados o no con C. difficile en un modelo in vitro

humano.

2.1 Obtener macréfagos derivados de monocitos, pre-sensibilizarlos o no con C.

difficile y estudiar la endocitosis de M. tuberculosis.

2.2 Evaluar el rol de la Molécula Linfocitaria Activadora de Senales (SLAMF1)
como sensor microbiologico de M. tuberculosis en los macréfagos luego de la pre-

sensibilizacion con C. difficile.

Objetivo 3 Evaluar el impacto de la disbiosis intestinal y de la CDI a nivel tisular en

un modelo murino.

3.1 Examinar caracteristicas histologicas del ciego y el colon durante la disbiosis

y la evolucién de la CDI.

3.2 Estudiar la estructura pulmonar y caracterizar histolégicamente la existencia

de cambios tisulares mediados por la disbiosis intestinal y la CDI.
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MATERIALES Y METODOS

Objetivo 1. Estudiar el perfil de pacientes con sospecha de infecciéon por C.
difficile del Noroeste de la Provincia de Buenos Aires

Toma de muestras e Instituciones participantes

Se obtuvieron 249 muestras de materia fecal (no formadas) de pacientes
hospitalizados mayores de 18 afios, las cuales fueron congeladas a -20 °C hasta su
utilizacion. Estos pacientes presentaron diarrea con sospecha clinica de infeccion por C.
difficile (CDI). La investigacion se llevd a cabo de acuerdo con la Declaracion de Helsinki
(2013) promulgada por la Asociacién Médica Mundial y aprobada por el Comité de Etica de
la UNNOBA (COENOBA, expediente N° 2919-1594/17), luego de obtener Ilos

consentimientos informados.

Las muestras fueron derivadas de los siguientes centros de salud de la ciudad de
Junin: Hospital Interzonal General de Agudos (HIGA) Abraham Félix Pifieyro, Clinica Centro
de Junin, Clinica IMEC de Junin y Clinica La Pequefia Familia. Particularmente, el HIGA
nuclea muestras de la Region Sanitaria Ill, comprendida por los municipios de Chacabuco,
F. Ameghino, General Arenales, General Pinto, General Viamonte, Junin, Leandro N. Alem

y Lincoln.

Caracterizacion de las/los pacientes

Se evaluaron parametros clinico-demograficos de la totalidad de pacientes con
sospecha de CDI comprendidos entre el 1 de enero del afio 2018 hasta el 31 de diciembre
del afo 2023. La informacién evaluada se obtuvo a partir de las historias clinicas (Fig. 1)
de las/los pacientes provistas por el personal de salud. Para esto, en primer lugar, se
determind la presencia de C. difficile en muestras de materia fecal utilizando un algoritmo

diagndstico de rutina en nuestro laboratorio (Fig. 2).
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Figura 1. Modelo de historia clinica utilizada en este estudio epidemiolégico.
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Figura 2. Algoritmo diagnéstico de deteccion de C. difficile. Los tres métodos de deteccion
(EIA, PCR y Cultivo toxigénico) fueron aplicados en el procesamiento de las 249 muestras de
materia fecal abarcadas en este estudio.

Algoritmo diagndstico

El algoritmo de deteccion de C. difficile implica tres técnicas: Enzimoinmunoensayo

(EIA), Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Cultivo toxigénico (Fig. 2).
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Enzimoinmunoensayo EIA

Una vez descongelada la muestra de materia fecal se realizé un EIA para GDH
(Glutamato deshidrogenasa de C. difficile) y toxinas Ay B de C. difficile (CoproStrip™ C.
difficile GDH + Toxin A + Toxin B Savyon ® Diagnostics Ltd) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Brevemente, se toma una alicuota de materia fecal, y se mezcla con el buffer
comercial del EIA. A continuacion, se colocan 4 gotas de muestra en cada uno de las

ranuras del casette (Fig. 3). Luego de 10 minutos se analiza el resultado.

:

Recolectarla Mezclar con Romper ( ; Afadir 4 gotas en
muestra buffer la punta ¥ cada pocillo

Ngeees” | g

Figura 3. Procedimiento para la realizacion del EIA.

PCR punto final para la deteccion GDH y tcdB de C. difficile

Se utilizé el kit Tag Phire Tissue Direct PCR Master Mix (Thermo Fisher (Cat. F-
1705)). Se tomaron 3 pl de muestra de materia fecal y se colocaron en 20 ul de Dilution
Buffer en un microtubo estéril. Luego se adicionaron 0,5 ul de DNA Release Additive Buffer,
se dejo reposar durante 2 a 5 minutos a temperatura ambiente, y seguidamente 2 minutos
a 98 °C en termobloque. Transcurrido el tiempo, se realizd un spin, y se tomo el
sobrenadante que contiene el ADN. Se preparo la mix de PCR como se detalla en la Tabla
1. El ciclado se resume en la Tabla 2 y los cebadores utilizados en la Tabla 3. Finalmente,
las muestras amplificadas se resolvieron en un gel de agarosa al 2% tefido con Sybr Safe
(Invitrogen) y se visualizaron en transiluminador UV. Los amplicones resueltos

corresponden a tcdB (410 pb) y GDH (736 pb).
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Mezcla para 20 uL finales 1X

Mix 2X 10 uL
Cebadores gdh Fw 1 uL dilucion 1/16.6
Cebadores gdh Rv 1 uL dilucion 1/16.6

Cebadores tcdB3 Fw 1 uL dilucion 1/16.6
Cebadores tcdB3 Rv 1 uL dilucion 1/16.6
H20 UP 5uL

Muestra (ADN) 1 uL

Tabla 1. Mezcla de reaccion para la detecciéon de gdh y tcdB.

98°C 5 minutos ---[ Desnaturalizacion Inicial
98°C 5 segundos

62°C 5 segundos 35 ciclos tcdB

72°C 20 segundos

72°C durante 1 minuto ---[ Elongacion final
98°C 5 segundos

56°C 5 segundos 20 ciclos gdh

72°C 40 segundos

72°C durante 1 minuto ---[ Elongacion final

Tabla 2. Ciclos de PCR para la deteccion de gdh y tcdB en una misma reaccion.
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Secuencia Amplicon

TcdB3 Fw  5-CCAAAATGGAGTGTTACAAACAGGTG-3’
410 pb
Tcdb3 Rv  5-GCATTTCTCCATTCTCAGCAAAGTA-3

GDHFw 5-GGAAAAGATGTAAATGTCTTCGAGATG-3’
736 pb
GDHRv  5-CTGATTTACACCATTCAGCCATAGC-3'

Tabla 3. Cebadores especificos para la deteccion de gdh y tcdB.

Cultivo toxigénico

Se realizé shock etandlico a las muestras de materia fecal con el fin de eliminar la
mayor cantidad de microorganismos y activar la germinacién de las esporas de C. difficile.
Para esto, en un tubo de microcentrifuga se agregaron en partes iguales material fecal y
etanol 70%, y se incub6 durante 20 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se

realizé una centrifugacion a 4000 rpm durante 10 minutos, descartando el sobrenadante.

El pellet obtenido se cultivd en medio CHROMAgar™ C. difficile a 37 °C durante 72
h utilizando sobres de anaerobiosis (AnaeroPack, Mitsubishi Gas Chemical Company, Inc,
Japon) y jarras para cultivo en condiciones de anaerobiosis en agitador/incubador
ThermoFisher Scientific MaxQ4450. Una vez obtenidas las colonias aisladas, se tomaron
al menos dos con el ansa y se colocaron en 150 uyl de agua estéril en un tubo de
mirocentrifuga. A continuacioén se realizé un boiling en termobloque precalentado a 98 °C
durante 20 minutos. Se centrifugé a 10000 rpm por 2 minutos y se tomé el sobrenadante
para detectar la presencia de la toxina B y GDH mediante PCR como fue descripto

previamente (Tablas 1, 2y 3).
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Establecimiento de predictores de riesgo

Clasificados los pacientes como CDI+ y CDI-, se tuvieron en cuenta los siguientes

factores informados en las historias clinicas (Tabla 4):

FACTORES CLINICO-

DEMOGRAFICOS RECUENTOS SANGUINEOS

Edad Leucocitos (cels./mm?3)

Sexo Bioldgico Neutrdfilos (cels./mm?3)
Internacién previa Monocitos (cels./mm?3)
Consumo previo de Antibioticos Linfocitos (cels./mm?3)
Antibiéticos durante la internacion Eosindfilos (cels./mm3)
Presencia de comorbilidades Basofilos (cels./mm?3)

Consumo previo de Inhibidores de la Plaquetas (cels./mm?)

Bomba de Protones g '
CDiI previa Urea (mg/dl)

Lugar de internacion Creatinina (mg/dl)

Necesidad de Unidad de Cuidados
Intensivos (UTI)

Albumina (g/dl)
Procedencia
Clasificacion de diarrea
Shock

Obito

Tabla 4. Parametros analizados para la caracterizacion de las/los pacientes.

Las variables categoricas se resumieron mediante el numero de pacientes en cada
grupo de comparacion, mientras que, por su parte, las variables continuas se resumieron

mediante estadisticas descriptivas (media y desviacion estandar).

-35-



El tipo de adquisicidon de la CDI se definio, segun la Sociedad Americana de

Enfermedades Infecciosas (del inglés, IDSA) 35, como:

CDI Hospitalaria: CDI que se presenta luego de las 72 h de internacion.

CDI de inicio en la comunidad pero asociado al &mbito sanitario: CDI en un paciente que
se presenta en la comunidad, pero con antecedentes de internacion y alta en los ultimos
28 dias.

CDI Comunitaria: CDI que se presenta en la comunidad o en las primeras 72 h de

internacion y sin antecedentes de internacion en los ultimos 28 dias.

Para la clasificacion de la severidad de la CDI se tuvieron en cuenta los siguientes

parametros segun la IDSA 135;

e CDI leve/moderada: Presencia de diarrea, leucocitos normales o elevados y creatinina

normal.

CDI grave: Presencia de diarrea, mas dos de los siguientes pardmetros: Leucocitos
superiores a 15000/mm?3, creatinina superior a 1.5 mg/dl, albumina sérica inferior a 3 gr/dl
y/o lactato superior a 2.2 mmol/l

CDI complicada: CDI grave aunada a ileo y/o hipotension y/o shock séptico y/o
perforacién y/o requerimiento de UTI y/o deterioro del sensorio y/o ascitis (sin otra causa)
y/o colitis pseudomembranosa en colonoscopia y/o criterios imagenolégicos (distension
de colon superior a 6 cm, engrosamiento de pared de colon, inflamacién de la grasa

pericolénica).

Analisis estadistico

En las comparaciones para cada variable se utilizé el método paramétrico prueba t

0 no paramétrico test de Mann-Whitney para muestras no pareadas. Para el analisis de

distribucion de frecuencias de variables cualitativas/nominales se utilizd el test exacto de

Fisher.
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Los valores de p < 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos (* p <
0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001). Los datos se analizaron con el software GraphPad Prism

8.0.1 (San Diego, CA, EE. UU.).

Meta-analisis

Se realizé una busqueda bibliografica en los buscadores académicos PubMed y
Google Schoolar, ademas del buscador con IA integrada SciSpace. Los términos de
busqueda utilizados fueron: “CDI”, “C. difficile”, “CDI clinical records”, “CDI Epidemiolgy’,
“Cases and Control CDI study’. Se seleccionaron aquellos trabajos que cumplian con la
definicion de casos (pacientes con diarrea y diagndsticos CDI positivo mediante EIA, PCR
y/o cultivo toxigénico) y controles (pacientes con diarrea y diagndstico de CDI negativo
mediante EIA, PCR y/o cultivo toxigénico). Se priorizé ademas aquellos que contuvieran las
siguientes variables de interés: Edad, Sexo biolégico, Uso de antibidticos en los 3 meses
previos, Uso de inhibidores de la bomba de protones, Conteo de leucocitos, Conteo de
plaquetas, Presencia de comorbilidades (Diabetes mellitus, Enfermedad cardiaca,

Enfermedad renal, HIV).

Los datos de los estudios seleccionados se recabaron en una tabla modelo (Fig. 4),
y se cargaron en RStudio haciendo uso del packcage “Metafor’. Se procedio al célculo de
Odds Ratio (OR, para las variables categéricas) y de Diferencia de Media Estandarizada
(SMD, para variables continuas), para luego ajustar un modelo de efectos aleatorios de
REML (Random Effect Maximum Likelihood). Se tom6 como potencial predictor de riesgo
de incidencia de CDI aquellos modelos que presentaron un valor p < 0,05. El flujo de trabajo

del meta-analisis se encuentra resumido en la Fig. 5.
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Estudio 1D Caracteristicas del estudio D atos demografic os
Edad. Edad
Edad Media, SD, =65, No Masculino, Femenino,n, Masculino, Femenino,

CDI n, CDI CDI n,NoCDI n,NoCDI

Tiempo Nimero Disefio Criteriosde Seleccio Edad.

de Fuentedelh de del inclusion nde Tamafio Casos Casos Media,
Autor, Ao Pais muestreo informacion camas estudio delcaso controles muestral CDI no CDI SD,CDI =65, CDI  NoCDI

Internacion previa | Internacion previa | CDI previagrupo (CDlprevia grupono

ATB 3 meses grupo |ATB 3 meses grupo
PPl grupo CDI PPlgrupo no CDI grupo CDI grupo no CDI

No No No No No
Expuesto expuesto Expuesto expuesto Expuesto expuesto Expuesto expuesto Expuesto expuesto Expuesto expuesto Expuesto expuesto Expuesto expuesto

No Ne Ne

Leucocitos
celfmm] Plaguetas Diabetes mefius Enfermedad cardiaca cronica Enfermedad renal cronica HIWV

Grupo  Grupe = Grupo = Grupo Grupo  Grupoe  Grupoe | Grupoe @ Grupe  Grupo | Grupe  Grupe  Grupe  Grupe  Grupo  Grupo
Grupo Grupono| Grupo Grupono  CDI CDINo NoCDI NoCDI CDl CDINo NoCDI NoCDI CDI CDINo NoCDI  NoCDI CDI CDINo MNoCDI NoCDI
CDI CDI CDI CDI  Expuesto expuesto Expuesto No  Expuesto expuesto Expuesto  No  Expuesto expuesto Expuesto

No Expuesto expuesto Expuesto No

Figura 4. Tabla utilizada para la recoleccion de datos en los estudios incluidos en el
meta-analisis.

63 estudios excluldos

[ — Eleglbllldad ‘

Términos de busqueda: “CDI", “C. difficile”, || Criterios de inclusién: Mayores de 18 afios,
“Clinical records”, “Epidemiology”, “Cases || Casos (CDI+) y controles (CDI-), Variables de

and controls study” interés.

Figura 5. Flujo de trabajo seguido durante la realizacion del meta-analisis. Aquellos trabajos
identificados por los términos de busqueda que cumplieron con los criterios de elegibilidad fueron

incluidos en el meta-analisis.
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Objetivo 2. Analizar la capacidad endocitica de macréfagos provenientes de
dadores sanos frente a M. tuberculosis pre-sensibilizados o no con C. difficile

Cultivo e inactivacién de C. difficile

La cepa hipervirulenta NAP1/BI/027 de C. difficile (provista por el Servicio de
Bacteriologia Sanitaria del Instituto Carlos Malbran-ANLIS) se cultivo utilizando placas de
CHROMagar™ C. difficile a 37 °C en condiciones de anaerobiosis utilizando bolsas de
anaerobiosis (Mitsubishi) y parches generadores de atmdsfera anaerdbica (AnaeroPack,
Mitsubishi). Para los cultivos en suspension en BHI se utilizé el patréon de turbidez de
McFarland como referencia para determinar el numero de bacterias/ml. Para inactivar la
bacteria, se tomo6 una alicuota del caldo de cultivo de C. difficile y se centrifugd a 15000
rpm por 10 minutos a 4 °C. Se lavo el pellet de bacterias con PBS 1X centrifugando a 15000
rom por 10 minutos a 4 °C y se resuspendid en PBS 1X una vez descartado el
sobrenadante. Posteriormente, se incubé a 95 °C por 30 minutos en termobloque.
Finalmente, se cuantificé el contenido antigénico (CDH) a 600 nm y se ajusté a una DO de

1 para garantizar la paridad entre ensayos.

Obtencion de M. tuberculosis

M. tuberculosis inactivada por rayos gamma (WCMtb, NR -14819, cepa virulenta
H37Rv) fue obtenida de BEI Resources. En este caso, el contenido antigénico también se

ajusté a una DO de 1 a 600 nm.

Tincidon de bacterias

Para ciertos ensayos, CDH fue acoplada a FITC (Sigma Aldrich) y WCMtb a FITC o
Rodamina (5(6) - Ester carboxitetrametilhodamina N-succinimidilico, Sigma Aldrich).
Ambas bacterias inactivadas resuspendidas en PBS se centrifugaron a 10000 g durante 4

minutos y se descarto el sobrenadante.
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Se resuspendieron en buffer NaHCO3 0,1M pH = 9 con 1 mg/mL de la solucién FITC
- dimetilsulféxido (DMSO) o solucién de Rodamina a 5 mg/ml. Se dejaron en agitacion por
2 h a 37 °C en oscuridad. Finalmente, el exceso de colorantes fue eliminado mediante

lavados con PBS 1Xy las bacterias se resuspendieron en PBS 1X.

Individuos participantes

Para estudiar la respuesta de los macrofagos frente a M. tuberculosis se utilizaron
muestras de sangre periférica de 5 dadores sanos adultos del Noroeste de la Provincia de

Buenos Aires. Luego de recibir el consentimiento informado, se tomaron las muestras.

La investigacion se llevo a cabo de acuerdo con la Declaracion de Helsinki (2013)
promulgada por la Asociacién Médica Mundial y se encuentra aprobada por el Comité de
Etica de la UNNOBA (COENOBA). La presencia de patologias previas, comorbilidades u

hospitalizaciones recientes se consideraron criterios de exclusion.

Obtenciodn vy cultivo de macréfagos derivados de monocitos

A partir de la sangre periférica heparinizada, las células mononucleares se obtuvieron
mediante gradiente de Ficoll-Hypaque (Cytiva). Los monocitos se purificaron por seleccion
magneética (micro-perlas CD14, Miltenyi) a partir de las células mononucleares aisladas
previamente segun instrucciones del fabricante (Fig. 6). Los monocitos purificados se
cultivaron a una densidad de 0,5x10° células/mL. Los macrofagos derivados de monocitos
se obtuvieron luego de la adherencia de los monocitos por 2 h en medio RPMI (Serendipia
LAB) libre de suero bovino fetal (SBF), y posterior incubacion de las células adherentes en
medio RPMI completo (RPMI, penicilina/estreptomicina 1% (Gibco), glutamina 1% (Sigma-
Aldrich) y SBF (Natocor) al 10%) por 16-18 h. Las células no adherentes se removieron

mediante lavados con PBS 1X (Fig. 6).
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Los macrofagos fueron estimulados con C. difficile inactivada por calor (CDH) en una
relacion macréfagos:bacteria 1:1, durante 1, 2, 5 0 7 dias. Luego de esta pre-sensibilizacion,
se estimularon in vitro por 1 o 24 h con M. tuberculosis inactivada por rayos gamma
(WCMtb) en una relacion macréfagos:bacteria 5:1. Antes de adicionar WCMtb, se realiz6 o
no un recambio del medio de cultivo para indagar si la presencia extracelular de C. difficile

influye en la endocitosis de M. tuberculosis (Fig. 6).

Todos los experimentos se llevaron a cabo en una incubadora a 37 °C y en una
atmosfera con 5% de COa2. Los controles experimentales incluyeron macréfagos sin pre-

sensibilizacion con CDH.

Dadores
sanos

Ficoll-Hypaque

Adherencia
+

Resting ON

—

)
Macréfagos derivados
Seleccion de monocitos

\ali®
%\a v v
magnética

células CD14pos

(efefef

Citometria de flujo <j
R

= + M. tuberculosis + C. difficile
_% (WCMtb) (CDH)
= 1024h 1,2,5y7d

Microscopia

Figura 6. Modelo in vitro. Los macréfagos derivados de monocitos de dadores sanos fueron
obtenidos por Ficoll-Hypaque y posterior separacién por microperlas magnéticas conjugadas a
anticuerpos anti-CD14. Se los adhirié y se los dejo en reposo por 16-18 h, antes de estimularlos
o no con CDH durante 1, 2, 5y 7 dias, para luego enfrentarlas a un estimulo de WCMtb durante
1 0 24 h. Los analisis se llevaron a cabo mediante citometria de flujo y microscopia de
fluorescencia.
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Citometria de Flujo

Para todas las marcaciones se empled el colorante de viabilidad/muerte celular
Fixable Viability Dye eFluor™ 780 (eBioscience™) con el fin de excluir las células no viables
de los analisis. Brevemente, una vez finalizado el tiempo de estimulo, se retird el medio de
cultivo, las células se lavaron con buffer FACS frio (PBS 1X, SBF 2%) y se adicioné el
Fixable Viability Dye eFluor™ 780 directamente en la placa de cultivo durante 15 minutos

en frio y oscuridad.

Posteriormente, los macrofagos se colectaron mediante lavados con buffer FACS.
Las células se centrifugaron a 2000 rpm por 5 minutos a 4 °C. Se descarto el sobrenadante
y se realiz6 la marcacién con anticuerpo anti SLAMF1 PE (Biolegend) durante 30 minutos
en frio y oscuridad. Las células se lavaron y se re-suspendieron en PFA 1% para su fijacion

y posterior analisis en citdmetro de flujo FACSCanto Il (BD).

Se evalué ademas el porcentaje y la intensidad media de fluorescencia de células
endociticas para WCMtb (FITC positivas). Todos los analisis se realizaron en el software

Flowdo™ v10 (BD Life Sciences).

Microscopia de fluorescencia

Para evaluar la endocitosis de M. tuberculosis, asi como de C. difficile, mediada por
los macrofagos se realizaron inmunomarcaciones de fluorescencia (IF). Asimismo, se
realizaron IF para identificar la expresion y co-localizacion de SLAMF1 con C. difficile y M.

tuberculosis en los macréfagos.

Las células se fijaron con PFA 4% por 20 minutos a temperatura ambiente. Se lavo
con solucion fisiologica (SF) y se permeabilizé durante 30 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente con buffer de Permeabilizacién (BP; PBS 1X, SBF 10%, saponina
0,05%). Transcurrida la media hora, se lavé con BP frio, se incubd con el anticuerpo primario

especifico (anti-CD14 o anti-SLAMF 1) durante 30 minutos a temperatura ambiente.
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A continuacién, se lavé nuevamente con BP frio y se incub6 con el anticuerpo
secundario conjugado a AlexaFluor 647 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se
realizaron dos lavados con BP, y se contra-tiid con DAPI durante 5 minutos. Para el
montado se utiliz6 PolyMount (Polysciences). Las IF se evaluaron con microscopio de

fluorescencia trinocular Axio Imager.A2 (Carl Zeiss, Alemania).

Cuantificacion de las inmunomarcaciones

La cuantificacion de las IF se realizo mediante el software QuPath version 0.4.4,
tomando 5 campos aleatorios por condicion experimental (Fig. 7). Se utilizo la herramienta
Cell detection para la deteccion de células mediante la identificacién del nucleo marcado
con DAPI. Seguidamente, se utilizd la herramienta Create single measurement classifier
para la deteccidon de células CDH FITC positivas, WCMtb Rodamina positivas o SLAMF1
A647 positivas. Por ultimo, se utilizé la funcién Train pixel classifier para la medicion de
intensidad de fluorescencia por célula. Los valores calculados para cada imagen se
exportaron, se calculé la mediana de cada condicidon y se aplicaron los test estadisticos

correspondientes.

Analisis estadistico

Se utilizaron el test de Mann-Whitney y el test de Wilcoxon para muestras no
pareadas o pareadas respectivamente. Se utilizoé el test de Kruskal-Wallis (ANOVA no
paramétrico de muestras no pareadas), el test de Friedman (ANOVA no paramétrico de
muestras pareadas) y el post test de Dunns. Los datos se analizaron con el software

GraphPad Prism 8.0.1 y los valores de p < 0,05 se consideraron significativos.
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Figura 7. Flujo de trabajo seguido durante la cuantificacion de las IF mediante QuPath.
Micrografias de 5 campos en aumento 20X de cada condicién fueron capturadas. Se detecto el
numero de células mediante la identificacién del nucleo por DAPI, para luego estimar el numero
de células que internalizaron CDH y/o WCMtb; asi como también, la intensidad de fluorescencia
de los fluoréforos utilizados. Los datos obtenidos en un archivo de extension .csv se analizaron
estadisticamente en GraphPad.
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Objetivo 3. Evaluar el impacto de la disbiosis intestinal y de la CDI a nivel
tisular en un modelo murino

Animales de estudio

Se emplearon ratones machos y hembras de la cepa endocriada C57BL/6 de 6-8
semanas de vida, de calidad SPF y criados en el bioterio del Centro de Investigaciones
Basicas y Aplicadas (CIBA), Centro de investigaciones y transferencia del noroeste de la
provincia de Buenos Aires (CITNOBA), en condiciones de luz, temperatura y humedad
adecuadas (Tabla 5). Todos los protocolos experimentales aplicados han sido aprobados

previamente por el comité de ética de la UNNOBA (COENOBA, expediente N° 0667/22).

Ciclo luz/ Humedad Extraccion . Cambio de
, Temperatura , , . Tipo de cama
oscuridad ambiente relativa de aire cama
12 h dfa 18— 2200 45— 65 % Ventilacion Viruta Cada 7 dias
luz/oscuridad permanente  autoclavada

Tabla 5. Resumen de las condiciones de mantenimiento de los ratones.

Se incluyeron tres grupos de animales: ratones control (no recibieron ningun
tratamiento), ratones con disbiosis intestinal y ratones con disbiosis infectados con C.
difficile (Fig. 8). El sacrificio se realizdé por dislocacion cervical a los 2, 5 u 8 dias post

disbiosis/infeccion.

Control Disbiosis Infeccion

Figura 8. Grupos experimentales utilizados en el modelo murino.
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Figura 9. Induccién de infeccién primaria de C. difficile. Esquema experimental del modelo
de CDlI inicial. Luego del tratamiento con antibiéticos, los ratones son desafiados con 10° UFC
de la cepa NAP1/BI/027 de C. difficile. Finalizado el esquema experimental se procede a la
extraccion de 6rganos para la evaluacion histoldgica y el score clinico.

Para generar la disbiosis de la microbiota intestinal, se administré6 un cocktail de
antibioticos constituido por Gentamicina (50 mg/ml), Metronidazol (5 mg/ml), Colistina (25
mg/ml) y Vancomicina (50 mg/ml) en la botella de agua de consumo por 3 dias. Luego, se

cambio el contenido de la botella por agua libre de antibiéticos por 2 dias.

Seguidamente, se inyectdé Clindamicina (10 mg/kg) via intraperitoneal (i.p) 1 dia
previo a la inoculacién por sonda gastrica de 10° Unidades Formadoras de Colonias (UFCs)
de C. difficile de la cepa NAP1/BI/027 o PBS (para los ratones del grupo disbiosis) (Fig. 9),
modelo ampliamente utilizado para el estudio de la infeccién por C. difficile 136. Se
monitorearon a los ratones diariamente detectando los sintomas de enfermedad

caracteristicos: diarrea, postura encorvada, cola humeda y pérdida de peso.
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Obtencion de esporas de C. difficile

Las esporas de C. difficile para inocular a los ratones se obtuvieron mediante cultivo
en medio Clospore 37, Se realizé el recuento de UFCs en medio BHI-agar suplementado
con taurocolato 10% m/v, como ha sido descripto previamente '3’. Las esporas se

almacenaron en glicerol a — 80 °C hasta su utilizacién en los ensayos in vivo.

Score histopatoldgico

Se analizé la severidad clinica causada por la disbiosis intestinal y el establecimiento
de C. difficile segun el score histopatologico. Tejidos de colon y ciego (secciones de 1 cm
aproximadamente) fueron fijados en una solucién de formaldehido al 4% por 24 h y luego
incluidos en parafina. Se realizaron cortes de los tejidos en secciones de 6 um con
micrétomo y finalmente se tieron con hematoxilina-eosina (H&E) para el analisis
histolégico. Se utilizaron los siguientes parametros: (1) acumulacion de células
inflamatorias, (2) migracion de neutrdfilos e infiltracion del tejido, (3) congestidon
hemorragica, (4) edema de la mucosa y (5) dafio celular en epitelio. De acuerdo a la
severidad se asignaron valores en el rango de 0-3 (0: sin dano, 1: leve, 2: moderado, 3:
severo) para cada uno de los parametros, como ha sido reportado previamente '38. Se
tomaron fotos de 5 campos aleatorios de cada animal y condicion experimental

(Microscopio de campo claro Leica DM750).

Caracteristicas histolégicas de pulmdn

Luego del sacrificio de los animales, se infundieron los pulmones de los ratones con
formalina al 10% a través de la traquea como ya ha sido descripto '3 y se fijaron en

formalina durante 16-18 h. Posteriormente se incluyeron en parafina.
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Se tifieron secciones de 6 ym con hematoxilina y eosina (H&E) y se analizé el
infiltrado inflamatorio en el espacio alveolar, presencia de micro-trombos y micro-abscesos,
enfisema e integridad epitelial. Se tomaron fotos de 5 campos aleatorios de cada animal y

condicion experimental (Microscopio de campo claro Leica DM750).

Se empled el macro “TWOMBLI” 140 en el programa ImageJ para la cuantificacion de
patrones del tejido. Para ello, se siguio el flujo de trabajo expuesto en la Fig. 10. Las
métricas analizadas fueron las siguientes: area que ocupan los tabiques alveolares en la
imagen, numero de puntos extremos en los tabiques alveolares, numero de puntos de
ramificacion en los tabiques alveolares, longitud total de los tabiques alveolares, curvatura
de los tabiques alveolares, alineacion (refleja hasta qué punto los tabiques alveolares estan
orientados en la misma direccioén), proporcion de matriz de alta densidad (HDM) (medida
de la proporcion de pixeles de una imagen que corresponden a los tabiques alveolares),
dimension fractal de los tabiques alveolares (medida de la auto-similitud y complejidad del
tejido), unidad de crecimiento hifal (HGU) (una medida del numero de puntos extremos por
unidad de longitud), poros entre los tabiques alveolares y lacunaridad (una medida del

numero y tamano de los huecos y de como los tabiques alveolares rellenan el espacio).

Tincidn con Hematoxilina y Eosina (H&E)

Para la tincién de H&E, las secciones de 6 um se desparafinizaron y deshidrataron
con xileno dos veces durante 10 minutos cada una. Seguidamente se incubaron en
concentraciones decrecientes de etanol (100%, 96%, 90% y 70%) durante 10 minutos cada
una. A continuacion, se incubd en agua destilada durante 5 minutos, y se continué con una
incubacion con hematoxilina durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo, se dejé el corte de
tejido 15 minutos en agua comun, y se realizaron dos lavados de 5 minutos con agua
destilada, para posteriormente realizar la tincién con eosina 0,1% por 2 minutos. Por ultimo,
se deshidraté el corte nuevamente con etanol 96% por 5 minutos y se realizaron dos

incubaciones en xileno durante 10 minutos. Al finalizar, se mont6é en medio montaje DPX.
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Figura 10. Flujo de trabajo del macro de ImageJ “TWOMBLI” utilizado para el analisis de
la estructura histolégica pulmonar. Luego de la definicién de los parametros y la carga de
imagenes, el macro “TWOMBLI” genera una serie de mascaras a partir de las cuales se estiman
las variables mencionadas. Los datos obtenidos en un archivo de extension .csv se analizaron

estadisticamente en GraphPad.
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Analisis estadistico

Se utilizaron el test de Mann-Whitney y el test de Wilcoxon para muestras no
pareadas o pareadas, respectivamente. Se utilizd el test de Kruskal-Wallis (ANOVA no
paramétrico de muestras no pareadas), el test de Friedman (ANOVA no paramétrico de
muestras pareadas) y el post test de Dunns. Los datos se analizaron con el software

GraphPad Prism 8.0.1 y los valores de p < 0.05 se consideraron significativos.
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RESULTADOS

Epidemiologia de la CDI en el NOBA

Como se ha mencionado, en Argentina los estudios y reportes sobre la CDI, ademas
de escasos, son heterogéneos. Es de interés destacar que los datos recabados solo
atienden a hospitales de Gran Buenos Aires, siendo hasta el momento inexistentes los
estudios que abarquen otras regiones del pais, y menos aun a la Regién Sanitaria lll de la
provincia de Buenos Aires. Mas aun, desde 2019, la CDI ha sido declarada una amenaza
urgente por el Centro para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC). En conjunto,
esto pone de manifiesto la necesidad imperiosa de conocer acerca de la prevalencia de

esta infeccion.

En este trabajo realizamos la primera caracterizacion clinico demografica de
pacientes bajo sospecha de CDI en el Noroeste de la Provincia de Buenos Aires (NOBA),
a partir de la aplicacidon de un algoritmo diagndstico puesto a punto en nuestro laboratorio
(siguiendo las recomendaciones de IDSA '3%) y de la recopilacion de historias clinicas de
los pacientes. Mediante el analisis retrospectivo de 249 muestras de materia fecal
provenientes de diferentes centros de salud de la ciudad de Junin (que nuclean la Region
Sanitaria lll), determinamos que aproximadamente uno de cada cinco pacientes (21,29%)

que presentaban diarrea portaban a C. difficile como agente causal (Fig. 1 a).

Al evaluar la poblacién CDI positiva, se evidencié que mas del 80% de los pacientes
estaban infectados con cepas de caracter toxigénico; indicado por la presencia de la Toxina
B (Fig. 1 b). Por otra parte, es importante denotar que la mayoria de las infecciones por C.

difficile se dieron en el ambito comunitario (Fig. 1 b).

Al realizar un analisis de los casos de forma anual, la frecuencia de la CDI en el
NOBA oscil6 alrededor del 20% desde 2019 a 2023 (Fig. 1 ¢). Curiosamente, en el afo

2020 se registro la mayor incidencia de CDI en nuestra cohorte de estudio (Fig. 1 ¢).

-51-



En relacidon a esto, desde el inicio de la pandemia por COVID-19, se estima que
aproximadamente el 72% de los pacientes fueron tratados preventivamente con antibidticos
de amplio espectro para evitar coinfecciones bacterianas; lo que podria estar asociado al

aumento en la deteccidn de los casos de CDI en el afio 2020.

a)

POSITIVA NEGATIVA DISCORDANTE TOTAL

Toxigénica 43 191 3
No toxigénica 10 249
Frecuencia 0,2129 0,7671 0,0201
Porcentaje 21,29 76,71 2,01
b) CDI POSITIVA
FRECUENCIA PORCENTAJE
Toxigenicidad Toxigénica 0,8113 81,13
(TedB+) No toxigénica 0,1887 18,87
Domicilio 0,6571 65,71

Geriatrico 0,1429 14,29

Procedencia T
Otra institucion de

0,2000 20,00
salud
Clasificacion Moderada 1 100,00
de diarrea Severa 0 0,00
c)
POSITIVA NEGATIVA DISCORDANTE
2019 28,57 64,29 7,14
2020 4286 57,14 0,00
2021 21,15 78,85 0,00 2
2022 21,35 78,65 0,00 E
2023 14,55 8545 0,00 §
= Discordante 3
BEa Negativa
BEm Positiva

2019 2020 2021 2022 2023

Afo

Figura 1. Frecuencia de la CDI en el NOBA. a) Se evaluaron 249 muestras de materia fecal
mediante el algoritmo diagndstico. b) Se determind la toxigenicidad (presencia de Toxina B) del
total de casos positivos, la procedencia de los pacientes CDI+ al momento del diagndéstico, y la
clasificacion de la severidad de la diarrea. c) Desglose del porcentaje de CDI por afios incluidos
en la cohorte de estudio.
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Factores de riesgo y parametros sanguineos en los pacientes del NOBA

A partir de la clasificaciéon de los pacientes como CDI+ y CDI-, determinamos los
factores de riesgo que podrian estar implicados en la incidencia de la CDIl. Como se observa
en la Fig. 2 a, hallamos diferencias significativas en la edad de los pacientes CDI+ y los
CDI-, presentando la poblacién CDI+ una mayor edad promedio (CDI+: media = 72 afios
vs. CDI-: media = 65 anos). El punto de corte a partir del cual la edad avanzada se considera
un factor de riesgo en nuestra cohorte fue de 67 afios (Fig. 2 b). En cuanto al sexo biolégico
no se encontraron diferencias (Fig. 2 ¢) respecto a la proporcién de masculinos y femeninas

entre ambas poblaciones de pacientes.

El consumo previo de antibioticos en los 3 meses previos al diagnostico de CDI, asi
como haber cursado una hospitalizacion de manera previa, podrian considerarse como
factores de riesgo para esta infeccion (Fig. 2 d y g). Por su parte, el haberse infectado con
anterioridad con C. difficile pareceria ser una condicion que predispone a la poblacion del
NOBA a contraer nuevamente la enfermedad (Fig. 2 h). Por otro lado, el consumo de
inhibidores de la bomba de protones previo al diagnéstico y la presencia de comorbilidades
no mostraron diferencias significativas entre pacientes CDI- y CDI+ (Fig. 2 e-f). La Fig. 2 i
muestra un desglose de las comorbilidades reportadas en los pacientes bajo estudio. Si
bien se analizaron de manera individual, no se hallaron variaciones sustanciales entre la
poblacién CDI+ y CDI- para ninguna de ellas. La Fig. 2 j muestra un desglose de los
antibidticos consumidos por los pacientes CDI+ agrupados por familias. Observamos que
el 56,52% de los pacientes con CDI habian consumido alguna clase de penicilina con

anterioridad al diagndstico.
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Figura 2. Evaluacion de los factores de riesgo asociados con la CDI. a) Edad, b) Edad de
corte que determina la edad como factor de riesgo (67 afos), ¢) Sexo biolégico, d) Consumo
previo de antibioticos (ATB), ) Consumo previo de inhibidores de la bomba de protones (PPI),
f) la presencia de comorbilidades previas, g) Hospitalizacién previa, h) Infeccion previa por CDI,
i) Desglose de comorbilidades previas presentes en los pacientes. j) Desglose de familias de
antibioticos consumidos por los pacientes CDI+. Las barras representan la media + SEM.

Test exacto de Fisher. * p < 0,05, ** p < 0,01.

Ademas, analizamos los valores de hemogramas de los pacientes provistos por el
personal de salud al dia de la toma de muestra de materia fecal y deteccion de C. difficile.
En lo que concierne a los recuentos celulares sanguineos, observamos un aumento
significativo de leucocitos (Fig. 3 a) y plaquetas (Fig. 3 j) en los pacientes infectados por C.
difficile, mientras que se aprecia una disminucion significativa en el recuento de basdfilos
(Fig. 3 i). Por su parte, el recuento de eosinofilos no parece estar afectado por la presencia
de la CDI (Fig. 3 h). Al analizar el recuento de linfocitos, monocitos y neutrofilos
individualmente entre ambas poblaciones de pacientes, aunque se evidencia un aumento,
no encontramos diferencias significativas (Fig. 3 b-d). Sin embargo, es importante notar
que los pacientes CDI+ presentaron al menos dos de estas poblaciones leucocitarias
significativamente aumentadas con respecto a los CDI- (Fig. 3 e-g) al momento del

diagndstico.

Con respecto al resto de los parametros sanguineos evaluados, se destaca el
aumento de la concentracién de urea (Fig. 3 k) en los pacientes infectados con C. difficile;
mientras que no se evidenciaron diferencias en la concentracion de creatinina y de albumina

séricas (Fig. 3 I-m).
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Figura 3. Parametros sanguineos en pacientes CDI+ y CDI-. Recuentos de a) leucocitos b)
linfocitos, ¢) monocitos y d) neutréfilos, e) neutréfilos + monocitos, f) linfocitos + monocitos, g)
linfocitos + neutrdfilos, h) eosindfilos, i) basdfilos, j) plaquetas. Concentraciones séricas de k)
urea, l) creatinina y m) albumina.

Test de Mann-Whitney. * p < 0,05, ** p < 0,01.
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En lo que concierne a las variables referidas a la evolucion de los pacientes durante
su ingreso en los centros de salud (Antibioticos durante la internacién, Lugar de internacion,
Necesidad de UTI, Procedencia, Clasificacion de diarrea, Shock, Obito), no se encontraron

diferencias relevantes (no mostrado).

En conjunto, hemos podido definir factores de riesgo asociados a la CDI en nuestra
poblacion de estudio. Mas aun, hemos encontrado modulaciones en distintas variables
evaluadas en hemogramas que podrian contribuir a un diagnéstico y seguimiento mas

eficientes de los pacientes.

Meta-analisis

Un meta-analisis es un meétodo estadistico que combina los resultados de multiples
estudios independientes sobre un tema especifico para obtener estimaciones mas precisas
y generalizables. Esta metodologia puede proporcionar una sintesis cuantitativa de la
evidencia disponible, colaborando con la obtenciéon de conclusiones mas robustas y fiables
sobre la relacion entre ciertos factores y la incidencia de enfermedades infecciosas, como

es la CDI.

En este sentido, definimos criterios de seleccion (mencionado en la seccién de
Materiales y Métodos) y realizamos una revision sistematica que nos permitié seleccionar
40 trabajos independientes del tipo caso/control. En la Fig. 4, se muestran en color verde
los paises donde se llevaron a cabo los estudios seleccionados, los cuales incluyen
Argentina 24, Brasil *', Canada '#2, China '#3-'47 Colombia 48149, Corea del Sur %0,
Dinamarca '®', Estados Unidos '%2-1%8  Francia %°, Hungria '8°, India 167162 |slandia '3,
Japon 184 México %%, Polonia %6, Sudafrica 198167 Tailandia %8, Taiwan 9170, Turquia "'y

Reino Unido 172-176,
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Figura 4. Distribuciéon geografica de los estudios incluidos en el meta-analisis. En verde,
paises de los cuales provienen los estudios incluidos en el meta-analisis. Se indica el numero de
estudios incluidos por pais.

La Fig. 5 exhibe los “Forest Plot” obtenidos para cada uno de los parametros de
interés seleccionados. Estos graficos representan el efecto individual (odds ratios (OR) para
variables cualitativas y desviacion media standard (SMD) para variables cuantitativas) de
cada uno de los estudios seleccionados (rombos negros) y al final, indicado con un rombo
verde, el efecto del modelo estadistico obtenido para la variable en funcion de todos los
trabajos seleccionados. La tabla 6 es un resumen de los efectos para cada una de las
variables evaluadas en el meta-analisis. Como ejemplo, el OR obtenido para la variable
“Consumo previo de ATB”, indica que un individuo tiene una probabilidad tres veces mayor
de infectarse por C. difficile si ha consumido previamente antibiéticos en contraposicion a

un individuo que no consumio.
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Los parametros demograficos Edad y Sexo biolégico obtuvieron modelos
significativos, lo que implica que, a nivel global, la edad avanzada y el sexo biolégico
femenino se asocian a una mayor incidencia de CDI. El consumo previo de antibidticos y la
internacion previa resultaron ser los predictores de riesgo de mayor efecto que predisponen
a un individuo a contraer la CDI, no asi el consumo previo de inhibidores de la bomba de
protones y el haber tenido CDI con anterioridad. En este punto, la CDI previa es
ampliamente reportada como un factor de riesgo para posteriores casos de CDI y/o
recurrencias en los pacientes. Consideramos que el limitado numero de estudios que
cumplieron con nuestros criterios de inclusion y que contenian esta variable de estudio

puede estar sesgando este resultado.

El recuento leucocitario aumentado también constituye un factor de riesgo
significativo para la CDI segun este analisis comparativo. Si bien el niumero de plaquetas
no muestra un valor estadisticamente significativo, es importante remarcar que solo 2

estudios aparte del nuestro evaluan este parametro.

Por ultimo, en el apartado de comorbilidades, tanto las enfermedades cardiacas
como la enfermedad renal cronica, exhibieron modelos con efectos significativos. Por ende,

pacientes con estas patologias, podrian contraer CDI de manera mas probable.

En resumen, este tipo de analisis metodolégico nos permitid establecer una
comparativa entre nuestros resultados a nivel local y los resultados de estudios previos en
diferentes paises del mundo en distintos afos. Varios de nuestros hallazgos coincidieron

con lo reportado en el mundo, a excepcion del sexo bioldgico y el recuento plaquetario.
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Figura 5. “Forest plots” de cada variable analizada en el meta-analisis. a) Edad, b) Sexo
biolégico, ¢) Consumo previo de ATB, d) Consumo previo de PPI, e) Internacioén previa, f) CDI
previa, g) Recuento leucocitario, h) Recuento plaquetario, i) Diabetes mellitus, j) Enfermedad
cardiaca, k) Enfermedad renal crénica, 1) VIH. La variable evaluada se considera significativa si
el rombo verde, que equivale a la media del modelo estimado, no cruza la linea de significancia
estadistica. El valor obtenido del modelo (OR/SMD) se interpreta como el aumento de la
probabilidad de adquirir CDI por poseer una de las variables de interés. Los rombos negros
representan las medias de cada una de las variables, al mismo tiempo que las barras indican los
extremos de confianza inferior y superior respectivamente. REML (Restricted Maximun
Likelihood). Valores de OR/SMD = IC inferiores o superiores a 1 se consideraron significativos.
Nuestro estudio se menciona como Moriconi, N.D. et al, 2023.
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PREDICTOR DE RIESGO OR

Edad 119 *
Sexo biolagico 0,89 *
Consumo previo de ATB 3,02 ***
Consumo previo de PPI 1,28 ns
Internacién previa 245
CDlI previa 1,6 ns
WBC (10° cel/mm3) 135"
Plaquetas (10° cel/ mm?) 1,94 .
Comorbilidades

Diabetes mellitus 1,26 .

Enfermedad Cardiaca 141~
Enfermedad Renal Cronica 2,23 ***
VIH 1,00 ns

Tabla 6. Tabla resumen con los efectos obtenidos para cada variable de interés analizada
mediante la metodologia de meta-analisis. La edad, el sexo biolégico, el consumo previo de
ATB, los recuentos de leucocitos, la internacion previa y la presencia de comorbilidades previas
como cardiopatias y nefropatias mostraron diferencias significativas.

ANOVA por Maxima Verosimilitud Restringida (REML). * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Caracteristicas morfolégicas y capacidad endocitica de los macréfagos
entrenados con C. difficile frente a M. tuberculosis

El eje intestino-pulmdn establece una conexion crucial entre la microbiota intestinal
y la salud del sistema respiratorio, y viceversa, lo cual sugiere la importancia de mantener
una microbiota saludable para el desarrollo inmunolégico y la homeostasis. Teniendo en
cuenta que los macréfagos (M®) son actores claves en la respuesta anti-tuberculosa, nos
propusimos evaluar la funcion endocitica de M® derivados de monocitos humanos frente a

M. tuberculosis en el contexto de una pre-exposicion a C. difficile.

Inicialmente, evaluamos cambios morfolégicos en los M®, los cuales fueron
obtenidos a partir de monocitos de sangre periférica de dadores sanos (n = 5) y cultivados
por 1, 2, 5y 7 dias en presencia de CDH. La Fig. 6 a muestra la seleccion de la poblacion
inicial de M® mediante los parametros Forward scatter (FSC, dispersién frontal-tamafio
celular) y Side scatter (SSC, dispersion lateral-granularidad celular). Se observan dos
poblaciones de M® principales, que varian particularmente en su tamafio. Con el transcurso
de los dias de cultivo, ambas poblaciones tienden a concentrarse en una de mayor tamafo
celular. La Fig. 6 b muestra la viabilidad de los M® (células eFluor 780 negativas) en cada
uno de los tiempos analizados; la cual se mantiene alrededor de un 90%; incluso en el dia
7,y sin necesidad de renovar el medio de cultivo o adicionar factores de crecimiento durante

el desarrollo del experimento.

Los M® también fueron evaluados por microscopia de campo claro y fluorescencia.
La Fig. 6 ¢ y d muestra el cambio en el tamafo y forma celular de los M®, confirmando lo
observado por citometria de flujo. En estas micrografias se evidencia que los M® modifican
la forma esférica tipica de monocitos conforme avanza el proceso de diferenciacion. A
medida que pasan los dias de cultivo, los M® presentan un tamafio superior y exhiben
prolongaciones celulares como filopodios y lamelipodios que se incrementan en numero y

longitud.
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Figura 6. Morfologia de macréfagos derivados de monocitos estimulados con CDH. a) Los
cambios en los volumenes citoplasmaticos y la granularidad se evaluaron mediante citometria
de flujo. b) La viabilidad celular en los diferentes puntos temporales se analiz6 mediante el
colorante de viabilidad eFluor™ 780, el cual se une a células muertas. En los histogramas se
comparan los M® bajo estudio con y sin pre-sensibilizacion, contra un control positivo de muerte
(M® muertos por calor). Se muestran ejemplos representativos en todos los casos. ¢) y d) La
deteccidén de estructuras endociticas tipicas (por ejemplo, pseudépodos o lamelipodios) se
observo mediante microscopia. En d) se observa el nucleo tefiido con DAPI (Cian).

DIC, contraste de interferencia diferencial.

Barras de escala: 25 ym

Para evaluar si el entrenamiento de los M® con C. difficile impacta sobre la
capacidad endocitica frente a M. tuberculosis, los M® fueron cultivados en presencia o
ausencia de CDH por 1, 2, 5 y 7 dias y luego enfrentados a WCMtb FITC por 1 h.
Adicionalmente, con el fin de determinar si la presencia extracelular de C. difficile es
necesaria para modular el reconocimiento de M. tuberculosis mediado por los M®, a cada
condicion experimental se le realizé un recambio del medio de cultivo previo al estimulo con
WCMtb FITC. La endocitosis se analizé mediante citometria de flujo determinando el

porcentaje de células FITC positivas y la mediana de intensidad de fluorescencia (Fig. 7).

Si bien no encontramos diferencias significativas al analizar la capacidad individual
de cada M® para internalizar a WCMtb (intensidad de fluorescencia, Fig. 7 a), se observa
una disminucién de los niveles endociticos en el dia 2 y su posterior aumento en los dias 5
y 7, donde se llega a un maximo para cualquiera de las condiciones de estudio. Esta
observacion se repite al evaluar la cantidad de M® capaces de internalizar a WCMtb,
mostrando diferencias significativas entre el segundo y el séptimo dia de cultivo y el mayor
porcentaje de células FITC positivas al dia 7 (Fig. 7 b). Respecto a las diferentes
condiciones de cultivo (Fig. 7 c-d), tanto el entrenamiento previo de los M® con CDH como
la presencia extracelular de CDH parecen no modificar la capacidad endocitica frente a

WCMtb en nuestro modelo de estudio.
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Figura 7. Capacidad endocitica frente a M. tuberculosis. Los M® derivados de monocitos de
dadores sanos fueron pre-expuestos o no a CDH (M®s:CDH 1:1) durante 1, 2, 5 o 7 dias. A
continuacion, se cambiaron o no los medios de cultivo (lavado) y se estimulé con WCMtb
acoplado a FITC durante 1h (M®s:WCMtb 1:5). La mediana de la intensidad de fluorescencia a)
y ¢) y los porcentajes b) y d) de M® FITC positivos (M® internalizando WCMtb) se evaluaron
mediante citometria de flujo. a) y b) Cambios en la capacidad endocitica en cada condicién
experimental. ¢) y d) Analisis la cinética de la capacidad endocitica para cada condicion
experimental estudiada. Las barras representan la media + SEM.

ANOVA de 2 vias con post-test de Tukey. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,01

Para cuantificar la endocitosis de M. tuberculosis y C. difficile por parte de los MO,
asi como efectos excluyentes en la internalizacion de ambas bacterias, los experimentos
fueron analizados por IF (Fig. 8-12). En este caso, ambas bacterias fueron acopladas a
fluoréforos para diferenciarlas. En la Fig. 8 se muestran campos representativos de la

microscopia de fluorescencia y en las Fig. 9, 10 y 12 las cuantificaciones correspondientes

a cada condicion experimental.
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Figura 8. Localizacion celular de C. difficile y de M. tuberculosis. Los M® derivados de
monocitos de dadores sanos fueron pre-expuestos a CDH FITC (M®s:CDH 1:1) durante a) 1, b)
2, ¢) 5 o0 d) 7 dias. A continuacion, se cambiaron los medios de cultivo (lavado) y se estimulé a
las M®s con WCMtb acoplado a Rodamina durante 1h (M®s:WCMtb 1:5). Se muestran
micrografias representativas tomadas con un objetivo 40X. Para la deteccién de CD14 se
utilizaron anticuerpos especificos de ratéon anti-CD14 humano, seguido de anticuerpos
secundarios anti-ratén conjugados a Alexa Fluor 647 (magenta para CD14). El nicleo se tifidé con
DAPI (cian). La deteccion se realizé luego de la fijacion y permeabilizacién de los macrofagos.

Flecha naranja: M® endocitando ambas bacterias. Flecha roja: M® endocitando exclusivamente

WCMtb RODA. Flecha verde: M® endocitando exclusivamente CDH FITC.

Barras de escala: 25 ym

En cuanto a la internalizacion de C. difficile, el porcentaje de células endociticas no

present6 diferencias significativas en ninguno de los cuatro tiempos analizados (Fig. 9 a-

b). Sin embargo, la intensidad de fluorescencia indica que al dia 5 los M® contienen una

mayor cantidad de CDH intracelular (Fig. 9 ¢). Por ultimo, la proporcion de M® que

endocitaron exclusivamente CDH respecto a los CDH+ totales, no presentod variaciones y

se mantuvo alrededor del 50% en todos los tiempos de estudio (Fig. 9 d). En general, la

capacidad endocitica de los M® frente a CDH permanece estable y no se modula al

incrementar el tiempo de exposicion a C. difficile.
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Figura 9. Capacidad endocitica frente a C.
difficile. Los M® derivados de monocitos de
dadores sanos fueron pre-expuestos a CDH FITC
(M®:CDH 1:1) durante 1, 2, 5 o 7 dias. A
continuacion, se cambiaron los medios de cultivo
(lavado) y se estimul6 a los M® con WCMtb
Rodamina durante 1h (M®:WCMtb 1:5). La mediana
de la intensidad de fluorescencia ¢) y los porcentajes
a), b) y d) de M® FITC positivos (M® internalizando
CDH) se evaluaron mediante microscopia de
fluorescencia. a) M® que exclusivamente

endocitaron CDH (WCMtbneg CDHpOS). b) MO totales
que endocitaron CDH (WCMtbneg CDH™
WCMtprSCDHpos). c) MO totales que endocitaron

CDH cuantificado por intensidad (Area ocupada por

CDH en um? por cada célula). d) Proporcion de M®
neg pos
)

que endocitaron solo CDH (WCMtb "CDH
relativa a la endocitosis total de CDH (WCMtbneg

CDH™ + WCMtbp°scDHp°S). Las barras representan
la media + SEM.

+

ANOVA de 2 vias con post-test de Tukey. * p < 0,05




En lo que respecta a WCMtb, observamos una cinética particular en la capacidad
endocitica de los M®, similar a la obtenida por citometria de flujo. Al evaluar el porcentaje
de M® que exclusivamente endocitaron WCMtb (Fig. 10 a), observamos una mayor
fagocitosis de WCMtb en los M® pre-sensibilizados por 5 y 7 dias respecto a los tiempos
mas cortos. Por otra parte, se observa una reduccién en la capacidad de internalizar a
WCMtb en los M® expuestos por 48h a CDH (Fig. 10 b), lo cual luego se revierte en los

M® entrenados por 5 dias con C. difficile.

Resultados similares se obtienen al evaluar la intensidad de fluorescencia para el
WCMtb (Rodamina) por célula individual (Fig. 10 ¢), lo cual indica que cada M® increment6
la cantidad de WCMtb endocitado en las condiciones correspondientes a los M® pre-
sensibilizados por 5 dias y también por 7 dias con CDH. Por ultimo, notamos un aumento
significativo de macréfagos que endocitan selectivamente al WCMtb a medida que
transcurren los dias de entrenamiento (Fig. 10 d). Luego de un dia de exposicion a CDH,
aproximadamente el 25% de los M® que endocitaron WCMtb eran exclusivos para esta
bacteria, mientras que este porcentaje alcanzé6 el 80% en los M® expuestos a CDH por 7
dias. En conjunto, estos resultados muestran la especializacién de la funciéon endocitica
frente a M. tuberculosis a medida que los M® se diferencian y entrenan con CDH por un
tiempo mas prolongado. Es decir que si los M® se pre-exponen a C. difficile por un mayor
tiempo, aquellos que hayan internalizado a esta bacteria pierden capacidad para endocitar

a M. tuberculosis.
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Figura 10. Capacidad endocitica frente a M.
tuberculosis. Los M® derivados de monocitos de
dadores sanos fueron pre-expuestos a CDH FITC
(M®:CDH 1:1) durante 1, 2, 5 o 7 dias. A continuacion,
se cambiaron los medios de cultivo (lavado) y se
estimuld a los M® con WCMtb Rodamina durante 1h
(MO:WCMtb 1:5). La mediana de la intensidad de
fluorescencia c) y los porcentajes a), b) y d) de M®
Rodamina positivos (M® internalizando WCMtb) se
evaluaron mediante microscopia de fluorescencia. a)

M® que exclusivamente endocitaron WCMtb (WCMtb'DOS
CDHneg). b) M® totales que endocitaron WCMtb

(WCMtb™® CDH™ * WCMtb™ CDH™). ¢) M® totales

que endocitaron WCMtb cuantificado por intensidad
(Area ocupada por WCMtb en um? por cada célula). d)
Proporcion de M® que endocitaron solo WCMtb
(WCMtbpos CDHneg) relativa a la endocitosis total de

WCMtb (WCMtb™ CDH™ * wWCMtb™ CDH™). Las
barras representan la media £ SEM.

ANOVA de 2 vias con post-test de Tukey. * p < 0,05

Al observar las micrografias en detalle, detectamos que los M® que fueron

expuestos a M. tuberculosis tendieron a aglomerarse o agruparse entre si, presentando

uniones entre sus filopodios (Fig. 11). Estas uniones permiten construir puentes

citoplasmaticos similares a nanotubos (Fig. 11 a-c, flechas blancas). Adicionalmente, es

posible observar en la Fig. 11 ¢ que aquellas células que endocitaron a C. difficile se

mantienen aisladas del resto y no forman prolongaciones citoplasmaticas, a diferencia de

los macrofagos que endocitaron unicamente WCMtb.
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Figura 11. Cambios morfolégicos de
M® expuestos a M. tuberculosis y C.
difficile. Los M® derivados de monocitos
de dadores sanos fueron pre-expuestos a
CDH FITC (M®:CDH 1:1, verde) durante
1, 2, 5 o 7 dias. A continuacion, se
cambiaron los medios de cultivo (lavado)
y se estimul6 a los M® con WCMtb tefiido
con Rodamina durante 1h (M®s:WCMtb
1:5, rojo). Se muestran micrografias
tomadas con un objetivo 63X
representativas. El nucleo se tifio con
DAPI (cian). La deteccion se realiz6 luego
de la fijacién y permeabilizacion de los
macrofagos. a) M® a los 7 dias. Se
aprecia la expansion celular y la
formacion de lamelipodios. Las flechas
blancas resaltan los puentes
citoplasmaticos similares a nanotubulos.
b) M® a los 5 dias. La flecha blanca
resalta la agregacion de los M® en torno
a WCMtb. ¢) M® a los 5 dias. Las flechas
blancas resaltan la comunicacion entre
células mediante los puentes
citoplasmaticos. Se observa que las
células que endocitaron CDH se
muestran aisladas, a diferencia de
aquellas que solo endocitaron WCMtb,
las cuales tienden a agregarse.

DIC, contraste de interferencia
diferencial.

Barras de escala: 25 pm




Finalmente, al evaluar el porcentaje de M® capaces de endocitar ambas bacterias,
este se mantuvo entre el 10 al 20% aproximadamente (Fig. 12 a) y aquellos que no
endocitaron ninguna de las dos bacterias entre un 50-70% (Fig. 12 b), sin presentar

variaciones significativas en ningun caso.

a) b) Figura 12. Capacidad endocitica
M® dobles (CDH:WCMtb) M® no endociticos frente a C. difficile y M.
30 100 tuberculosis. Porcentaje de a) M®

que endocitaron ambas bacterias

(WCMtbpos CDHpOS) en cada dia
evaluado y de b) M®ds que no
endocitaron ninguna de las dos

bacterias (WCMtbneg CDHneg) en cada
dia evaluado. Las barras representan
la media + SEM.
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Expresion de SLAMF1 en macrofagos entrenados con C. difficile y enfrentados
a M. tuberculosis

SLAMF1 es una molécula coestimulatoria que actua como sensor de patdégenos,
desempenando roles cruciales en interacciones con microorganismos. En humanos,
SLAMF1 cumple un papel clave en la respuesta a la infeccion por M. tuberculosis,
generando respuestas protectivas en neutréfilos, M® y células T. Particularmente, SLAMF1
facilita la entrada de la bacteria a los M® dirigiéndolas a endosomas tardios/lisosomas 3.
Por tanto, decidimos explorar si el entrenamiento de M® con C. difficile era capaz de
modular la expresion de SLAMF1 en respuesta a M. tuberculosis. Para ello, los M® (n=3)
fueron pre-expuestos durante 1, 2, 5y 7 dias con CDH, para luego ser enfrentados a WCMtb

por 1 ho 24 h.

Mediante citometria de flujo, encontramos que la expresion de SLAMF1 en la
superficie de los M® presenta un pico maximo a los 5 dias luego del estimulo con WCMtb,
independientemente del entrenamiento con CDH y de la presencia o no de C. difficile en el

medio extracelular (Fig. 13 a).

Por otro lado, el porcentaje de M® SLAMF1 positivos se vio aumentado cuando las
células se pre-sensibilizaron con CDH durante 1 dia y C. difficile extracelular fue lavada del
medio de cultivo (Fig. 13 b). Interesantemente, este patron observado en la expresion de
este receptor se invierte en el quinto dia (Fig. 13 b). Si bien este tiempo es el dia de mayor
expresion de SLAMF1 en la cinética analizada, el porcentaje de células positivas para
SLAMF1 se redujo cuando los M® fueron pre-entrenados con C. difficile antes de
exponerlos a WCMtb (Fig. 13 b). A nivel de intensidad de fluorescencia no se observaron

cambios significativos (Fig. 13 c).
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Figura 13. Expresion de superficie del
sensor de M. tuberculosis SLAMF1.
Los M® fueron pre-expuestos o no a
CDH (M®:CDH 1:1) durante 1, 2,507
dias. A continuacion, se cambiaron o no
los medios de cultivo (lavado) y se
estimulé a los M® con WCMtb durante
1h (M®:WCMtb 1:5). Los porcentajes a)
y b) y la mediana de la intensidad de
fluorescencia ¢) de la expresion de

SLAMF1 se evaluaron mediante
citometria de flujo. a) Cambios en la
expresion de SLAMF1 en cada

condicién experimental. b) y ¢) Cambios
en la expresion de SLAMF1 cada dia
evaluado. Las barras representan la
media + SEM.

ANOVA de 2 vias con postest de Tukey.
*p<0,05;**p<0,01; ** p<0,001.

Resultados previos de nuestro grupo de investigacion muestran que M. tuberculosis

sonicada (Mtb) induce la expresion de SLAMF1 significativamente a las 24 h de

estimulacion 3%, mientras que CDH no es capaz de modular la expresion de SLAMF1 en

los M® (Fig. 14 a). Teniendo en cuenta esta informacion, decidimos indagar si la reduccion

de la expresiéon de SLAMF1 mediada por C. difficile observada en este trabajo se mantenia

luego de un mayor tiempo de exposicion a WCMtb. En primer lugar, evaluamos si WCMtb

era capaz de incrementar la expresién de SLAMF1 de igual manera que el sonicado; lo cual

se confirmé mediante citometria de flujo (Fig. 14 b).
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Luego, pre-entrenamos o no a los M® con CDH durante 5 dias y posteriormente los
enfrentamos a WCMtb por 24 h. Con estos experimentos determinamos que la presencia

de CDH efectivamente inhibe la expresion de SLAMF1, incluso cuando los M® son

enfrentados a WCMtb de forma prolongada (Fig. 14 c).
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Figura 14. Expresion de SLAMF1 luego de 24h. a) M® derivados de monocitos de dadores
sanos fueron estimulados con CDH o M. tuberculosis (Mtb) sonicada durante 24 h. b) M®
derivadas de monocitos de dadores sanos fueron estimulados con M. tuberculosis (Mtb) sonicada
o WCMtb durante 24 h. ¢) M® derivados de monocitos de dadores sanos fueron pre-entrenados
0 no con CDH por 5 dias y luego estimulados o no con WCMtb durante 24 h. En todos los casos
el porcentaje de células que expresaban SLAMF1 en superficie se analizé por citometria de flujo.
Las barras representan la media + SEM.

Kuskal-Wallis con post-test de Dunns. * p < 0,05; ** p < 0,01

Seguidamente, con la finalidad de estudiar la co-localizacion de ambas bacterias con
SLAMF1, asi como también comprobar su expresion intracelular, realizamos los ensayos

por IF. Para esto utilizamos el esquema de pre-sensibilizacion con CDH por 5 dias seguido

de un estimulo por 24 h de WCMtb.
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Al cuantificar la intensidad de fluorescencia de SLAMF1 por célula, confirmamos lo
observado mediante citometria de flujo. La expresion de SLAMF1 intracitoplasmatica es
también reducida por la pre-sensibilizacion con CDH (Fig. 15 a). Asimismo, la pre-
exposiciéon a CDH también disminuye significativamente la endocitosis de WCMtb por parte

de los M® (Fig. 15 b).
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Figura 15. Expresion de SLAMF1 en M® pre-entrenados por 5d. Los M® sensibilizados o no
con CDH por 5 dias se estimularon con WCMtb (M®s:WCMtb 1:1) durante 24 h adicionales y se
analizaron mediante microscopia de fluorescencia. Se evalué a) la expresiéon de SLAMF1
intracelular (intensidad media de fluorescencia) y b) la capacidad endocitica frente a WCMtb. Las
barras representan la media + SEM.

Kuskal-Wallis con post-test de Dunns. * p < 0,05

Adicionalmente, en las imagenes de fluorescencia puede observarse que SLAMF1
co-localiza con WCMtb, mientras que en aquellos M® que endocitaron CDH, la expresion
de este receptor cambia su patrén de expresion (Fig. 16). En ausencia de CDH, SLAMF1
se encuentra fuertemente expresado en zonas perinucleares de los M® que endocitaron
WCMtb (Fig. 16 a, c y e). Sin embargo, en aquellos M® entrenados con CDH previo al
estimulo de WCMtb, SLAMF1 disminuye su expresion, la cual se observa dispersa por todo

el citoplasma celular y sin co-localizar con C. difficile (Fig. 16 b, d y f).
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Curiosamente, como mencionamos anteriormente (Fig. 11), es posible observar que
cuando CDH esta ausente, los M® tienden a concentrarse en cumulos alrededor de WCMtb
y formar puentes citoplasmaticos entre si (Fig. 16 g). Esta caracteristica también se pierde
cuando los M® son entrenados con CDH; los cuales muestran estas prolongaciones de
comunicacion citoplasmaticas unicamente en los casos que hayan endocitado WCMtb (Fig.

16 h).

En resumen, todos estos resultados muestran que C. difficile puede interrumpir
mecanismos inmunes protectivos modificando la capacidad de los M® humanos para
reconocer y endocitar a M. tuberculosis. Teniendo en cuenta que los monocitos periféricos
pueden dar lugar a macrofagos que se alojan en los alvéolos, el disefio experimental
implementado en estos ensayos ofrece importantes herramientas para aproximarnos a los

mecanismos que se ponen en marcha fisiolégicamente durante la Tuberculosis.

M® 5d + WCMtb 24h M® pre - expuestos CDH 5d + WCMtb 24h

" DAPIC
SLAMF1

g DAPI . DAPIC
@ SLAMF1 SLAMF1




SLAMF1

Figura 16. Expresion intracelular de SLAMF1. M® sensibilizados o no con CDH FITC (verde)
por 5 dias y estimulados con WCMtb Rodamina (M®:WCMtb 1:1, rojo) durante 24 h adicionales.
Se muestran micrografias representativas tomadas con un objetivo 20X para a) y b), 40X para
c) y d), y 63X para e), f), g) y h). Para la deteccion de SLAMF1 se utilizaron anticuerpos
especificos de raton anti-SLAMF1 humano, seguido de anticuerpos secundarios anti-raton
conjugados a Alexa Fluor 647 (amarillo para SLAMF1). El nucleo se tiid con DAPI (cian). La
deteccion se realiz luego de la fijacidon y permeabilizacion de los M®.

g) Las flechas blancas resaltan puentes citoplasmaticos formados entre células.

b, d, f y h) Los cumulos brillantes observados por fuera de las células corresponden a SLAMF1
interaccionando con WCMtb que permanecié adherida a la placa, como ha sido demostrado
anteriormente por nuestro grupo (por Barbero et al; 2021'4). Curiosamente, este efecto se
observa principalmente en la condicién con CDH presente.

DIC, contraste de interferencia diferencial.

Barras de escala: 25 ym
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Impacto de la disbiosis y de la CDI sobre la estructura del intestino y el pulmén

La interconexion entre el sistema gastrointestinal y el sistema respiratorio, conocida
como el eje intestino-pulmon, ha emergido como un componente crucial para comprender
la interrelacion entre la microbiota y la salud del hospedador. La utilizacion de modelos
murinos ha sido instrumental para explorar las complejas interacciones entre la microbiota,
los metabolitos microbianos y las respuestas inmunoldgicas.

Con el fin de examinar el impacto de la disbiosis intestinal originada por antibioticos
y la CDI en el sitio de infeccidn, analizamos las caracteristicas histoldgicas del colon y del
ciego de ratones C57BL/6 que 1) no recibieron ningun tratamiento, 2) fueron tratados con
antibidticos para generar disbiosis o 3) fueron tratados con antibiéticos e infectados con C.
difficile. Para esto, a partir de cortes de los tejidos tefiidos con H&E, evaluamos el score
histopatoldgico detectando infiltracion celular mixta, edema y dano epitelial. El rango del
score varié de 0-3 de acuerdo a la severidad (0: sin dafio, 1: leve, 2: moderado, 3: severo).
La condicion disbiosis T=0 corresponde a ratones que recibieron el esquema de antibidticos
y fueron sacrificados luego de la inyeccion de clindamicina. El resto de las condiciones de
disbiosis corresponden a controles donde se realizé el tratamiento antibidtico, pero no
fueron infectados con C. difficile, permitiéndoles recuperarse por 2, 5 y 8 dias antes del
sacrificio.

La Figura 17 muestra microfotografias representativas de la tincién con H&E de cada
una de las condiciones evaluadas. Particularmente, a partir del dia 2 (Fig. 17 c¢), se logra
apreciar claramente la infiltracion celular mixta, asi como la edematizacién del tejido y el
dafio de la mucosa representado por la erosion de las microvellosidades apicales, la
hiperplasia de las criptas intestinales y la desorganizacion epitelial en general. Ademas, fue
notoria la presencia de agregados linfoides que aumentaron en tamano con el correr de los

dias (Fig. 17 c-h).
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Control

CIEGO

Figura 17. Micrografias
representativas tomadas con un
objetivo 10X de cortes de colon y
ciego teiidos con H&E.

a) Control b) Disbiosis T=0 c) Disbiosis
2d d) Infectados 2d e) Disbiosis 5d f)
Infectados 5d g) Disbiosis 8d h)
Infectados 8d.

Las flechas negras con doble punta
indican edema en la submucosa. Las
flechas blancas indican infiltracién
celular mixta. Los circulos punteados
delimitan los agregados linfoides.




La Figura 18 muestra el score obtenido para el ciego y el colon de ratones control
(sin tratamiento), ratones con disbiosis y ratones infectados por 2, 5 y 8 dias. Al evaluar el
impacto de la disbiosis, tanto en colon como en ciego, se observa un aumento significativo
del score histopatologico luego de recibir el tratamiento antibiotico en relacion a los ratones
sin tratamiento (Fig. 18 ¢ y d). De igual manera, el dafio aumenta en el ciego y el colon de
aquellos ratones que fueron infectados con C. difficile (Fig. 18 e y f). El mayor score se
observo al segundo dia en ambos tejidos (Fig. 18 g). Al comparar el estado de disbiosis y
la infeccidn, el colon de los ratones con CDI mostré un incremento significativo en el score
histopatoldgico en relacién a los ratones a los que se les indujo disbiosis pero no fueron
infectados (Fig. 18 a). Si bien en el resto de los tiempos (5 y 8 dias) no se encontraron
diferencias significativas entre la disbiosis y la infeccion, el mayor nivel de dafo se registrd
siempre en el ciego para cada una de las condiciones evaluadas (Fig. 18 g).

En conjunto, estos resultados indican que la generacién de disbiosis mediada por
antibidéticos modifica el estado del intestino, promoviendo la infiltracion de células
inflamatorias, la formacion de nodulos linfaticos y edema en la submucosa. La infeccion por
C. difficile agrava la histopatologia al segundo dia de infeccién lo que corresponde a un
estado agudo de la CDI. A tiempos mas prolongados, el dafo causado por la infeccién
parece recuperarse, sin embargo, las afecciones producidas por la disbiosis permanecen

hasta el dia 8 sin retornar a un estado basal.
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Por otro lado, con el fin de examinar el impacto de la disbiosis intestinal originada por
los antibidticos y por la infeccion por C. difficile en el tejido pulmonar, analizamos las
caracteristicas histolégicas de cortes de pulmon utilizando el macro “TWOMBLI” de Imaged.
En este caso comparamos el grupo de ratones sin tratamiento, el grupo disbiosis T =0y
aquellos infectados por 5 dias con su correspondiente control de disbiosis.

La Figura 19 muestra micrografias representativas de las condiciones evaluadas.
En la disbiosis inicial (Fig. 19 b), asi como en el grupo de ratones infectados con C. difficile
por 5 dias (Fig. 19 d), se aprecian, no solo un mayor nivel de poros, sino también espacios
de un mayor tamafo. Se evidencia ademas que, en comparacion con los controles (Fig. 19
a), el parénquima pulmonar se ve mas desorganizado y menos uniforme en el resto de
condiciones. Curiosamente, en los ratones con CDI (Fig. 19 d), se evidencia un aumento
en el grosor de los tabiques alveolares, lo que podria relacionarse con una mayor irrigacion

sanguinea a causa de la infeccion.
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Figura 19. Micrografias representativas tomadas con un objetivo 10X de cortes de pulmén
tenidos con H&E.

a) Control (sin tratamiento) b) Disbiosis T=0 ¢) Disbiosis 5d d) Infectados 5d.
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Al evaluar y cuantificar patrones en las micrograficas del tejido pulmonar tefiido con
H&E, encontramos que tanto el area que ocupa el parénquima del pulmon (Fig. 20 a), asi
como la longitud del entramado que conforman los tabiques alveolares (Fig. 20 b),
disminuyen significativamente con la generacion de disbiosis intestinal en comparacion al
pulmén del grupo control. Mientras que, al quinto dia luego de la disbiosis observamos una
recuperacion de la estructura pulmonar, los ratones infectados con C. difficile mantuvieron
el compromiso estructural ocasionado por la disbiosis inicial (Fig. 20 a y b). El mismo
comportamiento se observo para las variables puntos de ramificacion (Fig. 20 ¢), puntos
terminales (Fig. 20 d), fractalidad (Fig. 20 e) y % de matriz de alta densidad (Fig. 20 f), las
cuales dan una idea de la complejidad e integridad del parénquima pulmonar.

Por ultimo, observamos un patrén inverso en los parametros lacunaridad y porosidad
(Fig. 20 g y h). Los ratones con disbiosis inicial y aquellos infectados con C. difficile por 5
dias mostraron un aumento significativo en la distribucion y el numero de espacios
alveolares en sus pulmones, en comparacion con los ratones sin tratamiento y los ratones
con disbiosis intestinal al quinto dia de recuperacién (Fig. 20 g y h). Los parametros
curvatura, alineacion y HGU no mostraron diferencias significativas entre condiciones (no
mostrado).

Por lo tanto, estos resultados reflejan que los ratones experimentan un compromiso
pulmonar a nivel estructural ocasionado por la disbiosis intestinal inducida por antibidticos.
Estos ratones son incapaces de revertir las modificaciones pulmonares en presencia de la
infeccion por C. difficile. Ademas, los hallazgos observados en este tiempo en particular de
la infeccion (5 dias) fortalecen los resultados obtenidos en nuestro modelo in vitro, donde
observamos que macrofagos pre-sensibilizados con CDH por 5 dias muestran cambios en

la capacidad endocitica frente a M. tuberculosis y en la expresion de SLAMF1.
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Figura 20. Andlisis histologico del impacto de
la disbiosis intestinal y de la infeccion por C.
difficile en tejido pulmonar. Cortes de pulmén
de ratones control, con disbiosis inicial, disbiosis
a los 5 dias post infeccién e infectados con C.
difficile a los 5 dias post infeccién fueron
incluidos en parafina y se tifieron con
hematoxilina-eosina (H&E) para el analisis
histolégico mediante el macro TWOMBLI de
ImagelJ.
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En conclusion, lo observado en nuestros modelos in vitro e in vivo muestra la
relevancia del eje intestino-pulmoén en la interacciéon C. difficile-M. tuberculosis, asi
como modificaciones a nivel tisular inducida por la disbiosis y la CDI. Aunque todavia
se requieren mas estudios, los resultados sugieren que C. difficile modula
negativamente la expresion de SLAMF1 en los macréfagos, lo que podria estar
implicado en la disminuciéon de la endocitosis de M. tuberculosis. El estudio de la
funcién de este receptor en el intestino podria contribuir a una mejor comprensién
de los cambios observados en el pulmén. Asimismo, explorar modulaciones de
metabolitos microbianos generadas por la disbiosis y la CDI y su impacto en las
respuestas inmunoldégicas de los macrofagos podria ser un enfoque interesante para
abordar la relevancia del eje intestino-pulmén en la busqueda de nuevas estrategias

terapéuticas para estas infecciones bacterianas.
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DISCUSION

Como fue mencionado previamente, si bien son numerosos los reportes acerca de
la importancia de la CDI a nivel mundial, son muy poco los estudios acerca de la
epidemiologia de esta infeccion en nuestro pais. Nuestros resultados mostraron que en la
region del NOBA el 21,29% de los pacientes afectados por diarreas y sintomas
gastrointestinales analizados entre 2019-2023 presentaban infeccién por C. difficile. Este
porcentaje coincide con la incidencia reportada mundialmente, donde la CDI es la causa
subyacente del 15 al 20% de diarreas asociadas al uso de antibidticos, que incluyen desde
cuadros leves hasta la colitis pseudomembranosa ©.

Dentro de la poblacion CDI+, el 80% de los pacientes resulté estar infectado con una
cepa de caracter toxigénica. Esto es particularmente interesante, dado que la epidemiologia
de la CDI se ha mostrado cambiante en las ultimas dos décadas, en primer lugar por la
aparicion de la cepa hipervirulenta NAP1/027 caracterizada por una alta produccion de
toxinas Ay B 77 y por su presencia de resistencia a las fluoroquinolonas '78. La cepa 027
desatd una epidemia de casos de CDI a principios de la década de los 2000, que generd
una explosion en el numero de casos intrahospitalarios, asi como en la mortalidad, en
Europa y América del Norte '7°. No obstante, en dichos paises la incidencia de esta cepa
hipervirulenta disminuyé en los ultimos afios 89, En Estados Unidos, la implementacién de
test especificos de deteccion de acidos nucleicos, y las medidas de prevencién en entornos
hospitalarios, tales como el lavado de manos o el aislamiento del paciente '8, condujeron
a la disminucién de los casos reportados en entornos intrahospitalarios en un 6% en la
ultima década '8'. Asimismo, la incidencia de la cepa 027 se redujo a solo un 10% '82 dada
la falta de presion selectiva por la restriccion en la prescripcion de fluoroquinolonas. En
Europa también se ha observado un decaimiento en la incidencia de la cepa 027, debido,
en parte a la reduccion en el uso de las fluoroquinolonas '8, aunado a los servicios de

ribotipado nacionales que han mejorado la identificacion de las cepas circulantes 184,
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En cuanto a las cepas de caracter no toxigénico, un estudio llevado a cabo en Corea
reportd una incidencia del 19,5%, porcentaje que coincide con el obtenido en nuestro
estudio. Estas cepas mostraron caracteristicas clinicas diferenciales a las exhibidas por las
toxigénicas, estando mas relacionadas con los entornos comunitarios, pacientes diabéticos
y consumo previo de antiacidos .

Por lo tanto, es posible que en nuestra poblacion bajo estudio, las buenas practicas
en el manejo de los pacientes con CDI en las instituciones de salud donde se realiza la
deteccion de C. difficile haya derivado en que solo el 20% de los casos reportados fueran
clasificados como adquiridos en ambientes intrahospitalarios.

Sin embargo, en los ultimos afios se ha observado un aumento de otras cepas
asociadas a la comunidad y con prondsticos mas reservados que la 027, reportandose a
nivel mundial que los casos adquiridos en la comunidad se elevan por encima del 40% 6.
Por ejemplo, en Europa se ha incrementado la aparicion de la cepa 078 y 014, ambas
asociadas a entornos rurales y granjas de porcinos '8, caracterizada por afectar a
individuos jovenes '4. Por su parte, en Estados Unidos, la cepa 106 ha ganado terreno,
dado su habilidad de formar biofilms y colonizar entornos con facilidad, lo que la ha llevado
a ser una de las cepas causantes de recurrencia con mayor facilidad 88,

Otra de las preocupaciones que han surgido en cuanto a la epidemiologia de la CDlI,
es el potencial de transmisién zoondtica que posee C. difficile. Recientemente se han
encontrado los mismos ribotipos de C. difficile asociados con la CDI en una amplia gama
de ambientes, animales y alimentos, por lo que se ha sugerido clasificarla como patégeno
de transmisién alimentaria. Bolton y Marcos condujeron un meta-andlisis en el que
detectaron 43 ribotipos diferentes, incluyendo seis cepas hipervirulentas, en productos

alimenticios céarnicos y vegetales.
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Ademas, encontraron que existe un mayor riesgo de exposicion a todos los ribotipos
cuando se consumen mariscos o carne de cerdo, siendo esta ultima la principal via de
transmision alimentaria para los ribotipos 027 y 078, las cepas hipervirulentas que causan
la mayoria de las CDI 8. En otro meta-analisis se evaluaron 17,148 muestras de comida
desde 2009 hasta 2019 para evaluar la prevalencia de C. difficile, determinando que los
mariscos presentaban el nivel mas alto de contaminacion (10,3%), seguido de aves de
corral (6,2%) y carnes (5,6%), mientras que en los alimentos cocinados fue del 4% %,

En nuestro estudio, un 80% adquiri6 a C. difficile en un contexto comunitario,
duplicando el porcentaje observado a nivel mundial. En una comunidad tan estrechamente
asociada al sector agroganadero, con un sinfin de reservorios donde la bacteria puede
establecerse, atendiendo al potencial zoondético y de transmision alimentaria de la CDI, y al
hecho de que las esporas son dificiles de erradicar ya sea por medios quimicos o fisicos,
consideramos que se deberia poner especial atencion en la deteccién de la bacteria en
diversos entornos ambientales. De esta manera, se podrian evaluar los principales
reservorios de C. difficile en la comunidad, y disefar estrategias que minimicen el contacto
de las y los pacientes potencialmente vulnerables con estas fuentes de alto riesgo.

En Sudamérica, la vigilancia epidemiolégica molecular es escasa, e incluso
inexistente, reportdndose los ribotipos 027, 106, 012, 046, y 014/020 como los mas
frecuentes '4°. En Argentina, existe una Unica caracterizacién molecular descripta hasta el
momento, en la cual se identifico a la cepa ST1 (asociada a la NAP1/027) como la de mayor
circulacién en los aislamientos obtenidos en entornos hospitalarios 2°. Si bien en nuestro
estudio en particular no se llevd a cabo una identificacion de las cepas que estan en
circulacién en la regién sanitaria lll, si podemos considerar que la epidemiologia en el NOBA

se ajusta a las tendencias globales.

-90-



Con la identificacidén de las cepas predominantes en la comunidad, las politicas de
vigilancia de CDI se podrian enfocar con una mayor eficacia a la resolucion de las
necesidades locales. Por lo tanto, este sera un proximo objetivo derivado del presente
trabajo.

Al analizar la frecuencia de casos de CDI anualmente, encontramos que esta oscila
alrededor del 20% durante los 5 afios que comprenden este estudio retrospectivo, a
excepcion del afio 2020, en el cual se duplica el porcentaje de pacientes CDI+. Durante el
mencionado aio se desaté la pandemia por COVID-19, causada por el Coronavirus de tipo
2 causante del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) 191,

Consideramos que el escenario desencadenado durante la pandemia pudo contribuir
con el incremento de la frecuencia de la CDI en el NOBA. Inicialmente durante la pandemia,
mientras todavia se investigaban los tratamientos potenciales, hubo un uso generalizado
de antibidticos, incluso de aquellos que se relacionan con un mayor riesgo de CDI (como
lincosaminas, monobactamicos y cefalosporinas), especialmente en pacientes
hospitalizados 192195, Adicionalmente, se ha demostrado que el nimero de visitas a los
servicios de urgencias que condujeron a ingresos hospitalarios también se vieron
aumentadas, lo que devino en unidades hospitalarias totalmente desbordadas que podian
contribuir al aumento en la CDI 196:197,

No obstante, datos recopilados desde finales de enero de 2019 hasta septiembre de
2021 indican una disminucion en la incidencia de la CDI adquirida en entornos
intrahospitalarios durante la pandemia del COVID-19 198201 Probablemente la utilizacidn
de elementos de barrera, higienizacion de manos, elementos de proteccion personal,
desinfeccidn de los entornos hospitalarios y el aislamiento de los pacientes haya contribuido
indirectamente a la prevencion de la transmisiéon de la CDI, a pesar del uso preventivo de

antibidticos 202.203
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Por otro lado, no hay que desechar la hipotesis de que la frecuencia de la CDI podria
haberse visto impactada por la disminucion en el numero de testeos, hecho que se
corroboré en multiples estudios que evaluaron las primeras etapas de la pandemia 204-206,
Asimismo, es importante considerar que la pandemia por COVID-19 pudo haber
subestimado el diagndstico de la CDI, dado que el SARS-CoV-2 causa con frecuencia
sintomas gastrointestinales similares a C. difficile que incluyen nauseas, vomitos y diarrea
207 Esto podria haber generado falta de sospecha clinica de CDI en pacientes con COVID-
19 95208

Por lo anterior, no debemos descartar que el incremento registrado durante el 2020
en los casos CDI+ en la Region Sanitaria Ill se debieron a un sesgo en el numero de
muestras enviadas por las instituciones de salud que, colapsadas por el avance de la
pandemia, priorizaban testear a pacientes con un alto grado de sospecha de CDI.

Por otro lado, en cuanto a los factores de riesgo que predisponen la adquisicion de
la CDI en el NOBA, encontramos que la edad avanzada, con un punto de corte establecido
en los 67 afos; el consumo previo de antibioticos, el haber sufrido una hospitalizacion previa
y el haberse infectado con C. difficile con anterioridad son factores de riesgo probables para
la CDI. Ni el sexo bioldgico, el consumo previo de PPl o la presencia de comorbilidades
arrojaron diferencias significativas entre ambas poblaciones de pacientes. Asimismo, las y
los pacientes con infeccion por C. difficile presentaban un recuento leucocitario y
plaquetario aumentado, asi como una concentracidén elevada de urea; mientras que la
poblacion periférica de basodfilos se encontraba disminuida. Al comparar los datos que
obtuvimos con 40 estudios seleccionados mediante la metodologia de meta-analisis
hallamos que a nivel global la edad avanzada, el consumo previo de antibidticos y la
hospitalizacién previa coincidian como predictores de riesgo de CDI para la poblacién del
NOBA. Ademas, el consumo de PPl de manera previa tampoco se posicioné como un factor

de riesgo en el meta-analisis.
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De igual manera que en nuestro estudio, el meta-analisis mostré que los pacientes
CDI+ presentaban aumentado su recuento leucocitario, no asi el plaquetario. No obstante,
el meta-analisis determind que a nivel global la presencia de comorbilidades tales como
enfermedades cardiacas y enfermedad renal crdnica, podrian ser posibles predictores de
riesgo de la CDlI, a diferencia de lo observado en el NOBA. Curiosamente, se dio la aparicion
del sexo femenino como predictor de riesgo a nivel global. Por ultimo, si bien haber tenido
CDI es un factor de riesgo notablemente reportado a nivel mundial, como se confirmé en la
poblacién de pacientes del NOBA; en el meta-analisis no se report6 como un factor de
riesgo significativo.

En cuanto a la edad avanzada como factor de riesgo, los pacientes afiosos cuentan
con una probabilidad mayor de recibir antibiéticos de amplio espectro, de ser hospitalizados
y permanecer mas tiempo en el entorno hospitalario en parte por la presencia de
comorbilidades 209210, Ademas, estos pacientes tienen una mayor incidencia de infeccion
inicial y recurrente, con una probabilidad aumentada de agravamiento del prondstico, y una
tasa de mortalidad mayor 2'-213, Asimismo, en los pacientes de edad avanzada
hospitalizados, la incidencia de CDI es de 5 a 10 veces mas alta que la incidencia en
pacientes mas jovenes 2''. Ademas, se ha descripto que los pacientes de edad avanzada
en UTI tienen un 68% mas de probabilidades de experimentar mortalidad a 30 dias que los
pacientes mas jovenes 2'4. Mas aun, los residentes de instituciones de salud para el cuidado
del adulto mayor corren un mayor riesgo, dado que comparten habitaciones y bafios
cercanos, ademas de la dificultad de aislar a los infectados en habitaciones privadas 2''. En
nuestro estudio, el 15% de los pacientes CDI positivos provenian de este tipo de
establecimientos. También es necesario considerar que con la edad el sistema inmune
disminuye sus funciones, lo que podria impactar en la resolucion de la CDI. Se ha
observado que neutréfilos de pacientes de edad avanzada ven reducida su capacidad para

eliminar a C. difficile, en comparacion con pacientes jovenes 215,
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Asimismo se ha sugerido que la IgG sérica contra las toxinas de C. difficile parece
disminuir su eficacia como asi también el suero para la neutralizacion de las toxinas de C.
difficile 2.

En cuanto al sexo biologico, dentro de los estudios incluidos en nuestro meta-
analisis, solo 6 de 40 se mostraron asociados al sexo femenino como predictor de riesgo
153,154,172,174,176,216_ No obstante, existen algunos breves reportes que mencionan que las
pacientes femeninas constituyen una poblacion de riesgo para la CDI. En un estudio
retrospectivo llevado a cabo en Alemania entre 2013 y 2019, se encontr6 que durante esos
5 afos, la incidencia de la CDI era mayor en pacientes femeninas 2'". Por otra parte, en
pacientes que se recuperaban de una cistectomia y se infectaron con C. difficile, el sexo
femenino surgié como uno de los factores de riesgo con mayor OR (1,752) 2'8 Asimismo,
existen reportes que mencionan al género femenino como un factor asociado a la
recurrencia de la CDI 2%, Asi, en lo que respecta al sexo bioldgico es claro que no existe un
consenso establecido y que se necesitan mas estudios.

El consumo previo de antibidticos se relaciona directamente con el estado de
disbiosis que posibilita la colonizacion de C. difficile, siendo el principal factor de riesgo para
la CDI 220221 Sj bien todos los antibidticos tienen el potencial de promover la CDI, algunos
alteran el microbioma intestinal en mayor medida que otros 22?; tales como la clindamicina,
las penicilinas de amplio espectro (principalmente amoxicilina/clavulanico o la
piperacilina/tazobactam), las cefalosporinas y las fluoroquinolonas 220223, Al desglosar el
consumo de antibidticos, observamos que las penicilinas (amoxicilina/clavulanico,
piperacilina/tazobactam, ampicilina/sulbactam) habian sido consumidas previamente por un
56,52% de los pacientes CDI+ del NOBA. También se ha reportado que cuanto mayor es la
duracion de la terapia antibidtica y el numero de antibiéticos administrados, mayor sera la

probabilidad de adquirir una infeccion por C. difficile 223,
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Siguiendo esta linea, se ha estimado que el riesgo de adquirir la CDI es de 8 a 10
veces mayor durante la terapia antibidtica, e incluso luego de tres meses de la culminacién
de la misma, siendo el primer mes el de mayor riesgo 2%4.

Existe una ardua discusién en cuanto a considerar o no los PPl como factores de
riesgo. Ciertos estudios apoyan la hipdtesis de que la terapia con PPI podria ocasionar
cambios en la composicion del microbioma intestinal, desencadenando efectos adversos
en el largo plazo 225226, Esta hipdtesis plantea que los pacientes que consumieron PPI
tienen alterada su microbiota al suprimir la produccion de acido gastrico, lo que ocasionaria
la disminucion de esta barrera en la eliminacion de patogenos en el estbmago, permitiendo
el establecimiento de C. difficile que, ademas, puede sobrevivir a la exposicion al contenido
gastrico 2?7, Un meta-analisis informé un aumento del 65% en la incidencia de la CDI entre
los pacientes que tomaban PPI 22 y en otro estudio, se hall6 un OR de 1,74 para la
aparicion de CDI en quienes utilizaron previamente PPI 229, Ademas, existen pruebas que
indican que los PPI disminuyen la produccién de oxigeno reactivo y la actividad bactericida
de los neutrofilos 23° reduciendo la expresion de citoquinas proinflamatorias 23'. Por ultimo,
algunos estudios muestran que, entre los pacientes hospitalizados, alrededor del 40-71,4%,
recibe terapia con PPI durante la hospitalizacion 232234,

Si bien los estudios que analizan la microbiota en el contexto del consumo de PPI
son interesantes, se basan principalmente en la evaluacién del microbioma en la saliva, el
jugo gastrico o las heces. Por lo tanto, no reflejan necesariamente lo que ocurre en el
intestino. Teniendo en cuenta los efectos de los PPI reportados a nivel del microbioma e
incluso de la respuesta inmune, se podria especular que el impacto de los mismos podria
estar a nivel de la resolucion de la CDI. De esta manera, es posible que en el NOBA el
consumo previo de PPl no sea un factor de riesgo predisponente a considerar, lo que
también se sustenta por la tendencia global obtenida mediante el meta-analisis, donde se

demostrd que no existiria asociacion entre la CDI y el consumo previo de estos farmacos.
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Por su parte, el haber tenido contacto con el ambiente hospitalario se asocioé con una
mayor probabilidad de adquirir CDI. Pacientes con estancias prolongadas en los hospitales
o que son frecuentemente hospitalizados constituyen una poblacién de riesgo para la CDI.
Dada su capacidad de esporulacién, y su resistencia ambiental a la resequedad,
temperatura y a la mayoria de los desinfectantes, C. difficile puede persistir en las
superficies por meses, y los pacientes hospitalizados pueden infectarse directamente o
indirectamente por las manos del personal de salud que mantuvo contacto con pacientes
portadores de CDI 235236,

El haberse infectado con C. difficile con anterioridad es un factor de riesgo que
predispone a contraer nuevamente la infeccion por este patégeno. Si bien los datos sobre
episodios previos de CDI como factor de riesgo fueron inconsistentes, segun la Sociedad
Europea de Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas 2%, dos estudios de caracter
prospectivo de mayor calidad reportaron una clara asociacién entre la infeccién previa y un
episodio posterior de CDI 2823°_ Ademas, ensayos realizados con fidaxomicina (antibiotico
macrociclico) y bezlotoxuman (anticuerpo monoclonal) muestran tasas mayores de
recurrencias en pacientes con un episodio previo de CDI 237, Consideramos que en nuestra
poblacion de estudio los datos sobre episodios previos pueden estar sub-representados,
dado que no es habitual el testeo de C. difficile hasta no sospechar la presencia del
patégeno o haber descartado antes otras causas probables. Ademas, dicho testeo tampoco
se encuentra estandarizado ni se realizada de manera rutinaria en las instituciones de salud
del pais. En nuestro meta-analisis, la CDI previa no fue un parametro significativo; lo que
podria atribuirse a que solo 4 de los 40 estudios incluidos aportaban este tipo de datos
153,160,173,184  No obstante, al observar con detalle el Forest Plot para esta variable, los
trabajos mantienen la misma tendencia al considerar la CDI previa como factor de riesgo

que la observada en nuestro estudio epidemioldgico.
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Por otro lado, presentar multiples comorbilidades ha sido extensamente reportado
como una condicion que facilita la colonizaciéon e infeccion por parte de C. difficile 237.
Existen enfoques de meta-analisis que han investigado cuales comorbilidades confieren un
mayor riesgo y se encontré que la enfermedad inflamatoria intestinal, diabetes, leucemia o
linfoma, insuficiencia renal y cancer solidos 24°, entre una amplia gama de otras
comorbilidades, estan implicadas como afecciones de mayor riesgo.

Consideramos que en nuestro estudio la ausencia de significancia estadistica en el
parametro comorbilidades previas entre las dos poblaciones de pacientes (CDI+ vs. CDI-)
puede estar mayormente relacionada al hecho de que un 65,71% de los pacientes CDI+
adquirieron la infeccion en la comunidad.

Podria llamar la atencion el hecho de no incluir a la TB como predictor de riesgo de
la CDI en nuestro meta-analisis, mas aun siendo que el enfoque de este TFG se enmarca
en el contexto del eje intestino pulmén frente a la CDI y la TB. Sin embargo, la existencia
de TB previa solo se reporté en 1 de los 40 estudios seleccionados para el meta-analisis.
Rajabally y col. (2013) determinaron que la TB era un factor de riesgo para la CDI, siendo
dos veces mayor la probabilidad de infectarse con C. difficile para los pacientes con TB en
Sudafrica '87. Ademas, en nuestra cohorte, solo contamos con 2 pacientes que presentaron
TB previa, ambos con resultado negativo para la CDI.

Como han destacado ciertos estudios, un recuento elevado de glébulos blancos (GB)
se observa con frecuencia en el contexto de la CDI. En una cohorte de 60 pacientes con
leucocitosis, 35 (58%) tuvieron pruebas positivas para la toxina B de C. difficile, a pesar de
la ausencia de diarrea o de presentar sintomas leves ?4'. En otro estudio con 400 pacientes
hospitalizados, se identificé a la CDI en 34 (8%) pacientes que tenian un recuento de
glébulos blancos superior a 15 000/pL y una proporcién mayor (25%) de pacientes con un

recuento de globulos blancos superior a 30 000/uL 242.
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Por otra parte, una comparacion de 35 pacientes hospitalizados con diarrea identificd
una media significativamente mayor de GB (15 800 vs 7700/uL) en pacientes con pruebas
de laboratorio positivas para C. difficile ?*3. Sin embargo, poco se ha explorado el utilizar el
recuento leucocitario elevado como predictor de la CDI. En este sentido, coincidimos con el
trabajo de Vargas y col. 2017 2*4 en que el recuento total de leucocitos por si solo no es un
indicador especifico para la infeccion por C. difficile. Por otra parte, hasta el momento no
existen reportes acerca del rol de los baséfilos en la CDI. En nuestra cohorte hemos
observado que los pacientes tienen la poblacion de basoéfilos disminuida, por lo cual seria
interesante indagar el rol que cumplen estas células frente a C. difficile.

Las plaquetas han despertado un gran interés en los ultimos afios al mostrarse como
participantes clave en numerosos procesos inmunologicos. Mas alld de sus funciones
centrales en la trombosis y la hemostasia, las plaquetas desempefian multiples papeles en
la defensa del hospedador contra las infecciones, interactuando con diferentes
microorganismos y mostrando a su vez propiedades antimicrobianas 24°-24’. Trabajos
previos que evaluaron el recuento plaquetario en episodios de CDI informaron resultados
controvertidos, asignandoles tanto un papel beneficioso como perjudicial en relacién con
los sintomas clinicos 248257, En la poblacién de pacientes del NOBA encontramos que los
pacientes CDI positivos presentaron un elevado recuento plaquetario. Si bien en el meta-
analisis no se obtuvo significancia estadistica que apoye a la trombocitosis como factor de
riesgo para la CDI, consideramos que el numero de estudios que reportaban esta
informacion no fue suficiente (solo 2 a nivel global) 166258 Estos trabajos muestran una
tendencia similar a la de nuestra poblacién de estudio en lo que al recuento de plaquetas
se refiere. Mas aun, recientemente nuestro grupo ha demostrado que C. difficile induce el
establecimiento de complejos monocitos-plaquetas ¢ y que las plaquetas también

favorecen la captacién de C. difficile mediada por macrofagos humanos.
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Por lo tanto, consideramos que el rol de las plaquetas en la CDI podria ser importante
para la resolucion de la infeccion, y que los resultados obtenidos a nivel local y global, nos
instan a seguir ahondando en los mecanismos que subyacen la relacién plaquetas - C.
difficile.

Teniendo en cuenta todos nuestros resultados, ademas de los factores de riesgo
tipicamente asociados a las CDI, consideramos que seria interesante indagar la utilizacion
del recuento leucocitario, plaquetario y de basofilos como posibles predictores de riesgo a
nivel periférico. De esta manera, ademas, se podria tener un panorama mas preciso de la
respuesta inmune generada por los pacientes frente a C. difficile.

Por otro lado, en este trabajo evaluamos el eje intestino-pulmdn y la interaccion entre
C. difficile y M. tuberculosis, en lo que respecta especificamente a la respuesta de los M®.
Al estudiar las caracteristicas morfologicas y la capacidad endocitica de los M® entrenados
con C. difficile (CDH) frente a M. tuberculosis (WCMtb), logramos determinar en primera
instancia la supervivencia de los M® durante 7 dias de cultivo sin la necesidad de renovar
el medio de cultivo o afadir factores de crecimiento adicionales, cinética que no se habia
realizado hasta el momento en el laboratorio. Si bien confirmamos que la viabilidad de los
M® a los siete dias se mantenia en un 90%, no descartamos que el numero de células
muertas fuera en aumento con el correr de los dias, y estas fueran eliminadas con los
posteriores lavados durante el procesamiento o fagocitadas por los M® restantes.
Asimismo, debemos mencionar que a partir del dia 7 los M® muestran evidentes cambios
citoplasmaticos y una ligera acidificacion del medio de cultivo; por lo que tiempos mas
extendidos tal vez requieran renovaciones de nutrientes. Uno de los interrogantes que aun
nos queda por resolver, es la caracterizacion de los M® de acuerdo al perfil (proinflamatorio,

antiinflamatorio o regulatorio) que adoptan en este modelo de cultivo in vitro.
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Seguidamente, y considerando la relevancia de los M® en la TB, analizamos la
capacidad endocitica de los fagocitos frente a M. tuberculosis luego de que hayan sido
entrenados o no con C. difficile. Segun la cinética evaluada, la endocitosis frente a WCMtb
disminuye hacia el segundo dia, y a partir de ese momento aumenta, hecho que pudimos
comprobar tanto por citometria de flujo como por microscopia de fluorescencia. Dado que
esta aparente disminucion sucedié tanto en ausencia o presencia de C. difficile, es probable
que los M® experimenten un periodo de “hermetismo” a la endocitosis de WCMtb a las 48
h debido a algun mecanismo de diferenciacion y/o perfilacion de las células. Ademas, los
altos niveles de endocitosis observados al primer dia podrian relacionarse a la reciente
transicion monocito-macrofago. Los monocitos son altamente receptivos a los patogenos y
presentan altas tasas de endocitosis, la cual disminuye a medida que se diferencian a M®.

A su vez, pudimos confirmar que la presencia extracelular o no de C. difficile no
modula la internalizacion de M. tuberculosis, al menos durante 1 h de estimulo con WCMtb.
Sin embargo, mediante microscopia de fluorescencia, observamos que con un estimulo
prolongado de WCMtb por 24 h, C. difficile es capaz de inhibir la endocitosis de M.
tuberculosis por parte de los M.

Por otro lado, al observar el porcentaje de M® que internalizaron CDH,
determinamos que se mantiene estable y alrededor de un 50% en todos los tiempos
evaluados. Es decir que una mayor exposicion de los M® a C. difficile no se traduce en un
aumento del potencial endocitico. No obstante, al evaluar las células estimuladas por 5
dias, detectamos una mayor intensidad de fluorescencia en comparacion al resto de los
tiempos, indicando un incremento en la capacidad individual de cada M® para internalizar

a C. difficile.
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Al evaluar el porcentaje de M® que endocitaron ambas bacterias, observamos que
se mantuvo entre un 10 a 20%. Esto podria indicar que los M® presentan “preferencias”
por alguno de los bacilos o algun mecanismo excluyente que favorezca la internalizaciéon
de M. tuberculosis o de C. difficile en particular. Cuando establecimos la relacion de M®
que prefirieron endocitar unicamente a M. tuberculosis, notamos que con el avance de los
dias las células prefieren endocitar exclusivamente a M. tuberculosis. Al dia 1, 74 del total
de M® que endocitaron WCMtb fueron exclusivos para M. tuberculosis, mientras que al
séptimo dia este porcentaje habia aumentado a casi un 80%.

Teniendo en cuenta todos los resultados anteriores, consideramos que los M®
sufririan un periodo endocitico de “letargo” a las 48 h y que transcurrido ese tiempo se
perfilan hacia la internalizacion de un tipo en particular de bacteria. Por ende, aquellos M®
que interaccionaron durante tiempos prolongados y lograron endocitar a C. difficile,
restringieron su capacidad endocitica para M. tuberculosis. El remanente de M® que no
internalizé al bacilo Gram positivo se especializé en la captacion de M. tuberculosis.

Una particularidad que observamos en los ensayos de microscopia es que C. difficile
permanece en el interior de los M® sin degradarse incluso luego de 7 dias de cultivo. Este
es un dato que no habia sido reportado hasta el momento y que nos permite pensar en
mecanismos de evasién por parte de la bacteria vegetativa. En linea con nuestros
resultados, la resistencia intracelular de las esporas de C. difficile ha sido demostrada en la
linea celular macrofagica Raw 264.7 %5, asi como también en células epiteliales intestinales
259 Esto también nos permite pensar que los M® que han endocitado a CDH evitan la
internalizacion de WCMtb con el fin de enfocarse en promover mecanismos que permitan
la eliminacion de C. difficile. Un hecho que apoya esta idea se observa en las micrografias,
donde los M® que endocitaron a C. difficile se muestran aislados del resto de células. No

obstante, mas estudios son requeridos para confirmar esta hipétesis.
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Otro hecho que observamos fue que los M® expuestos a M. tuberculosis y que
interaccionaron con esta bacteria tendieron a aglomerarse entre si, presentando uniones
entre sus filopodios. Este agrupamiento de células podria asemejarse a lo que sucede
fisiologicamente durante la formacion del granuloma. De hecho, existen numerosos
estudios que reportan la formacion de granulomas in vitro. Crouser y col., desarrollaron un
modelo in vitro utilizando células mononucleares de pacientes con TB latente o dadores
sanos y un derivado proteico purificado de tuberculina 2°. Berry y col., demostraron la
formacion de granulomas in vitro utilizando también células mononucleares y BCG dentro
una solucién con colageno, el cual validaron funcionalmente 26'. A su vez, las
interconexiones citoplasmaticas que observamos podrian constituir nanotubulos de
tunelizacion (TNT), los cuales son proyecciones transitorias de membrana que facilitan la
comunicacion intercelular para permitir la transferencia de vesiculas, flujos de calcio y
patogenos 262265 Estos se dividen en TNT “finos”, formados principalmente por F-Actina y
microtubulos 2%6, y TNT “gruesos”, que se distinguen por la transferencia de organulos, tales
como lisosomas y mitocondrias 264267268 Se ha demostrado que los micro-ambientes
asociados a la TB estimulan la formacion de estos TNT, y que esto depende del eje IL-
10/STAT3 266, Ademas, en el contexto tuberculoso, Souriant y col., demostraron a través de
la utilizacion de transwells, que los macrofagos asociados a micro-ambientes tuberculosos
eran capaces de infectar con VIH a macréfagos no infectados, mediante un mecanismo en
el que participaban los TNT 266, Un objetivo futuro que se desprende de este TFG es
determinar la funcionalidad de estas estructuras e indagar el motivo por el cual C. difficile

impediria la formacion de los mismos interrumpiendo la comunicacion entre M®.
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En cuanto a la expresion del receptor SLAMF1 (que es capaz de reconocer a M.
tuberculosis), logramos determinar que existe un pico de expresion en la superficie de los
M® al quinto dia, que disminuye en presencia de C. difficile. Asimismo, nuestros resultados
indican que al segundo dia se obtiene el menor nivel de expresion de este receptor;
curiosamente al mismo tiempo en que detectamos la menor endocitosis de WCMtb.

Anteriormente nuestro grupo habia demostrado que la expresiéon SLAMF1 no era
modulada por CDH (datos no publicados), a diferencia del sonicado de M. tuberculosis que
si es capaz de inducir la expresion en la superficie e intracelular del receptor con 24 h de
estimulacién. En el presente trabajo se demostro por primera vez que WCMtb también es
capaz de aumentar la expresion en superficie de SLAMF1 en M® humanos. Ademas, al
pre-entrenar o no a los M® durante 5 dias, y luego enfrentarlos durante 24 h a WCMtb,
confirmamos que la presencia de C. difficile inhibe la expresion de SLAMF1. La eleccion de
5 dias de entrenamiento previo con C. difficile se debid a que observamos que a ese tiempo
se obtenia la mayor expresion de SLAMF1.

Mediante microscopia de fluorescencia pudimos confirmar que efectivamente
WCMtb co-localiza con SLAMF1, mientras que no interacciona con C. difficile. Ademas,
pudimos observar que en las células que habian internalizado a WCMtb, SLAMF1 se
encontraba expresado de manera perinuclear en grandes focos. La concentracion
perinuclear podria deberse en parte a que, al ser una molécula destinada a la superficie
celular, necesita ser sintetizada en el reticulo endoplasmatico rugoso, organela contigua al
nucleo.

En cuanto al mecanismo de inhibicion per se de SLAMF1 mediado por C. difficile,
debemos recordar que SLAMF1 tiene la capacidad de sintetizarse y almacenarse en
vesiculas de reciclaje 2%°, por lo tanto, uno de los interrogantes que nos restan por dilucidar
es si C. difficile inhibe directamente la expresion de SLAMF1 o si por el contrario inhibe el

trafico de estas vesiculas.
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No obstante, creemos que la opcién mas plausible es que algun componente de C.
difficile inhiba directamente la expresién de SLAMF1 ya que la disminucién de SLAMF1 se
dio tanto a nivel de la membrana (citometria de flujo) como a nivel del citoplasma
(microscopia de fluorescencia). Ademas, la inhibicion de SLAMF1 por C. difficile podria
explicar el por qué las células que endocitaron dicha bacteria vieron reducida su capacidad
de endocitar a M. tuberculosis.

El hecho de que C. difficile sea capaz de inhibir la expresién de SLAMF1 no solo
impacta en su rol inmunoprotector frente a M. tuberculosis, sino que también podria tener
un efecto a nivel local en el intestino. Como fue mencionado, esta molécula activadora de
sefales es importante para el establecimiento de la respuesta inmune frente a diversos
patdgenos y se ha mostrado su relevancia en patologias intestinales. Al respecto, pacientes
con enfermedad de Crohn presentan un elevado numero de monocitos, macréfagos y otras
células SLAMF1+ 132 mientras que por otra parte, Van Driel y colaboradores han sugerido
que SLAMF1 podria regular la homeostasis de los macréfagos durante episodios de
enterocolitis cronica o aguda '33. Ademas, Wang y colaboradores han reportado que
SLAMF1, junto con SLAMF8, modulan la migracién de células dendriticas (CDs) y
macrofagos hacia el intestino inflamado 34, Sin embargo, el rol de SLAMF1 en el contexto
de la CDI permanece inexplorado. Para desentrafar la importancia de esta molécula en el
sitio primario de infeccion, futuros ensayos seran llevados a cabo en un modelo in vivo.

Finalmente, queremos destacar que en este trabajo pudimos explorar un modelo in
vitro para el estudio de la relacién C. difficile-M. tuberculosis-M® en el contexto eje intestino
pulmén. El eje intestino pulmén plantea una via de comunicacion bidireccional, en donde lo
que esté ocurriendo a nivel intestino impacta a nivel pulmoén, y viceversa. Se ha demostrado
que durante la infeccion por C. difficile, las toxinas A y B pueden translocarse a la
circulacién, y actuar a nivel periférico, generando un considerable compendio de sintomas

sistémicos mortales 279,
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A nivel respiratorio, existen reportes de que la CDI es capaz de ocasionar desde
derrames pleurales hasta el sindrome de dificultad respiratoria aguda 27"272. Dado que
nuestros experimentos se realizaron con CDH, consideramos que el/los mecanismo/s que
desencadena C. difficile que impiden la expresion de SLAMF1 asi como la endocitosis de
M. tuberculosis son independientes de la presencia de toxinas. Probablemente, estas
modulaciones sean inducidas por antigenos que se expresan tanto en bacterias vivas como
muertas, que ademas tengan la capacidad de translocarse a la circulacién sistémica e
impactar en sitios distales, modificando asi la respuesta efectuada por los monocitos
circulantes y los M® que se enfrenten a M. tuberculosis. Estas hipétesis aun deben ser
comprobadas y es por ello que también pretendemos utilizar un modelo in vivo de CDI.

Para comenzar con los estudios in vivo, en primer lugar, decidimos evaluar cémo la
disbiosis y posterior colonizacion del intestino por C. difficile impactan a nivel tisular, tanto
en el foco de infeccidn como en los pulmones. Para ello utilizamos un modelo murino de
disbiosis mediante un cocktail de antibiéticos e infeccion por C. difficile puesto a punto
previamente en nuestro laboratorio.

En primer lugar, confirmamos que la disbiosis genera un mayor score histopatolégico
en el intestino en todos los tiempos evaluados (T =0, T=2d, T=5dy T = 8d) en
comparacién con el grupo control (ratones sin tratamiento). Este dafo se agudiza
particularmente en el colon en presencia de C. difficile al dia 2 post-infeccion, tiempo en el
cual se detecta el mayor nivel de deterioro. Si bien el score histopatolégico permanece
elevado en los dias 5 y 8, no presenta diferencias respecto a las condiciones pareadas de
disbiosis, lo cual sugiere que los ratones comienzan a recuperarse de la infeccion hacia el
dia 8. Esto ademas indica que la disbiosis inducida por los antibiéticos genera
modificaciones en la estructura del ciego y del colon que se mantienen hasta, al menos, el

dia 8.
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Interesantemente, ademas del dano caracterizado por la infiltracion de células
inflamatorias y el edema de la submucosa, también observamos la presencia de nodulos
linfaticos; los cuales comenzaron a formarse en el segundo dia post-infeccion, y continuaron
aumentando no solo en numero sino también en tamafio con el correr de los dias.

Algunos estudios concuerdan con nuestros resultados. Wolfe y col. observaron que
los ratones que experimentaban CDI desarrollaron scores clinicos considerablemente altos
después del primer dia post-infeccion, manteniendo un puntaje maximo hasta los dias 3 y
4 dias post-infeccion. Ademas, al segundo dia mostraron puntajes clinicos
significativamente mas altos que los ratones control y los ratones tratados con antibiéticos
273 Por otra parte, Zhou y col. hallaron que al tercer dia post-infeccién con C. difficile los
ratones empezaban a recuperarse de la pérdida de peso y de la sintomatologia clinica,
mientras que sus tejidos aliin mostraban una inflamacion de leve a moderada 274. Asimismo,
Pawlowski y col., determinaron que los ratones infectados con la cepa BI/NAP1 de C.
difficile presentaban scores histoldgicos superiores que los ratones controles, evidenciado
por la ulceracion en ciego y colon, asi como por la pérdida de la arquitectura mucosa,
exfoliacién epitelial, infiltracidon de células inflamatorias, edema y hemorragia en la lamina
propia 27°.

En cuanto al analisis de los pulmones, encontramos diferencias estructurales
ocasionadas por la disbiosis intestinal y por la infeccién por C. difficile. Cabe destacar que
es la primera vez que se utiliza el macro TWOMBLI para detectar patrones de tejido en
nuestro laboratorio, habiéndose realizado su puesta a punta integramente en el presente
TFG. Se compararon, ademas de la condicidén control (sin tratamiento), dos momentos en
especifico: la disbiosis al tiempo 0 (post-inyeccion de clindamicina) y el quinto dia post-

infeccion y post-disbiosis.
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Teniendo en cuenta la cinética observada en el intestino, comenzamos con los
estudios del pulmén al quinto dia dado que consideramos que seria un tiempo prudencial
en el cual pudieran observarse efectos en sitios distantes al foco de infeccidén. En préximos
ensayos incluiremos los tiempos restantes evaluados para el intestino (2 y 8 dias).

Segun nuestros resultados, la disbiosis intestinal inicial (T = 0) altera la estructura
pulmonar, generando un parénquima desorganizado, con mayor espacio alveolar, y con
presumible dafio en las paredes alveolares que interrumpe la conexién entre los mismos.
Estos cambios estructurales se revierten hacia el dia 5 post-disbiosis, sugiriendo la
aparicion de mecanismos de reparacion que favorecerian la recuperacion del parénquima
pulmonar. Sin embargo, esta recuperacion no ocurre en presencia de la infeccion por C.
difficile, sino que los pulmones mantienen el nivel de dafio tisular causado por la disbiosis
inicial. Los mecanismos subyacentes que regulan las modificaciones a nivel pulmonar
requieren mas y nuevos estudios. En este sentido, las toxinas Ay B de C. difficile pueden
diseminarse sistémicamente 276. Ademas, ha sido postulado que las toxinas pueden actuar
a nivel periférico causando el sindrome fatal de disfuncién multiorganica 2’° y a nivel
respiratorio induciendo derrames pleurales o el sindrome de dificultad respiratoria aguda
211,212 Estos reportes refuerzan nuestra hipétesis acerca del accionar de la disbiosis y de la
CDI sobre la modulacion de la respuesta inmune en el pulmén.

Por otro lado, los mecanismos que impactan sobre el pulmén podrian estar inducidos
por las modificaciones en la composicion de la microbiota. De hecho, Wypych y col.
propusieron dos formas de comunicacion del eje intestino pulmén: I) efectos directos de la
microbiota intestinal, como por ejemplo la presencia de peptidoglicano y LPS como
potenciadores de la respuesta inmunitaria del hospedador, Il) efectos indirectos de la
microbiota intestinal, como por ejemplo mediante la circulacion de AGCC no metabolizados
que afectan el desarrollo de las células inmunes o la migracién de estas células desde el

intestino al pulmoén donde influirian en la actividad pulmonar 277,
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Los AGCC son considerados inmunomoduladores ya que pueden prevenir la
transcripcion de mediadores proinflamatorios. En particular, el butirato es una fuente de
energia para las células epiteliales intestinales, promoviendo asi la integridad de la barrera
intestinal 278, Interesantemente, una disminucion de las bacterias productoras de butirato
es una caracteristica de la disbiosis intestinal en la IBD 27°. El rol modulador de los AGCC
también ha quedado demostrado en estudios como el de Liu y col. 28°, donde observaron
que metabolitos derivados del intestino existen en cantidades variables dentro del tejido
pulmonar humano y, utilizando ratones libres de gérmenes, confirmaron que los niveles de
AGCC en el pulmén dependian de un microbioma intestinal funcionalmente intacto. Mas
aun, demostraron que el LPS y el propionato reprogramaban profundamente el
metabolismo de los macréfagos alveolares pulmonares, especialmente en el contexto de
estrés metabdlico. Por otra parte, demostraron también que los receptores de AGCC,
especificamente el FFAR2 y FFARS, se expresaban tanto in vitro como in vivo en los
macrofagos alveolares, y en las células epiteliales de tipo 2 alveolares humanas y murinas.
Por ultimo, definieron el concepto de tono inmune dinamico en los pulmones, el cual se
define por factores clave que incluyen la expresion basal del ARNm de IL-18, los niveles de
LPS y AGCC en el pulmén, y la expresion de receptores de estos metabolitos como el
FFAR2 y el FFAR3 28!, Dado que estos metabolitos estan fuertemente influenciados por la
composicién del microbioma intestinal, podrian ser uno de los mecanismos responsables
de los cambios en la organizacion tisular pulmonar observados en nuestro modelo. A futuro
seria interesante indagar el rol de los AGCC y sus receptores en los macrofagos, no solo
en el contexto de la disbiosis ocasionada por antibiéticos y la CDI, sino también en

respuesta a M. tuberculosis.
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Por otra parte, los microorganismos de un intestino en estado de disbiosis, asi como
los metabolitos derivados, inducen citoquinas inflamatorias como TNF-a, IL-5, IL-6, IL-1f,
IL-13, IL-17, IL-18 e IL-33 y quimioquinas inflamatorias como IL-8, CCL 2, 3, 4, 7, 20, CXCL
5, CXCL8 y CXCL10 28, Estas citoquinas y quimioquinas sensibilizan a células inmunes,
tales como neutréfilos y linfocitos T, que posteriormente ingresan a circulacién sanguinea e
infiltran distintos érganos, incluido el parénquima pulmonar 283, Ademas, los vasos linfaticos
mesentéricos también presentan la capacidad de transportar factores proinflamatorios
derivados del intestino, que conducen a una activacion de las células endoteliales
pulmonares y células inmunes, resultando en el dafio de la barrera alveolar 24, Por lo tanto,
un microbioma desregulado podria alterar los mecanismos de migracion celular,
desencadenando un direccionamiento erroneo de las células inmunitarias activadas hacia
distintos 6rganos, ejerciendo asi efectos proinflamatorios que perturben la homeostasis
tisular local 2.

Se ha observado que linfocitos T que expresan la integrina a47 y que son reclutados
al intestino inflamado pueden también infiltrar los pulmones y causar bronquiectasias
(afeccion que dafa las vias respiratorias de los pulmones y dificulta la expulsion de
mucosidad) y bronquitis crénica 28, Por otro lado, en un estudio clinico con pacientes con
IBD, también se demostrd que los neutrofilos activados ingresaban al parénquima pulmonar
y liberaban diversos mediadores proinflamatorios 226. De manera similar a lo observado
para los linfocitos T, los neutréfilos marginales pulmonares sensibilizados producian una
cantidad excesiva de mieloperoxidasa, elastasa y lactotransferrina, lo que llevaba a lesiones
en el pulmon 287, Esta infiltracion e inflamacién no deseada por parte de los neutréfilos evita
los mecanismos de proteccion enddgenos y provoca dafio tisular 288, Este mecanismo de
mal direccionamiento de células inmunitarias se observd también en pacientes con
enfermedad de Crohn, los cuales presentaron alveolitis neutrofilica y linfocitica y fuga

alveolar 289,
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Por lo tanto, esta migracion alterada de células inmunes que inducen lesiones
tisulares, podria considerarse como una de las causas que expliquen los cambios
estructurales causados por la disbiosis y mantenidos por la CDI observados en el
parénquima pulmonar en nuestro trabajo.

En resumen, todos nuestros resultados ponen de manifiesto la importancia de
estudiar el eje intestino pulmon en el contexto de infecciones bacterianas. Con este trabajo
pudimos establecer fundamentos que nos permitiran adentrarnos en diversas funciones del
linaje monocitico/macrofagico tanto en la disbiosis intestinal como en la infeccion causada
por C. difficile y su impacto sobre la Tuberculosis. La utilizacién de muestras humanas y
modelos murinos nos ayudara a fortalecer nuestros hallazgos iniciales. La direccion del eje
intestino-pulmén evaluada en el presente trabajo busca responder como patologias
intestinales (disbiosis y CDI) impactan sobre el sistema inmune cuando éste debe enfrentar
a una segunda infeccion pulmonar (Tuberculosis). En un futuro, continuaremos con el
estudio de la portacién de C. difficile y la caracterizacion de la microbiota en individuos con
Tuberculosis activa (antes y durante el tratamiento) y con Tuberculosis latente; asi como
también la respuesta macrofagica de los mismos en la periferia. Consideramos que
identificar los mecanismos que llevan a la generacion de una respuesta inmune protectiva
0 que conducen a la inmunopatogénesis es fundamental para desarrollar nuevas
estrategias terapéuticas que modulen la respuesta del hospedador y permitan controlar las

infecciones.
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CONCLUSIONES

En este trabajo final de grado hemos caracterizado una poblacion de pacientes con
CDI en nuestra region, evaluado la estructura intestinal y pulmonar en un modelo
experimental, asi como la funcién endocitica de los macréfagos humanos frente a M.
tuberculosis en el contexto de la disbiosis intestinal generada por la administracion de

antibidticos y de la infeccion por C. difficile.

En cuanto a la poblacion de pacientes, logramos caracterizar 249 individuos con
diarrea provenientes de la region del NOBA. Encontramos que 1 de cada 5 pacientes
presentaron a C. difficile como agente etioldgico de la diarrea y que el 80% de los casos de
CDI+ portaban cepas toxigénicas, que en su mayoria habian sido adquiridas en la
comunidad. También determinamos diversos factores de riesgo, siendo la edad avanza (con
un punto de corte de 67 afos), el consumo previo de antibibticos, la hospitalizacidén previa
y el haberse infectado anteriormente con C. difficile factores predisponentes para la CDI.
Mas aun, los pacientes CDI+ mostraron un recuento leucocitario y plaquetario y una
concentracion de urea elevados mientras que evidenciaron una disminucion en la poblacion
de basofilos. Nuestro estudio epidemioldgico representa la primera caracterizacion clinico-
demografica de pacientes con CDI en la Region Sanitaria Ill. Esta informacion es crucial
para la toma de decisiones sanitarias y facilita la implementacion de medidas sdlidas de
prevencion y control de la CDIl. También realizamos una revision sistémica y un meta-
analisis donde contrastamos nuestro trabajo con 40 estudios seleccionados de diferentes
paises del mundo, determinando que varios de nuestros hallazgos coinciden con lo
reportado a nivel mundial. Teniendo en cuenta el contexto global, postulamos que la edad
avanzada, el sexo biolégico femenino, el consumo previo de antibiéticos, la internacion
previa y la presencia de cardiopatias y nefropatias, asi como un recuento leucocitario

elevado, constituyen factores de riesgo que predisponen a la adquisicion de C. difficile.

-111-



Por otra parte, pusimos a punto un modelo in vitro de entrenamiento con C. difficile
(tiempos cortos y prolongados) y analizamos la capacidad endocitica de macrofagos
obtenidos de dadores sanos frente a M. tuberculosis. La endocitosis de C. difficile se
mantiene estable a través del tiempo. Sin embargo, la exposicion por tiempos prolongados
a C. difficile afecta la capacidad de los macrofagos para endocitar a M. tuberculosis, de
manera tal que aquellos que internalizaron a C. difficile pierden la capacidad para endocitar
a M. tuberculosis. Mientras que, por el lado opuesto, la internalizacion exclusiva de M.
tuberculosis aumenta en los macréfagos que no endocitaron a C. difficile, 1o que sugiere
una especializacion de la funcién endocitica. Asimismo, logramos evaluar el rol de SLAMF1
como sensor microbiologico de M. tuberculosis en este modelo. C. difficile es capaz de
inhibir la expresion de SLAMF1 en la superficie de los macrofagos, lo que podria estar
implicado en la reduccion de la endocitosis de M. tuberculosis en presencia de C. difficile.
Mas aun, observamos que el entrenamiento con C. difficile interrumpe la formacion de
puentes citoplasmaticos y agrupaciones de macrofagos que se forman en presencia de M.

tuberculosis.

Por ultimo, evaluamos el impacto de la disbiosis intestinal y de la CDI a nivel tisular
en un modelo in vivo. La disbiosis inducida por antibiéticos modifica la integridad del
intestino, promoviendo la infiltracidn celular mixta, la formacién de nddulos linfaticos y la
edematizacion de la submucosa tanto en el ciego como en el colon. Si bien el mayor dafno
siempre se observa en el ciego, C. difficile agrava la histopatologia del colon al segundo
dia de infeccion (infeccion aguda). El dafo causado por la CDI parece recuperarse a
tiempos mas prolongados, aunque las afecciones producidas por la disbiosis permanecen
hasta el octavo dia sin retornar a la homeostasis tisular. Por otra parte, los ratones
experimentan un compromiso pulmonar a nivel de alveolos y tabiques ocasionado por la
disbiosis intestinal, y son incapaces de revertir las modificaciones del parénquima en

presencia de la infeccion por C. difficile.
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En conclusion, nuestros hallazgos resaltan la necesidad de investigar el eje intestino-
pulmén en el contexto de las infecciones bacterianas. Ademas, dada la creciente amenaza
de la resistencia a los antibioticos, es crucial identificar los mecanismos que rigen la
respuesta inmune, ya sea protectiva o patogénica, con el fin de desarrollar estrategias
terapéuticas innovadoras que modulen la respuesta del hospedador y permitan un control
efectivo de las infecciones. Este estudio ha establecido los cimientos para explorar las
diversas funciones del linaje monocitico/macrofagico asi como la implicancia de ciertos
metabolitos microbianos y sus receptores tanto en la disbiosis intestinal como en la
infeccion causada por C. difficile, y su influencia en la Tuberculosis. Comprender que el
estado del microbioma podria ser un factor determinante de la respuesta inmune y, como
consecuencia, de la resolucion de la infeccion por M. tuberculosis es clave en la busqueda

de nuevas estrategias terapéuticas.
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