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1. Resumen

La bacteriemia por Staphylococcus aureus constituye un grave problema de salud publica que
Ileva asociado una elevada morbi-mortalidad. La variabilidad interindividual en la interacciéon
huésped-patégeno puede determinar la evolucion del paciente. Pretendemos por ello
caracterizar los mecanismos implicados en la respuesta inmunitaria adaptativa en el contexto
de la bacteriemia estafilocdcica con el fin de identificar potenciales biomarcadores predictores.
Para ello, se recogieron muestras en diversos puntos (48 horas, 72-96 horas y 7 dias) en 18
pacientes con diagndstico de bacteriemia por S. aureus en el Hospital Universitario “12 de
Octubre” con el objetivo de inmunofenotipar las principales subpoblaciones linfocitarias
presentes en sangre periférica de forma evolutiva (linfocitos T CD4+, CD8+, linfocitos NK,
linfocitos T NK-/ike, entre otras) con marcadores de superficie celular de memoria, activacion e
inmunosenescencia. Para ello se puso a punto un panel de 23 colores mediante citometria de
flujo espectral. También reclutamos un grupo control de 11 sujetos sanos. Hemos obtenido
resultados preliminares que podrian sugerir la utilidad del inmunofenotipado como herramienta
para entender la interaccién huésped-patégeno a lo largo de la bacteriemia y poder disefiar
nuevas terapias dirigidas, mejorando asi el tratamiento y el prondstico de esta entidad.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, bacteriemia, citometria de flujo espectral, fluoréforo,
unmixing, gating, inmunofenotipado.

Abstract:

Staphylococcus aureus bacteremia represents a serious public health problem associated with
high morbidity and mortality rates. Interindividual variability in host-pathogen interaction may
impact on patient outcome. Therefore, we have characterized the mechanisms involved in the
adaptive immune response in the context of S. aureus bacteremia, in order to ultimately identify
predictive biomarkers. For this purpose, sequential samples (48 hours, 72-96 hours, and 7 days)
were collected from 18 patients diagnosed with S. aureus bacteremia at the Hospital
Universitario “12 de Octubre” with the aim of immunophenotyping the main peripheral blood
lymphocyte subpopulations (CD4+, CD8+ T-cells, NK cells, NK-like cells, among others) with cell
surface markers of activation, memory and immunosenescence. We have previously optimized
a 23-color panel through spectral flow cytometry. A control group of 11 healthy subjects was
also recruited. Our preliminary results suggest the potential utility of deep immunophenotyping
as a tool to understand the host-pathogen interaction during the course of staphylococcal
bacteremia and to design new host-targeted therapies, thereby improving the treatment and
prognosis.

Key words: Staphylococcus aureus, bacteremia, spectral flow cytometry, fluorophore, unmixing,
gating, immunophenotyping.



2. Introduccidn y objetivos

Staphylococcus aureus es un patdégeno oportunista que se encuentra colonizando de
manera asintomatica las fosas nasales de aproximadamente el 30% de la poblacién mundial.
Puede causar un amplio rango de infecciones, entre las que destaca la bacteriemial. La
bacteriemia por S. aureus es una infeccion del torrente sanguineo que se asociada a elevadas
tasas de mortalidad, necesidad de ingreso hospitalario prolongado y consumo de recursos
sanitarios®. Continua siendo una de las principales causas de bacteriemia adquirida en entornos
sanitarios®. Una proporcidon notable de pacientes con bacteriemia por S. aqureus desarrollan
fendmenos sépticos secundarios a la diseminacidn hematégena de la bacteria en forma de
endocarditis, espondilodiscitis o artritis, complicaciones que conllevan una elevada morbilidad®.
La emergencia progresiva de cepas de S. aureus resistentes a numerosos antibidticos, como
meticilina y vancomicina, complica las opciones de tratamiento y representa una grave amenaza
de salud publica a nivel mundial®®. La mejor compresién de los mecanismos celulares y
moleculares involucrados en la interaccidon huésped-patégeno en el contexto de la bacteriemia
estafilocécica permitiria disefiar nuevos abordajes terapéuticos dirigidos hacia el sistema
inmune del paciente (host-targeted therapies) que podrian, eventualmente, coadyuvar al

tratamiento antibidtico y mejorar el prondstico’.

La citometria de flujo es una tecnologia que permite el estudio de células individuales a
partir de muestras bioldgicas limitadas por medio de andlisis multiparamétricos, en los que se
miden la dispersion (forward scatter [FCS] y side scatter [SSC]) y la fluorescencia celular. De este
modo permite caracterizar las poblaciones celulares y establecer propiedades celulares
Unicas®®. Esta herramienta revela la expresién de una alta variedad de marcadores celulares
(tanto de superficie como intracelulares), otorgando de esta manera un mayor conocimiento de

los mecanismos funcionales del sistema inmunitario humano en el contexto de la infeccion®®.

El principal reto de la citometria de flujo multiparamétrica es la compensacion o borrado
del solapamiento espectral entre fluoréforos. Este problema se ha conseguido resolver gracias
a la citometria de flujo espectral, que mide todos los espectros de emision fluorescente de cada
uno de los fluoréforos en una muestra multicolor utilizando excitacion multi-laser, creando asi
una firma o huella espectral Unica®!. A diferencia de esta, en la citometria de flujo convencional
cada fluoréforo es medido por un Unico detector y solo se recoge la emision de fluorescencia de
una parte del espectro (Figura 1). Mas adelante en el andlisis se lleva a cabo el unmixing, que
consiste en la separaciéon de cada espectro para proporcionar una sefial pura de cada

fluoréforo®?; es esta propiedad de la citometria de flujo espectral la que resulta en una mayor



resolucién de la sefial, ademas de optimizar el proceso de compensacion llevado a cabo por los

citémetros de flujo convencionales?3,

Como se ve, la citometria de flujo espectral permite utilizar en un mismo panel, pares de
fluoréforos con espectros de emision solapantes, dado que es capaz de diferenciar dichos
fluoréforos gracias a su firma espectral. Esta ventaja permite aumentar el nimero de
marcadores que pueden analizarse®*. Al mismo tiempo, la citometria de flujo espectral también
reconoce y extrae la autofluorescencia, circunstancia que reduce el ruido de fondo y

proporciona mayor resolucién y sensibilidad al ensayo®.
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Figura 1. Comparacion de la principal diferencia entre la citometria convencional (Figura 1A) y la

citometria de flujo espectral (Figura 1B). Imagen de elaboracion propia con BioRender.

Esta tecnologia se puede aplicar a una amplia variedad de ambitos y estudios, tales como
la caracterizacion de la respuesta inmunitaria tanto en procesos infecciosos como autoinmunes,
la busqueda de biomarcadores dirigidos, la monitorizacidn de pacientes inmunodeprimidos, etc.
En el campo de la inmunologia su principal aplicacién es el inmunofenotipado, en el que se
analizan simultdaneamente poblaciones celulares mixtas mediante un analisis multiparamétrico.
El inmunofenotipado consiste en tefir las células con anticuerpos conjugados a fluoréforos,
teniendo como diana antigenos de la superficie celular'®. Las células inmunes tienen marcadores
de superficie especificos para cada tipo celular, de manera que son estos marcadores los que se

utilizan para definir poblaciones determinadas®.



Son muy escasos los estudios previos en los que se ha caracterizado el inmunofenotipo
en sangre periférica en pacientes con bacteriemia estafilocdcica con el fin de identificar
marcadores de mala evolucion. Para el presente Trabajo de Fin de Master (TFM), se ha empleado
un panel de 23 colores donde se inmunofenotipan los principales subconjuntos celulares
presentes en la sangre periférica de pacientes con bacteriemia por S. aureus. Se han identificado
linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+, linfocitos T reguladores (Tregs), linfocitos T gamma-delta
(v8), linfocitos natural killer (NK) y natural killer-like (NKT-like), y monocitos. Como se detalla
mas adelante, a la hora de definir estas subpoblaciones celulares se han empleado marcadores
de diferenciacidn de linfocitos T (CD3, CD4 y CD8), de monocitos (CD14) y de células NK (CD56),
entre otros. Ademas de definir poblaciones, también se han analizado marcadores de activacidn
(human leukocyte antigen [HLA]-DR, CD38), senescencia (CD57, programmed cell death [PD]-1),

asi como receptores para determinadas quimioquinas (CXCR5).

Objetivos

Los objetivos del presente TFM son:

1. Poner a punto un panel de 23 colores de citometria de flujo espectral con el que
inmunofenotipar las principales subpoblaciones celulares de sangre periférica en pacientes
con bacteriemia por S. aureus, generando asi datos preliminares de un proyecto en marcha.

2. Proporcionar una descripcion preliminar de la evolucién de las principales subpoblaciones
linfocitarias en sangre periférica en diversos puntos de la evolucion de la bacteriemia

estafilocécica y de su comparacién con un grupo control de individuos sanos.



3. Materiales y métodos

3.1. Muestras clinicas

Para la realizacidn de este TFM se han incluido un total de 18 pacientes con bacteriemia
por S. aureus y 11 controles sanos. Las muestras clinicas de los pacientes hospitalizados,
previamente diagnosticados mediante al menos un hemocultivo positivo para S. aureus en el
Hospital Universitario “12 de Octubre” (HU120), fueron obtenidas entre Enero y Abril de 2022
en tubos de 9 mL con 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) en diferentes puntos a lo largo de
la evolucidn de la bacteriemia (48 horas, 72-96 horas y 7 dias). El estudio se realizé de acuerdo
con los estandares éticos descritos en las Declaraciones de Helsinki y Estambul. Todos los
pacientes dieron su consentimiento informado (Anexo 1) y el Comité Etico de Investigacién

Clinica del HU120 aprobd el protocolo (codigo CEIm: 20/658).

En 11 de los 18 pacientes con bacteriemia se recogieron muestras en los tres puntos, en
tanto que de los 7 restantes Unicamente se dispone de las muestras extraidas a las 48 y a las 72-
96 horas debido al fallecimiento o alta del paciente. Las muestras de los controles se tomaron

en un Unico punto.
3.2. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica

Todo el procedimiento se llevd a cabo en la cabina de flujo. A un tubo de 15 mL se le
afiadieron 6 mL de Ficol y a continuacién se dejo deslizar toda la sangre lentamente por la pared
del tubo, de forma que no se mezclara con el Ficol (dado que éste es téxico para las células). Se
realizéd una centrifugacion durante 30 minutos a 2000 rpm a 4°C. Una vez finalizada la
centrifugacidn se generd un gradiente de densidad que permitié aislar “la nube” de células

mononucleares de sangre periférica (peripheral blood mononuclear cells [PBMC]) (Figura 2).
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Figura 2. Representacion esquematica desde la hospitalizacion del paciente y recogida de la muestra hasta
la realizacién del gradiente de densidad para el aislamiento de PBMC. Imagen de elaboracién propia con

BioRender.

Las PBMC se transfirieron a continuacién a otro tubo y se enrasé a 15 mL con tampodn

fosfato salino (phosphate buffered saline [PBS]). Se centrifugd nuevamente durante 5 minutos a



1500 rpm a 4°C, se decantd el PBS y el pellet se resuspendié en 10 mL de PBS. Se tomaron 10 plL
de células a las que se afadieron 10 uL de azul tripdn, un colorante de viabilidad celular.
Posteriormente, se cuantificaron las células en el contador automatico Countess 3 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA). Se volvié a centrifugar el tubo a 1500 rpm durante 5 minutos a
4°C, decantamos el PBS y se afiadieron por cada 10 millones de células, 900 pL de suero bovino
fetal (SBF) y 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) a un criotubo que fue congelado a -80°C como

paso previo a la criopreservacion en nitrégeno liquido.

3.3. Tincidén con anticuerpos

3.3.1. Descongelacion de las muestras

La tincidn se inicid con la descongelacidn de las muestras mediante un bafio a 37°C, para
realizar una descongelacion rapida y evitar que se dafaran las células. De inmediato se incorporé
el total de la muestra a un tubo de 15 mL al que previamente se habian afiadido 9 mL de medio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) reconstituido (10% SBF, 1% penicilina, 1% glutamina),
previamente atemperado durante 30 minutos. A continuacion, se realizé una centrifugacion a
1000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente (20°C). Se decantd el sobrenadante y el
pellet se resuspendié en 1 mL de PBS para posteriormente tomar una alicuota de 10 pL y junto
con los 10 L de azul tripan llevar a cabo la cuantificacion de las células. Con este nuevo contaje
se pretende conocer la tasa de mortalidad celular. Se realizé una nueva centrifugacién y una vez
decantado el sobrenadante, las células fueron resuspendidas en 100 pL de PBS. Dicho volumen

se lleva a un tubo de 1,5 mL donde se realizara la tincidén con los anticuerpos.
3.3.2. Bloqueo de receptores Fc y uniones inespecificas de monocitos

Previamente a la tincidn, la suspension de PBMC se incubd con 5 puL de Human TruStain
FcX™ Fc Receptor Blocking Solution y 5 pL de True-Stain Monocyte Blocker™ (ambos de
BioLegend, San Diego, CA) durante 10 min a temperatura ambiente. Los receptores de la
fraccion cristalizable (Fc) de las inmunoglobulinas (FcR) estan presentes en una alta variedad de
células y podria dar lugar a resultados de inmunofluorescencia falsos. Por otro lado, el uso de la
solucion de bloqueo no basada en anticuerpos True-Stain Monocyte Blocker evita las uniones
inespecificas entre monocitos y fluoréforos. En ambos casos, el objetivo del bloqueo fue evitar

uniones no especificas.
3.3.3. Marcaje con anticuerpos de superficie conjugados con fluoroforos

Los anticuerpos que se utilizaron para el inmunofenotipado se muestran en la Tabla 1.

Todo este paso se realizé en hielo y oscuridad para no alterar la actividad de los fluoréforos.



Primero se llevaron a cabo tinciones individuales para determinar la concentracidon adecuada de

cada uno de los fluoréforos. Una vez conocidas las concentraciones a utilizar, se iniciaron las

tinciones multicolor.

Tabla 1. Marcadores de estudio conjugados a distintos fluoréforos, clones del anticuerpo y dianas.

MARCADOR FLUOROFORO CLON DIANA / OBJETIVO
CELULAS MUERTAS LIVE/DEAD BLUE - Viabilidad celular
CD45 PerCP HI30 Leucocitos
CD3 BV 510 SK7 Linfocitos Ty células NKT-like
CD4 cFluor YG584 SK3 Linfocitos T CD4+ y NKT-like
CD8 BUV805 SK1 Linfocitos T CD8+, NK y NKT-like
CD25 PE-Alexa Fluor700 CD25- Linfocitos T reguladores
3G10
TCRyd PerCP-eFluor 710 B1.1 Células T yd
CD56 BUV737 NCAM16.2  Activacion NK, Células T y&
CCR7 (CD197) Bv421 2-L1-A Diferenciacion células T
CDA45RA BUV395 5H9 Diferenciacion células Ty células dendriticas (DCs)
CD127 APC-R700 HIL-7R- Receptor de citoquinas, diferenciacion células T
M21 reguladoras
HLA-DR APC/Fire810 L243 Activacidn células T y monocitos, discriminacion linaje NK,
marcador linaje DCs
CD38 PE-Fire810 S17015F Activacion/diferenciacion monocitos, DCs, linfocitos Ty B
CcD2 PerCP/Cyanine5.5 TS1/8 Diferenciacién NK
CXCRS5 (€CD185) BV750 RF8B2 Receptor de quimioquinas, diferenciacion de células T
CXCR3 (CD183) PE-Cyanine?7 CEW33D Receptor de quimioquinas, diferenciacidon de DC, células T
yB
CD57 FITC TBO1 Senescencia NKy CD8
PD-1 (CD279) BV 785 EH12.2H7  Receptor de inhibicidn de células T
CD14 SparkBlue550 63D3 Diferenciacién monocitos
CD16 BUV496 3G8 Diferenciacién monocitos, NK y células dendriticas
CCR6 (CD196) BV711 GO34E3 Receptor de quimioquina, diferenciacion de células Ty B
NKG2A (CD159A) APC REA110 Diferenciacidn y activacion celular NK, NKT-like y linfocitos
Tyd
NKG2C (CD159C) PE REA205 Diferenciacion celular NK

El protocolo de tincion comenzd por anadir 1 uL del indicador de viabilidad celular

SYTOX™ Blue seguido de una incubacion de 30 minutos. Finalizada la incubacidn, se realizé una

nueva incubacion individual con los anticuerpos CCR7 y TCR por recomendacion de la casa

comercial, con el objetivo de no alterar la conformacion del fluoréforo. A continuacion, se

prepard la mezcla multicolor de los 20 anticuerpos restantes para posteriormente anadir un



total de 50 pL de la mezcla a cada suspensién de PBMC vy realizar la ultima incubacién de 20

minutos.
3.3.4. Lavadoy fijacion de las muestras

Comenzamos el lavado con 500 uL de tampon de lavado Cell Staining Buffer (BioLegend),
mediante una centrifugacién de 5 minutos a 1000 rpm. El pellet se resuspendié en 250 ulL de
FluoroFix™ Buffer (BioLegend) y se dejo fijando las PBMC durante una hora a temperatura
ambiente y en oscuridad. Pasado este tiempo, se volvié a lavar y centrifugar para finalmente
resuspender las células en 500 L de Cell Staining Buffer y pasarlas a un tubo de ensayo de fondo

redondo, donde se mantuvieron a 4°C hasta que se llevara a cabo su analisis.
3.4. Andlisis de las muestras

Las células fueron analizadas en el citometro de flujo Cytek® Aurora (Cytek® Biosciences
Inc.) de 5 laseres (ultravioleta 355 nm, violeta 405 nm, azul 488 nm, amarillo-verde 532 nm vy
rojo 640 nm), 3 canales de dispersion y 64 canales de fluorescencia en todo el espectro de
emision.

Como paso previo se realizd el control de calidad con el software SpectroFlo® para
comprobar que los ldseres funcionaran correctamente. Este software ademads de realizar el
control de calidad permite el analisis de los datos. Para el control de calidad utilizamos las
SpectroFlo® QC Beads, unas particulas que contienen una mezcla de fluoréforos con una franja
de excitacién de 355 a 650 nm. A continuacidn, se analizaron las muestras (Figura 3).
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Figura 3. Representacion del andlisis de las muestras por el citdmetro espectral Cytek® Aurora. Imagen de

elaboracion propia con BioRender.

Para el unmixing de las células se utilizaron los controles de referencia que se obtuvieron

durante las titulaciones, seleccionando la opcion de extraccion de autofluorescencia para
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mejorar la claridad de los datos. Para reducir el margen de error previamente se habia
comparado el espectro de los controles de referencia con el espectro esperado. Los archivos FCS
desmezclados (unmixed) fueron aplicados para el posterior analisis poblacional usando para ello
el software FlowJo™ (BD Biosciences) donde se llevé a cabo el gating en el que se agruparon y

diferenciaron las poblaciones celulares de interés.

3.5. Andlisis estadistico

Empleamos el software SPSS Statistics versién 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY).
Comprobamos la normalidad de las distribuciones mediante la prueba de Kolmogorov—Smirnov
para una muestra. Las variables cuantitativas se ofrecieron mediante su media (+ desviacion
estandar [DE]) o mediana y rango interquartilico (RIC), segin procediera. A continuacién, se
realizaron comparaciones para muestras repetidas entre los distintos puntos de evaluacion (48
horas, 72-96 horas y 7 dias) mediante la prueba de Wilcoxon, con el objetivo de detectar
diferencias estadisticas en la evolucidn intra-paciente de la respuesta inmune a lo largo de la
bacteriemia. lgualmente se compararon las subpoblaciones linfocitarias de los pacientes con
bacteriemia estafilocdcica a las 48 horas y los controles sanos mediante las pruebas de la T de
Student o de la U de Mann-Whitney (en aquellas poblaciones que no siguieran la normalidad).
Seleccionamos esta medida precoz (48 horas) ya que cabe pensar que es la situacién en la que

son esperables mayores diferencias con los controles.



4. Resultados

4.1. Titulacion de anticuerpos

La concentracién apropiada de cada anticuerpo que proporciona una mejor tincion (y que
por tanto aumenta la resolucién de los marcadores fenotipicos en la tincion de muestras
multicolor) se determind previamente por medio de su titulacidn y tincion individual, en la que
se utilizaron PBMC de controles sanos. Con la titulacion obtenemos mejores resultados, ya que
al optimizar la concentracion del anticuerpo evitamos uniones inespecificas y conseguimos

sefiales mas potentes de las poblaciones positivas.

Dicha titulacién consistié en realizar las siguientes diluciones: sin diluir, 1/,,1/,, 1/ y sin
tefir (células unstained). Los resultados de estas titulaciones pueden verse en la Figura 4. En el
caso de CD25, la dilucidon que proporciond mejores resultados fue la titulacién mas alta, es decir,
sin diluir (5 pL), mientras que en los casos de CD45 y CXCR5 (CD185) fue la dilucién 1/, (1,25 pL).

El resto de los anticuerpos necesité una dilucion 1/, (2,5 pL).
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Figura 4. Titulacién de los anticuerpos CD14 (Figura 4A), CD38 (Figura 4B), CD45RA (Figura 4C), CD45
(Figura 4D) en el orden sin diluir, 1/2,1/4, 1/8 y sin teifiir. El gradiente de concentracion permite ver la
separacion e intensidad de fluorescencia. Las células unstained (no tefiidas) indican la autofluorescencia

celular que posteriormente se extraerd para unos resultados mas precisos.
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4.2. Estrategia de identificacion de poblaciones celulares (gating)

La estrategia de gating comenzo por excluir las células agrupadas y las células muertas. A
partir de las células vivas e individualizadas se caracterizaron las siguientes poblaciones:
leucocitos (empleando CD45 como marcador de superficie); linfocitos T mayoritarios (CD3, CD4
y CD8); linfocitos T y6 (TCR-y8); células NK (CD16 y CD56); y monocitos (CD14 y CD16). La
estrategia de gating utilizada en la identificacidon de las principales poblaciones celulares se
muestra en la Figura 5, tal y como se detalla a continuacién. En el Anexo 2, por su parte, se
detallan los resultados del gating de los pacientes #13 y #16 respectivamente, en los tres puntos

de la bacteriemia (48 horas, 72-96 horas y 7 dias).

Los monocitos los diferenciamos, en funcidn del marcaje que presentaran, en clasicos

(CD14+ CD16-), intermedios (CD14+ CD16+) y no clasicos (CD14- CD16+).

Los linfocitos los enfrentamos a los marcadores CD3 y TCR y& con los que diferenciamos

las células NK, NKT-like y los linfocitos mayoritarios:

° Las células con marcaje CD3+ TCR y&+ correspondia a las células T y6. Esta poblacion
se diferencié en funcién de los marcadores CCR7 y CD45RA con los que obtuvimos
las siguientes subpoblaciones de linfocitos T y&: naive (CCR7+ CD45RA+), de
memoria central (CCR7+ CD45RA-), de memoria efectores (CCR7- CD45RA-) y
efectores terminales (CCR7- CD45RA+).

° Las células con marcaje CD3- TCR y&- se enfrentaron a los marcadores CD56 y HLA-
DR. Se seleccionaron las células CD3- HLA-DR- las cuales se enfrentaron con CD56 y
CD16 con las que obtuvimos las siguientes subpoblaciones de linfocitos NK:
precoces o early (CD56+ CD16-), maduras (CD56+ CD16+) y terminales (CD56-
CD16+). Los linfocitos NK maduros se subdividieron a su vez en NKG2a (CD159a+) y
NKG2c (CD159c+).

La poblacién inicial de linfocitos CD3- TCR y&- también podria ser util para estudiar otras
poblaciones, como los linfocitos B, células dendriticas y células linfoides innatas (innate
lymphoid cells [ILCs]), pero debido a la complejidad que conllevaria dicho panel se decidié

estudiar principalmente la actividad y senescencia de los linfocitos T.
Las células con marcaje CD3+ TCR y6- se enfrentaron con los marcadores CD56 y CDS8, de

donde diferenciamos dos poblaciones:

) Las células CD56+ CD3+ identifican a las células NKT-/ike, las cuales se dividieron en
subpoblaciones de NKT-/ike con los marcadores CD8 y CD2.

° Las células CD56- CD3+ fueron posteriormente subclasificadas en CD4+ y CD8+.
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Inmunofenotipado de linfocitos CD4+

En funcion de las poblaciones de linfocitos T CD4+ que se quisieran estudiar, se las
enfrentd a distintos marcadores. Por un lado, quisimos identificar a las T reguladoras, para lo
que utilizamos los marcadores CD127 y CD25, las cuales se identificaron mediante el fenotipo

CD25+CD127-.

A continuacion, se enfrentaron a los marcadores CCR7 y CD45RA con lo que obtuvimos
las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ efectoras terminales (CCR7- CD45RA+), naive (CCR7+
CD45RA+), de memoria efectora (CCR7- CD45RA-) y de memoria central (CCR7+ CD45RA-). Las
ultimas dos subpoblaciones juntas forman la poblacién de células CD4+ memoria. Estas células
memoria se enfrentaron a los marcadores CXCR5 y PD-1, con lo que diferenciamos los linfocitos
T folicular helper (Tfh) positivos y negativos, para a continuacién identificar subpoblaciones de
Tfh positivos y negativos con los marcadores CCR6 y CXCR3. Estas subpoblaciones fueron Tfh17
(CCR6+ CXCR3-), Tfh1 (CCR6- CXCR3+), Tfh1/17 (CCR6+ CXCR3+) y Tfh negativas (CCR6- CXCR3-).

Por otro lado, con el fin de estudiar la activacion de los linfocitos T CD4+, estas células
fueron enfrentadas a CD38 y HLA-DR, de manera que se identificd a las activadas mediante el
fenotipo doble positivo. A su vez quisimos estudiar la senescencia utilizando los marcadores

CD57 y PD-1.
Inmunofenotipado de linfocitos CD8+

Las poblaciones analizadas dentro de los linfocitos T CD8+ coincidieron con los ya
detallados para los CD4+. De nuevo se estudiaron los marcadores de activacion CD38 y HLA-DR
por un lado y marcadores de senescencia CD57 y PD-1 por otro. A su vez, identificamos las
subpoblaciones de linfocitos T CD8+ con los marcadores CCR7 y CD45RA, de manera que
obtuvimos las subpoblaciones efectoras terminales (CCR7- CD45RA+), naive (CCR7+ CD45RA+),
de memoria efectoras (CCR7- CD45RA-) y de memoria central (CCR7+ CD45RA-).
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Figura 5. Representacién esquematica de la estrategia de gating en la que se delimitaron, de forma
manual, las subpoblaciones celulares principales presentes en sangre periférica en funcién de los
marcadores y fluoréforos seleccionados. Las flechas indican la relacién entre graficas. Todos los datos

presentados en este esquema proceden de PBMC del control #12.

4.3. Justificacion de las poblaciones de estudio

Los linfocitos T son fundamentales en la inmunidad protectora contra patégenos, por lo
gue nos hemos centrado principalmente en caracterizar el inmunofenotipo de esta poblacion.
Los linfocitos Treg constituyen un subconjunto de linfocitos T CD4+ que modulan a la baja la
respuesta inmune por medio de diferentes vias. Asi el analisis combinado de células T con
fenotipo efector y de las Treg facilita el conocimiento de la homeostasis inmunitaria y de la

interaccion entre funciones efectoras y mecanismos inmunoreguladores.
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Por otro lado, los linfocitos T y6 establecen un puente entre la inmunidad innata y la
adaptativa dado que su respuesta precede a ésta ultima, lo que las convierte en un componente
inmunitario Unico. Esta poblacidn puede llevar a cabo multiples funciones efectoras y se
diferencian de las T convencionales en la expresién de TCR y&. A su vez, los linfocitos T CD8+
citotdoxicos son células efectoras importantes a la hora de eliminar células infectadas,
reconociendo péptidos presentados por el sistema mayor de histocompatibilidad de clase I.
Cabe recordar que el fenotipo de los linfocitos T evoluciona desde que se desarrollan hasta que

maduran y se diferencian en los diferentes estadios de naive, efectoras o de memoria.
4.4. Caracterizacion preliminar de perfiles clinicos

Para el estudio preliminar en las muestras clinicas nos hemos centrado en unas
subpoblaciones linfocitarias concretas: linfocitos T CD3+ CD56- (dentro de los que diferenciamos
linfocitos cooperadores CD4+ y citotéxicos CD8+). De cada una de estas subpoblaciones
analizamos las células efectoras terminales CD45RA+ CCR7-, los marcadores de activacion CD38
y HLA-DR, y los marcadores de senescencia PD-1 y CD57, con la finalidad de examinar los
cambios en la expresién de estos marcadores y observar los distintos estadios de diferenciacion

celular a lo largo de la evolucidon de la bacteriemia.

Se debe tener en cuenta que los resultados que se exponen a continuacion pertenecen a
un estudio exploratorio de en proyecto aun en fase de reclutamiento (con un total de 89
pacientes incluidos a Junio de 2023). Mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov comprobamos
que todas las poblaciones celulares correspondientes a los pacientes se ajustan a una
distribucién normal excepto la poblacién de linfocitos T CD8+ PD-1+ medida a las 48 horas (Tabla
2). Todas las muestras de los controles, por su parte, siguieron una distribucién normal. Las
comparaciones entre las subpoblaciones de los casos medidas a las 48 horas desde el inicio de

la bacteriemia y de los controles se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 2. Subpoblaciones celulares en sangre periférica (en porcentajes) en los 18 pacientes con bacteriemia por Staphylococcus aureus medidas en diferentes puntos. Los

valores destacados en negrita presentan un valor de P <0,05.

Media (%) DE (%) Media (%) DE (%) Media (%) DE (%) P
evaluacon s gl Vil o e ey die
Linfocitos CD3+CD56-
Totales 32,8 +13,9 35,5 +15,3 32,5 +16,7 0,5 0,594 0,657
Linfocitos CD4+
Totales 22,6 +11,6 25,1 +13,5 21,3 +12 0,372 0,656 0,859
Activadas 0,2 +0,1 0,1 +0,1 0,1 +0,1 0,085 0,756 0,286
CD57+ 1,8 +2,3 1,8 +1,9 15 +1,1 0,523 0,722 0,534
PD1+ 0,3 +0,3 0,2 +0,3 0,2 +0,4 0,018 0,213 0,328

Linfocitos CD8+

Totales 8,7 +4,0 8,7 +3,4 9,3 +4,8 0,913 0,286 0,477
Activadas 0,5 0,5 0,2 +0,2 0,2 0,1 0,011 0,041 0,929
f::;:ic:]r:lses 4,5 2,4 4,8 2,9 5,3 +3,6 0,306 0,328 0,534
CD57+ 3,5 1,8 3,7 1,9 3,7 +2 0,586 0,534 0,424
PD1+ 0,1° +0,03° 0,001 0 0,001 0 0,043 0,18 1

DE: desviacion estandar.

2: Dado que este valor no sigue una distribucién normal, se ofrecen la mediana y el rango interquartilico (RIC): 0,001 (RIC. 0,001 - 0,0143).
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Tabla 3. Valores de P correspondientes a la comparacién de medias entre la primera medida de los

casos (48 horas) y controles. Los valores destacados en negrita presentan un valor de P <0,05.

Valor de P en la comparacién de casos versus controles

CD3+CD56-
Totales 0,401
Linfocitos CD4+ Linfocitos CD8+

Totales 0,694 0,363
Activadas 0,002 0,003
Efectores terminales 0,544 0,155
CD57+ 0,16 0,922
PD1+ 0,002 0,06°

2Al no seguir una distribucidon normal se realizé la prueba de la U de Mann-Whitney para la comparacién
de medias.

En la comparacion entre 48 horas y 72-96 horas, en las poblaciones de linfocitos T CD4+
PD-1+, linfocitos T CD8+ activados y linfocitos T CD8+ PD-1+ se observaron diferencias
significativas. El porcentaje de linfocitos T CD4+ PD-1+ a las 48 horas fue mayor que a las 72-96
horas (P valor = 0,018). Por otro lado, el porcentaje de linfocitos T CD8+ activados fue mayor
igualmente a las 48 horas (P valor = 0,011). Por ultimo, el porcentaje de linfocitos T CD8+ PD-1+
también es mayor a las 48 horas respecto a los puntos posteriores (P valor = 0,043). Entre las
poblaciones medidas de las 48 horas y a los 7 dias se observaron diferencias en las CD8+
activadas (P valor = 0,041). En la comparacion de las poblaciones a las 72-96 horas y los 7 dias

no se observaron diferencias significativas.

Para concluir, se observaron diferencias entre los pacientes con bacteriemia y los
controles sanos en las poblaciones de linfocitos T CD4+ activados (P valor = 0,002), linfocitos
CD4+ PD-1 (P valor = 0,002) y linfocitos CD8+ activados (P valor = 0,003), con porcentajes mas

altos en los casos.
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5. Discusion

El objetivo que se ha perseguido en este TFM ha sido la aplicacidn del inmunofenotipado

a un problema de salud publica como es la bacteriemia por S. aureus.

El panel de 23 colores puesto a punto permite una caracterizacion detallada, mediante
citometria de flujo espectral, del inmunofenotipo de las principales subpoblaciones celulares de
la sangre periférica humana como son los linfocitos T CD4+ y CD8+, los monocitos y las células
NK. Este tipo de panel puede ser muy util en estudios en los que las muestras sean limitadas,
como es este caso, en el que se obtuvieron muestras Unicas en diferentes puntos a lo largo de
la bacteriemia del paciente (a las 48 horas, 72-96 horas y 7 dias), permitiendo asi realizar una
caracterizacién exhaustiva a partir de una Unica muestra y estudiar cambios a medida que

evolucionaba la infeccion.

Este trabajo constituye una parte de un proyecto de investigacién mas amplio en el que
se analizan biomarcadores predictores de una mala evolucion en la bacteriemia estafilocécica
(proyecto P120/01084). Estas moléculas implicadas en la respuesta inmunitaria y que ofrecen
informacién acerca del estado inmunoldgico del paciente incluyen la producciéon de interferén-
y tras la estimulacidn de células inmunes, los niveles de citoquinas pro- y anti-inflamatorias, la
expresion de polimorfismos genéticos de nucleétido Unico (single nucleotide polymorphisms
[SNPs]) y finalmente, la expresidn fenotipica de las poblaciones celulares inmunes presentes en
sangre periférica. Es este ultimo punto en el que se ha basado este trabajo, dado que de los
cuatro ensayos que componen este estudio, ya se comunicaron los resultados preliminares de

los tres primeros métodos en el Trabajo de Fin de Grado (TFG) presentado en el curso anterior.

Como se ha explicado previamente, al inmunofenotipar las principales subpoblaciones
celulares presentes en sangre periférica de pacientes con bacteriemia por S. aureus se pretende
analizar si los cambios fenotipicos se correlacionan con un peor prondstico, ademas de buscar
posibles factores de riesgo y, por lo tanto, utilizar esta herramienta como futura aplicacién en

clinica.

En nuestros resultados preliminares se ha evidenciado que los puntos de inicio de la
bacteriemia presentaban una mayor expresion de marcadores de activacion linfocitaria respecto
a los mas tardios, concretamente los linfocitos T CD8+ activados entre las 48 horas y las 72-96
horas y entre las 48 horas y los 7 dias; estas diferencias son esperables dado que al inicio de la
bacteriemia, la respuesta inmunitaria es mas robusta para aclarar la infeccion. En el caso de los
linfocitos T CD4+ activados entre las 48 horas y las 72-96 horas, observamos una tendencia

estadistica (P valor = 0,085) y sugerimos que en el momento en el que aumente el tamafio
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muestral, observaremos diferencias estadisticas. Igualmente se ha comprobado cémo las
subpoblaciones que presentaban una mayor activacién se correlacionan con niveles de
expresion de PD-1 mds altos. Este hallazgo se explicaria considerando que el correceptor de
inhibicién PD-1 actua regulando la respuesta inmune, de manera que la activacién inmunitaria
no sea excesiva’®. Por Ultimo, en la comparacidn entre casos y controles observamos una clara
diferencia en cuanto a la expresién de marcadores de activacion linfocitaria tanto de linfocitos
T CD4+ como T CD8+, al igual que linfocitos CD4+ PD-1+, siendo esta expresion mayor en los

casos como consecuencia de la infeccidon activa en éstos.

Actualmente encontramos muchas publicaciones que manifiestan que la citometria de
flujo espectral se utiliza en el ambito clinico, con el fin de caracterizar la respuesta inmune de
pacientes con distintas patologias, ademads de establecer determinadas caracteristicas clinicas.
Algunas de estas publicaciones estudian biomarcadores clinicos predictores de la gravedad de
la patologia y en ultima instancia destacan que dicho inmunofenotipado proporciona una mejor

1718 pe igual modo, otra

comprensidon de la desregulacidon inmunitaria en estos pacientes
publicacidn en la que se estudio la desregulacion de la respuesta inmune de pacientes con sepsis
reveld que la clasificacién clinica en funcién de la actividad del sistema inmunitario, antes de la
administracion del tratamiento, es fundamental para poder establecer la terapia adecuada para

cada paciente®.

Esta herramienta de inmunofenotipado ademds de monitorizar el estado inmunoldgico
del paciente y establecer la terapia adecuada con su seguimiento consecutivo, también puede
ser Util a la hora de establecer un diagndstico o la gravedad de una enfermedad® o incluso

diferenciar el origen de dichas desregulaciones inmunoldgicas®!.

Entre las principales limitaciones del presente TFM debemos destacar el nimero reducido
de muestras de pacientes, por lo que los resultados presentados deben considerarse como

resultados preliminares. La informacidn clinica disponible fue igualmente limitada.

En definitiva, podemos concluir que actualmente se esta utilizando la herramienta de
inmunofenotipado en la clinica y que sus aplicaciones son muy variadas, por lo que la aplicacion
de esta tecnologia a un problema de salud publica como es la bacteriemia por S. aureus puede
ser util a la hora de entender cémo varia la interaccién huésped-patégeno a lo largo de la
infeccidn y establecer, en un futuro, una terapia personalizada. En cualquier caso, este TFM
supone una parte de un proyecto de investigacion en marcha en el que se han ido reclutando
en tiempo real pacientes con bacteriemia por S. aureus en el HU120 y en el que se ha ido
poniendo a punto el panel para, una vez finalizado el proyecto, llevar a cabo los andlisis

poblacionales de todos los pacientes finalmente incluidos.
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6. Conclusiones

Los resultados de este TFM son preliminares y deben ser contextualizados dentro de un proyecto

actualmente en marcha. Se trata pues, de una prueba de concepto que nos sugiere que:

1.

Efectivamente podemos poner a punto un panel de 23 colores de citometria de flujo
espectral y caracterizar de este modo el inmunofenotipo de las principales subpoblaciones
celulares de sangre periférica en pacientes con bacteriemia por S. aureus.

Existen diferencias significativas en el estado inmunoldgico intra-paciente y entre los
pacientes y los individuos sanos, concretamente en la regulacion de la respuesta inmune a
través de marcadores de activacion e inmunosenescencia, lo cual abre la puerta a su

aplicacién como biomarcadores prondésticos en el futuro.
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9. Anexos

Anexo 1. Hoja de informacidn al paciente y consentimiento informado.

Versién 1.2. (15 de Enero de 2021)

HOJA DE INFORMACION PARA EL PACIENTE

Investigador principal: Mario Fernéndez Ruiz

Servicio: Unidad de Enfermedades Infecciosas

Centro: Hospital Universitario "12 de Octubre", Madrid
Teléfono de contacto: 91 3908000 (ext. 4632)

Estimado paciente:

alguno de los términos o informacion de este documento.

¢ [INTRODUCCION

considere oportuno antes de otorgar o denegar su consentimiento.

un papel en la respuesta frente a la bacteriemia por S. aureus.

minimizando al maximo a su vez el riesgo de complicaciones.

e PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

laboratorio concernientes a la presente investigacion.

« PARTICIPACION VOLUNTARIA

Impacto clinico de la respuesta inmune innata y adaptativa del huésped en la evolucidn de la bacteriemia por Staphylococcus aureus

Titulo del estudio: Impacto clinico de la respuesta inmune innata y adaptativa del huésped
en la evolucidn de la bacteriemia por Staphylococcus aureus

Esta Hoja de Informacion puede incluir términos técnicos. Por faveor, pregunte al médico o al perscnal

investigador del estudio que le hace entrega de la misma si tiene alguna duda o no entiende con claridad

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacidon en el que se le invita a participar.
El estudio ha sido aprobado por el Comité Ftico de Investigacién Clinica de este Hospital.

Nuestra intencién es que usted reciba la informacién correcta y suficiente para que pueda evaluar y
juzgar si guiere o no participar en este estudio. Para ello, lea esta hoja informativa con atencidn y

nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir. Ademas, puede consultar con las personas que

El presente proyecto de investigacion tiene por objeto establecer el impacto del sistema inmunolégico
(las “defensas” del organismo) en la evolucién de la bacteriemia (es decir, la infeccion del torrente
sanguineo) por Staphylococcus aureus. La bacteriemia por este microorganismo constituye un grave
problema de salud. El sistema inmune esta constituido por una compleja red de moléculas y células
especializadas en proteger al organismo frente a la infeccién por microorganismos patégenos. De forma
resumida, este sistema esta dotado de dos grandes componentes (o brazos), la inmunidad innata y la

inmunidad adaptativa. Varios estudios previos han demostrado que tanto una como otra desempefian

Estamos intentando evaluar una nueva estrategia que esperamos nos permita conocer con la maxima
precision posible cual es el estado del sistema inmunolégico de los pacientes que, como usted, presentan
una bacteriemia por Staphylococcus aureus. Para ello analizaremos hasta qué puntos sus defensas
(innatas y adaptativas) son capaces de controlar la invasién por parte de esta bacteria. De este modo

podriamos ajustar de una manera mas precisa el tipo y la duracidn del tratamiento antibidtico,

Si concede usted su consentimiento, procederemos a recoger determinados datos de su historia clinica.
También solicitamos su permiso para que, al mismo tiempo que se le realizan las analiticas rutinarias
programadas por su equipo médico, podamos extraer un volumen extra de 4 centimetros cubicos de
sangre en 3 ocasiones a lo largo de la préxima semana. Analizaremos dichas muestras para determinar
cudl es el estado de su sistema inmunitario. Estas muestras coincidiran con las que de rutina le sean
solicitadas por su equipo médico, de forma gue no sera preciso someterle a ninguna extraccion de

sangre adicional. Las muestras de sangre seran destruidas una vez se realicen los procedimientos de
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Su participacidn en este estudio es totalmente voluntaria, y en caso de que decidiera declinar su
consentimiento usted seguiria recibiendo todos los cuidados médicos que precisara. Puede negarse a
participar o retirarse del estudio en cualquier momento, sin perjuicio ni pérdida de los beneficios a los
que de otro modo pueda tener derecho. La relacién con su equipo médico habitual no va a verse en
modo alguno afectada por la naturaleza de su decisidén. Antes de tomar una decision lea atentamente
este documento y haga tantas preguntas como desee para asegurarse de su correcta comprension.

e BENEFICIOS

Es posible que usted no obtenga un beneficio personal directo de su participacién en este estudio. Sin
embargo, confiamos que los resultados que obtengamos del mismo puedan beneficiar en el futuro a

otros pacientes que, como usted, desarrollen una bacteriemia por Staphylococcus aureus.

e COMPENSACION ECONOMICA

Usted no recibird ningtin tipo de compensacién econdémica por su participacion.

e COSTES

Su participacion en este estudio no supondra ningln coste adicional para usted.

e CONFIDENCIALIDAD

Toda la informacidn relacionada con este estudio es estrictamente confidencial y serd tratada de
acuerdo a la Ley Organica 3/2018, de 5 de Diciembre, de Proteccion de Datos Personales y garantia de
los derechos digitalesy a la Ley de Investigacién Biomédica 14/2007. Para garantizar el anonimato de su
identidad cada una de las muestras del estudio recibira un cédigo (nunca su nombre) y/o se
anonimizaran. Se le ha pedido a su médico que guarde esta hoja de informacién con su consentimiento
otorgado y su firma, asi como la relacién entre su cédigo y su identidad en un archivo especial seguro
que no forma parte de su historia clinica. Las conclusiones de este estudio podrian ser presentadas en
reuniones y/o revistas cientificas, pero siempre de forma global y sin que pueda identificarse

individualmente a ninguno de los participantes.
e ¢QUE IMPLICA SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO?

Como se ha comentado, su eventual participacién en el presente estudio no implicara ni gratificacién ni
carga econdmica alguna para usted. Tampoco implicara un mayor nimero de extracciones analiticas ni
una modificacién en el tipo de tratamiento o de seguimiento que sus médicos estimen mas oportuno
para su caso concreto.

* INFORMACION ADICIONAL

Si usted precisa mayor informacion sobre este estudio puede contactar con el investigador principal y/o

otros investigadores del estudio.

LE RECORDAMOS QUE SU DECISION DE PARTICIPAR O NO PARTICIPAR NO AFECTARA EN MODO
ALGUNO A LA CALIDAD DE LA ATENCION MEDICA QUE RECIBA.

Declaracion y firma del paciente.
. He leido la informacidn anterior y entiendo cual es el objetivo del estudio.

. He sido informado por (nombre del investigador)

. Recibiré una copia firmada y fechada por el investigador

. Comprendo que mi participacion es voluntaria y que puedo abandonar cuando quiera.
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. Otorgo mi consentimiento para que los investigadores recojan y procesen mis datos, asi como
las muestras de sangre necesarias para el estudio.

. He tenido la oportunidad de hacer preguntas y he recibido una respuesta satisfactoria a todas

ellas.
FIRMA DEL PACIENTE O REPRESENTANTE LEGAL NOMBRE DEL PACIENTE O REPRESENTANTE LEGALyY FECHA
FIRMA DEL INVESTIGADOR NOMBRE DEL INVESTIGADOR y FECHA
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Anexo 2. Gating del paciente #13 a las 48 horas (Figura 2a), a las 72-96 horas (Figura 2b) y a los
7 dias (Figura 2c). Gating del paciente #16 a las 48 horas (Figura 2d), a las 72-96 horas (Figura
2e) y alos 7 dias (Figura 2f).
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