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Resumen y Abstract V

Resumen

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa que cobra la vida de mas de un
millén de personas cada afio alrededor del mundo; los estudios de infeccion celular con
M. tuberculosis son indispensables en el desarrollo de medicamentos y vacunas que
permitan erradicar dicha enfermedad; a veces estos se ven limitados por el lento
crecimiento del patbgeno en ensayos cuantitativos. El presente trabajo responde a esa
limitacion y presenta una revision detallada de los métodos de cuantificacién de bacteria
intracelular, la importancia del uso de fluoréforos en estudios de infeccion y plantea las
condiciones experimentales que debe tener una metodologia de cuantificacion
fluorimétrica aplicada al estudio de M. tuberculosis, en el acercamiento experimental se
hicieron ensayos de infeccion cuantitativos con micobacterias marcadas con Naranja de
Acridina o Rodamina B encontrando éste Ultimo como promisorio para ser usado en una

metodologia diferencial de cuantificacion fluorimétrica de micobacterias intracelulares.

Palabras clave: Cuantificacibn de bacterias, microscopia, fluoréforo, fluorimetria,

ensayos de invasion, patdégenos intracelulares, micobacterias.
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Abstract

Tuberculosis is an infectious disease that causes more than one million human deaths
around the world per year. Studies of cellular infection with M. tuberculosis are
indispensable in the development of drugs and vaccines that help us to eradicate this
disease; Infection assays are sometimes limited by the slow growth of mycobacteria in
guantitative experiments. The present work responds to those limitation and presents a
descriptive review of methods of intracellular bacteria quantification, importance of the
use of fluorophores in infection studies and raises the experimental conditions that must
have on a methodology of fluorimetric quantification applied to the study of M.
tuberculosis. In an experimental approach, quantitative infection assays were performed
with Mycobacteria binding to Acridine Orange or Rhodamine B, the last one was found
like a promising fluorophore to be used in a differential methodology of fluorimetric

guantification of intracellular mycobacteria.

Keywords: Quantification of bacterias, microscopy, fluorophore, fluorimetry, invasion

assays, intracellular pathogens, mycobacteria.
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Introduccioén

En el mundo existen diferentes patdégenos que suelen clasificarse como extracelulares,
intracelulares facultativos y obligatorios intracelulares de los cuales muchos
corresponden a bacterias y parasitos [1]. Los patégenos intracelulares como
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), principal causante de la tuberculosis,
parasitos como Plasmodium falciparum, principal causa de malaria, sumados al virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) causante del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) son reconocidos por la organizacién mundial de la salud como causantes de la
tercera parte de las muertes en paises en desarrollo como el nuestro [2]; raz6n por la

cual son objeto de estudio en muchos laboratorios alrededor del mundo.

El reservorio del bacilo M. tuberculosis, patdgeno al cual se orienta el presente estudio es
principalmente humano y ha causado la muerte de millones de personas alrededor del
mundo a lo largo de la historia de la humanidad. El bacilo fue descubierto en el afio 1882,
y se disefiaron diferentes formas de tinciones para su reconocimiento, incluso ya se
podia hablar de un método diagnéstico [3]. Aproximadamente 50 afios después, en 1939
se propuso el primer tratamiento antibiético, y se podria decir que solo hasta 1965 se
completé el disefio de lo que se conoce como el tratamiento moderno de la tuberculosis,
gue combina los antibiéticos Rifampicina, Isoniazida y Estreptomicina [3], desde ese
entonces se logré un control y disminucién apreciable de los casos de tuberculosis en el
mundo y se consideré una enfermedad controlada hasta 1993 cuando se disparé una
nueva alerta mundial, y la organizacibn mundial de la salud declar6 la emergencia
global por tuberculosis. Este resurgimiento se debié en gran parte a la co-infeccion con
VIH y a la aparicion de cepas resistentes y multirresistentes a tratamiento antibiético;
para el afio 2015 se reportaron 10,4 millones de nuevos casos de tuberculosis alrededor
del mundo, el 12% corresponde a pacientes VIH positivos, el 3.3% corresponden a casos
de cepas multirresistentes a farmacos y 1 millon de casos hacen referencia a infeccion en
nifos. En 2014 se tuvo un total de 1,8 millones de muertes causadas por tuberculosis.
En Colombia se reporta una tasa de hasta 4 muertes por cada 100.000 habitantes y un
incremento del 80% en casos asociados a VIH en relacién al afio anterior y un total de
11.785 casos de tuberculosis, lo que demuestra que no es un problema ajeno a nuestra

sociedad y enfatiza la urgencia en la continuacién de estudios que permitan proponer una
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vacuna, tratamientos y métodos de diagndstico eficientes para el control de la

tuberculosis [4].

Al dia de hoy, M. tuberculosis ha sido ampliamente caracterizada y estudiada; el
conocimiento de su envoltura es muy importante en la comprension de las interacciones
hospedero - patdgeno y los mecanismos de defensa que son activados en el hospedero,
asi como la descripcion de mecanismos de supervivencia de la micobacteria. La
envoltura se encuentra conformada principalmente por lipidos y carbohidratos, los cuales
le confieren resistencia haciéndola poco permeable a los antibiéticos; algunos lipidos de
M. tuberculosis ya han sido descritos como factores de virulencia, activadores o
inhibidores de la respuesta inmunolégica y como componentes indispensables para el
crecimiento de la micobacteria en el hospedero [5]. Los acidos micdlicos son importantes
en los métodos de deteccién de micobacterias empleados como diagndstico, ya que
éstos reaccionan formando enlaces covalentes con diferentes colorantes como la
fuschina, la rodamina y la auramina. A ellos se encuentran asociadas proteinas
hidrofobicas y lipoproteinas, ademas existen otras tantas que se encuentran ancladas a
la membrana y con orientacidn hacia el exterior de la envoltura [6, 7], de las cuales
algunas han sido descritas como importantes en la entrada a la micobacteria y sus
péptidos han sido evaluados como promisorios para el desarrollo de una vacuna
sintética; en los estudios es de alta relevancia los ensayos de infeccién celular y la

cuantificacién de bacteria intracelular [8-11].

Los ensayos de invasion o infeccién celular han sido importantes en el estudio de
muchos otros patdgenos intracelulares cémo Plasmodiun falciparum [12], meningococo
Neisseria meningitidis [13], Leishmania, Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae,
Brucella spp entre otros [14-16], y para ello se han desarrollado diferentes técnicas que
facilitan tanto la cuantificacion como la diferenciacion entre microorganismos intra y
extracelulares; se pueden agrupar practicamente en cuatro metodologias: 1.
Cuantificacion por unidades formadoras de colonia en agar, 2. Cuantificacion en
microscopio utilizando anticuerpos marcados con fluoréforos, 3. Cuantificacion en
microscopio utilizando fluoréforos y 4. Cuantificacion por citometria de flujo; de las
cuales, la que sirve de soporte y es aceptada alrededor del mundo es la mas antigua

técnica de conteo de unidades formadoras de colonia (UFC).
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La aplicacién de las diferentes técnicas existentes de conteo de bacterias intracelulares
se dificulta o se hace inaccesible cuando se trata del estudio de M. tuberculosis, en gran
parte debido a su lento crecimiento, patogenicidad y por ende a las medidas de
bioseguridad que ésta requiere; por esta razén, en el presente trabajo se propuso evaluar
los métodos de deteccion y cuantificacion de bacteria intracelular existentes y la
formulacion de una metodologia fluorimétrica multicanal que se pueda aplicar en estudio
de Mycobacterium tuberculosis con la que se pueda superar muchos de los obstaculos
presentados en otras metodologias. Es de resaltar que la propuesta de una metodologia
fluorimétrica de cuantificacion intracelular de bacteria podria ser de gran interés en el
estudio de otros patdgenos intracelulares y se plantea gracias al conocimiento de las
aplicaciones que esta metodologia tiene en diferentes campos de la bioquimica, como
cuantificacién de DNA y evaluacién de la viabilidad celular, ademas de las ventajas en

cuanto tiempo y dinero que podria representar.

El gran reto que se enfrenta es el desarrollo de un método de cuantificacion fluorimétrica
gue permita determinar en poco tiempo y con alta precision la cantidad real de
microorganismos intracelulares, y en la que sea posible diferenciarlos de aquellos que
solamente se unen a la superficie del hospedero o que quedan remanentes del proceso
de infeccion. Por esa razon, en el presente trabajo se hace una revision detallada de los
estudios relacionados a marcacion fluorescente de bacterias y desactivadores de la
fluorescencia teniendo como prioridad aquellos que involucran trabajo con M.
tuberculosis, también se hace una evaluacion de las ventajas y desventajas de las
metodologias existentes que permiten la cuantificacion de bacterias intracelulares, y que
son tenidas en cuenta en la construccion del disefio de una nueva metodologia
fluorimétrica; ademas, se hacen algunos avances experimentales importantes que
confirman la posibilidad de hacer andlisis cuantitativo de un ensayo de infeccion celular
con micobacterias fluoromarcadas, y donde se describe la estandarizacién de la
marcacion fluorescente de micobacterias con Naranja de acridina y rodamina B los
cuales constituyen una excelente plataforma para la construccién y validacion del método
disefiado de cuantificacion de micobacterias intracelulares por espectrometria de

fluorescencia.
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1. Estado del arte: Métodos de
cuantificacion de bacteria intracelular,
enfoque al estudio fluorimétrico de
Mycobacterium tuberculosis

1.1 Metodologia para la elaboracion del estado de arte
Para estructurar un estado de arte completo que realmente recopile la mayoria de

informacion existente relacionada con la cuantificaciébn de bacterias intracelulares y el
uso de fluoréforos, y con el fin de abarcar la mayor cantidad de informacion existente que
permita evaluar ventajas y desventajas para la formulacién de una nueva metodologia de
cuantificacion, se realizd una busqueda inicial en los buscadores Scopus, Google
académico, Science research y Microsoft academic search introduciendo los comandos
“Fluorophore”, “Intracellular bacteria”, “Intracellular bacteria quantification”, “bacteria
guantification”, “Fluorophore Mycobacteria”, “Fluorophore Mycobacterium tuberculosis”,
“Fluorescence methods”, “Biochemical fluorescent methods”, “fluorometric quantification”,
“fluorescence quencher”, la blusqueda se hizo en inglés ya que la mayoria de revistas con
factor de impacto importantes hacen sus publicaciones en este idioma; se tuvieron en
cuenta las tendencias de investigacion en los Ultimos 50 afios para cada uno de los

patrones de busqueda.

También se hizo una tabulacion que permitiera determinar los buscadores con mas
resultados inespecificos y reducir el nimero documentos escogiendo aquellos que
pertenecen a resultados de busqueda con menos cantidad de articulos y que ademas
estuviesen realmente relacionados con el tema de interés. En algunos casos fue
necesario restringir la busqueda con opciones avanzadas de cada uno de los servidores
utilizados. La seleccion de informacion relevante considerada importante para el
cumplimiento de los objetivos propuestos en el presente proyecto se obtuvo después de

aplicar dos grandes filtros. El primero consistié en la lectura de todos los titulos arrojados
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por la busqueda general y de los resimenes de aquellos que se veian promisorios desde
el titulo; del primer filtro quedaron aquellos trabajos que involucran explicitamente
contenidos relacionados con uso de marcacion fluorescente de bacterias, técnicas de
cuantificacion bacteriana que sean aplicados en estudios in vitro o in vivo de cualquier
tipo de patégeno, aplicaciones de la citometria de flujo, microscopia de fluorescencia,
fluorometria y utilizacion de fluoréforos en  marcacién selectiva de bacterias o

micobacterias.

El segundo filtro consistio en la lectura detenida de las metodologias de cada uno de los
articulos de los cuales se seleccionaron aquellos que en su contenido aportan
especificidades de la marcacion fluorescente de bacterias, especialmente micobacterias;
tienen resultados relevantes para el objeto de estudio a partir de la cuantificacion de
bacteria intracelular; aportan informacién acerca del uso de un fluoréforo en especifico y

su respectivo proceso de desactivacion de la fluorescencia.

Para la estandarizacion de un método de cuantificacion fluorométrica de bacteria
intracelular se tuvo también en cuenta que las metodologias pudiesen ser reproducibles
en el caso de micobacterias y la posibilidad de desarrollarlo en el laboratorio haciendo

uso de los materiales y reactivos disponibles.

La organizacion del documento y la construccion del estado del arte se realizaron
siguiendo las reglas sugeridas por Pautasso para la elaboracion de un articulo de tipo

revision [17] y con las caracteristicas de un articulo de revisién tipo descriptivo-analitico.

1.2 Estado del arte: Métodos de cuantificacion de
bacteria intracelular, enfoque al estudio fluorimétrico de

Mycobacterium tuberculosis

Muchos estudios de patégenos intracelulares importantes [2] como M. tuberculosis,
Plasmodium falciparum y el virus de VIH han estado enfocados en gran parte al
reconocimiento de interacciones hospedero — patdégeno [1], que permitan conocer a
profundidad los mecanismos por los cuales el patégeno invade la célula y la convierte en

su hospedero, y la respuesta inmunoldgica que se desencadena, buscando elucidar el
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porqué de las enfermedades con el fin de producir conocimiento que sea Uutil en el

desarrollo de métodos diagnésticos, vacunas o tratamientos realmente efectivos.

El reconocimiento y cuantificacion del patdgeno en el espacio intracelular o extracelular
ha jugado un papel importante en ensayos in vitro en estudios de infeccion celular, y ha
inspirado a diferentes investigadores al desarrollo de nuevas metodologias que faciliten y
permitan una detecciébn mas rapida y efectiva. El desarrollo de técnicas de tincion
diferencial, la implementacién del uso de fluor6foros conjugados con anticuerpos, la
produccion de medios modificados que aceleren el crecimiento o faciliten la cuantificacion
en menor tiempo de bacterias, la citometria de flujo y la implementacién de la
fluorometria son algunos de los resultados obtenidos. La mayoria de éstos han sido
implementados en estudios de Mycobacterium tuberculosis, patégeno al cual se orienta

ésta revision.

La tabla 1-1 muestra el nimero de publicaciones obtenidas en la busqueda de diferentes
temas relevantes en la cuantificacion fluorométrica de micobacterias, es evidente el alto
namero de documentos que incluyen el uso de fluoréforos o métodos que incluyen

mediciones de la fluorescencia o desactivacion de la misma.

Tabla 1-1 Numero de documentos obtenidos por diferentes buscadores relacionados a la
cuantificacion de bacterias y el uso de fluoréforos

- Google  Science Microso_ft
Comando de busqueda SCOPUS o academic
académico research
search
Fluorophore 14469 119000 129 8878
Intracellular bacteria 28820 108297 238 948
Intracellular bacteria quantification 249 170000 82 16
bacteria quantification 6626 807000 113 516
Fluorophore Mycobacteria 31 10800 4 3
Ejlg(e):gglr:)(;rig Mycobacterium 26 12100 54 8
Fluorescence methods 108001 3150000 153 40
Biochemical fluorescent methods 2325 1690000 141 12
fluorometric quantification 426 92600 54 249
fluorescence quencher 4541 140000 64 898
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Figura 1-1 Numero de documentos publicados por afio segun el servidor SCOPUS
relacionados con temas de interés en cuantificacion de bacteria intracelular y el uso de
fluoréforos.
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La cantidad de hallazgos inespecificos con el servidor Google académico es mucho
mayor y se hace evidente al tener 10 veces o mas resultados que los demas buscadores.
Es de esperarse, ya que los buscadores como SCOPUS, Microsoft academic research y
Science research estan restringidos a contenidos que incluyen revistas cientificas
indexadas; sin embargo, hay hallazgos importantes en la busqueda google académico
gue no fueron registrados en otros servidores y fueron tenidos en cuenta en la presente

revision.

El andlisis arrojado por el buscador SCOPUS (Figura 1-1) muestra la tendencia en
publicacion en los ultimos 50 afios donde se incluye los comandos de busqueda
seleccionados, es evidente el incremento en funcién del tiempo de las publicaciones que
contienen uso de fluor6foros y técnicas de cuantificacion que emplean fluorescencia. Se
puede decir que la mayoria de los documentos relacionados con fluorescencia han sido

publicados en los ultimos 25 afios.

Por otra parte es de notar que no se encuentra registro de articulos relacionados con
cuantificacién de bacteria antes del afio 1968, época en el cual se desarroll6 el citbmetro
de flujo [18]. como se ve en la figura 1-1 y es evidente el incremento en el nimero de
documentos que involucran estudios de bacterias intracelulares y cuantificacion de
bacterias en los ultimos 20 afios anotando la importancia que tienen éstos dos temas en

la comunidad cientifica.

En la revision se detallan metodologias de cuantificacion de bacterias, técnicas
desarrolladas para el reconocimiento de células infectadas haciendo énfasis en distincién
de bacterias en el espacio intra y extra celular, estudios de fagocitosis, fluoréforos
empleados en la marcacién de bacterias y micobacterias; mecanismos desactivadores de
la fluorescencia y usos de la fluorometria multicanal en diferentes areas de la ciencia que

pueden ser Utiles para investigadores en diferentes campos del conocimiento.

1.2.1 Método estandar de cuantificacion de bacterias

Realmente no existe un método estandar de cuantificacion de bacterias, sin embargo se

puede decir que existen basicamente tres métodos convencionales que han sido usados
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para éste fin [19] y se presentan enlistados a continuaciéon con una breve descripcion del

fundamento.

Método turbidimétrico: Consiste en la comparacion de la turbidez de una suspension
bacteriana con una curva turbidimétrica de sulfato de bario (BaSO.), formado a partir de
la mezcla de diferentes proporciones de soluciones de cloruro de bario anhidrido (BaCl.)
al 1% vy &cido sulfarico (H.SO4) 1% [20]. Cada valor turbidimétrico corresponde a una
cantidad de microorganismos en suspension segun el estdndar de McFarland. El método
tiene dos desventajas principales: 1. Se cuenta el total de bacterias sin importar viabilidad
y 2. Las propiedades o6pticas de cada especie son particulares y frecuentemente no

resulta ser muy acertado el uso de la escala.

Método de conteo de colonias o placas: Este método esta orientado al conteo de
células viables, consiste basicamente en la diluciébn sucesiva de la muestra original
seguida de la siembra en agar de cada una de las diluciones con sus respectivas
réplicas, pasado el tiempo de incubacion para la especie en estudio se van a tener un
namero de colonias que se asume que corresponde a un numero de bacterias
individuales iniciales [21], la dilucibn apropiada es aquella en la que sea posible
diferenciar colonias aisladas y que éstas tiendan a ser del mismo tamafio; sus
desventajas son sin duda el largo tiempo de crecimiento de ciertos patégenos como M.

tuberculosis y el hecho que no tiene en cuenta las bacterias muertas.

Citometria de flujo: Las bacterias pueden ser analizadas en un citbmetro de flujo para la
cuantificacion de bacterias viables y no viables, haciendo uso de tinciébn con marcadores
especificos, se requiere conocer el volumen de muestra leido, las diluciones realizadas y
utilizacién de microesferas de calibracién como patron interno [21]. La gran desventaja
gue presenta es que es un método demasiado costoso en comparacion a otras técnicas y
por lo tanto no esta disponible en todos los laboratorios del mundo, y su uso se restringe

por medidas de bioseguridad dependiendo del patdégeno que se desee analizar.
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1.2.2 Fagocitosis y cuantificacion de bacteria intracelular

La fagocitosis es el proceso por el cual particulas de mas de 0,5um son internalizadas en
una célula (generalmente neutréfilo o macréfago), dichas particulas pueden corresponder

a bacterias, células muertas o microesferas.

El proceso de fagocitosis se da basicamente en dos etapas y estd mediado por diferentes
receptores expuestos en membrana que se unen a la particula y sefalizan para la
reorganizacién de los filamentos de actina y la contraccién por multiples isoformas de
miosina permitiendo una cobertura completa de la particula [22]. El objetivo de este
proceso en el sistema inmune, es el control de infecciones mediante la unién de la
vacuola fagocitica (que contiene el patdégeno) al lisosoma, con el fin de degradar el
patégeno con especies altamente oxidantes; éste proceso resulta inutil en el control de
patdégenos intracelulares que se favorecen del entorno celular y lo toman como
hospedero. Mycobacterium tuberculosis y especies del complejo M. tuberculosis logran
modular la respuesta inmune e inhibir la formacion del fagosoma- lisososma

manteniéndose viable y reproductiva en el espacio intracelular del macréfago.

El estudio de fagocitosis resulta ser Util e indispensable no s6lo en micobacterias, sino
para el estudio de patégenos intracelulares como Leishmania, Chlamydia trachomatis,
Chlamydia pneumoniae, Brucella spp entre otros [14-16], para los cuales se ha utilizado
como modelo celular in vitro los macrofagos derivados a partir de la linea celular de
monocitos U937; ésta linea celular ha sido utilizada también en la evaluacién de genes
gue son requeridos para la supervivencia intracelular de M. tuberculosis [23]. En el
estudio se utiliz6 M. smegmatis mc® una cepa no patégena de la familia de
micobacterias, susceptible de ser transformada, que es normalmente degradada
totalmente por células fagociticas y que ademas es de crecimiento rapido; esta
micobacteria transformada con una libreria plasmidica de M. tuberculosis, se usé para
infectar células U937 en una multiplicidad de infeccién de 10 micobacterias por célula
(Multiplicity of infection MOI=10) calculado por densidad Optica, durante 2 horas a 37°C.
Si el gen le confiere resistencia dentro del macréfago se deberan encontrar micobacterias
viables intracelulares pasado ese tiempo. La cuantificacibn de micobacterias
intracelulares se hizo por conteo de UFC en medio 7H10 suplementado, después de un

tratamiento con amikacina que garantizara la muerte de las micobacterias extracelulares



1. Estado del arte 11

y la lisis celular con tratamiento con agua destilada, las colonias son visibles a los 3 dias

de incubacion.

Esta técnica de cuantificacion intracelular en estudios de fagocitosis es la mas comun
desde su aparicién y se sigue utilizando incluso para la evaluacion de infeccion en

células no fagociticas y sera discutida en detalle mas adelante.

Recientemente se han publicado trabajos en estudios con macréfagos que persiguen
diferentes objetivos y aplican en esencia la misma técnica de cuantificacion de
micobacterias intracelulares, incluso utilizan M. smegmatis como modelo. Uno de ellos es
el realizado por Viswanathan et al. en 2015, el cual perseguia evaluar el papel que
tiene el colesterol de membrana de macréfagos THP1 en la entrada de micobacterias a
estas células hospederas [24]. En el estudio, se utiliz6 como modelo M. smegmatis y
para la deplecién de colesterol de la membrana de las células hospederas se empled
metil B -ciclodextrina, el conteo de UFC después de la infeccidon mostré una disminucion
significativa de la entrada de micobacterias al macr6fago mostrando la importancia de la
presencia de una cantidad 6ptima de colesterol en la membrana plasméatica para los
procesos de fagocitosis de micobacterias; en el estudio se hizo control de entrada de la
micobacteria a la célula por microscopia de fluorescencia con M. smegmatis que expresa

la proteina fluorescente dsRed2 [25, 26].

Son cientos de estudios publicados que demuestran la importancia del estudio de la
fagocitosis y por ende de la cuantificacion de patégenos intracelular, un tema que
trasciende incluso a células que no son consideradas normalmente fagociticas. Por
ejemplo en un estudio muy reciente de células B que pretendia entender los procesos por
los cuales una célula normalmente encargada de presentacion de antigenos solubles y
pequefios, en algunos casos procesa antigenos particulados como eritrocitos, vesiculas
e incluso M. tuberculosis, demostr6 que la linea de células B Raji tiene procesos
fagociticos para la internalizacion de M. tuberculosis viable o muerta donde es crucial la
opzonizacion, y que la presencia intracelular de la micobacteria desencadena factores
de respuesta inmune como la produccién de inmunoglobulina M (IgM) y moléculas
coestimuladoras (CD80 y CD86). Los métodos usados para descartar la presencia de

micobacterias extracelulares fueron el uso de antibidticos y el paso de las células por
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gradiente de albumina sérica bovina 3% (BSA) suplementada con glucosa 4,5% en PBS.
El conteo de micobacteria intracelular se hizo por UFC después de lisis con SDS y
también se utiliz6 FITC para hacer posible la visualizacion de la micobacteria en el
espacio intracelular en un microscopio de escaneo laser confocal Olympus FV1000; se
utilizé también una técnica de tincion Ziel Neelsen modificada y se realizaron cortes para
ver en microscopio electrénico. En estos estudios se incluyeron ensayos de
internalizacién de microesferas fluorescentes que también fueron fagocitadas por las
células B Raji [27].

En los estudios que involucran microesferas o microesferas fluorescentes, éstas
generalmente son usadas para evaluacion de la capacidad fagocitica de las células [28,
29]. Se han usado también en diferenciaciéon de células fagociticas entre un grupo de
células polimorfonucleares extraidas de muestras de sangre de pacientes [30] y son
Gtiles en la caracterizacién de procesos fagociticos de pacientes con una enfermedad en
relacién a un grupo de pacientes sanos, en el caso de VIH se ha visto un incremento en
el nimero de células fagociticas, y su capacidad (mayor niumero de microesferas por

célula) fagocitica [31].

El uso de microesferas fluorescentes también ha permitido caracterizar los procesos de
fagocitosis de diferentes grupos celulares bajo diferentes condiciones, ademas la
descripcion del papel de algunas proteinas en procesos fagociticos, por ejemplo, la
capacidad fagocitica de fibroblastos LM (una linea celular transformada con alta
capacidad endocitica) se ve disminuida cuando la composicion lipidica de la membrana
celular es alterada [32]; se han obtenido diferencias significativas en la cantidad de
células fluorescentes (evaluado por citometria) después de recubrir microesferas
fluorescentes con la vimentina completa y vimentina clivada y exponerlas a las células
durante una hora a 37°C, lo que permitié concluir que la proteina vimentina procesada
incrementa la capacidad de quimiotaxis y de fagocitosis en células THP-1 [33]. Con el
uso de perlas o microesferas fluorescentes también se ha descrito el papel de las

integrinas en la regulacién de la fagocitosis del colageno en fibroblastos humanos [34].
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1.2.3 Infeccion de células no fagociticas

Anteriormente se expuso la fagocitosis como uno de los procesos de internalizacion
celular de patdgenos, y es el caso también de la Salmonella en células dendriticas y
macrofagos [35] o de la Shigela en enterocitos [36], sin embargo es sabido que ciertos
patégenos logran entrar y vivir en otros tipos de células, su ingreso se da por procesos
no fagociticos, generalmente mediados por receptores. Por ejemplo los parasitos como
Plasmodiun falciparum invaden glébulos rojos y hepatocitos [12], o el meningococo
Neisseria meningitidis invade células epiteliales y endoteliales [13]. También se ha
demostrado que especies de género Mycobacterium, en los cuales se concentra ésta
revision ingresan no solo a macréfagos sino a células epiteliales, M. smegmatis que es
no patdgena no solo ingresa sino que adquiere un fenotipo patogénico en ellas, a pesar
qgue logra ser degradada en determinado tiempo [37, 38]; M. leprae infecta células
epiteliales, musculares y células de Schwann (neurolemocitos) [39]; asi mismo M.
tuberculosis y otras especies del complejo M. tuberculosis ingresan a células epiteliales,
las toman de hospedero continuando su replicacion [40-42].

Los métodos usados en la deteccion de la infeccion con bacterias o micobacterias en
células no fagociticas son generalmente el método de UFC mencionado brevemente para
estudios de fagocitosis, y en algunos casos con verificacion por diferentes técnicas de
microscopia. Se hace evidente una vez mas, que la cuantificacibn de bacterias
intracelulares es indispensable para estudio de procesos infecciosos, ho sélo en
procesos fagociticos sino en sistemas no fagociticos y que la cuantificacion por UFC es

la técnica de cuantificacion adoptada y aceptada en todo el mundo.

1.2.4 Cuantificacidén de bacteria intracelular por UFC

El primer reporte que se tiene de M. tuberculosis intracelular en células epiteliales fue
publicado en 1955 [43] infectando celulas Hela (la primera linea celular de cultivo en
laboratorio). Brevemente la metodologia consitié en un cultivo de células Hela realizado
en HBSS suplementado con suero de caballo o humano, las cuales fueron infectadas por
una supension de Mycobacterium tuberculosis H37Rv realizada por pipeteo fuerte y de la
cual se sembraron 50pL para conteo en medio agar sangre con el fin de determinar la

cantidad de bacteria que se habia puesto. Las células infectadas se dejaron en cultivo
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por algunos dias y luego se fijaron con formalina 10% para analisis en microscopio
haciendo uso de una tinciéon que incluye fushina, acido alcohol y colorante de Gimsea. La
metodologia, que parece sencilla sirvio de base e inspiracion para estudios posteriores
gue dieron lugar al planteamiento de una metodologia mas elaborada, la metodologia de
conteo de micobacterias intracelulares por UFC, que generalmente se soporta en

tecnicas de microscopia.

Un estudio realizado en 1985 perseguia la evaluacion de un plasmido de Yersinia
pseudotuberculosis insertado en E-coli K12 en su posibilidad de habilitar las bacterias
para que puedan invadir celulas epiteliales Hep-2, describe detalladamente la técnica de
conteo por UFC, en el estudio se incubaron 8 x 10° células por pozo en cajas de 24
pozos permitiendo su adherencia, luego se infectaron con 6 x 107 bacterias transfectadas
durante 3 horas a 36°C. Para eliminar las bacterias extracelulares se hicieron 10 lavados
con PBS estéril y un trataminto con gentamicina, un aminoglucosido que puede entrar a
las células de mamiferos y del cual discutieron que no resultaba ser muy efectivo contra
las bacterias modificadas. Después del tratamiento antibiético, las células fueron lisadas
con Triton X-100 al 1% en agua desionizada y se sembraron en agar, una réplica del
experimento fue realizada sustituyendo la lisis celular por fijacion con glutaraldehido 2% y
preparacion para visualizacion en microscopio electronico [44]. Este procedimiento
describe lo que se puede decir una “metodologia final” ya que no ha sufrido variaciones

importantes hasta nuestros dias.

Algunos autores cambian el uso de PBS 1X por HBSS (Hank's Balanced Salt Solution) y
realizan mas o menos numero de lavados, también varian las soluciones usadas para la
lisis celular; se utiliza frecuentemente Triton 100X, SDS [27] y agua destilada o
desionizada [23]. Los antibiéticos usados varian de acuerdo al patégeno en estudio, por
ejemplo para M. tuberculosis se suele utilizar una concentracion de 20ug/mL de
amikacina y se deja en incubacién por 2 horas, se hacen algunos lavados y las
micobacterias intracelulares se siembran en medio de cultivo 7H10 suplementado con
OADC [41, 45]. El conteo de colonias de M. tuberculosis puede realizarse a partir de los
20 dias de cultivo, teniendo en cuenta su lento crecimiento, si no hay problemas de

contaminaciéon o deshidratacion del medio.
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1.2.5 Preparacion de Mycobacterium y seleccion de MOls

Uno de los factores de virulencia de M. tuberculosis y que es caracteristico de las
micobacterias es la formacion de agregados, sobre todo en medios de cultivo, los cuales
se convierten en un problema ya que dificultan la entrada a las células blanco en estudios
in vitro, por lo que es importante garantizar que la bacteria que se pone para infectar las
células esté completamente disgregada. Ademas se procura garantizar una multiplicidad
de infeccion (MOI) 6ptima para determinados estudios, que sea real en el momento de la

infeccién, y con el que se mantengan viables las células blanco.

El cultivo de las micobacterias se hace generalmente en medio Middlebrook 7H9
suplementado con acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa (OADC) al que se le
adiciona glicerol y en algunos casos Tween 20 que ayuda a disgregar los agregados de
micobacteria, ayudado por el hecho que el cultivo se hace en agitacion constante.

Si el crecimiento se hace en medio sélido resulta mucho mas dificil disgregar las colonias
compactas y secas caracteristicas de las micobacterias, en este caso el medio utilizado
generalmente es Middlebrook 7H10 suplementado con OADC y se han reportado tres
procedimientos para disgregar las micobacterias: 1. Paso de una suspension de pellet
micobacteriano a través de agujas de un calibre muy pequefio por 5 0 6 veces, se han
usado de calibre 26 2 [13, 25] y calibres 26 y 25 usando jeringas de tuberculina [46, 47],
en ocasiones el paso se hace después de la infeccion para tener un conteo uniforme de
UFC.; 2. Agitacion rapida en un agitador de hélice (Overhead stirrer) en frio para evitar
aglutinacion y posterior paso por una membrana de 0,8um que garantiza el predominio
de bacterias solas en controles realizados por tincion de Ziehl Neelsen [48] ; 3. Uso de
sonicacion suave durante cortos periodos de tiempo por ejemplo 30W durante 5 minutos
[38, 49].

Por otra parte, existen estudios que involucran varios MOIs, pero generalmente se ve el
uso de un MOI de 1:10 (10 bacterias por célula blanco) con el que se ha confirmado que
se mantiene la viabilidad celular después de los periodos de infeccion [23]. Se reportan
también MOlIs inferiores de 1: 1y 1:5 en reporte con UFC [50], y mayores, como 1:50; el
maximo MOI reportado es de 1:100 y se encuentra referenciado en varios articulos

generalmente asociado a aquellos que preparan muestras para microscopia, sin reportar
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citotoxicidad asociada al MOI [38, 51]. Los MOIs son generalmente confirmados por
siembra en cajas de agar y conteo de UFC o por medida de la densidad Optica posterior
a la disgregacion de bacterias.

1.2.6 Métodos de cuantificacion de bacteria intracelular que

incluyen marcacion fluorescente

Existen diferentes metodologias que han sido desarrolladas con el fin de acelerar el
proceso de cuantificaciéon intracelular de patégenos, haciendo uso de las ventajas que
ofrecen los fluoréforos, en términos de sensibilidad y las opciones que presentan equipos
desarrollados para detecciéon y analisis de los mismos. A continuaciéon se describen
brevemente los métodos, se analizan sus ventajas y desventajas y se enumeran en el
orden cronolégico en que fueron propuestas (tabla 1-2); es de resaltar que en
practicamente todos los estudios se utiliza el método de conteo de UFC cdmo patron de

comparacion, para estandarizar metodologias y confirmar resultados.

1.2.7 Tinciones para deteccién de bacterias acido alcohol

resistentes

Aunque las técnicas de coloracion para la deteccion de bacterias acido alcohol existentes
fueron propuestas en 1882 como método diagnoéstico [3], fue mucho tiempo después que
fueron utilizadas para deteccion, cuantificacion e incluso diferenciacion de micobacterias
intra y extracelulares. En la metodologia propuesta en 2001 por Strahl y colaboradores
[52] se infectan protozoos de la especie Tetrahymena pyriformis con diferentes cepas de
micobacterias con el fin de evaluar fagocitosis y crecimiento intracelular. Los protozoos
fueron cultivados inicialmente en medio ATCC broth 357, colectados por centrifugacion y
contados por camara de Petroff-Hauser, se infectaron en MOIls de 1:10, 1:1 y 10:1; y
como la fagocitosis ocurre muy rapido, las muestras de protozoos se centrifugaron
inmediatamente después de adicionar las micobacterias, se lavaron 2 veces para
remover la mayoria de micobacterias  extracelulares; se prepararon extendidos en
laminas de vidrio y se realizaron tinciones de Ziehl Neelsen y de O-Rodamina B
siguiendo procedimientos estandar. Las ldminas se observaron en un microscopio Zeiss
Axiophot (Lex 545nm y Lem 610nm). Los autores argumentan que cambiando el plano focal

en la visualizacién del protozoo de las tinciones con rodamina, es posible determinar qué
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bacterias estan adentro y cuales unidas fuera de la célula, ellos analizaron de 50 a 100

protozoos sin observar agregados extracelulares de mas de 15 micobacterias.

Las técnicas de deteccion Ziehl Neelsen y Auramina-O fueron modificadas y empleadas
en 2012 para mejorar la deteccion de M. tuberculosis en fluido cerebroespinal en
muestras de pacientes [53]. En la técnica, las muestras son fijadas con p-formaldehido
4% en vez de calor sobre las laminas y luego de secadas son permeabilizadas con
TritdnX-100 al 0,3% durante 30 min. La tincion de Ziehl Neelsen se desarrolla segun el
procedimiento convencional y sugerencia de la casa comercial pero utilizando &cido-
alcohol en solucién de tritbn y dejando actuar al azul de metileno durante 5min. La
observacion en microscopio mostré micobacterias en el 100% de las muestras de
pacientes comparado con una sensibilidad de deteccién del 27,6% para una tincion
estdndar. La tincion de las muestras permeabilizadas con Auramina-O se realizé como
sugiere la casa comercial y posteriormente, para delimitar la membrana, se usé una
inmunomarcacion fluorescente con diferentes anticuerpos: Ratdn anti-CD11b, ratén anti-
ED1, conejo anti-CD3 y raton anti-CD20 reconocidos por anticuerpos dirigidos contra
inmunoglobulinas de ratén y conejo biotinados que dan marcacion fluorescente con un
conjugado de estreptavidina. La marcacion fluorescente confirmé que la técnica Ziehl
Neelsen modificada permite la tincién, diferenciacién y cuantificacion de micobacterias

intracelulares con alta sensibilidad.

1.2.7.1 Técnicas que incluyen anticuerpos

La primera metodologia en microscopio utilizando anticuerpos fluoromarcados fue
disefiada en 1985 [54], a pesar que ha tenido algunas modificaciones de acuerdo con el
patégeno, las células en estudio y también con la introduccion de nuevos fluoréforos, el

principio sigue siendo el mismo.

El protocolo de invasiéon se realiza como se mencioné para conteo con UFC pero para
cuantificar bacterias intracelulares se hace la marcacion selectiva de éstas con
anticuerpos fluoromarcados. En ésta metodologia, después de infectar las células, se
hacen lavados con un buffer salino para retirar el exceso de bacterias extracelulares y se
realiza la marcacion selectiva con anticuerpos marcados, primero se adiciona un

anticuerpo primario que reconoce las bacterias extracelulares (ya que estos no pueden
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ingresar a la célula), luego se hacen lavados para retirar el anticuerpo que no se une y
finalmente éste es reconocido por un anticuerpo secundario que estd marcado con algun
fluordforo, generalmente isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC-Rojo). Después de
la incubacion, el anticuerpo secundario que no se une se retira haciendo lavados;
posteriormente se permeabiliza la membrana celular con metanol o alguna solucion
detergente, y se continla con el marcaje con anticuerpos como se describe para
bacterias extracelulares, pero ésta vez se utiliza un anticuerpo secundario que se
encuentra marcado con otro fluoréforo que emite en diferente region del espectro

(isotiocianato de fluoresceina (FITC)-Verde).

Al final, las bacterias extracelulares se tifien mayoritariamente con TRITC mientras que
las intracelulares son fluoromarcadas Unicamente con FITC. Las bacterias son

cuantificadas visualmente en microscopio de fluorescencia.

1.2.7.2 Cuantificacion en microscopio por tincion FBA

Las siglas FBA hacen mencién a la utilizacién de FITC, biotina y avidina para la tincion en
la deteccion de bacterias intracelulares que sigue la metodologia planteada por Agerer et
al. en el afio 2004 [55]. En el ensayo se utilizaron células transfectadas 293T
(fibroblastos de ratébn) que son células adherentes y se infectaron con diferentes
bacterias (N. gonorrhoeae NS11-B2.1 y NS11-B2.1, Staphylococus carbonosus, S.

aurius) previamente fluoromarcadas.

La marcacion se hace resuspendiendo las bacterias en una solucién de FITC 0.4mg/mL
en un buffer de fosfatos (PBS) e incubando durante 15 minutos a 4°C, luego se adiciona
una misma cantidad de solucién de biotina 0.3mg/mL y se deja por otros 30 minutos, se
hicieron lavados y se obtuvo la bacteria biotinada y marcada con FITC. Para la infeccion
se pusieron 40 bacterias por célula y se incubaron durante dos horas, pasado este
tiempo se fijaron las muestras con paraformaldehido 4% en PBS, se lavaron tres veces y
se incuba con solucién de blogqueo 5% (10% Suero fetal bovino (SFB) en PBS). La
bacteria extracelular se tifie posteriormente con estreptavidina Alexa-647 (que reacciona
con la biotina). Finalmente para visualizar el citoesqueleto de las células, posterior a una

permeabilizacion de 5 minutos con buffer permeabilizante (PBS con SFB 10% y saponina
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0.2%) se hace una tincion con Alexa Fluor-546 durante 30 minutos. Las muestras se

observan en un microscopio de escaneo laser confocal LSM 510.

1.2.7.3 Cuantificacion de bacteria intracelular por citometria de flujo

El citbmetro de flujo se puede describir brevemente como un equipo que utiliza principios
fisicos de difraccion y reflexion de la luz para detectar células con diferentes
caracteristicas de tamafio y complejidad, estd equipado con un laser y un set de
detectores que permiten reconocer diferentes fluoréforos presentes en la muestra a
estudiar. El tamafo celular es determinado por la luz reflejada al interactuar con la
superficie celular, y la complejidad celular es medida por la difraccién de la luz que
atraviesa la célula, haciendo referencia a la cantidad de organulos que interfieren en el

paso de la luz [56].

En 2006, Pils y colaboradores siguieron el protocolo de tincibn FBA descrito
anteriormente; pero ésta vez planearon paralelamente un protocolo que incluye el uso de
citometro de flujo para la cuantificacion de Neisseria gonorrhoeae [57]. En el proceso
algunas modificaciones fueron necesarias para posibilitar el conteo en el citbmetro: 1.
Las bacterias fueron marcadas uUnicamente con succimidil- éster de carboxifluoresceina
(CFSE) y posteriormente incubadas con las células en proporcién 20:1 durante dos
horas, 2. Las células infectadas se desprendieron de la caja por tratamiento con tripsina y
se lavaron dos veces con PBS 1%. 3. Las células infectadas se re suspendieron en 1mL
de buffer de flujo (SFB 1% en PBS), y 4. Para discriminar las bacterias intracelulares de
las extracelulares se adicioné azul de tripan (concentracion final = 0.2%) inmediatamente
antes de la lectura para desactivar la fluorescencia de la bacteria extracelular, el azul de
tripan no puede ingresar a las células viables que contienen bacterias en su interior pero
si puede rodear las bacterias que estan en el exterior absorbiendo la luz emitida por
éstas, por lo tanto se argumenta que el equipo recibira sefial Gnicamente de las bacterias

intracelulares.

En el estudio se leyeron 10000 células por muestra en la seleccion de canal FL1 que
corresponde al fluoréforo CFSE, en un citbmetro FACS Calibur (Becton Dickinson). La
técnica fue posteriormente modificada y evaluada exitosamente para conteo de M.
tuberculosis [10, 49, 58].



20

intra y extra celular en ensayos de

1a

5n de bacter

Iricacion

luyen fluoréforos

o2ndo oidossoloiw us g uesigeN
‘uoIdsIEp nep o ) A 14a1Z EPEIUIPOW uQRUIL
S Ua [N a1uslsixe |OY0J[E OPIJE LoauUL 5197 UED '0LS NS T GOISTIIUE sajuaed ap ZL0Z War
U0 JE|N|8BIKS £ ELJUI BLSIE] JaA 8)iLlad ’ ’ A g eunweiny seualsisal | euidsacigasen | sisomasgm o |
ousnbad 0JWNU UN B EDEJLWI| UDIDEIWIUEND |EJ0JUOD J8SE| 08UEISS ap 01d0IS0UIIW Us 18, 1B J8 usyD
- - |0YO3J[E OPIDE Ugiaul| opini4
ELSIEGOIIW 0
ouBIWLPED 8p adwal oyany| REq 086 LIDn o
ap sapepIun ap uolnoelep eled a|gisuas Anyy| olpaw ua SEIU0|0D 8P OUBIWIPAID Jod UgIIaalag
OPENLWI| ESaNW 8P 0UEWE] "ofesua| "SOPEAE| 8P S8JUSUELLA] 0 SEPUSYDE ‘0USP |eaoyuod Jasse||  D9-nuy -ussls uobaiQ
ap sodway opueb.e|e sodienague ezyn|  ueise anb seuspeg sejanbugsip spand 85| osuedse ap QLS WS SS19Z oidodsouiw ua 1an| 4 uiplojieyd gpg-1on|4-BXB )Y
ERNERE PEEREE] ( )
E SEpLBUDE SEUSJIE] UCD 0jf SEPRDaUI| 8D EUI EIDUSIENQ 0AESUS |8 SJUEIND SEINED wugsy & [:147] mm, m_.w_.u_.__zmu 2002
SEIN|33 0|05 'BIN|S2 BPED UEJDAU] anb SE| 8P PEPIIGEIA 8P ojualwinbas “seiniea|wugsoy B eINlo8| £ 21geln 81D olny ap eawoND| -8/g)  LO0BOLYH INY-2400 om_w_‘_w___m_u_u_mu ELELIN LT ‘uoaul
SELSPE] 8P PEPIUED 1830U03 apand as op ap apuUelb BISaNW BUN 8P UDIIEILNUEND aoid BUSgSIaN pUE S300.31Y
“sajuaueLwal s04n 080l L5150 8P [EWIBPIDE Jeia UsIg
SEPLBUPE SE|N|3D 8P PEPHUED BPNP U EPAND ‘(uyBnQoz) BUDILEIUSS BPETIELWISIUI BELSEE ElUOURIED
apUEID BNSANL
RLIEREI] s04n 08juod eled Jebe ua
BUN 3P BIM3| U3 EINIF2 EPE) UE3ul anb anb seuspEq ap pEPHUED J800uU0d apand ag| eigials A 9| EUlLOdES UOD SIS |EJ0} ELAIE ON
SELSPE] 8P PEPIUED 1820U02 spand 35 o HSPE 8P PERY P 5 quisis & % Eul IS (B0} ELISpEG
|EJ0JUOD J8SSE| JroExsy—upneldans snsouie)
“8JUBLUEBAIENIUEND OU [0]UDD OLUOD BSN 85 “JB|N|SIELE A BAUI BLRIDE] JBIDUAIBNG
08UEJS3 8P (1.5 ST SS187 oidoosomiw ua Jep|  + ugoig-O-SHN-OUNS 166z snoooooifydels
EENES] U0JE] 8D UOLQLIE snaine S00Z 'SdOM
"UEJIaJuI 8nb SELIE] OU ap apuelb BISaNW BUN 3P UDIIEIWIUEND (3540)1as8lipuIunans | ap soysejqouqry | SM22000MAydels | 1ele siid
£ SEpEI8JUI SBINE2 8P BIJAIE UOIDELLIOII B JEIN|BIELXS A ENUI EUSIEQ JEBUSIAND I %e 0=1D| -u@asalonpiogled (9)-5 ae30.U0u0B Y
uedu) ap |nZe ap uoian|os ua olny ap BLBWOND
ENJSeN 100 500203014 0020}01d 100 [E00} OUE[D [@ Ug DIqLUED NB0EJoIos
ap ousnbad cJawnu un Jez)eue apand ag Jod Je|njadelxa f BQUl SEUSDEG BROUAIBNA EUILLEINY winuaeqoadpy .So_roa_wwb_:._
JOpBAISSQO olselod ap ojeuebuewlad uoo “EUILUEROUY S8jugisIsal siuLojuid EXLT == _mEmEE_.Em
|ap apuadap sale|n|aoelxs A BIU| SEUSIER ap 0SN |2 BJAS BIOUSDSaIONY 8P opojaf| 91SERU0D BIDUSDSaIoN] 8p 01d00S0IIW Us 13y, [04OAIE OPRE LOPULL eusLAYeRa ] WnNuB1BgoIAl pUE .
JEIN|3JENXS 8P EAUI SELSIE] 504N 2P 0polaLW S04N 0803 A QLHJ Ua wnine palddy e
Iejaualap eled odwal 8p UQISIBAU] EYY |8 U0J UQIIUR 8P UDIIE|31I00 BUSNJUS 85| BIQWSIS SOS UOD SIS '0200IGIUE OJUSILLEIEI] ON winua1egoIdy 12 |Uens
‘sodiana-fjue ap osnlod s0js0d SaIB|N|3IENUI SELRE] wnias 9| sIpQuBjua
U@ ojusWalul 8 ofesus ap sodwan sobieq E Uapuodsallod 8pianiojod ap Seplua) seusoeg| nggel-jue jeob pajeae-oLid Bl[BUOWIES
GB6L
S08UALS SEpUAYPE UBJUSNIUS as anb Se| B Uap wnias 96| 1ggel d &0 8ddosss Nor aeuey
S0pE)NSal JEp apand OJUAILIPOLOIA] ap 0SN |8 EJAR BIDUBISAIONY 8P opoja fuodsalod apiaa f ofol 10102 ap seplua) seuseg| -ngueleol pajagel-oLlidL e0aH BIIf0I0JB)UE A sine 4
opunbas eled sa|gluodsip UgIUN 8P SOIS JEInjaoELKE [ UBWasssH
soyanw alep anb sodiana Que ap uolun Bun 1 BIUI BUBIEG BJUSWEIEP JERUAIANC B[aU33Ea10NY 30 01d0IS0IIIW US I8 lauuos el[afiyg
selejuansaq selejuap 03jU0d ap opoIay (s)osoy0i0n|4 se|ned eusloeg ajusndg

7

i6n que inc

Tabla 1-2 Métodos de cuant
fecc

1. Estado del arte

In




1. Estado del arte 21

Se ha reportado ademas una nueva propuesta basada en citometria de flujo para la
cuantificacion de células epiteliales de carciroma cervical ME180 (HTB-33) infectadas
con Neisseria gonorrhoeae [59]. En el estudio la cepa FA1090 de Neisseria gonorrhoeae
fue modificada por estrategia de reemplazo de genes para que expresaran un gen
reportero de una [ lactamasa (proteina de fusion (Bla) con el -dominio B proteasa de
IgA) (seleccién con penicilina). Las células ME180 fueron infectadas con un MOI 1:10
de bacterias modificadas por incubacion durante 6 horas, se lavaron para retirar el
exceso de bacterias extracelulares y se suspendieron en una solucion 0,25uM de
sustrato acetilado de B lactamasa CCF2-AM (cephalosporin core linking 7-
hydroxycoumarin to fluorescein - Lex 409nm) durante aproximadamente una hora; en ese
tiempo el sustrato ingresa a la célula y es procesado por las esterasas de células viables
dejando como producto el CCF2 (Verde fluorescente- Lex 520nm ), que es reconocido
por la B lactamasa de las bacterias liberando las cumarinas (Azul fluorescente- Lex
450nm). La distincién entre lo intra y lo extracelular corresponde a cada uno de los
diferentes longitudes de onda emitidas, y es evidente en microscopia confocal de
fluorescencia; se puede hacer un analisis cuantitativo muy acertado aunque con el
inconveniente del tamafio de la muestra. Las muestras también fueron analizadas en un
citometro CyAn ADP (Dako Cytomation, Fort Collins, CO); fue posible cuantificar la
cantidad de células que estaban infectadas, cuantas tenian bacterias adheridas
(extracelulares) y cuantas estaban infectadas y tenian bacteria adherida sin embargo por
éste método no se puede conocer el nimero de bacterias. No se ha reportado ésta

metodologia ni modificaciones de la misma con micobacterias.

1.2.7.4 Expresion de proteinas fluorescentes

Sin lugar a dudas, el descubrimiento de la proteina verde fluorescente que hizo
merecedores del Premio Nobel en quimica a sus investigadores en 2008 [60] ha
revolucionado el estudio de interacciones hospedero-patdgeno [61, 62], por ende esta
presente en el desarrollo y aplicacion de técnicas de cuantificacion de infeccion celular, y
por lo tanto ha sustituido en gran parte el uso de fluoréforos proveyendo una variedad de
ventajas. Algunas aplicaciones en la cuantificacion y diferenciacion de bacteria intra y

extra celular con esta técnica son mencionados a continuacion.
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En un estudio de fagocitosis de M. smegmatis, las células THP-1 fueron modificadas en
su membrana [24], la micobacteria se dejé fagocitar en macréfagos durante 2 horas a
37°C y 5%CO;, se hizo control de invasion por UFC usando gentamicina para inactivar
bacteria extracelular; también se realiz6 un control de entrada de la micobacteria a la
célula por microscopia de fluorescencia. Para ello la M. smegmatis fue transformada por
electroporacion del plasmido pMSP12::dsRed2 para la expresion de la proteina roja
fluorescente dsRed2 siguiendo metodologias reportadas en tres trabajos anteriores [25,
26, 63]; los nucleos de los macrofagos se tifieron con DAPI, se fijaron en p-formaldehido
4% para ser visualizadas en un microscopio Zeiss LSM 510 Meta confocal.

En otro estudié que incluye ensayos de invasion celular, se pudo determinar que la cepa
virulenta de M. tuberculosis H37Rv inhibe la maduracion fenotipica y funcional de
monocitos a células dendriticas. En el estudio se trabajé con la M. tuberculosis H37Rv
gue expresa GFP, las células dendriticas fueron generadas a partir de monocitos
extraidos de células polimorfonucleares (PBMCs) de pacientes, y fueron infectadas en un
MOI 3, las células infectadas no solamente fueron cuantificadas sino que fueron
separadas de las que no, por citometria de flujo para continuaciébn con ensayos de
caracterizacién celular. Se entiende que no es necesaria una diferenciacion entre lo intra
y extracelular ya que en un MOI tan bajito y con un periodo de incubacién de 2 dias,
todas las bacterias estan internalizadas en las células, aunque no todas las células son
infectadas [64].

Otro ejemplo mas reciente es el estudio in vivo con M. marinum, S. aureus y P.
aeruginosa que expresan constitutivamente proteinas fluorescentes GFP, Wasabi 6
tdTomato para visualizacién en evaluacion de procesos de infeccion en pez cebra y
ratones, en el estudio es posible determinar las diferencias en el proceso de infeccion de
una cepa nativa, y cepas modificadas que pueden ser deficientes en lipidos asociados a
dimicoceroserato de tiocerol (PDIM) o en glicolipidos fendlicos, encontrando que PDIM es
esencial como factor de virulencia. Las muestras fueron evaluadas en un microscopio

confocal [65].

La evaluacion de genes en relacién a su regulacion dentro de las células hospederas

también ha sido posible gracias a la utilizacion de vectores de expresion de proteinas
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fluorescentes en ensayos de invasion celular; por ejemplo, en un estudio realizado en
2007 [66] empleando el plasmido pLL192 se disefiaron vectores promotores para
expresion de 6 proteinas de M. tuberculosis combinados con los genes reporteros GFP
(hsp60) y kan de resistencia a kanamicina, que fueron obtenidos en E-coli y
electroporados en M. Bovis BCG y en M. tuberculosis. Macréfagos alveolares de ratén
de la linea celular J744 fueron infectados con un MOI de 1:4 con las bacterias
transfectadas durante 2 horas, se hicieron lavados para retirar la bacteria extracelular y
de dejaron en incubacién 24-48 horas mas en medio con kanamicina para matar las
bacterias extracelulares remanentes o adheridas a la superficie. Las células fueron
lisadas con una solucién de SDS y se sembré una alicuota en medio Middlebrook 7H10
con antibiéticos para conteo de UFC. El andlisis de las bacterias por citometria de flujo
mostré mayor fluorescencia en aquellas que las proteinas se ven sobre expresadas al
estar sometida a estrés en el interior de los macréfagos, considerandose éstos como
genes de respuesta adaptativa de la micobacteria, el gen mceAl es uno de ellos. Otros
genes identificados por expresion de la proteina GFP han sido también evaluados en
infeccidén de diferentes lineas celulares y algunos se han determinado como factores de

virulencia [67-69]

1.2.8 Fluorescenciay mecanismos de desactivacion de

fluoroforos

La fluorescencia es un proceso de fotoemision que ocurre durante la relajacion de un
estado electronico excitado de moléculas poli atbmicas conocidas como fluoréforos, en
los cuales la emisiobn de fotones involucra transiciones electronicas entre estados
electrénicos y vibracionales [70]. La figura 1-2 muestra un diagrama de Jablonski que
representa los procesos que sufre una molécula asociados a la irradiacién con luz:
Absorcion fotonica y excitacion del estado fundamental (SO) a un nivel energético
electronico superior de singlete (S1) y/o triplete (T1), y recuperacion del estado
fundamental SO a través de diferentes mecanismos que involucran emision de
fluorescencia o fosforescencia. En éste se sefiala con lineas horizontales consecutivas

los estados vibracionales y a mayor distancia los estados electrénicos.
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Después de la excitacion, en cuestion de femtosegundos (1x10-°s) a picosegundos
(1x10-'%s) la molécula es relajada al nivel vibracional mas bajo del estado electrénico
excitado donde permanece algunos nanosegundos (1x10-'?s) provocando el
desplazamiento de Stoke (“Stokeshift” que se refiere al aumento de la longitud de onda
del fotén emitido en relacion a la radiacion de excitacion) asi la fluorescencia tiene lugar
en el decaimiento de éste estado electronico excitado a cualquier nivel vibracional del
estado basal de energia, siempre y cuando no se dé un cruce electrénico entre sistemas
que produciria fosforescencia [70].

En la figura 1-2 también se indican el decaimiento radiante (Flechas rojas continuas) y
no radiante (Flechas rojas punteadas). S1 y S2 son estados energéticos de singlete de

mayor energiay T1 es el estado de triplete de menor energia.

Figura 1-2 Diagrama de Jablonski de la excitacién de un fluoréforo. Modificado de [70]
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En la figura 1-2 se presentan algunos de los factores que afectan la fluorescencia
contribuyendo desde diferentes mecanismos al decaimiento no radiante: 1.Conversion
interna, que hace referencia a la conversion de energia electrénica a energia vibracional
provocada generalmente por aumento de la temperatura; 2. Conversion externa, por la

cual el fluoréforo pierde energia debido a las colisiones con otras moléculas en la
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solucién y donde se da el fenbmeno de transferencia de energia de resonancia de
fluorescencia (FRET) [71] 3. El cruce entre sistemas, que es un fenébmeno no tan comun
de la mecanica cuéntica que describe la relajacion de estado excitado de singlete a un
estado de triplete de menor energia [70]. Los fendmenos de conversion interna y externa
han sido utilizados para alterar las longitudes de onda de emisién de un fluoréforo al
ponerlo en contacto con otras moléculas como por ejemplo el indicador de fluorescencia
Potassium-Binding benzo Furan Isophthalate (PBFI) que emite con mayor intensidad y a
una longitud de onda diferente al formar complejos con K*, Ca™, Mg** y Na* [72], o para
desactivar totalmente la fluorescencia inespecifica en diferentes ensayos como por
ejemplo con el uso de azul de tripdn o azul de metileno en cuantificacién de bacteria

intracelular por citometria de flujo [49, 57].

En la literatura se reportan diferentes fluor6foros y estrategias que han sido usadas para
la desactivacion selectiva de los mismos; a continuacién se describen estudios recientes
relacionados con los fluoréforos fluoresceina de sodio, Naranja de acridina (NA) vy

Rodamina B.

Fluoresceina de sodio: La fluoresceina y sus derivados han sido ampliamente usados
desde hace mas de 50 afios, uno de los usos en bioquimica con gran relevancia es el de
control de la viabilidad utilizando di-acetato de fluoresceina (DAF) que se considera un
fluoréforo latente ya que en la forma di-acetilada no es fluorescente, al ser reconocido
por una esterasa presente en células viables es hidrolizada quedando la forma de la
fluoresceina libre [73], por lo tanto las células viables seran fluorescentes. Otros estudios
qgue involucran derivados de fluoresceina con sistema latente son el desactivador
sintético DABCYL 3’ unido a fluoresceina 5 util para el foto control de actividad
enzimtica y en ensayos genéticos para control especifico de hibridacion utiles en
técnicas de RT-PCR ultra sensibles [74], en el mismo enfoque de sistemas de encendido
y apagado se han sintetizado diferentes desactivadores de la fluorescencia cuyos
complejos desactivantes de fluoresceina son activados por reconocimiento de RNA [75] o

de un tag de histidinas [76].

El pH es un factor determinante en la fluorescencia de la fluoresceina de sodio, a pH

bésicos se tiene el maximo valor de fluorescencia y a pH acido la fluorescencia es



1. Estado del arte 26

desactivada completamente [77], la interferencia del pH fue descrita en ensayos de
fagocitosis donde utilizan un anticuerpo acoplado al derivado FITC para cuantificacién
por citometria de flujo [78]. Interacciones del fluoréforo con iodo (I)) también han sido
denominadas como desactivantes y su mecanismo de acciéon ha sido descrito como
decaimiento del estado de triplete de excitaciobn causado por acople de carga (efecto
dipolo) [79].

Naranja de acridina: Sin duda alguna, el uso mas conocido del NA es como marcador
fluorescente de DNA y RNA en técnicas de biologia molecular y por ende también ha
sido utilizado en la marcacion fluorescente de microorganismos. En la descripcion de la
fluorescencia en los complejos con esas biomoléculas se dice que hay un
desplazamiento de los maximos de excitacion emision del NA de 491/ 537nm (en
soluciéon) a 502/ 527nm (NA-DNA) respectivamente, se dice que puede haber

desactivacion de la fluorescencia por colisiones normales entre el NA y el ADN [80].

Unos de los primeros desactivadores de fluorescencia descritos para el NA son la
trietilamina, la N-N dimetilalanina, nitrobenceno vy tetracianoetileno, las constantes de la
forma cati6nica y béasica se encuentran descritas desde 1966 [81], el mecanismo de
desactivacion fue descrito por formacion de complejos en un estudio donde se evalla
también la capacidad de desactivacion de la fluorescencia del NA difenilamina, 2-
naptilamina y N,N- dimetilamilina en soluciones de SDS [82]; el SDS también ha sido
demostrado como un agente desactivador de la fluorescencia por si solo; cuando se
pone en contacto con una solucién del NA, siempre y cuando se use a concentraciones
muy bajas (menos de 1x10-3 M), se considera que el mecanismo de atenuacion
corresponde a la induccién de la formacién de dimeros de NA y que a mayores
concentraciones de SDS es posible restablecerse el monémero y por ende hay
restablecimiento de la fluorescencia [83]. Otros compuestos quimicos han sido descritos
como atenuadores del NA, ente ellos se encuentra el oxigeno (O.), compuestos tioles y
ascorbato, radiosensibilizadores de nitro arilo, antibiéticos como la adriamicina y la

mitomicina ; y la cafeina [84].

Rodamina B: Ademas de su uso en tincién de micobacterias, la rodamina B ha sido

usada en medicion de resistencia a antibiéticos por parte de células cancerigenas [85].
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Los mecanismos de desactivacion de la fluorescencia descritos para la rodamina son
generalmente por colision y FRET (fluorescence resonance energy transfer), se han
descrito algunos compuestos como desactivadores de la fluorescencia, por ejemplo el 1,
3, 5, 7 ciclooctatetraeno que induce también la conversion de energia interna [86] , el
grafeno del cual se ha definido una transferencia de electrones de la rodamina 6G al
grafeno [87], en el presente afio se hizo la sintesis de siete desactivadores de la
fluorescencia de tipo antraquinonas y derivados de dipirrometano con mecanismos de

desactivacion también por FRET, la mayoria son solubles en dimetilformamida (DMF).

1.2.9 Fluorimetria y el fluorometro multicanal

Los fluorémetros son instrumentos de medida de la fluorescencia muy similares a los
fotbmetros en su funcionamiento y generalmente se diferencian de los espectro
fluorometros en que en lugar de tener selectores de longitud de onda para absorcion y
emision, éstos vienen equipados con filtros especificos que permiten impactar la muestra
con una longitud de onda determinada y recibir informacién de emisién a otra longitud de
onda fija, en la figura 1-3 se muestra un esquema general de un equipo de medicién de

fluorescencia.

Figura 1-3 Esquema general de un fluorémetro (tomado de [88])
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La muestra es puesta generalmente en una celda de vidrio o silice en medio de los dos
filtros, uno para recibir luz monocromatica que corresponde al maximo de absorcién de la
muestra y otro que recibird los fotones emitidos por la muestra dejando pasar aquellos
gue son caracteristicos de la misma. La lampara, que generalmente es de mercurio,
emite luz a diferentes longitudes de onda, ésta choca con filtros de interferencia o de

absorcion generando el haz monocromaético.

Debido a que la fluorescencia es una sefial de baja intensidad, después de pasar el filtro
secundario es necesario el uso de un tubo fotomultiplicador que es un transductor muy
sensible y por lo tanto muy utilizado en equipos de fotoluminiscencia [88]. En
fluorémetros multicanal es posible utilizar cajas de cultivo celular que dan la posibilidad
de depositar hasta 96 muestras en una misma lectura ya que cuenta con un sistema
mecano- eléctrico que ubica cada una de las muestras justo en medio de los dos filtros,

el sistema fue disefiado y es muy utilizado para estudios bioquimicos.

Los datos obtenidos de una muestra son expresados en términos de unidades de
fluorescencia y la sefial obtenida es dependiente de la concentracién del fluoréforo
(Similar a la ley de Lambert Beer). Por esta razén, la fluorometria es utilizada para
cuantificacién y es considerada como uno de los métodos mas sensibles que existen
donde una muestra problema puede ser conocida haciendo uso de una curva de
calibracion, por extrapolacion en la ecuacion de la recta obtenida. La figura 1-4 muestra
un ejemplo de aplicacion de fluorometria a la cuantificacion de ADN en la cual todas las
muestras incluyendo las de analisis son preparadas siguiendo el mismo procedimiento; y

para la curva se adicionan concentraciones conocidas de ADN.

Sin embargo, en fluorescencia es importante reconocer que la intensidad de
fluorescencia es proporcional a la concentracién sélo en un rango limitado de densidades
Opticas y que hay factores que desvian la ley de Lambert Beer que interfieren también en
la fluorimetria y son la siguientes: 1. Las muestras biologicas frecuentemente son turbias
debido a presencia de macromoléculas o agregados que dispersan la luz, el fenébmeno se
puede apreciar facilmente cuando se disminuye o se trabaja en longitudes de onda bajas
ya que suele aumentar la absorcion de fondo (background) 2. Cuando hay alta densidad

Optica en la muestra, la emision fluorescente puede no llegar al detector al ser capturada
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por especies absorbentes, que en muchos casos puede ser el mismo fluoréforo, a este
efecto se le conoce también como filtrado interno (inner filtering) y se presenta cuando se
trabajan concentraciones muy altas de fluoroforo [71].

Figura 1-4 Grafica contenida en el inserto del producto que muestra una curva de
calibracion para determinacion de ADN con el DNA Quantitation Kit- Fluorescence Assay
(SIGMA-ALDRICH)

300 +
z y=05409x+ 10046
: Eﬁ'ﬂ" . -
; -
200 + .
E =
] .
5 150 + .
L o0+ ...
2 .
5 50+ W
& !1
] t ¥ |
1] 200 400 GO
ngimi DNA

1.3 Conclusiones

La fagocitosis es un proceso muy importante en el control inmunoldgico de patégenos,
por ésta raz6n ha sido ampliamente estudiada en patégenos intracelulares como
Leishmania, Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Brucella spp, los estudios
se han realizado con células U937 y THP-1 en su mayoria y algunos han incluido el uso

de microesferas fluorescentes para la comprension del proceso de fagocitosis.

La cuantificacién de bacterias es indispensable en el estudio de procesos infecciosos
bacterianos, que pueden ser fagociticos y no fagociticos, para lo cual la técnica mas
empleada alrededor del mundo es la de conteo de unidades formadoras de colonia UFC

en cajas de medio de cultivo sélido.



1. Estado del arte 30

La desagregacion de las micobacterias y la multiplicidad de infeccion (MOI) son factores
importantes para que se den los procesos de infeccion in vitro, entre los métodos usados
para éste fin se encuentran el paso de suspensiones micobacterianas por agujas de
calibre muy pequefio haciendo uso de jeringas, agitadores de hélice y sonicacion suave.
Los MOI varian desde 1 hasta 100 micobacterias por célula pero se prefiere la
proporcion 10 a 1.

Los métodos de cuantificacion empleados para micobacterias intracelulares son
microscopia con tincién diferencial ZN, microscopia de fluorescencia usando anticuerpos,

fluoroforos o GFP; la técnica de conteo de UFC y citometria de flujo.

La Fluoresceina de sodio, la Rodamina B y el NA son fluoréforos ampliamente utilizados
en bioquimica y bilogia molecular, en la actualidad se han disefiado atenuadores de la
fluorescencia para obtener sistemas de encendido y apagado sobre todo de la
fluoresceina. Algunas alaninas y el SDS han sido descritos como desactivadores del NA

y el grafeno y algunas antraquinonas desactivan la Rodamina B.

El amplio uso de fluoréforos en técnicas de cuantificacion de micobacterias intracelulares,
las aplicaciones particulares de la fluoresceina de sodio, el NA y la Rodamina B y la
relacion lineal entre fluorescencia y concentracion a concentraciones bajas de fluor6foro
sugieren que es posible una técnica de cuantificacion de micobacterias intracelulares por

fluorimetria multicanal.
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2. Disefio del método fluorimétrico: Ensayos
preliminares con microesferas fluorescentes
YG

La metodologia propuesta en el disefio de un método fluorométrico que pueda ser
aplicado al estudio de Mycobacterium tuberculosis es producto del andlisis contenido en
el estado del arte presentado en el capitulo 1, y fue planteado tomando en consideracién
las posibilidades de infraestructura y acceso a reactivos y materiales de la los
laboratorios de la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia- FIDIC donde se

desarrollé este trabajo.

Teniendo en cuenta que los fluorbmetros multicanal, al igual que los fotobmetros o los
lectores de Elisa son muy utilizados en lectura de muestras totalmente solubles, y que en
un ensayo con micobacterias se tiene una suspensién de particulas grandes compuestas
de células con bacterias o agregados de bacterias en una solucion acuosa, se realizaron
pruebas preliminares con microesferas fluorescentes Fluoresbrite® YG de 1,0um que
pueden en cierta manera simular la situacion mencionada (particulas grandes
fluorescentes en suspension), con la ventaja de no ser patdégenos, y con las que se
evaluaron una serie de pardmetros que fueron considerados en la cuantificacion de

micobacterias y que se describen a continuacioén.

2.1 Materiales y métodos

Todos los ensayos preliminares con microesferas fluorescentes YG (hem441nm /[ Xex
486nm) fueron realizados en un fluorémetro Fluoroskan Ascent™ provisto por la FIDIC, el
cual dispone de dos pares de filtros con longitudes de excitacion y emision de 485/538nm

y 355/460nm. Para los ensayos se utilizé la primera pareja de filtros que arrojé mayor
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namero de URF con las microesferas. Las células utilizadas en todos los ensayos fueron

monocitos alveolares derivados a macréfagos U937, que son fagociticas.

2.1.1 Evaluacion del background del ensayo

Se evaluaron los pardmetros de interferencia que se pueden tener en un ensayo de

infeccién celular con el fin de definir la sefial base de la técnica fluorimétrica.

Interferencia del pozo vecino: En el trabajo en fluorobmetros multicanal se utiliza
generalmente cajas de pozos oscuros, sin embargo no se dispone de estas cajas
estériles requeridas para el trabajo con cultivo celular, por lo tanto es necesario
determinar si existe alguna interferencia de pozo vecino cuando se emplean cajas
transparentes y cuanta interferencia puede presentarse para ser tenido en cuenta en
andlisis futuros, para ello se pusieron microesferas en tres concentraciones 4,55 x107,
3,03 x107y 1,52x10" microesferas por pozo, cada una con sus respectivos triplicados y
se distribuy6 en la caja como se muestra en la figura 2-1, los pozos restantes se llenaron
con 200pL de PBS 1X. Se realiz6 la lectura de fluorescencia y se determind
estadisticamente el aporte significativo de fluorescencia a los pozos que no tienen
microesferas fluorescentes. Todos los datos fueron analizados y procesados en hojas de

calculo de Microsoft Excel.

Background del ensayo: Teniendo en cuenta que es posible que las células tengan un
grado de fluorescencia por la presencia de tript6fano en secuencias proteicas propias de
su estructura, que podria interferir y ser considerada como fluorescencia inespecifica en
un ensayo infeccion celular o estudios de fagocitosis con microesferas fluorescentes, se
determiné el promedio de fluorescencia y la desviacion estandar de los rangos de valores
en unidades de fluorescencia correspondiente al sistema de 5 x10° células en 200uL de
PBS 1X que corresponde a un blanco verdadero del ensayo, se hizo la lectura de una
caja de 96 pozos, es decir de 96 blancos simulando una lectura real de ensayo. Los

datos fueron procesados y analizados en una hoja de célculo de Microsoft Excel.
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Figura 2-1 Determinaciéon del efecto del pozo vecino de la fluorometria en cajas
transparentes de 96 pozos
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2.1.2 Determinacién de los limites de deteccion y de

cuantificacion de microesferas fluorescentes YG

El limite de deteccién de microesferas en el equipo Fluoroskan Ascent™ de la FIDIC fue
evaluada poniendo diferentes concentraciones de microesferas YG por pozo, por
triplicado en diluciones sucesivas con factor de diluciéon de 2 (Fd=2) partiendo de 1x10°
microesferas por pozo, que corresponderia a un MOI de 10 para un millon de células que
es el maximo que se puede manipular en ensayos celulares por el consumo de reactivos
y volumen de trabajo y de la muestra, o a un MOI de 200 para 5x10* células que es la
cantidad minima de células que se adhieren llenando la totalidad del pozo de una caja de

96 pozos.

La cantidad minima de microesferas que es detectada por el equipo, que supere
diferencialmente los valores obtenidos como background segun la ecuacion Vs + 3sg (Vs
es el promedio de la lectura de blancos y SB es la desviacion estandar de los blancos)
sera la cantidad correspondiente al limite de deteccién, y el limite de cuantificacion fue
obtenido segun Vs + 10sg [89]. Los datos fueron procesados y analizados en una hoja de

calculo de Microsoft Excel.
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2.1.3 Cuantificacién de microesferas fagocitadas

Los ensayos de cuantificacion de microesferas fagocitadas que busca evaluar la
posibilidad de deteccién de esferas internalizadas en las células y diferenciaciéon de
grupos celulares con distintas cantidades de microesferas fagocitadas se llevaron a cabo
en cajas de 96 pozos. En cada pozo se pusieron 5x10% células U937 y se incubaron
toda la noche a 37°C con 5% CO. para permitir su adhesion. Posteriormente se retird el
medio sobrenadante y se adicionaron cantidades crecientes de microesferas que
corresponden a la relaciones células: microesferas de 1:5, 1:10, 1:20, 1:40, 1:60, 1:80, 1:
100, por sextuplicado de cada uno. Se incubaron durante 2 horas a 37°C con 5% CO2
en las cuales se llevé a cabo la fagocitosis. Pasado éste tiempo se realizaron tres
lavados con 200pL de PBS 1X haciendo uso de una micro-pipeta multicanal para eliminar
las microesferas que no fueron fagocitadas en un triplicado, el otro se deja sin lavar como
curva de calibracion para la cuantificacion de microesferas, de esta manera se garantiza
que la pérdida de la fluorescencia por temperatura o por colisién con otras microesferas o

células en el tiempo de incubacion sea el mismo, en el ensayo y en la curva de analisis.

Se realizaron pruebas también en cajas de 24 pozos con cantidades superiores de
células (2,5 x10°).

2.2 Resultados y andlisis
2.2.1 Background del ensayo

Blanco de PBS 1X: Al hacer la lectura de los 96 blancos de PBS se obtuvieron los

resultados mostrados en la tabla 2-1

Interferencia del pozo vecino En la Tabla 2-2 se muestran los resultados obtenidos en
la evaluacion de la interferencia del pozo vecino, se calcularon los promedios y las
desviaciones estandar por columna de los resultados obtenidos para PBS 1X que rodea
las microesferas, los célculos sefialados con el color segun la concentracion de
microesferas corresponde al promedio de los 6 datos obtenidos de los pozos que rodean

(pozos inmediatamente superiores e inferiores) a los que contienen las microesferas.
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Tabla 2-1 Resultados de la evaluacién de PBS 1X como blanco para ensayos con
microesferas fluorescentes, Fluoroskan Ascent™ Xem538nm / Xex485nm.

1

2

3

4 5 6

7

8

9

10

11

12

0,1601
0,1514
0,1370
0,1379
0,1383
0,1364
0,1403
0,1430

I OTMTMmMmOOwW>»

0,1482
0,1458
0,1531
0,1512
0,1511
0,1587
0,1499
0,1615

0,1558
0,1470
0,1457
0,3467
0,1370
0,1469
0,1398
0,1399

0,1520 0,1626 0,1347
0,1336 0,1405 0,1291
0,1557 0,1358 0,1280
0,1439 0,1359 0,1312
0,1404 0,1370 0,1343
0,1550 0,1384 0,1647
0,1381 0,1350 0,1359
0,1490 0,1400 0,1355

0,1552
0,1435
0,1636
0,1401
0,1356
0,1458
0,1317
0,1349

0,1582
0,1472
0,1507
0,1546
0,1444
0,1534
0,1345
0,1648

0,1475
0,1447
0,1663
0,1628
0,1334
0,1461
0,1348
0,1387

0,1448
0,1362
0,1586
0,1535
0,1372
0,1432
0,1333
0,1416

0,1407
0,1357
0,1681
0,1570
0,1380
0,1682
0,1386
0,1603

0,1371
0,1320
0,1443
0,1398
0,1327
0,1340
0,1356
0,1383

Promedio 0,1468

Desviacién estandar

0,0230

Tabla 2-2 Resultados de la evaluacion de la interferencia del pozo vecino, Fluoroskan
Ascent™ Xem538nm / Xex485nm.

1

2

3

4 5 6

7

8

9

10

11

12

0,1512
0,1399
0,1452
0,1376
0,1402
0,1496
0,1423
0,1470

I OTMMmMOO m >

0,1671
0,1601
0,1689
0,1554
0,1559
0,1661
0,1515
0,1607

0,1547
0,1663
0,1728
0,1574
0,1607
0,1639
0,1442
0,1518

0,1392 0,1566 0,1589 0,1433 0,1535

01635 | SOONGANSODNUSISEO0] ©. 1462

0,1733 0,1570 0,1685 0,1708 0,1487

0,1624 [HSISIOONSEMOOONTIRS00] o.1526

0,1643 0,1596 0,1644
0,1772 29,6500 28,6600
0,1509 0,1417 0,1396
0,1527 0,1533 0,1512

0,1441
0,0049

n Xn

0,1607
0,0063

0,1590
0,009

0,1604 0,1592 0,1628
0,0124 0,0099 0,0061

0,1562
30,2200
0,1482
0,2177

0,1543
0,1498
0,1437
0,1820

0,1496
0,1622
0,1712
0,1683
0,1584
0,1872
0,1414
0,1448

0,1505
0,1550
0,1586
0,1611
0,1564
0,1525
0,1460
0,1580

0,1607
0,1604
0,1623
0,1448
0,1559
0,1465
0,1384
0,1564

0,1406
0,1421
0,1414
0,1371
0,1470
0,1457
0,1472
0,1458

0,1516
0,0087

0,1539
0,0119

0,1604
0,0152

0,1548
0,0049

0,1532
0,0088

0,1434
0,0036

Tomando en cuenta el limite de deteccién calculado a partir de los datos reportados en la

tabla 2-1 para PBS 1X de la siguiente manera:

Limite de deteccién PBS 1X=0,1468 + 3(0,0230) = 0,2158

Se puede decir que no hay diferencias significativas entre los datos obtenidos para los

blancos que rodean los pozos de alta concentracion de microesferas fluorescentes con

los obtenidos de los blancos (tabla 2-1) que pueda ser considerado como interferencia ya

gue como se muestra en la Tabla 2-2 ningun promedio por columna ni de los datos de los
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pozos inmediatamente continuos a las microesferas alcanza el valor del limite de
deteccidon y se comporta mas bien como el promedio de los blancos obtenido a partir de
la lectura de 96 blancos independientes reportados en la tabla 2-1.

Background del ensayo. Al hacer la lectura de los 96 blancos de células U937+ PBS 1X
se obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 2-3. El promedio obtenido se
encuentran aproximadamente una desviacion estandar por debajo a los reportados para
el PBS 1X lo que sugiere que a las longitudes de onda de andlisis no hay interferencia en
un aumento de fluorescencia aportada por las células. Los limites de deteccion y
cuantificacion a partir del blanco del ensayo son discutidos en el numeral 2.2.2.

Tabla 2-3 Resultados de la evaluacién de 5x10* células en PBS 1X coémo blanco para
ensayos con microesferas fluorescentes, Fluoroskan Ascent™ Xem538nm / Xex485nm.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,1343 0,1283 0,1262 0,1204 0,1305 0,1686 0,1271 0,1302 0,1243 0,1320 0,1247 0,1329
0,1246 0,1200 0,1247 0,1194 0,1249 0,1514 0,1250 0,1254 0,1250 0,1278 0,1275 0,1547
0,1252 0,1258 0,1230 0,1266 0,1217 0,1427 0,1277 0,1238 0,1270 0,1220 0,1371 0,1275
0,1273 0,1228 0,1252 0,1216 0,1202 0,1219 0,1213 0,1247 0,1201 0,1763 0,1245 0,1298
0,1231 0,1277 0,1221 0,1238 0,1201 0,1213 0,1199 0,1218 0,1242 0,1266 0,1298 0,1292
0,1262 0,1253 0,1216 0,1259 0,1217 0,1284 0,1241 0,1231 0,1255 0,1273 0,1300 0,1312
0,1274 0,1248 0,1235 0,1209 0,1198 0,1256 0,1186 0,1230 0,1267 0,1248 0,1260 0,1361
0,1287 0,1269 0,2643 0,1227 0,1249 0,1251 0,1252 0,1301 0,1231 0,1332 0,1300 0,1294

I GG T mooOw>

‘ Promedio 0,1287 Desviaciéon estandar 0,0165

2.2.2 Limite de deteccion y cuantificacion de microesferas

El célculo del limite de deteccidn y cuantificacion (Q) se hizo de la siguiente manera a

partir de los datos presentados en la Tabla 2-3

Limite de deteccién BLANCO= 0,1287 + 3(0,0165) = 0,1780
Limite de cuantificacion BLANCO= 0,1287 + 10(0,0165) = 0,2940

Los resultados obtenidos para la curva de microesferas en el rango de trabajo para
ensayos de internalizaciéon se presentan en la figura 2-2. La grafica del total de los datos

(superior derecha) muestra una tendencia lineal con un factor de correlacién de 0,99 para
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su regresion lineal, para ampliar la tendencia de la recta en cantidades menores a 5x10°
de microesferas, se hizo la gréfica correspondiente a los valores inferiores y que se
muestran en la tabla de la figura en color azul. EIl limite de deteccion corresponde a
aproximadamente 10.000 microesferas (flecha azul) y el de cuantificacion a
aproximadamente 200.000 microesferas (flecha roja) lo que sugiere que en un ensayo
con 50.000 células cada una debe internalizar por lo menos 4 microesferas para poder
tener un dato valido de X (Unidades relativas de fluorescencia, URF) en el limite de
cuantificacion, es decir, que puede ser necesaria una cantidad mayor de células para el
ensayo. En la figura es evidente también que las desviaciones estandar (S) aumentan a

medida que aumenta el numero de microesferas.

Figura 2-2 Determinacion del limite de deteccién y de cuantificacion de microesferas
fluorescentes
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2.2.3 Cuantificacion de microesferas fagocitadas caja de 96

pP0oZzos

El ensayo de microesferas fagocitadas fue realizado en cajas de 96 pozos con 5x10*
células adheridas por pozo, conociendo la probabilidad de fagocitosis de hasta 16
microesferas por célula segun reporte del fabricante [90] La curva de concentraciones
obtenidas se presenta en la figura 2-3, corresponde a una linea con un excelente indice
de correlacion de 0,9995

Figura 2-3 Curva de concentraciones de microesferas fluorescentes sobre células U937
en PBS 1X en caja de 96 pozos

MICROESFERAS/ 6 -
POZO URF S 5
5000000 4,9657 0,0585 A
4000000 3,9080 0,1043 i
3000000 3,0063 0,0552 L 37
2
2000000 2,0923 0,0566 ] y = 9E-07x + 0,1669
1000000 1,0727 0,0553 1 4 R? = 0,9995
500000 0,6324 0,0169 0 . . . . .
250000 0,4435 0,0225 0,E+00 1,E+06 2E+06 3E+06 4,E+06 5E+06
0 0,1734 0,0011 MICROESFERAS / POZO

La ecuacién de la recta mostrada en la figura 2-3 fue utilizada para medir la cantidad de
perlas que habian entrado a las células despejando en la ecuacion los datos obtenidos
de fluorescencia. En la Tabla 2-4 se reportan los promedios de lectura después de los
lavados de las células en relacién a las microesferas que se pusieron inicialmente, el MOI

al que corresponde y el calculo de microesferas fagocitadas:

Perlas fagocitadas(X)= (URF -0,1669)/9x10”’

Desafortunadamente los valores de fluorescencia son muy bajos y pasan con dificultad el
limite de deteccion (sefialado con flecha azul), ademés se ubican entre los valores dados
para 0 y la primera concentracion de microesferas lo que no es deseable en la confianza
de los datos que puedan ser obtenidos a partir de alli, se prefiere que los datos se

ubiquen hacia el centro de la linea de regresion lineal. Sin embargo es evidente un
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incremento de la fluorescencia y por ende de la cantidad de microesferas fagocitadas

haciendo posible diferenciar cuantitativamente un ensayo de otro para los MOI 40 a 100.

La caja de ensayo fue observada en el microscopio Optico posterior a la lectura y se ven
células desprendidas (muertas) a las tres concentraciones mas altas. Definitivamente es
necesario trabajar con un mayor numero de células y mantener un MOl menor a 60

microesferas por célula.

Tabla 2-4 Cuantificacion de microesferas fagocitadas — 96 pozos

Microesferas MOl Microesferas fagocitadas
/ pozo © URF S  (URF-0,1669)/9E-07
L 5000000 100 0,3076 0,0446 157370
4000000 80 0,2628 0,0179 107593
3000000 60 0,2282 0,0388 69111
—> 2000000 40 0,2078 0,0137 46407
1000000 20 0,1802 0,0137 15741
500000 10 0,1529 0,0119 -14556
250000 5 0,1828 0,0162 18611
0 0 0,1507 0,0038 -16963

2.2.4 Cuantificacion de microesferas fagocitadas en caja de 24

pPoZzos

Se adhirieron 2,5x10° células por pozo, se hizo el calculo del limite de deteccién y
cuantificacion del sistema células PBS1X. El equipo hace 37 lecturas por pozo cubriendo
el area superficial de éste; los datos obtenidos se registran en el anexo A, un ejemplo se

muestra en la tabla 2-7.

La Tabla 2-5 muestra la suma de los resultados por pozo para la evaluacion de
background con especificaciones de limite de deteccién y cuantificacion calculado como

se describi6 para caja de 98 pozos.
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Tabla 2-5 Determinacion de los limites de lectura en cajas de 24 pozos

1 2 3 4 5 6
A 59352 59714 59977 5,8699 5,9602 6,0353
B 5,8872 15,8886 5,7925 15,8773 5,8209 5,9060
C 59102 15,8243 15,8731 5,7967 5,8997 5,9859
D 5,9253 15,9307 15,9038 5,9150 5,8457 15,9996
Promedio 5,9063
Desviacién estandar 0,0645
Limite de deteccion 6,0999
Limite de cuantificacion 6,5514

Se adicionaron los MOI correspondientes como se especifica en la Tabla 2-6 y se dejé en
incubacién durante 2 horas para que las células fagocitaran las microesferas, pasado ése
tiempo se hizo la lectura en el fluorbmetro y se obtuvieron los datos para la curva de

concentraciones con la que se obtuvo la ecuacion de la recta mostrada en la figura 2-4

Figura 2-4 Curva de concentraciones de microesferas fluorescentes sobre células U937
en PBS 1X en caja de 24 pozos.

Microesferas/
pozo
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4000000 204122 00142 |3 ., | R? = 0,9951
2000000 11,9889  0,0828
1000000 9.0743  0,0433 0 : : :
500000 7,6354  0,0947 0.E+00 3,E+06 6,E+06 9,E+06

0 57701  0,0771 MICROESFERAS / POZO

Después de hacer lavados para retirar las microesferas que quedan sin fagocitar se
hicieron los célculos para determinar el nUmero de microesferas fagocitadas. Los datos
se presentan en la Tabla 2-5. La cantidad de microesferas fagocitadas por pozo que
corresponden al limite de deteccién aproximado es de 47000, resultado de poner 1x10°
microesferas (flecha azul) y el de cuantificaciéon es 200.000, resultado de poner 2x10° de
microesferas (flecha roja). Los datos obtenidos en URF para microesferas fagocitadas

guedan mejor distribuidos en relaciéon a la curva de concentraciones de microesferas y
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los valores son validos cuantitativamente. Con una mayor cantidad de células es posible

trabajar un MOI que no sea letal para las células.

Tabla 2-6 Cuantificacion de microesferas fagocitadas- 24 pozos

=

Microesferas/ Microesferas fagocitadas
pozo MOl URF S (URF-0,6006)/3E-06
10000000 40 10,9702 0,3106 1654722
8000000 32 9,6502 0,1941 1214744
6000000 24 8,6442 0,4523 879389
4000000 16 7,8507 0,1583 614900
2000000 8 6,6077 0,0779 200567
1000000 4 6,1492 0,0581 47722
500000 2 5,8917 0,1034 -38111
0 0 5,6827 0,0587 -107767

Sin embargo hay algunos aspectos de los resultados obtenidos por pozo en las cajas de

24 pozos que se deben considerar:

® | os valores obtenidos para 0 y 50.000 microesferas estan significativamente por

debajo de los obtenidos en la caja control del background quiza debido a que en la

sumatoria de los 37 datos por pozo no se tiene en cuenta las desviaciones dadas de

entre éstos.

Tabla 2-7 Ejemplo de lectura en pozo de caja de 24 para un blanco de células PBS 1X

0,1485 0,1475 0,1459
0,1515 0,1588 0,1605 0,1573 0,1549
0,1456 0,1571 0,1652 0,1641 0,1618 0,1588 0,1498
0,1515 0,1668 0,1644 0,1652 0,1624 0,1596 0,1561
0,1499 0,1546 0,1569 0,1589 0,1588 0,1585 0,1536
0,1513 0,1501 0,1522 0,1534 0,152
0,1485 0,1493 0,1491
Promedio 0,1554
Desviacién estandar 0,0059
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® Los valores negativos en cantidad de microesferas calculadas a partir de la ecuacion
de la recta corresponden a que el punto de corte con el eje y en la curva de
concentraciones de microesferas es mayor al blanco obtenido en esa lectura, lo que
no se espera es que ese valor supere el valor del limite de deteccién, y esta

ocurriendo.

® | os valores de URF obtenidos por cada lectura de las 37 que se hace en cada pozo
son muy similares a los obtenidos en 96 pozos cuando se trabaja con 5x10* células
como se muestra en la Tabla 2-6 y dan como resultado también muy bajos valores de
URF.

= Si se procesan los datos teniendo en cuenta el promedio o la mediana de cada pozo
en vez de la sumatoria de los datos por pozo, se obtienen los resultados de limite de
deteccién y cuantificacion como se muestran en las tablas 2-8 y 2-9.

Tabla 2-8 Reporte de la mediana por pozo en cajas de 24 pozos y calculo de los limites
de deteccién y cuantificacion

1 2 3 4 5 6
A 0,1602 0,1608 0,1624 0,1584 0,1609 0,1627
B 0,1587 0,1584 0,1552 0,1595 0,1568 0,1601
Cc 0,159 0,1569 0,1581 0,1558 0,1598 0,1610
D 0,1609 0,1601 0,1594 0,1594 10,1585 0,1610
Promedio 0,1594
Desviacién estandar 0,0019
Limite de deteccion 0,1650
Limite de cuantificacién 0,1782

Tabla 2-9 Reporte del promedio por pozo en cajas de 24 pozos y calculo de los limites de
deteccién y cuantificacion

1 2 3 4 5 6
A 0,1604 0,1614 0,1621 0,1586 0,1611 0,1631
B 0,1604 0,1614 0,1621 0,1586 0,1611 0,1631
c 0,1597 0,574 0,1587 0,1567 0,1595 0,1618
D 0,1604 0,1614 0,1621 0,1586 0,1611 0,1631

Promedio 0,1606
Desviaciéon estandar 0,0018
Limite de deteccidn 0,1659

Limite de cuantificacion 0,1783
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» La cantidad de microesferas fagocitadas por pozo que corresponden al limite de
deteccién aproximado es de 47000 después de poner un 1x10® microesferas (flecha
azul) y el de cuantificacion es 200.000 luego de poner 2x10° microesferas (flecha roja)
como se obtuvo para el caso de andlisis de la suma de los resultados (tablas 2-10 y 2-
11) segun las ecuaciones de la regresion lineal dadas:

A partir de la media del pozo: y=9E-08x + 0,1618 con R2=0,9944
A partir del promedio del pozo: y=9E-08x + 0,1623 con R2= 10,9951

Tabla 2-10 Calculo de microesferas fagocitadas por pozo en cajas de 24 a partir de la
mediana de los datos por pozo

i Microesferas fagocitadas
Microesferas/pozo MOI URE S (URF-0,1618)/9E-08

10000000 40 0,2969 0,0130 1501111
8000000 32 0,2624 0,0083 1118148
6000000 24 0,2350 0,0119 813704
4000000 16 0,2165 0,0058 608148

j:; 2000000 8 0,1798 0,0084 199630

1000000 4 0,1660 0,0052 47037
500000 2 0,1589 0,0122 -32593

0 0 0,1533 0,0043 -94074

Tabla 2-11 Céalculo de microesferas fagocitadas por pozo en cajas de 24 a partir del
promedio de los datos por pozo

. Microesferas fagocitadas
Microesferas/pozo MOl URF S (URF-0,1623)/9E-08

10000000 40 0,2965 0,0084 1491011
8000000 32 0,2608 0,0052 1094635
6000000 24 0,2336 0,0122 792513

z 4000000 16 0,2122 0,0043 554234
2000000 8 0,1786 0,0021 180961

1000000 4 0,1662 0,0016 43263
500000 2 0,1592 0,0028 -34064

0 0 0,1536 0,0016 -96817
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e Pero, a pesar que el numero de microesferas sea mucho mayor en cajas de 24 pozos
comparado con el de las cajas de 96 pozos, los valores de cada lectura por pozo
obtenidos se encuentran muy cerca del blanco de células y el limite de deteccion es
mucho mayor que en las cajas de 96 pozos.

e En cajas de 24 pozos se maneja un volumen muy grande de datos comparado con
cajas de 96 pozos, se propone trabajar las muestras en cajas de 24 pozos con 2,5x10

y desprender las células-microesferas para ser leidas en cajas de 96 pozos.

2.2.5 Microesferas en cajas de 96 pozos con 2,5x10° células
Se hizo la lectura de una caja de 96 pozos con 2,5x10° células por pozo en PBS 1X sin
adherir para evaluar si se cambian los limites de deteccién y cuantificacién con respecto

a 5 x10* células adheridas. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 2-5.

Figura 2-5 Evaluacién de los limites de detecciéon y cuantificacion para 2,5x10° células
re-suspendidas en cajas de 96 pozos
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Es evidente que los valores del background no son significativamente superiores para
2,5x10° células con relacion a los presentados en la figura 2-2 5 x10* células, y que
guiados por esa misma figura se podria decir que los limites de deteccién cambian de
10.000 microesferas (flecha azul) a 40.000, pero el limite de cuantificacién en cajas de
96 pozos es aproximadamente 200.000 microesferas (flecha roja) independiente del

namero de células con que se trabaje. Los limites estan indicados en la figura 2-5 con
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las flechas roja y azul segun corresponde. Se puede deducir que con éste sistema es
posible detectar y cuantificar microesferas fagocitadas hasta del orden de una

microesfera por célula.

2.3 Conclusioén

Es posible cuantificar microesferas fagocitadas a partir de 200000 microesferas por pozo,
por esta razbn es necesario trabajar con un niumero de células superior, los resultados
obtenidos sugieren que los ensayos se realicen en cajas de 24 pozos que permiten la
adhesion de hasta 2,5x10° células por pozo y para facilitar el proceso de andlisis y
mantener los limites de deteccién y cuantificacion, las células sean desprendidas y

puestas en cajas de 96 pozos.
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3. Marcacion fluorescente de

Mycobacterium smegmatis

Para el desarrollo y estandarizacion del método fluorométrico se propuso la evaluacién
de tres fluoréforos reconocidos y utilizados en marcacioén de micobacterias: 1. Naranja de
acridina (NA) utilizado como colorante catidnico selectivo para los acidos nucleicos [91],
anteriormente evaluado andlisis por citometria de flujo [49] , 2. fluoresceina de sodio de
union a proteinas de citosol y cuyos derivados han sido utilizados para evaluacién de
viabilidad celular de micobacterias [92, 93]; y 3. rodamina B de union a acidos micélicos
de la envoltura celular micobacteriana [94] que ha sido ampliamente reportada en
tinciones de muestras fijadas en lamina y en estudios enfocados en el reconocimiento de
micobacterias generalmente en muestras de pacientes. Se propone que el proceso de
estandarizacion del fluoromarcaje se haga con M. smegmatis (no patogénica, de rapido
crecimiento) como modelo con el fin de reducir la manipulacién del patégeno M.
tuberculosis H37Rv. Los fluoréforos, equipos y cepas micobacterianas, asi como todas
las condiciones de bioseguridad requeridas para la manipulaciéon de micobacterias fueron
financiados y disponibles en la FIDIC. Se evaluaron concentraciones de los diferentes

fluoréforos, tiempos de incubacién, temperatura y viabilidad celular.

3.1 Materiales y métodos

3.1.1 Cultivo de M. smegmatis

M. smegmatis ATCC 14468 se cultivd a 37°C con agitacion constante en medio liquido
Middlebrook 7H9 y agar Middlebrook 7H10 (Difco), ambos suplementados con albumina,

dextrosa y catalasa (ADC). Se realizaron tinciones Ziehl Neelsen y Gram como control.

3.1.2 Fluoromarcaje de M. smegmatis
Se realizaron diferentes experimentos que permitieron disefiar una metodologia para la

necesaria estandarizacion del marcaje de las micobacterias en soluciones de Naranja de
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Acridina, fluoresceina de sodio y rodamina B, en busqueda de las concentraciones de los
fluoréforos y tiempos de incubacién Optimos para la marcacion teniendo en cuenta la
viabilidad de la micobacteria. Todas las soluciones fueron homogenizadas haciendo 4-5
pases por aguja de calibre 30 en jeringa de insulina.

Para la cuantificaciéon fluorométrica o por citometria de flujo, las micobacterias
fluromarcadas fueron centrifugadas durante 15min a 13000rpm, re suspendidas agitando
vigorosamente en 200uL de solucién de fijacién (p- formaldehido 4%, glutaraldehido
0,5% pH 7,2), finalmente incubadas a 4°C durante toda la noche. El volumen total fue
transferido a un pozo de cajas de 96 pozos y se hizo la lectura en los respectivos
fluorébmetros. Se defini6 la mejor concentracion de cada fluor6foro como la
concentracion donde se obtiene mayor viabilidad celular y mayor cantidad de
micobacteria fluoromarcada segun andlisis en citobmetro de flujo en un BD FACSCanto II.

Los tiempos necesarios para el fluoromarcaje también fueron optimizados.

Los procedimientos llevados a cabo para los diferentes fluoro6foros se especifican a

continuacion:

3.1.2.1 Fluoromarcaje con fluoresceina de sodio

Generalmente se usan derivados de fluoresceina de baja polaridad como el diacetato de
fluoresceina (FDA) [73], Isotiocianato de fluoresceina (FITC) [51, 95] y 6-
carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFDA/SE) [92] para tincién de
micobacterias, sin embargo se propone el uso de la sal sodica de fluoresceina debido a

gue su costo es significativamente inferior a sus derivados.

Se prepard un stock de fluoresceina de sodio a 1mg/mL en PBS 1X y se esterilizd por
microfiltracion a través de membranas de 0,2um. Se hicieron diluciones a 100ug/mL en
PBS 1X y se pusieron 1x10° UFC de M. smegmatis por tubo eppendorf de 1,5mL, se
dejaron en incubacion a temperatura ambiente y se evalud la tincion por coloracion verde
visible del pellet micobacteriano, se hicieron observaciones cada 6 horas, la tincion de la
micobacteria fue visible a partir de 48 horas de incubacion; al realizar los lavados para

retirar el fluoréforo sobrenadante, la micobacteria pierde visiblemente la coloracion
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entonces se propone hacer el mismo procedimiento pero en solucion de glicerol al 50%

en PBS 1X para intentar ayudar a la entrada del fluoroéforo con un ambiente hidrofébico.

El fluoromarcaje fue analizado por citometria de flujo después de 24 horas de incubacién
a temperatura ambiente de las muestras lavadas y fijadas en p-formaldehido-
glutaraldehido, se leyeron en citometro de flujo BD FACSCanto Il canal de fluorescencia
FITC.

3.1.2.2 Fluoromarcaje con naranja de acridina

La marcacion de la bacteria se hizo en 7 diluciones del fluoréforo (en PBS 1X) teniendo
en cuenta las condiciones de concentracion (3x10* %), tiempo (10 minutos) y
temperatura (37°C) reportadas para N.A [49]. Se ensayaron 3 concentraciones sucesivas
3 veces mayores y menores del valor de referencia del fluoré6foro manteniendo constante
la cantidad de bacteria (1x10® UFC/ mL) y el periodo de incubacién fue de 10 min a 37°C.
Se dejé un control de bacteria sin NA considerando la pérdida de material celular por
causa de las centrifugaciones y lavados, que fue tomado como referencia de viabilidad
celular.

Se hicieron lavados con PBS 1X con centrifugaciones de 10min a 13000 rpm y 4°C,
teniendo cuidado de descartar cada vez la totalidad del sobrenadante haciendo uso de
una micro pipeta hasta garantizar que no queda fluoréforo sobrenadante que pueda
interferir haciendo tincién de las células blanco. Se realizaron los lavados suficientes
para tener sobrenadantes translicidos, éstos fueron filtrados por membrana de 0,2um
para ser evaluados por fluorometria. Las lecturas de fluorescencia se realizaron en el
fluorémetro Fluoroskan Ascent™ Xem538nm / Xex 485nm para el NA, y se determiné la
cantidad de lavados suficientes para eliminar el fluor6foro completamente de los
sobrenadantes.

Los pellet de micobacterias marcadas fueron resuspendidos en PBS 1X a una
concentracion final de 100UFC /50uL partiendo de la concentracion inicial, calculando
pérdida de masa celular del 25% por lavados (demostrado por siembra de sobrenadantes
en 7H10-ADC). Se sembraron 50uL de cada una de las suspensiones micobacterianas
en medio 7H10 suplementado con ADC y se incubaron a 37°C. El conteo de colonias se

hizo a partir de los 4 dias. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.
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Se evaluaron diferentes tiempos de marcacién con el fin de optimizar la tincion, para ésta
se puso la misma cantidad de M. smegmatis (en tubos cénicos de 1,5mL con Ila
concentracion constante de fluoréforo que se determind como la mejor en el experimento
anterior en un volumen final de 1mL. Esta vez se llevaron a cabo incubaciones de 10, 20,
30, 40, 50 y 60 minutos a 37°C, se dejé un control sin marcar para comparar viabilidad.
Las muestras fueron sembradas en medio 7H10 y fijadas como se describe en el numeral

anterior.

3.1.2.3 Fluoromarcaje con Rodamina B

Se prepararon soluciones de Rodamina B en 55% Glicerol en agua destilada, con 1,19
Auramina, 0,56g Rodamina y 7,4mL de fenol 10% en un volumen final de 100mL y se
hicieron las siguientes variaciones: A. Solucion completa. B. Solucién sin fenol C.
Solucién sin Auramina, D. Solucién sin Auramina ni fenol con el fin de evaluar si es
posible una marcacion fluorescente sin el uso de fenol ni auramina que son compuestos
presentes en las soluciones usadas para tincion fluorescente de extendidos de

micobacterias.

Se hicieron tinciones de extendidos de M. smegmatis utilizando permanganato de potasio
como contraste siguiendo la metodologia descrita [96, 97], las muestras se vieron en un

microscopio de fluorescencia Olimpus bx51.

La solucion D fue usada en marcacién de micobacterias viables en diluciones con factor
de dilucién (Fd) de 1:0, 1:1, 1:2, 1:9 y 1:99 en agua destilada, se pusieron 1x10® UFC de
M. smegmatis en cada soluciéon y se incubaron a 37°C durante 40min. Se hicieron
lavados con PBS 1x, evaluacion de los sobrenadantes por fluorometria y se sembré en
medio Middlebrook 7H10 suplementado con ADC. Para estandarizar tiempos de
incubacion se llevaron a cabo incubaciones de 30, 60, 90, 120 y 150 minutos a 37°C. Las
muestras fueron leidas en fluorémetro multi- canal (Tecan Genios) y citometro de flujo BD

FACSCanto Il canal de fluorescencia PE.
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3.2 Resultados y analisis

La figura 3-1 muestra las poblaciones seleccionadas para los andlisis por citometria de
flujo correspondiente a M. smegmatis marcada con los diferentes fluor6foros, se leyeron
un total de 30000 eventos por muestra y se determinaron las condiciones de tiempo y
concentraciones de los fluoréforos para una buena marcacion, haciendo seguimiento en

citbmetro de flujo.

Figura 3-1 Poblaciones para andlisis en citometro de M.smegmatis marcada con
diferentes fluoréforos

Gate Fluoresceina Gate Naranja de acridina Gate Rodamina B

SSC-A

FSC-A

3.2.1 Fluoromarcaje con fluoresceina de sodio

El marcaje con diferentes concentraciones de fluoresceina de sodio fue mas exitoso al
utilizar una solucion de glicerol al 50% en PBS1X, los resultados se muestran en la figura
3-2. El recuadro correspondiente al porcentaje de micobacterias marcadas fue
seleccionado a partir de un control de micobacterias no marcadas como se muestra en la
figura y hay un porcentaje creciente de micobacterias fluoro-marcadas a medida que
aumenta la concentracion de fluoresceina, sin embargo no se logra un porcentaje
cercano al 100%. Fueron necesarios 3 lavados con PBS 1X para retirar el exceso de

fluoresceina hasta tener una solucion visiblemente translucida.

Se tomaron 600uL de los sobrenadantes micro-filtrados por membrana de 0,2um del

tltimo lavado previo a la fijacion de las micobacterias con el p-formaldehido y fueron
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distribuidos en 3 pozos en cajas de 96 pozos para cada concentracién y por bioseguridad
se adicionaron 100 pL de la solucion fijadora por pozo; en la lectura obtenida en el
fluorémetro Fluoroskan Ascent™ Xem538nm / Xex 485nm se obtuvieron los resultados
mostrados en la tabla 3-1. Los valores de fluorescencia obtenidos (URF) para los
sobrenadantes reflejan todavia la presencia del fluoréforo teniendo hasta 9 URF en la
méaxima concentraciébn ensayada, lo que sugiere que es necesario hacer uno o dos
lavados adicionales y que deben ser incrementados a medida que se aumente la
concentracion de fluoresceina para el marcaje si se quiere evaluar la posibilidad de un
marcaje del 100% de las micobacterias, lo que no resulta favorable en costos de tiempo
de ensayo, considerando que cada lavado adicional son por lo menos 15 minutos mas de

ensayo y que cada lavado involucra pérdida de masa micobacteriana.

Figura 3-2 Seguimiento por citometria de flujo del marcaje de M. smegmatis con
fluoresceina de sodio.

Sin Fluoresceina Fluoresceina 20ug/mL Fluoresceina 40ug/mL

RN
Marcadas fluoresceina (%)
40,6

Marcadas fluoresceina (%)
1,30

Marcadas fluoresceina (%)
0,29

Fluoresceina 60ug/mL Fluoresceina 80ug/mL Fluoresceina 100ug/mL

SSC-A

Marcadas fluoresceina (%)
4,34

arcadas fluoresceina (%)
474

Marcadas fluoresceina (%)
59,6
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En el conteo de colonias realizado para cada una de las concentraciones ensayadas, no
se observo pérdida de viabilidad debida a la concentracién de fluoresceina con relaciéon
al control ya que se obtienen valores aproximados de 2 o 3 UFC por caja de cultivo en
todos los casos. Teniendo en cuenta que se esperaba un conteo aproximado de 100
UFC por caja de cultivo, se puede pensar que el largo periodo de marcaje a temperatura

ambiente en un buffer sin nutrientes puede provocar la muerte de las micobacterias.

Tabla 3-1 Evaluacion de los sobrenadantes de fluoresceina posteriores a la marcaciéon a
diferentes concentraciones del fluor6foro

Fluoresceina URF medidas después de los ~ Promedio
Inicial lavados (URF) S
(ug/mL)

0 0,2234 0,2565 0,2760 0,2520 0,0266
20 0,4036 0,4242 0,3623 0,3967 0,0315
40 2,7220 3,5300 3,0130 3,0883 0,4092
60 0,5973 0,6311 0,4752 0,5679 0,0820
80 3,7180 5,3840 5,7530 4,9517 1,0842
100 9,0520 9,3090 9,6120 9,3243 0,2803

3.2.2 Fluoromarcaje con Naranja de Acridina

Los resultados obtenidos por citometria de flujo para el marcaje fluorescente con
soluciones a diferentes concentraciones (%p/p) de NA en un periodo de incubacién de 10
min a 37°C se muestran en la figura 3-3, los resultados obtenidos para 3x10“% coinciden
con los reportados anteriormente bajo las mismas condiciones [49], no hay marcacién a
concentraciones menores de 3x10%% y se tiene una marcacion del 95,4% cuando se usa

a la mayor concentracion ensayada.

Para la evaluacion de los sobrenadantes del ultimo lavado previo a la fijacion de las
micobacterias (se hicieron 3 lavados con 1,5mL), se tomaron 600uL y se micro-filtraron
por membrana de 0,2um, el volumen fue distribuido en 3 pozos en cajas de 96 pozos
para cada concentracion y por bioseguridad se adicionaron 100 pL de la solucién fijadora
por pozo; los resultados obtenidos del andlisis en el fluorometro son presentados en la

tabla 3-2; también se incluye la lectura en fluorometro de 100 uL que corresponden a la
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mitad del total de micobacterias marcadas en cada concentracién y las aproximaciones
de UFC obtenidas en las placas de medio Middlebrook 7H10, las cajas se llenaron
demasiado y fue dificil definir exactamente las colonias, sin embargo se hizo una
aproximacion con simbolos que permite evaluar la viabilidad dependiendo de la
concentracion de fluoréforo utilizado de la siguiente manera “+” representa una caja llena
pero con bordes de colonias bien definidos y algunos espacios; “++” caja llena pero con
bordes de colonias bien definidos y “+++” caja totalmente llena y se dificulta ver las
uniones entre colonias. No se considera citotoxica ninguna de las concentraciones

evaluadas.

Figura 3-3 Seguimiento por citometria de flujo del marcaje de M. smegmatis con Naranja
de acridina.
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Con el fin de optimizar el tiempo de marcacion utilizando una concentracion ligeramente
menor a la maxima ensayada que corresponde a una dilucion practica de 1/10 del stock
se hizo la marcacién con NA 6,0x10° % con periodos de incubacién de 10min hasta
60min. Los resultados obtenidos por citometria de flujo se muestran en la figura 3-4, el
tiempo 6ptimo para la marcacion es de 10min y el porcentaje obtenido es ligeramente

mayor que el reportado para 8,1x10° %, a mayores tiempos se tienen menores
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porcentajes de marcacién puede ser porque el fluoréforo estd expuesto a la temperatura
de 37°C durante mas tiempo y éste es un aspecto de desactivacion de la fluorescencia
por conversion interna [70], seria bueno evaluar éste fendmeno en investigaciones

futuras.

Tabla 3-2 Evaluacion de viabilidad y sobrenadantes de NA posteriores a la marcacion a
diferentes concentraciones del fluoréforo

NA : URF . Promedio
puesta micobacterias URF sobrenadantes (URF) S UFC
(%P/P) marcadas
0,0,E+00 0,1094 0,1617 0,1527 0,1636  0,1593  0,0058 +
1,1,E-05 5,7690 0,1387 0,1565 0,1552 0,1501  0,0099 ++
3,3,E-05 2,3910 0,1410 0,1439 0,1437 0,1429 0,0016  +++

1,0,E-04 13,2700 0,1555 0,1448 0,1539 0,1514  0,0058 ++
3,0,E-04 22,2100 0,1579 0,1444 0,1442 0,1488 0,0079  +++
9,0,E-04 27,3000 0,1541 0,1541 0,1432 0,1505 0,0063 ++
2,7,E-03 35,3000 0,1489 0,1426 0,1610 0,1508 0,0094 +

8,1,E-03 46,3800 0,1441 0,1445 0,1547 0,1478 0,0060  +++

Ya gque fue posible obtener una marcacion de fluorescencia de casi 100% en un corto
periodo de tiempo y sobrenadantes libres de fluor6foro con sélo 3 lavados, como se
demuestra en los resultados de fluorometria de los sobrenadantes (tabla 3-3), se hizo la
determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion para la micobacteria marcada,
y fueron determinados a partir de la lectura de una caja de 96 pozos con solucion de
fijacion en PBS 1X y 2,5x10° células. Los resultados se muestran en la figura 3-5, los
limites de cuantificacion y deteccion se sefialan con una flecha roja y azul
respectivamente, segln éste resultado es posible cuantificar a partir de 1x108

micobacterias y deteccién desde aproximadamente 150.000 UFC..
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Figura 3-4 Seguimiento por citometria de flujo de la marcacién con NA 6,0x103% en
diferentes tiempos de incubacion
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Tabla 3-3 Evaluacion de los sobrenadantes de NA posteriores a la marcacién con 6,0x10°
% 9% en diferentes periodos de tiempo.

Tiempo (min) URF Sobrenadantes Pr(oUn;j:o)llo S
Sin marcar  0,1463 0,1455 0,1500 0,1473  0,0024
10 0,1504 10,1875 0,1399 0,1593  0,0250
20 0,1399 10,1459 0,1549 0,1469  0,0075
30 0,156 0,1529 0,1532 0,1540 0,0017
40 0,1478 0,15 0,1579 0,1519 0,0053
50 0,1476 0,1615 0,1561 0,1551  0,0070
60 0,1677 0,1621 0,1732 0,1677 0,0056
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Figura 3-5 Determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion de micobacterias
fluoromarcadas con NA
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3.2.3 Fluoromarcaje con Rodamina B

Se evaluaron las diferentes soluciones que contenian rodamina haciendo tincién de
extendidos de M. smegmatis con soluciones en 55% Glicerol en agua destilada, los
resultados se muestran en la figura 3-6. Donde A corresponde a solucion completa. B.
Solucion sin fenol C. Solucién sin Auramina, D. Solucién sin Auramina ni fenol. No se
ven diferencias significativas en la tinciébn cuando se utilizaron soluciones sin fenol (B y
D), lo que sugiere una posibilidad de ser usadas en tincion de M. smegmatis viable para
ensayos biolégicos, por esa razon la estandarizacion del fluoromarcaje se hizo con

diluciones de la solucion D.
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Figura 3-6 Tinciones de extendidos de M. smegmatis con rodamina B en diferentes
soluciones. Visto en microscopio de fluorescencia Olimpus bx51.

A...
B...

C...
l)...

Las diluciones utilizadas de la solucién empleada en la tincion D para la estandarizacion

del fluoromarcaje de M. smegmatis en un periodo de incubacién de 40min arrojaron los

resultados de marcacién mostrados en la figura 3-7, a todas las concentraciones se
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obtuvo buenos porcentajes de marcacién, y de mas de un 90% a partir de 0,56mg/mL de

Rodamina B.

Figura 3-7 Seguimiento por citometria de flujo del marcaje de M. smegmatis con

Rodamina B.
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La evaluacién de viabilidad por el conteo de colonias dio como resultado que las
concentraciones 5,6 y 2,8 mg/mL de Rodamina B correspondientes a la solucion de la
tincion D sin diluir y con Fd= 1:1 respectivamente, son citotoxicas; esto se ve reflejado en
la drastica disminucion del numero de UFC en comparacion al control sin marcar
mostrado en la figura 3-8. Por ésta razén se seleccioné la concentracion de 1,9mg/ml
(sefialada con flecha gris claro en la figura) para evaluar el tiempo 6ptimo de marcaje a
37°C y no se obtuvo crecimiento de colonias para ningun tiempo de incubacién (no se
muestran éstos resultados) entonces se probo con la dilucién a 0,56mg/mL de Rodamina

en un periodo de maximo 150min tomando en cuenta intervalos de 30 min y las
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marcaciones fueron evaluadas en el fluorometro Tecan Genios de la Universidad
Nacional. Los resultados analizados en Microsoft Excel se muestran también en la figura
3-8.

Se determiné que la solucion que tiene una concentracion final de rodamina B de
0,56mg/mL es la 6ptima para la marcacién con excelentes resultados a 60 minutos de
incubacién a 37°C. Fueron necesarios 6 ciclos de lavado con 1,5mL de PBS 1X para
retirar la mayoria del fluoréforo sobrenadante. Los resultados de fluorescencia
presentados corresponden a la diferencia entre las unidades relativas de fluorescencia
obtenidas de la suspension de micobacterias y los sobrenadantes micro-filtrados del

ultimo ciclo de lavado.

Figura 3-8 Evaluacion de la viabilidad y seguimiento fluorométrico de la marcacion
fluorescente de M. smegmatis con Rodamina B en glicerol-PBS 1X
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Los resultados obtenidos por fluorometria de la marcacion fluorescente con la solucion

de Rodamina B a 0,56mg/mL durante 60min/37°C fueron confirmados por lectura en
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citometro de flujo obteniendo un porcentaje de marcacion del 98,8% como se muestra en

la figura 3-9.

Figura 3-9 Seguimiento en citdmetro de flujo de marcacion fluorescente de M. smegmatis
con Rodamina B a 0,56mg/mL incubacion 60min/37°C.
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3.3 Conclusiones

Es posible una marcacion fluorescente de M. smegmatis con los tres fluoroforos
ensayados; fluoresceina de sodio, NA y Rodamina B. Sin embargo se tienen resultados
de casi 100% de fluoromarcaje sélo con NA y Rodamina B, las cuales también mostraron
bajos niveles de fuorescencia en los sobrenadantes microfiltrados del Ultimo ciclo de

lavado, es decir baja interferencia de sefial por ésta razén.

Se obtuvo casi el 60% de marcacion fluorescente de M. smegmatis con fluoresceina de
sodio 100pg/mL en glicerol 50%, a las 24 horas de incubacién a temperatura ambiente,

es posible que el largo periodo de incubacion cause la muerte de las micobacterias.

Se determind que para el NA la concentracion optima de fluoromarcaje sin pérdida de

viabilidad celular es de 6,0x10° % (p/p) y que se debe llevar a cabo por incubacion a
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37°C durante 10min; 3 lavados con 1,5mL de PBS 1X fueron suficientes para retirar el

exceso de fluoréforo.

Se determind que la solucion en glicerol-PBS 1X que tiene una concentracion final de
rodamina B de 0,56mg/mL es la 6ptima para la marcacion con excelentes resultados a 60
minutos de incubacion a 37°C; 6 lavados con 1,5mL de PBS 1X fueron suficientes para
retirar el exceso de fluoréforo.



4. Fluorimetria de ensayos de invasion con M.tuberculosis 62

4. Fluorimetria de los ensayos de inhibicion
de lainvasion con Mycobacterium

tuberculosis

4.1 Metodologia
4.1.1 Cultivo de Mycobacterium tuberculosis H37Rv

M. tuberculosis H37Rv se cultivd a 37°C con agitacién constante en medio liquido
Middlebrook 7H9 suplementado con acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa
(OADC). Se realizaron tinciones Ziehl Neelsen y Gram como control, las micobacterias
fueron colectadas por centrifugacion a 13000 RPM en una centrifuga intermedia y
conservadas en PBS 1X a -20°C.

4.1.2 Ensayo de invasion con M. tuberculosis

Se desprendieron células A549 y U937 con tripsina 0,03%, se resuspendieron en RPMI
5% SFB, se contaron en cAmara de Neubauer y se pusieron 2,5x10° células por pozo en
cajas de 24 pozos y permitiendo su adhesion durante toda la noche. Se retir6 el medio
sobrenadante y se adicionaron los diferentes tratamientos en PBS1X para evitar
interferencia del indicador de pH que tienen otros buffer de células cémo el HBSS. Se
pusieron triplicados de citocalasina D a 30uM como control positivo de inhibicién, se
incubo durante 2 horas a 37°C (para las células A549) o 4°C (para las células U937). Se

dejoé un triplicado sin tratar como control positivo de la invasion.

Terminado el tiempo de incubacion se retiraron los sobrenadantes de las soluciones de
tratamiento y las células se infectaron con M. tuberculosis H37Rv en un MOI 1:10, se

hizo un ensayo con micobacterias marcadas con NA siguiendo el protocolo definido para
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M. smegmatis, y otro con micobacterias sin marcar. La infeccion se llevd a cabo toda la
noche a 37 °C y 5%CO,.

Se realizaron 3 lavados con 500uL de PBS 1X por cada pozo y las células infectadas se
desprendieron con 150puL de tripsina 0,03% y fueron re suspendidas en PBS 1X con 10%

SFB, se hicieron pipeteos fuertes para garantizar la obtencion del total del pellet celular y

se transfiri6 todo el volumen de cada pozo a tubos Ependorff de 1,5mL.

Los tubos debidamente marcados se centrifugaron a 2500rpm durante 5 min y se
descartdé el sobrenadante, el pellet fue disgregado con golpes fuertes y las células
infectadas se resuspendieron por pipeteo en 100 pL de PBS 1X, se sembraron 50uL de
este pellet en medio Middlebrook 7H10 suplementado con 10% OADC como control y los
50uL restantes fueron inactivados con 100uL de solucion de p-formaldehido 8% +
glutaraldehido 1% para tener las concentraciones finales de la solucion de fijacion. Las
muestras se agitaron vigorosa pero cuidadosamente en un vortex y se dejaron toda la
noche a 4°C. Finalmente, las muestras fueron transferidas a cajas de 96 pozos para ser
leidas en el fluorometro Fluoroskan Ascent™ Xem538nm / Xex485nm.

Algunas modificaciones del método como la inclusion de ensayos para evaluacion por
citometria de flujo y algunos ensayos de fagocitosis de M.smegmatis fueron necesarias
para la validacion y comprension de algunos resultados; dichas modificaciones a las
metodologias se especifican en resultados en la medida que fueron requeridos. No fue
posible el analisis de ensayos de infeccidon con M.tuberculosis H37Rv fluoromarcada con

Rodamina B debido a restriccién del uso del fluorbmetro en la UN con éste patdgeno.

4.2 Resultados

4.2.1 Ensayos de inhibicion de lainvasion con M. tuberculosis

marcada con NA analizados por UFC y fluorimetria.

Las tendencias de los resultados obtenidos para conteo de colonias de bacteria marcada
y no marcada en los controles de invasion e inhibicion (Citocalasina D) se resumen en la
figura 4-1, no fue posible hacer una relacién real de UFC calculadas a partir de la

fluorimetria en relacion a UFC contadas en las cajas de cultivo ya que los valores
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obtenidos al aplicar la féormula de la curva de calibracion obtenida para ese ensayo
UFC=(URF-0,604)/1x10° con R?=0,98 son incluso mayores a las UFC consideradas en el
MOI de 10 micobacterias por célula (Tabla 4-1), esto puede deberse a: 1. Presencia de
exceso de fluoroforo en solucion a pesar de los controles de lavados y sobrenadantes
gue se hicieron en pruebas preliminares con M. smegmatis ; 2. Que haya muchas
micobacterias muertas y el método de conteo de colonias por UFC sélo me permite

conocer micobacterias viables.

Tabla 4-1: Célculo de UFC de M. tuberculosis que infectaron las lineas celulares A549 y
U937 a partir de datos fluorimétricos para controles.

Linea Control URF Promedio S UFC
celular Calculado
AB49 Invasion* 9,1230 8,7075 8,2920 8,7075 |0,4155| 810350
Citocalasina** | 18,1900 16,3350 14,4800| 16,3350 |1,8550| 1573100
U937 Invasion* 55,7100 61,2700 66,8300| 61,2700 |5,5600| 6066600

Citocalasina** | 31,3100 32,3400 31,8250| 31,8250 |0,5150| 3122100
*Control de invasion: células si tratamiento + M. tuberculosis H37Rv

** Células tratadas con Citocalasina 30uM + M. tuberculosis H37Rv

Los resultados obtenidos para los controles del conteo de UFC sin fluoromarcar (figura
4-1) en infeccion de células A549 muestra menor numero de colonias en el control de
invasion en relacion al control de Citocalasina, de la misma manera se ve la tendencia en
conteo por fluorimetria en relacién a URF (flechas azules); pero no sucede asi con el
conteo de UFC de los controles en que se us6 micobacteria fluoromarcada, que ademas

tuvo conteos muy bajos con respecto en los que se us6 micobacteria sin marcar.

En el andlisis fluorimétrico de la infeccion de células U937 se ve una disminucion del
numero de URF cuando las células son tratadas con Citocalasina en relacién al control
de invasion; la tendencia es contraria en los ensayos por UFC para micobacterias

marcadas y no marcadas.
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Figura 4-1 Ensayo de infeccién celular con M. tuberculosis marcada con NA- correlacion
entre resultados obtenidos por métodos de cuantificacion de URF y UFC

Metodo fluorimétrica Metodo conteo UFC
Fluromarcadas con NA Sin fluromarcar
100 100 100
90 90 J — 90
80 80 — 80
70 70 — 70 —
80 - 60 — 60 —
. (&} (@]
or 50 . 50 — L. 50 —
-] 2 2
40 40 — 40 — — —
30 Bl — 30 — 30 +— — —
20 — 20 — 20 —— — —
* I
10 —17—7 - 10 - 10 +— 1/-4' -
0 0 T L 0
Ctl. Invasion  citocalacina 20pM Cil. Invasion citocalacina 20pM Ctl. Invasion citocalacina 20pM
A549 uas7

La repeticion del ensayo con micobacterias marcadas se llevdé a cabo de la misma
manera que se describe en la metodologia, sélo que ésta vez no se tuvo en cuenta un
control con micobacterias sin marcar, ya que no se considera necesario después de
asegurar que la viabilidad de las micobacterias no se ve afectada por las concentraciones
de fluoréforos. Ademas, luego de infectar las dos lineas celulares con M. tuberculosis
H37Rv cosechada recientemente, marcada con NA y posterior a realizar los lavados para
retirar el exceso de bacterias extra celulares, las células fueron lisadas por tratamiento
con 200uL/pozo de agua destilada estéril durante 10min a temperatura ambiente. Las
células fueron desprendidas y lisadas totalmente ayudado de fricciébn de una punta de
micropipeta contra la caja y pipeteos fuertes; del volumen obtenido se sembraron 50uL
en cajas de Middlebrook 7H10 y los 150uL fueron inactivados con solucién de p-

formaldehido-glutaraldehido para ser leidos en el fluorbmetro. Las colonias de

micobacterias fueron visibles para el conteo a partir de los 25 dias de incubacion a 37°C.

La comparacion entre los resultados obtenidos por fluorimetria y por UFC del ensayo se
muestra en la figura 4-2. Se obtuvieron excelentes desviaciones del triplicado de los
experimentos y es evidente el efecto de la Citocalasina para inhibir la entrada de la
micobacteria en ambas lineas celulares teniendo en cuenta los valores de UFC, ademas

es evidente que al trabajar con micobacterias cosechadas recientemente se tiene un



4. Fluorimetria de ensayos de invasion con M.tuberculosis 66

mayor numero de UFC comparado con el primer ensayo. Por otra parte, los valores
obtenidos de fluorescencia se ubican dentro del rango de cuantificacion y no varian entre

controles.

Figura 4-2 Ensayo de invasion e inhibicion de la invasion analizado por método de
conteo de colonias y método fluorimétrico.
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Mientras el porcentaje de inhibiciébn obtenido para la Citocalasina por analisis de
cuantificacion del método de conteo de UFC es superior al 86% en las dos lineas
celulares de acuerdo con el siguiente calculo:

((380-50) x 100 /380)= 86,8% en A549y

((466-50) x 100 /466)= 89,3% en U937
En el analisis por método fluorométrico del mismo ensayo no se detecta inhibicion en la
linea celular A549 y una bajisima inhibicion del 10%, de acuerdo con la ecuacion:

((15,40- 13,73) x 100 /15,5)= 10,84% en U937

Para comprender las posibles razones de las grandes diferencias obtenidas entre los
métodos y hacer un seguimiento de micobacterias intra y extracelulares, se hizo

nuevamente el ensayo, esta vez desprendiendo con tripsina para no romper las células.
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Los resultados obtenidos por fluorimetria muestran unos valores de fluorescencia
similares para los controles de inhibicion y de invasion mientras que el conteo de colonias
(UFC) arroja porcentajes de inhibicion de mas del 50%, entonces se hizo la fijacion con
p-formaldehido en laminas y una posterior tincion normal y diferencial de Ziehl Neelsen
(ZN), se hicieron 3 réplicas de cada muestra, algunos de los resultados obtenidos se

muestran en la figura 4-3.

El panel A de la figura 4-3 que corresponde a tincién normal ZN del control de invasion,
representa el andlisis de todos los campos en microscopio, practicamente no se ven
micobacterias en el espacio extracelular ni asociadas a las células; la tincibn es muy
oscura en las células y no se distingue bacteria intracelular. En el panel B se muestran
tinciones normales correspondientes al ensayo de inhibicién con Citocalasina , al analizar
todos los campos, algunos tienen uno o dos bacilos en espacio extracelular, y esto es
comprensible ya que son menos micobacterias las que ingresan por lo tanto quedan
muchisimas mas micobacterias extracelulares comparadas con el control de invasion. Al
hacer las tinciones diferenciales, resulta dificil encontrar campos con micobacterias
intracelulares para el control de Citocalasina (C) mientras que en el control de invasion se

ven células con hasta 5 bacilos intracelulares (D).

Lo observado en microscopia confirma la inhibicién de la invasion por parte de la
Citocalasina, ademas se demuestra que no hay ruido del procedimiento que haga que se
vean en fluorimetria tan bajos porcentajes de inhibicion comparados con el método de
UFC y que el numero de lavados realizados después de la infeccion logra retirar
practicamente el total de las micobacterias excedentes, ademas se demuestra que los
pases en jeringa ayudan enormemente a disgregar las micobacterias, evidenciando

incluso un so6lo bacilo como se muestra con flecha roja en la figura 4-3 C.

Sin embargo no se logra conocer el factor que interfiere en las lecturas fluorométricas,
por esa razon se propone hacer ensayos de citometria de flujo, que si bien no permite
obtener un nimero de micobacterias total que infecta las células, si permite diferenciar

por fluorescencia las células que tienen micobacterias dentro o asociadas de las que no.
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Figura 4-3 Tincion Ziehl Neelsen normal (AB) y diferencial (CD) de controles de invasion
e inhibicion de la invasion con M. tuberculosis

4.2.2 Citometria de flujo de los ensayos de inhibicién con M.

tuberculosis H37Rv marcada con NA y Rodamina B.

Se realizaron ensayos de invasion e inhibicion de la invasion de la entrada de M.
tuberculosis H37Rv (marcada con NA) a células A549, desprendiendo con tripsina y
fijando con p-formaldehido glutaraldehido como se describe en la metodologia; se
hicieron controles de invasién, de inhibiciébn y de sobrenadantes. Para el control de
sobrenadantes, se centrifugd la suspension de bacteria posterior a los lavados para
retirar el fluoréforo y se dejé el 50% del volumen sobrenadante para resuspender en
RPMI e infectar las células; el otro 50% de sobrenadante fue filtrado por membrana de
0,2um y resuspendido en el mismo volumen de RPMI usado para la infeccién poniendolo
con las células. Se hizo la lectura en el citometro BD FACSCanto Il de 5000 eventos
(células) por experimento, los resultados se muestran en la figura 4-4, los resultados
obtenidos para los controles no dan evidencia de inhibicion de la invasion por parte de la

Citocalasina, se descarta la posibilidad de fluorescencia inespecifica por presencia de NA



4. Fluorimetria de ensayos de invasion con M.tuberculosis 69

remanente del fluoromarcaje de las micobacterias ya que es evidente que no hay

fluorescencia detectable por citometria en las células tratadas con el sobrenadante.

Figura 4-4 Seguimiento de ensayos de invasion de A549
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Los resultados por citometria coinciden con los obtenidos para controles y sobrenadante

analizados por fluorimetria en ensayos anteriores pero son diferentes de los obtenidos
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por UFC y los resultados del analisis de las muestras en microscopio por tinciéon ZN
diferencial. Se propone la evaluacién en microscopia de fluorescencia que permita ver
con exactitud el sistema celular y micobacteriano para determinar los factores que estan

interfiriendo en el andlisis fluorométrico de la infeccion.

4.2.3 Ensayos de fagocitosis de M. smegmatis fluoromarcada con
NA y Rodamina B analizados por microscopia de

fluorescencia.

Se propuso la evaluacion de ensayos de invasion por microscopia de fluorescencia en el
equipo Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader - BioTek propiedad de la Universidad
del Rosario, disponible para la FIDIC por convenios académicos, el cual permite la toma
de fotografias y lectura fluorimétrica sobre superficie de los pozos de ensayo, sin
necesidad de desprender las células, pero no se permite llevar muestras que tengan el
patégeno M. tuberculosis H37Rv (al igual que en la UN) por razones de bioseguridad;
entonces se hacen ensayos de fagocitosis de M. smegmatis marcada con NA o rodamina
B que son los dos fluoréforos que dieron mejor resultado de marcacion y con condiciones

estandarizadas en el presente trabajo.

La infeccién se llevé a cabo en células fagociticas U937 a 4°C, se usé un MOI de 10
micobacterias fluoromarcadas por célula, se dejaron un periodo de incubacién muy corto
(10min) 37°C para evitar la degradacion de las micobacterias por parte de los
macro6fagos, se hicieron 3 lavados con 500uL/pozo de PBS 1X a 4°C para detener la
accion fagocitica que pudiera presentarse. Los resultados se muestran en la figura 4-5,
es evidente la marcacion del nucleo y fluorescencia de las células completas en NA
correspondiente a las tres fotografias de la columna izquierda; mientras que en
Rodamina no se definen sino concentraciones de fluorescencia que se ven como puntos
blancos en fondo oscuro que corresponden a las micobacterias (Columna del medio).
Para facilitar la observacion de las formas celulares se muestra en la figura, la fotografia

de las células sin filtros (espectro visible) en la columna a la derecha.

Los resultados demuestran una marcacion inespecifica de las células blanco de ensayo

con NA, lo que explica los resultados obtenidos por espectrometria de fluorescencia;
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posiblemente la fluorometria y citometria de sobrenadantes den resultados negativos
para fluorescencia debido a que el NA queda atrapado en la membrana del filtro de 2um,
es una hipétesis que queda por confirmar, lo que es claro es que el NA se une al ADN o
proteinas de cualquier sistema celular y que eso representa una interferencia significativa

si se plantea la cuantificacién por fluorimetria de los ensayos de invasion.

También queda demostrada una marcacibn mas especifica con Rodamina B, que
corresponde al hecho que, mientras que la rodamina B se une mas especificamente a los
acidos grasos, en lo que tiene una ventaja la micobacteria por su gran contenido lipidico

en la envoltura celular.

Figura 4-5 Andlisis por microscopia de fluorescencia de la fagocitosis por células U937
de M. smegmatis marcada con NA o Rodamina

NA Rodamina B Rodamina B
488/588nm 532/590nm

X »
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Algunas imagenes de Rodamina B fueron analizadas solapando los resultados obtenidos
por microscopia de fluorescencia del espectro visible con los analizados a xex 486nm/
Xemb90NmM y se muestran en la figura 4-6, es posible definir algunos bacilos dentro de las
células (fotografias de la columna central y superior derecha), en otras se ven puntos que
pueden corresponder a pedazos de micobacteria que ya ha sido degradada (fotografias
central y superior derecha) y hay una tendencia a la agregacién celular en las regiones
donde hay fluorescencia, no todas las células fagocitaron micobacterias.

Figura 4-6 Analisis de imagenes de microscopia de fluorescencia: Fagocitosis por células
U937 de M. smegmatis marcada con Rodamina B
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4.2.4 Citometria de flujo de los ensayos de inhibicion con M.

tuberculosis H37Rv marcada con Rodamina B

Ya que no es posible el uso del fluorometro multicanal para analizar ensayos de invasion
con M. tuberculosis H37Rv fluoromarcada con Rodamina B, se hace un acercamiento por
citometria de flujo de un ensayo de invasion en células A549 para ser comparado con los
resultados obtenidos para NA que puedan servir como base de futuros estudios en
fluorometria, los resultados se muestran en la figura 4-7. Es evidente un corrimiento de la
poblacion a lo largo del canal de fluorescencia (PE-A) para el caso de los controles,
segun el niamero de células positivas para fluorescencia, se puede decir que el 42,1% de
las células estan infectadas en el control de invasion y 16,9% en el control de
Citocalasina D, para un célculo de inhibicion de la invasion de casi un 60% de acuerdo
con la ecuacion:
((42,1- 16,9) x 100 /42,1)= 59,86%.

Se puede decir que la Rodamina B es un fluor6foro de marcacion especifica de las
micobacterias y se ve como promisorio para la estandarizacion de un método
fluorimétrico para invasion con M. tuberculosis H37Rv ya que es posible diferenciar entre

controles.

Se hizo un ensayo de infeccion de células A549 y U937 con el fin de poder comparar los
resultados obtenidos por analisis con el citdbmetro en relacién a UFC, incluyendo ensayo
con micobacterias no marcadas, pero pasaron 40 dias de incubacion a 37°C y no hubo
crecimiento de colonias de micobacterias incluso en los controles sin rodamina, las cajas
de medio s6lido Middlebrook 7H10 se secaron. Se considera necesario ensayar con
cultivo mas fresco ya que puede ser que haya muchas micobacterias muertas o que

hayan perdido su capacidad de invadir las lineas celulares.
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Figura 4-7 Citometria de flujo de ensayo de invasién e inhibicion con M. tuberculosis
H37Rv fluoromarcada con Rodamina B.
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4.3 Conclusiones

En la evaluacién de ensayos de invasion con M. tuberculosis H37Rv fluoromarcada con
NA, se encontraron inconsistencias entre los resultados obtenidos por el método UFC

(confirmado por microscopia de tincién ZNn diferencial) y la fluorometria (confirmado por
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citometria). Por andlisis en microscopia de fluorescencia finalmente se encuentra que el
fluoromarcaje con NA no es especifico de las micobacterias y hay marcacion
inespecifica de las células blanco.

Se propone la Rodamina B como promisoria para la cuantificacion de ensayos de
invasion por fluorimetria ya que es especifica de las micobacterias y permite diferenciar

controles de invasion e inhibicion por citometria de flujo.
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5. Conclusiones generales y
recomendaciones

La revision titulada métodos de cuantificacién de bacteria intracelular, enfoque al estudio
fluorimétrico de Mycobacterium tuberculosis principal producto de este trabajo, destaca la
importancia y posibilidad de proponer un método fluorimétrico con el que sea factible la
cuantificacibn de patodgenos intracelulares, éste permitiria conocer el nuamero de
patégenos que infectan las células como sucede con la microscopia de fluorescencia
pero aplicado en volimenes grandes de muestra; y no solamente el nimero de células

infectadas como sucede en la citometria de flujo.

En la revision se resalta el uso de la técnica de UFC como avalada en todo el mundo
para cuantificacién de bacterias en estudios de procesos infecciosos fagociticos y no
fagociticos, por lo tanto el método de cuantificacion fluorimétrica de micobacterias
intracelulares debe ser totalmente validado por ésta técnica, para ello se sugiere el uso

de micobacterias que estén recién colectadas o en cultivo.

Este trabajo también proporciona un marco teorico y del estado del arte que sirve de
soporte para futuros estudios de desactivacion de la fluorescencia que haga posible la
diferenciaciéon entre micobacterias intra y extracelulares por fluorimetria; donde se
describen desactivadores de fluorescencia para la Fluoresceina de sodio cémo
soluciones a pH bajo y di-acetilacion; algunas alaninas y el SDS como desactivadores del
NA y el grafeno y algunas antraquinoas que desactivan la Rodamina B entre otros, de los
cuales se deberan escoger aquellos que no permeen o destruyan la membrana de las

células blanco.

Es posible la cuantificacion fluorimétrica de ensayos de inhibiciébn de la invasion de

células blanco A549 y U937 con M. tuberculosis H37Rv fluoromarcada en condiciones de
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ensayo con minimo 2,5x10° células y un MOI de 10 bacterias por célula segun los limites
de deteccion y cuantificacion calculados para curva de calibracion de M. smegmatis
sobre células en un sistema fijado con p-formaldehido 4%-Glutaraldehido 0,5% en PBS
1X analizado en cajas de 96 pozos en los equipos Fluoroskan Ascent™ de la FIDIC y
Tecan Genios de la Universidad Nacional-Departamento de farmacia.

Las condiciones, tiempos y concentraciones optimas de fluoromarcaje con NA y
Rodamina B de micobacterias quedaron bien definidas en el presente trabajo y se
demostré que los lavados con PBS 1X posteriores a la infeccion son bastante eficientes
para retirar las micobacterias extracelulares, sin embargo, un estudio detallado de los
desactivadores de la fluorescencia descritos en el producto de revision del presente
trabajo debe ser realizado para tener una técnica completa que permita diferenciar entre
micobacterias intracelulares de las que estan adheridas a la superficie de las células,
quizd éstos podrian resolver el problema de tincién inespecifica del NA para no

descartarlo por completo como fluoréforo para ensayos de invasion.

Se recomienda continuar los estudios con Rodamina B como fluoréforo diferencial en los
ensayos de invasion con la inclusion de desactivadores de su fluorescencia u otros
métodos que permitan asegurar que la cuantificacion es realmente de micobacterias
intracelulares y no adheridas, para ello se aconseja la adquisicion del par de filtros que
permita la lectura de M. tuberculosis fluoromarcada con Rodamina B en el fluorémetro

Fluoroskan Ascent™.,
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Anexo A: Resultados del background y

ensayo de fagocitosis en cajas de 24 pozos
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