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La tuberculosis (TB) es una de las principales causas de muer-
te mundial provocadas por un patégeno infeccioso. Es necesario
tener mayor conocimiento sobre la respuesta inmune contra el
agente etiologico de la enfermedad, Mycobacterium tuberculosis
(Mtb), para mejorar el diagnostico y la terapia. Esta tesis explora
la presencia de biomarcadores de proteccion y enfermedad en
muestras de sangre periférica y pulmon, investigando cambios
en la expresion de biomarcadores celulares o en la presencia de
poblaciones celulares tras la con Mtb.

Este trabajo combina proyectos que analizan datos de
muestras humanasy de ratdn. Las muestras de sangre humana,
provenientes de individuos con infeccién latente o enfermedad
tuberculosa al inicio y al final del tratamiento, permitieron estu-
diar mediante citometrfa de flujo convencional la expresion de
biomarcadores de maduracion y activacion celular en linfocitos
tras su re-exposicion a antigenos micobacterianos. Los resultados
demuestran que los niveles de expresién de estos biomarcadores
son capaces de caracterizar la infeccion latente por tuberculosis
y la enfermedad tuberculosa, y se correlacionan con el éxito del
tratamiento, confirmando su gran potencial como biomarcador
delaTB.

Las muestras de ratéon consistieron en sangre y tejido pul-
monar de un modelo de infeccidn tuberculosa por exposicion
inhalatoria en ratones C57BL/6J. Mediante citometria espectral,
estudiamos de forma exhaustiva la respuesta inmune local

y sistémica. Nuestros datos muestran una acumulacion en el
parénquima pulmonar de un subconjunto protector de células
linfocitos T de memoria residentes tras la infeccion. Este tejido
también esté vinculado a un menor estado inflamatorio, revelado
por el perfil de citoquinas de los linfocitos CD4 y la presencia de
otros grupos celulares. Adicionalmente, los andlisis multiparamé-
tricos no supervisados destacan la alta compartimentalizacion
de la respuesta inmune después de la vacunacion con BCG,
desencadenando actividad proinflamatoria de células Th17 en
sangre y un aumento de células B activadas, en el pulmon. Este
estudio también revela que la exposicion de BCG al liquido al-
veolar humano previa a la vacunacion potencio aiin mas algunos
de los mecanismos inmunitarios ya inducidos por la vacunacion
convencional.

Esta tesis incluye ademds un capitulo dedicado a la caracte-
rizacion del sistema inmunoldgico en condiciones fisiolégicas de
un nuevo modelo murino, el Collaborative Cross (CC), que permite
estudiar las contribuciones genéticas a la susceptibilidad a Mtb
y los mecanismos de proteccion de la vacuna BCG, revelando su
alta heterogeneidad y una presencia generalmente menor de po-
blaciones de célulasinmunes maduras y activas en comparacion
con los ratones C57BL/6J. Estos hallazgos subrayan el potencial
de los ratones CC para abordar la resistencia a enfermedades y la
eficacia de las vacunas en estudios futuros de TB, explorando una
seleccion de cepas CC de interés. Los estudios descritos en esta
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tesis contribuyen al conocimiento en el campo del diagnostico
y lainmunologfa de la TB.
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Introduccion

La creciente concentracion del problema de la tuberculosis
(TB) dentro de las carceles de Paraguay resalta la urgencia de
focalizar estrategias para interrumpir la transmision y prevenir
nuevas infecciones dentro y fuera de los centros penitenciarios.
Sin embargo, se conoce poco sobre la envergadura que juega
esta concentracion de TB en instituciones penitenciarias y su
‘derrame” al resto de la poblacion fuera de las prisiones. En tal
sentido, este trabajo cuantifica y describe las dindmicas del ries-
go para desarrollar TB en prision segun diversos determinantes
individuales y estructurales de los centros penitenciarios y como
este riesgo persiste una vez que se sale de prision, ademas de
detallar filogenéticamente como se generan clisteres comunes
entre la prision y la comunidad.

Método y resultados

Primero se analizd una cohorte retrospectiva del Censo Na-
cional de Prisiones del aflo 2013, vinculdndolo con registros de TB
del Programa Nacional de TB (PNTB) del 2010 al 2021. Se utilizaron
modelos de riesgos proporcionales de Cox para cuantificar el
riesgo de TB durante y después del encarcelamiento e identificar

factores de riesgo intrinsecos de la prision y del individuo. El 16,0
% (451/2.810) personas desarrollaron TB. El 9,3% (262/2.810) de
los casos de TB ocurrieron durante el encarcelamiento. El 6,7%
(189/2.810) de los casos de TB ocurrieron fuera del centro peni-
tenciario. El Hazard Ratio (HR) de desarrollar TB fue de 1,97 (95%
IC 1,26-3,08) a los seis meses de ingreso a prision y aumento a
2,78 (95% IC 1,82-4,24) a los 36 meses o mas. El HR de desarrollar
TB aumentdé con cada reingreso de 1,99 (IC95 % 1,52-2,61) en el
primer reingreso a 3,36 (IC 95 % 2,50-4,50) en el cuarto reingreso.
El hacinamiento en los pabellones y celdas de la prision se asocio
con un mayor riesgo de TB. Después de la liberacion, el riesgo de
TB disminuyd considerablemente, pero se mantuvo 10 veces mas
alto que latasa de incidencia en la poblacién general hasta luego
de 8 afos de seguimiento posterior a la liberaciéon'2,
Posteriormente se realizo una vigilancia gendmica prospecti-
va, donde se secuencié el genoma completo de 471 muestras de
M. tuberculosis, que correspondian a casos de TB dentro y fuera de
prisiones de dos dreas urbanas de Paraguay: Asuncion y Ciudad
del Este, desde el 2016 al 2021. Se encontré evidencia gendmica
de transmision reciente frecuente dentro de las prisiones y vincu-
los de transmision que abarcan cérceles y poblaciones aledafas.
Seidentificd cémo los clUsteres incluyen casos de TB de personas
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que estan en prision, con otras fuera de prision, ya sean estos ex
privados de libertad o personas que nunca estuvieron en prisién®

Conclusion

Los hallazgos resaltan la urgencia de fortalecer las estra-
tegias de los programas de control de la TB que apunten a las
prisiones, ya que en el Paraguay las prisiones son el motor de la
epidemia, derramando su concentracion de riesgo al resto de
la comunidad®.
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El andlisis molecular y gendmico en microbiologia nos ha
permitido mejorar nuestro conocimiento de las infecciones y
de su epidemiologfa. Este trabajo es el resultado de aplicar estas
metodologias para dar respuesta a problematicas surgidas del
estudio de dos patdgenos de alta relevancia, Mycobacterium
tuberculosis (MTB) y SARS-CoV-2.

En un primer bloque, abordamos la optimizacion de la
epidemiologia gendmica en tuberculosis (TB) para una mejor
comprension de las dindmicas de transmision. Nuestro enfoque
de vigilancia en Almerfa, apoyado en la integracion del analisis
gendémico evolutivo, y su discusidon en un equipo de trabajo
multidisciplinar, nos permitié proponer las causas mas proba-
bles de crecimiento de determinadas cadenas de transmision.

Asf identificamos con mayor precision los clUsteres resultado de
transmision activa, recomendando priorizar su vigilancia. En la
expansion de determinados clusteres, se identificaron reactiva-
ciones tras exposiciones en el pasado y demoras diagndsticas, lo
que condujo a recomendar diferentes intervenciones, adecuadas
a estos hallazgos.

La utilidad de este enfoque nos exigia disponer precozmente
delandlisis genémico para orientar la investigacion epidemiolégi-
ca e intervenir de forma rapida. Con ese fin, se evalué una nueva
estrategia, apoyada en la secuenciacién inmediata de cada nuevo
caso de TB desde cultivos primarios, en plataforma de nanoporos.

Adema3s, se disefiaron nuevas estrategias para la identifica-
cion de clusteres en entornos sin datos moleculares/genémicos
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previos, de caracter poblacional. Esta aproximacion descansaba
en un cribado secuencial de tres etapas con poder discrimina-
tivo creciente, incluyendo métodos moleculares y gendémicos
mediante un uso racionalizado de los mismos. Esta estrategia
permitié identificar de forma simplificada cadenas de transmision
en Madrid. A su vez, los datos gendmicos obtenidos, permitieron
identificar los SNPs marcadores de las cepas, para disefar un siste-
ma de vigilancia basado en secuenciacién rapida de amplicones
en plataforma de nanoporos. Su aplicacion prospectiva y retros-
pectiva condujo a la identificacion de candidatos a pertenecer
a dos de esos clusteres.

En un segundo bloque, se analizo la diversidad de las po-
blaciones microbianas de determinados pacientes a lo largo
de la infeccién. Primero, el anélisis MIRU-VNTR de necropsias,
procedentes de diferentes localizaciones anatomicas de casos de
TBen Mozambique, permitié identificar diversidad clonal intrapa-
ciente en un tercio de los mismos, identificando en proporciones
similares infecciones mixtas y coexistencias de variantes clonales,
derivadas de una cepa parental por fendémenos de microevolu-
cion. La mayorfa de los casos con diversidad hubieran pasado
desapercibidos si el andlisis se hubiera restringido a la muestra
respiratoria. Segundo, realizamos dos estudios poblacionales
de reinfecciones por SARS-CoV-2 en Madrid, basados en datos
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gendémicos, lo que nos permitié asignar de manera precisa la
carga que las reinfecciones tenian en nuestra poblacion tanto
en las primeras etapas de la pandemia como en la era Omicron.
La integracion del contexto epidemiolégico de las variantes cir-
culantes en cada momento nos permitié asignar reinfecciones
incluso en ausencia de la secuencia del primer episodio.
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La incidencia de infecciones respiratorias cronicas causadas por
micobacterias no tuberculosas estd aumentando a nivel mundial y
representa unaimportante carga sanitaria. Las micobacterias no tu-
berculosas, en particular Mycobacterium abscessus, Mycobacterium
avium,y Mycobacterium kansasii se encuentran entre los patdgenos
mas prevalentes y que causan mayor preocupacion.

El tratamiento de estas infecciones pulmonares supone un
verdadero desafio debido a la gran resistencia intrinseca de las
micobacterias ocasionada principalmente por su gruesa pared
celular, asi como por su capacidad para formar biopeliculas. Estas
caracterfsticas limitan gravemente las opciones terapéuticas, lo
que hace urgente el desarrollo de nuevos compuestos antimico-
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bacterianos y regimenes de tratamiento mas efectivos dirigidos
tanto a bacterias plancténicas como a biopeliculas.

Existen dos estrategias principales para desarrollar nuevos
agentes antimicobacterianos. El reposicionamiento de farmacos,
que implica identificar nuevos usos para farmacos existentes ya
validados para otras aplicaciones médicas, esta estrategia permite
reducir costes y plazos de desarrollo del farmaco. La segunda
estrategia consiste en el desarrollo de farmacos de novo, que
consiste en descubrir nuevas entidades quimicas, este proceso
es mas largo y costoso.

Ambas estrategias han sido utilizadas en esta Tesis Doctoral.
Tras un exhaustivo cribado de compuestos 3-lactdmicos, amoxi-
cilina-clavuldnico y cefadroxil, mostraron la mayor actividad in
vitro frente a aislados clinicos de M. kansasii. Para un estudio
mas traslacional y con mayor aplicacion clinica amoxicilina-
clavuldnico y cefadroxil se evaluaron en combinacion con el
tratamiento habitualmente empleado en infecciones por M.
kansasii (rifampicina, etambutol y claritromicina). Ambos com-
puestos mostraron interacciones favorables con los actuales
farmacos del tratamiento y mejoraron el tratamiento al incluirse
como cuarto farmaco'.

Las lactonas macrociclicas, ampliamente utilizadas como an-
tiparasitarias, demostraron actividad in vitro frente a M. abscessus
y otras micobacterias no tuberculosas. Siendo milbemicina oxima
y selamectina los compuestos mas prometedores. Dado el papel
crucial de las biopeliculas en las infecciones respiratorias crénicas,
la actividad antibiopelicula de estos compuestos fue testada,
mostrando buena actividad tanto en condiciones plancténicas
como en biopelicula. La combinacién de milbemicina oxima con
los farmacos habitualmente empleados en los tratamientos frente
a M. abscessus (claritromicina y amikacina) resulto esterilizante’.

Gracias a una colaboracién internacional, en esta Tesis se ha
contribuido a la identificacion de una molécula de novo sintesis
llamada VOMG, con actividad bactericiday antibiopelicula frente
a M. abscessus y otras micobacterias no tuberculosas. Esta nueva
molécula ha sido patentada (Patente:P2458IT) y su novedoso
mecanismo de accion, basado en la inhibicion de la divisiéon ce-
lular bacteriana, ha sido elucidado durante el desarrollo de esta
tesis®. Actualmente se esté analizando el papel de VOMG en las
combinaciones terapéuticas.

Enresumen, esta Tesis Doctoral aporta enfoques innovadores
para el desarrollo de nuevas terapias frente a micobacterias no
tuberculosas con un alto potencial de aplicacién en la practica
clinica. Dado que la terapia combinada, generalmente basada
en tres farmacos, es la piedra angular del tratamiento actual de
micobacterias es fundamental evaluar no sélo los compuestos
individualmente sino también las combinaciones. Esta Tesis
contribuye a la optimizacion de modelos in vitro de biopeliculas,
que aun carecen de protocolos estandarizados.
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