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RESUM

Escherichia coli (E. coli) és un microorganisme propi de la microbiota intestinal humana. S’ha descrit
un nou patotip anomenat AIEC (Adherent Invasive Escherichia coli) associat a la malaltia de Crohn.
Aquest té capacitat d’adherir-se i envair cel-lules epitelials intestinals, aixi com de sobreviure i
replicar-se en macrofags. La majoria d’estudis s’han fet utilitzant una linia cel-lular de ratoli (J774)
pero estudis recents demostren la seva capacitat de replicar-se en altres linies cel-lulars humanes
(THP1). No existeixen pero estudis que comparin els dos tipus de linies cel-lulars amb un ampli socari
de AIEC, ni tampoc hi ha prou coneixement de quines sén les habilitats de sobreviure i replicar-se en
macrofags de les soques no adherent invasives (no-AIEC) que habiten a l'intesti. Per aquests motius,
s’ha volgut estudiar i comparar la supervivencia i replicacié d'un socari d’E. coli, format per bacteris

AIEC i no-AIEC, en macrofags humans i de ratoli.

S’han assajat un total de 50 soques, entre les quals hi ha 21 AIEC i 29 no-AIEC (aillades de pacients
amb la malaltia de Crohn (CD) i controls, els mateixos d’on s’han aillat les AIEC). Com a soques control
s’ha utilitzat la LF82, una AIEC de referencia, i la soca comensal de laboratori K12 (no-AIEC). Les
linies cel-lulars assajades han estat els macrofags murins J774 i la linia cel-lular de mondcits humans
THP1. L’'index de supervivencia i replicacié (I_REPL) es calcula en base a la infeccié d’aquests cultius
cel-lulars usant la gentamicina per eliminar els bacteris extracel-lulars, i es calcula com el % de
bacteris intracel-lulars al cap de 24h de la infecci6 respecte als internalitzats (1h post-infecci). Per
analitzar la capacitat de replicacié (I_REPL) en J774 i THP1 segons patotip es realitza un analisis
comparador de mitjanes T test. Per comparar dades de freqiiencies s'usala y? de Pearson, i la possible
relacio entre linies cel-lulars s’acaba determinant mitjangant un estudi de correlacions de Pearson o

Spearman.

A partir d’aquests estudis s’ha pogut comprovar la bona capacitat de replicacié que tenen les soques
AIEC en macrofags 774 (amb una mitjana d'I_REPL = 1146%), i que no presenten en THP1 (amb una
mitjana d’I_REPL = 89%). En canvi, les no-AIEC no presenten gaires diferéncies de replicacié entre
ambdues linies cel-lulars (mitjana d’I_REPL = 116% en THP1, i mitjana d'I_REPL = 281% en ]774).
Finalment s’ha pogut establir un possible llindar de categoritzaci6 (I_REPL = 500%) que permet

classificar les E. coli segons patotip.

En conclusi6, THP1 no és una bona opci6 per a la realitzacié d’aquests estudis amb E. coli i, que per
tant, aquesta diferéncia entre linies cel-lulars determina que la capacitat de supervivéncia i replicacié
d’aquests bacteris no és independent de I'hoste, sin6 que depen de la cel-lula a la qual es déna la

infeccid.



RESUMEN

Escherichia coli (E. coli) es un microorganismo propio de la microbiota intestinal humana. Se ha
descrito un nuevo patotipo llamado AIEC (Adherente Invasive Escherichia coli) asociado a la
enfermedad de Crohn. Este tiene capacidad de adherirse e invadir células epiteliales intestinales, asi
como de sobrevivir y replicarse en macroéfagos. La mayoria de los estudios se han hecho utilizando
una linea celular de ratén (J774), pero estudios recientes demuestran su capacidad de replicarse en
otras lineas celulares humanas (THP1). No existen, pero, estudios que comparen las dos tipos de
lineas celulares con un amplio conjunto de cepas de AIEC, ni tampoco hay suficiente conocimiento de
cudles son las habilidades de sobrevivir y replicarse en macro6fagos de las cepas no adherente
invasivas (no-AIEC) que habitan en el intestino. Por estos motivos, se ha querido estudiar y comparar
la supervivencia y replicacién de cepas de E. coli, entre las cuales hay bacterias AIEC y no-AIEC, en

macroéfagos humanos y de ratén.

Se han ensayado un total de 50 cepas, 21 AIECy 29 no-AIEC (aisladas de pacientes con la enfermedad
de Crohn (CD) y controles, los mismos de donde se han aislado las AIEC). Como cepas control se ha
utilizado la LF82 (una AIEC de referencia) y la cepa comensal de laboratorio K12 (no-AIEC). Laslineas
celulares ensayadas han sido los macréfagos murinos J774 y la linea celular de monocitos humanos
THP1. El indice de supervivencia y replicaciéon (I_REPL) se calcula en base a la infeccién de estos
cultivos celulares usando la gentamicina para eliminar las bacterias extracelulares, y se calcula como
el % de bacterias intracelulares al cabo de 24h de la infeccion respecto a los internalizados (1h post-
infeccion). Para analizar la capacidad de replicacion (I_REPL) en J774 y THP1 segun patotipo se
realiza un analisis comparador de medias T test. Para comparar datos de frecuencias se usala y z de
Pearson, y la posible relacidn entre lineas celulares se acaba determinando mediante un estudio de

correlaciones de Pearson o Spearman.

A partir de estos estudios se ha podido comprobar la buena capacidad de replicaciéon que tienen las
cepas AIEC en macréfagos J774 (con una media de I_REPL = 1146%), y que no presentan en THP1
(media de I_REPL = 89%). En cambio, las no-AIEC no presentan grandes diferencias de replicaciéon
entre ambas lineas celulares (media de | REPL = 116% en THP1 y media de | REPL =281% en ]774).
Finalmente se ha podido establecer un posible umbral de categorizacién (I_REPL = 500%) que

permite clasificar las E. coli segin patotipo.

En conclusiéon, THP1 no es una buena opcién para la realizacién de estos estudios con E. coli y, que
por tanto, esta diferencia entre lineas celulares determina que la capacidad de supervivencia y
replicacion de estas bacterias no es independiente del huésped, sino que depende de la célula a la

que se da la infeccidn.



SUMMARY

Escherichia coli (E. coli) is a common microorganism of the human intestinal microbiota. A new
pathotype called AIEC (Adherent Invasive Escherichia coli) associated with Crohn's disease (CD) has
been described. It has the ability to adhere to and invade intestinal epithelial cells, as well as to
survive and replicate inside macrophages. Most studies have been done using a murine cell line
(J774), but recent studies demonstrate its ability to replicate in human cell lines such as THP1. No
study comparing the bacterial replication in the two types of cell lines with a broad set of AIEC strains
exist. Additionally, there is no sufficient knowledge of the survival and replication abilities in
macrophages of non-adherent (non-AIEC) strains that inhabit in the intestine. For these reasons, we
wanted to study and compare the survival and replication of E. coli strains, including AIEC and non-

AIEC, in human and murine macrophages.

A total of 50 strains, 21 AIEC and 29 non-AIEC (isolated from patients with CD and controls, the same
from which the AIEC strains have been isolated) have been tested. An AIEC reference LF82 and
commensal laboratory strain K12 (non-AIEC) have been used as control strains. The murine
macrophages J774 and the human monocyte THP1 cell lines have been tested. The survival and
replication index (I_REPL) is measured based on the bacterial infection of these cell cultures using
gentamicin to eliminate the extracellular bacteria. It is calculated as the percentage of intracellular
bacteria after 24h of the infection with respect to the internalized ones (1h post-infection). To
analyze the replication capacity in J774 and THP1 according to the pathotype, a t-test has been
performed. To compare frequency data, Pearson's x2 has been used, and the possible relationship

between cell lines has been determined by Pearson or Spearman correlation study.

In this study, it has been possible to verify that AIEC strains presented high replication capacity in
J774 macrophages (with an average of I REPL = 1146%), but it replicated less in THP1 (mean of
I_REPL = 89%). In contrast, non-AIEC strains did not show large differences in replication between
both cell lines (mean of  REPL = 116% in THP1 and mean of I REPL = 281% in ]774). Finally, it has
been possible to establish a possible categorization threshold (I_REPL = 500%) that allows the

classification of E. coli strains according to pathotype.

In conclusion, THP1 is not a good option for conducting these studies with E. coli and, therefore, the
difference between cell lines determines that the ability of survival and replication of these bacteria

is not independent of the host but depends on the infected cell.



INTRODUCCIO
Escherichia coli adherent invasiva (AIEC)

Escherichia coli (E. coli) és un microorganisme que forma part de la flora normal de l'intesti huma, i
la majoria de soques exerceixen un paper important en ajudar al cos a digerir els aliments. No
obstant, algunes sén patogenes i poden produir malalties intestinals que ocasionen diarrees o altres
afectacions. Fins el moment, un dels patotips descrits que s’han trobat comunament en aquestes
malalties és una E. coli invasiva i potencialment patogena, que se ’'ha anomenat AIEC (Adherent
Invasive Escherichia coli). Pertany a un fenotip patogenic distintiu capa¢ d’adherir-se i envair cél-lules

epitelials intestinals, aixi com de sobreviure i replicar-se en macrofags.!

Diversos estudis han demostrat que el patotip AIEC colonitza preferentment la mucosa ileal de
pacients amb malaltia de Crohn (CD) en comparaci6 amb els individus sans. 2345 No obstant, existeix
certa controveérsia ja que s’ha vist que les AIEC també podrien estar implicades en altres malalties

com la Colitis ulcerosa (CU).67

Per a ser considerades soques AIEC, (1) els bacteris han de ser capacos d’adherir-se-se a la linia
cel-lular Caco-2 i/o a cél-lules epitelials intestinals 1-407 amb un index d’adhesié d’un o més bacteris
per cel-lula. També, (2) han d’envair aquestes 1-407 amb un index d’invasi6 igual o superior al 0,1%
de I'inocul original i (3) ser capagos de sobreviure i replicar-se en macrofags 774 amb un index de
replicacié major al 100%. A més, (4) impliquen la polimeritzacié d’actina cel-lular de I'hoste i el
reclutament de microtibuls durant I'absorcié bacteriana. I (5) aquestes soques no presenten

determinants invasius coneguts. ©

Tot i que no es coneixen determinants invasors caracteristics del patotip, alguns gens s’han
relacionat amb la seva viruléncia, com sén IpfA, 8 ° fimH, 10 i chiA. 11 En AIEC, el gen IpfA facilita
I'adhesi6 a cél-lules M de les plaques de Peyer i s’ha trobat de forma més freqiient en AIEC que en no-
AIEC (T75) (71% i 20% respectivament). 8 ° La proteina FimH caracteristica d’E. coli pot unir-se
fortament a residus de mono-mannosa exposats de forma terminal i proporcionar ajuda en la
colonitzacié de llocs extra-intestinals com la bufeta urinaria, !2 i també en l'intesti, unint-se a
CEACAMG6 (sobreexpressio en CD). 13 En AIEC aquesta proteina presenta mutacions (G73, T158 i
R166) que podrien augmentar la capacitat d’adhesié d’aquest grup. 1© S’han identificat 5
polimorfismes especifics en el domini d'unié de quitina de chiA-LF82 (soca AIEC de referencia) (en
aminoacids 362, 370, 378, 388 i 548) que es diferencien de la chiA-K12 (soca comensal). Tenint en
compte que aquest gen en E. coli facilita d’adhesié en condicions d’inflamaci6, aquesta particularitat
en AIEC podria explicar que LF82 interaccioni amb més afinitat amb les cel-lules de I'epiteli intestinal

i tingui aixi, una major adhesié. 11



Mecanismes moleculars bacterians d’evasio i supervivencia a la fagocitosi

Una resposta immune efectiva de l'hoste davant d’organismes estranys requereix una accid
coordinada i conjunta del sistema immune innat i adaptatiu. La resposta immune innata s’encarrega
de la primera linia de defensa contra els microorganismes invasors pero, a més, desencadena el
context bioldgic i els senyals que han d'instruir al sistema immune adaptatiu per crear la seva

resposta.

Els mecanismes efectors de defensa de la immunitat innata estan compostos per cel-lules que
compleixen funcions defensives, com els macrofags, que controlen i destrueixen els microorganismes
que ingressen. Aquests son fagocits professionals que expressen receptors coneguts com “Pattern
Recognition Receptors” (PRRS) que reconeixen antigens estranys. L’accié dels macrofags
desencadena la resposta immune innata mitjangant l'activacié d'un o més receptors anomenats “Toll

Like Receptors” (TLRs). 14

Sovint, és possible que els bacteris extracel-lulars tinguin la capacitat d’evadir els mecanismes
immunes de I'hoste. Aixi doncs, la viruléncia o patogenicitat d'aquests bacteris es relaciona amb
atributs que afavoreixen la colonitzacid i invasid dels teixits de I'hoste i que els permeten resistir a

I'acci6 del sistema immunitari.

Un d’aquests atributs son les capsules (presents en microorganismes com E. coli o Streptococcus
pneumoniae, entre d’altres) que confereixen resisténcia a la fagocitosi. Aquest fet és degut a que els
productes bacterians capsulars o de superficie poden actuar com a inhibidors de la ingesti6 fagocitica
per interferéncia mecanica, o bé per inhibicié de 1'adsorcié de receptors sérics (Opsonines) que
facilitarien aquesta acci6 fagocitica. 15 1¢ Per tant, la presencia de la capsula constitueix un mecanisme
important d'evasié immune, de manera que els bacteris encapsulats sén més virulents que soques

mancades de capsula (per exemple Salmonella 7).

Un altre mecanisme utilitzat pels bacteris per evadir la resposta immune, és la variaci6 genetica

d'antigens de superficie. Molts bacteris com E. coli i Neisseria gonorroheae, presenten pili (estructura
implicada en 1'adhesi6 bacteriana a les cél-lules del hoste, constituida per la proteina Pilina). La
variaci6 antigénica de la proteina Pilina resulta d'una alta taxa de conversi6 entre locis silenciosos i
d'expressio. Aixi, és possible crear més de 106 combinacions amb productes proteics antigenicament
diferents. Aquest mecanisme de variacié antigénica ajuda al bacteri a "escapar” dels macrofags
especifics, encara que el significat principal per al microorganisme sigui seleccionar el pili que millor

s'adhereixi a les cel-lules epitelials de I'hoste. 18

Existeixen bacteris intracel-lulars capagos de sobreviure i replicar-se dins de les ceél-lules de I'hoste,
inclis dins dels fagocits. Com aquests bacteris estan en un ninxol inaccessible als anticossos
circulants, la seva eliminaci6 requereix mecanismes immunes diferents com l'accié de les cél-lules
Natural Killer (NK). No obstant molts d’aquests microorganismes han desenvolupat a més,
estratégies per sobreviure i replicar-se en aquestes cel-lules. Alguns fan servir els mecanismes

fagocitics preexistents per a la seva internalitzacié, com Mycobacterium sp.i Legionella pneumophila,



els quals uneixen fragments C3b del complement, afavorint aixi la seva captaci6 per les cél-lules
fagocitiques.l* A més, aquesta persisténcia genera una estimulacié antigenica cronica, que pot
conduir a la formacié de col-leccions locals de macrofags activats (granulomes) que envolten els

microorganismes impedint la seva disseminaci6.

Un cop dins del vactol fagocitic, alguns patogens dissolen la membrana vacuolar i accedeixen al
citoplasma cel-lular ric en nutrients, evadint els mecanismes bactericides del fagocit; per exemple
Shigella flexneri, algunes Rickéttsies i L. monocytogenes, aquesta ultima produeix una hemolisina
(Listeriolisina O) que forma porus a la membrana del fagosoma. Altres microorganismes com
Mycobacterium i Legionella, son capacgos d'inhibir I'activitat bactericida dels fagdcits evitant la fusié
del fagolisosoma (impedeixen l'acidificaci6 del fagosoma) i alguns com Coxiella burnetti, sobreviuen

als agents bactericides alliberats al fagolisosoma. 1920

Aixi doncs els principals factors de viruléncia bacterians que permeten resistir la fagocitosi i faciliten
la supervivéncia i replicacié intracel-lular, inclouen les capsules propies dels bacteris, la variacié

genética dels antigens de superficie i la produccié d'enzims hidrolitics, entre d’altres.

Capacitat de replicacié en macrofags de les AIEC

S’ha vist que els bacteris AIEC, quan infecten macrofags, es repliquen en fagolisosomes madurs a un
pH acid i en preséncia de Captesina (proteasa) [Figura 1].2! Fins el moment, es coneix que els bacteris
gram negatiu poden protegir-se de péptids antimicrobians amb una capa protectora primerenca que
proporcionen els lipopolisacarids (LPS). 2223 Ara bé, 1a manera en que les AIEC resisteixen als atacs
de les activitats degradatives de les proteases es troba sota investigaci6. Mitjancant un assaig
d’electroforesi s’ha realitzat un analisi genomic total per comprovar que el DNA d’aquests macrofags
no mostra escissié de cromatina o degradacid, i que per tant, no hi ha cap afectacié genetica.! Aquests
fets indiquen que, a diferéncia d’altres bacteris amb propietats similars com Shigella flexneri o
Salmonella cholerasuis, la soca AIEC LF82 no indueix la mort cel-lular a macrofags ]J774. Després de
varis estudis s’ha vist que existeixen certs gens que afavoreixen la replicacié de les AIEC en
macrofags. S’ha identificat el gen ibeA en el genoma d'una soca AIEC (NRG857c¢) i s’ha vist que podria
no només tenir un paper en la interaccié6 preco¢ bacteris-macrofags, siné també facilitar la
supervivéncia bacteriana. 24 Altres gens, com htrA juguen un paper essencial en 'adaptaci6 de la soca
AIEC de referencia (LF82) a pH baixos. 2! S’ha dit també que aquestes condicions acides constitueixen
senyals fisiologiques en l'expressié d’alguns gens com virB, els quals regulen varis factors de
viruléncia. 25 Es evident que els bacteris AIEC han anat evolucionant mitjancant mecanismes

d’adaptaci6 per aquestes condicions, claus per activar I'expressio6 de certs gens de viruléncia.

La infeccié per AIEC indueix a la secrecié addicional de grans quantitats de TNF« (abreviatura de
I'angles Tumor Necrosis Factor), una citocina pro-inflamatoria segregada per macrofags i limfocits
involucrada en el procés inflamatori del sistema immunitari. 26 Aquest fet condueix a I'expressié de
CEACAMBS6, un receptor al qual s’hi uneixen les AIEC. A més, aquestes TNF« poden generar alteracions

en la permeabilitat intestinal, 26 de manera que la millora de la colonitzacié d’AIEC aixi com la pérdua



Figura 1. Imatge obtinguda amb microscopi electronic de transmissié mostra macrofags J774 infectats amb una
MOI de 10 bact./cell. Al cap d’'una hora de la post-infeccié, s’observen bacteris AIEC LF82 en petits vactols (A).
Després de les 8h de tractament de gentamicina, s’augmenta la mida dels vactiols (B). Fusié de fagosomes que
condueix a la formacié d'un gran vactiol observat després de les 24 hores de tractament de gentamicina (C).

funcional de la barrera intestinal, podria estar mediada per la induccié de la secreci6 de TNFe.
Tanmateix, recentment s'ha demostrat que les AIEC poden afectar al procés autofagic. 2? S’ha vist que
LF82 intracel-lulars activen NF-kB (complex proteic que controla la transcripcié del DNA), donant
lloc a I'augment de I'expressié de MIR30C i MIR130A en les cel-lules T84 i en els enterocits de ratoli.
Inicialment la regulaci6 d'aquests microRNAs redueix els nivells d'ATG5 i ATG16L1 (proteines que
participen en el procés autofagic), inhibint I'autofagia i potenciant la resposta inflamatoria. 28 Aquests

fets confereixen un avantatge per les AIEC per sobreviure dins de les cel-lules humanes.

Altres efectes que afavoreixen la capacitat de replicacié de les AIEC son certs defectes geneétics
associats sobretot a pacients amb CD. Tant la UC com la CD resulten d’una resposta desregulada del
sistema immunitari intestinal a antigens d’origen microbia. L’analisi de Vazeille et al 2° sobre
I'absorcié de bacteris per MDM (macrofags derivats de monocits) va revelar que les cél-lules
obtingudes dels pacients amb CD semblaven més permissives per AIEC que les obtingudes a partir
de controls sans o pacients amb UC. Van observar polimorfismes en gens que codifiquen el receptor
immune innat NOD2 implicat en el reconeixement de bacteris invasius i proteines ATG16L1 i IRGM,
implicades en l'autofagia, un sistema de degradaci6 que pot lliurar bacteris intracel-lulars als

lisosomes per a la seva eliminacid. 2°

Els analisis genomics comparatius d’AIEC i no-AIEC fets fins ara, no han pogut identificar una
propietat molecular identificativa del fenotip Adherent-Invasiu. Per aquest motiu seria bo un enfoc
més ampli de les interaccions bateria-hoste, i una bona manera de proporcionar informacié sobre
mecanismes patogenics addicionals o alternatius d’aquestes soques, és a partir d’assajos de relacions
bacteris-cél-lules. 30 Tot i aix0, els assajos en cultius cel-lulars sén poc estandarditzables entre
laboratoris (variabilitat en la soca de referencia LF82 en ]774; I_REPL=361,9+33,31 |_REPL=504+63
L32i]_REPL = 636+703) i a més, no hi ha homogeneitat dels cultius que s’utilitzen (J774 i THP1). Per
aquest motiu en aquest estudi s’ha proposat la comparacié d’'un mateix socari amb dues linies

diferents de macrofags.



HYPOTHESIS AND AIMS

Despite few evidences exist on that issue, considering that different cell lines have been used to
assess intramacrophage bacterial replication in AIEC identification, and that differences have been
found regarding the level of intramacrophage replication abilities between cell lines (Darfeuille et al

32 and O’Brien et al3%) and between AIEC and non-AIEC (O’Brien et al 39 ), we have hypothesised that:

- AIEC strains have higher survival and replication abilities than non-AIEC in both human and
murine cell lines of macrophages.

- Both AIEC and non-AIEC strains have more difficulty in surviving and replicating in human
macrophages than in murine macrophages.

- The survival and replication capacity of E. coli in ]J774 correlates with the survival and

replication capacity in THP1.

This study aims to determine the survival and replication capacity of the adherent-invasive E. coli
(AIEC) and non-adherent-invasive E. coli strains (non-AIEC), in human (THP1) and murine (J774)

macrophages. To verify these hypothesis, our specific aims are:

1. To determine whether AIEC strains have increased intramacrophage replication abilities in

comparison with non-AIEC strains or not.

2. To assess the difference in intracellular replication abilities of the strains in the murine J774 and

the human THP1 macrophages.

3. To investigate if a higher intracellular replication in murine J774 macrophages determine a higher

intracellular replication in human THP1 macrophages.

METODES
Soques i condicions de cultiu bacteria

S’han assajat un total de 50 soques entre les quals hi ha 21 AIEC aillades de pacients amb CD (16) i
controls (5), 29 soques no-AIEC aillades també de pacients amb CD (16) i controls (13). De la mateixa
manera també s’han assajat dues soques de referéncia; LF82 com a control positiu (AIEC aillada d'un

pacient amb CD), i la soca K-12 com a control negatiu (soca comensal de laboratori).

Totes aquestes soques d’E. coli s’emmagatzemen en medi Luria-Bertani (LB) amb glicerol (20%
vol/vol) a -20°C i es cultiven també en LB a 37° sense agitacid. A I'hora de fer els glicerinats, s’ha
d’afegir 200uL de glicerol concentrat en un eppendorf safelock de 2mL i abocar 800uL del cultiu

liquid bacteria després de 24h d’incubacié.
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Linies cel'lulars i condicions del cultiu

Les cel-lules que s'han utilitzat en aquest estudi sén la linia cel-lular de macrofags murins (J774) i la
linia de monocits humans (THP1), les quals es mantenen en medi RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institute) suplementat amb un 10% vol/vol de sérum fetal bovi inactivat (FBSpec) i un 1% de
Glutamina. Per cultivar-les s’incuben dins d’'una atmosfera amb un 5% de CO2z a 37°C a I'incubador
New Brunswick (Hamburg, Alemanya) i es van realitzant subcultius en flascons cada 2-4 dies per tal
de que els macrofags no creixin en un ambient d’estrés. Els subcultius es realitzen sempre i quan la

confluencia cel-lular sigui d’'un 80% aproximadament.
Linia cel'lular ]774, manteniment i sub-cultiu

Inicialment les cél-lules es troben adherides al fons del flascé, i per tant pot aspirar-se el medi i fer
un rentat amb 10mL de PBS per eliminar cél-lules mortes no adherides. S'afegeixen 5mL de medi
RPMI+10%FBS+1%Glut i amb l'ajut dun scrapper es resuspenen les cél-lules. Seguidament,
s’addicionen 5mL més del mateix medi i s’aspira tot per abocar-ho en un tub de centrifuga (Falcon).
A continuacio es pipeteja el contingut unes 40 vegades per tal de disgregar els agregats cel-lulars que
puguin quedar. I finalment, s’agafen 3 d’aquests 10mL per traspassar-los a un nou flascé on ja s’hi ha

afegit 17mL de RPMI+10%FBS+1%Glut.
Linia cel-lular THP1, manteniment i sub-cultiu

En aquest cas les cél-lules son no adherents quan encara no s’han diferenciat a macrofags, i per tant
es troben en suspensio. Tot i aix0, degut al propi pes cel-lular, si que sedimenten al fons del flascé i
poden veure’s perjudicades també per el contacte i la confluéncia cel-lular en el cultiu. En aquest cas
els monocits sén molt més sensibles a canvis i factors externs, i per tant aquesta linia cel-lular té una
major inestabilitat. Es per aquest motiu que s’haura de determinar la concentracié exacta cada
vegada que es realitzi el subcultiu mitjancant un recompte cel-lular. Per a realitzar el recompte el que
es fa és; aspirar tot el contingut per abocar-ho en un tub de centrifuga, i pipetejar lentament per tal
de disgregar els agregats cel-lulars. Es centrifuga a baixes revolucions per a que les cel-lules precipitin
is’elimina el sobrenedant (excepte un 10% del medi per conservar factors de creixement). Finalment
s’afegeix la quantitat de RPMI+10%FBS+1%Glut calculada, i s’aboca tot el contingut en un nou flascé

per incubar.
Assaig de supervivéncia bacteriana i replicacié en macrofags
Infeccid en céllules ]774

DIA1

Els macrofags ]774 provinents dels subcultius, sén sembrats en plaques de 24 pous a una densitat de
2x105 cells/pou. Mitjangcant un recompte cel-lular es corrobora la densitat desitjada. Els passos

concrets han estat:
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1. Una vegada comprovat amb el Microscopi Olympus CKX41 (Tokyo, Japd) que la confluéncia del
cultiu és d’'un 80% aproximadament, s’aspira el medi liquid amb una bomba d’aspiracié.

2. Es realitza un rentat amb PBS al flascé de cultiu i es torna a aspirar.

3. S'afegeixen 5mL de medi RPMI+10%FBS+1%Glut i amb I'ajut d’'un scrapper es suspenen les
cél-lules que estan adherides al fons del flascé. Seguidament, s’addicionen 5mL més de medi nou.

4. S’aboca tot el contingut en un Falcon i es disgrega amb una micropipeta per tal de separar les
ceél-lules que encara estiguin adherides entre elles.

5. Es traspassen 10puL del cultiu disgregat a un eppendorfi s’afegeix 40uL de Trip&Blue, un colorant
azoic utilitzat en tincions histologiques per assajos de viabilitat que permet diferenciar cel-lules
vives de cel-lules mortes.

6. S'omple la Cambra de Neubauer i es fa el recompte, tal i com s’ha explicat anteriorment. Amb els

valors obtinguts, es realitzen els calculs;

X cell vives * M quadrants - VOlum - factor dilucié = cells/mL

cells/mL ipiciqr - VOluMpciq = cells/mL gy - vOlumMiyg

X cel-lules vives ~> Mitjana del recompte de cél-lules vives
N°quadrants > Nombre de quadrants de la cambra
volum > mL de la cambra en superficie i profunditat
factor dilucié - dilucié del cultiu que s’ha fet al afegir el colorant
cells/mL inici1 > concentracié inicial de cél-lules del cultiu
volumiy;.iq; > mL de cultiu que es necessiten per tenir la concentracié desitjada
cells/mL finq; > concentracio final de cél-lules que es vol aconseguir
volumginq; > mL totals necessaris per fer la sembra en les dues plaques

Exemple assaig A171120;

Recompte de 3 dels 9 quadrants > x1=29 cel-lules vives; x2=31 cel-lules vives; x3=39 cél-lules vives

X col-lules vives = 33 cel - lules vives
33 cel - lules vives - 9 - 1000 mL - 5 = 1,485x10° cells /mL
1,485x10° cells/mL - volump;siq = 2x10°cells/mL - 26 mL

2x105cells/mL - 26 mL
1,485x10° cells/mL

volumpiciar = = 3,5 mL de cultiu

26 mlL totals — 3,5 mL de cultiu = 22,5 mL de medi net

7. Espreparen els volums calculats i s’afegeix 1mL de la dilucié a cada pou de cadascuna de les dues
plaques de sembra. Es preparen dues plaques perqué una d’elles és la “d’entrada” la qual s’infecta
durant només 1 hora per saber quants bacteris han pogut entrar dins els macrofags. I I'altra placa
és la de “sortida”, la qual es deixa infectant durant 24h per identificar els bacteris que, a part
d’entrar, han pogut replicar-se dins les cel-lules.

8. S'incuben en una atmosfera amb 5% de COz i a 37°C durant 24 hores.
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Pel que fa el cultiu bacteria, es cultiva part dels glicerinats de cada soca en medi LB liquid a 37°C o/n
(“over night”) sense agitaci6 en I'incubador Memmer100-800 (Schwabach, Alemanya). De forma més

detallada:

9. S'afegeix 1,5mL de LB liquid a tants tubs de vidre com soques assajades. Aquests tubs es tapen
amb taps transpirables per tal de no contaminar, perd a I'hora, permetre I'entrada d’Ox.
10. Esrasca l'aillat congelat i es resuspén al tub corresponent.

11. S’incuben els tubs a 37°C durant 24h.
DIA 2

Abans d’'infectar, s’han de quantificar els cultius bacterians preparats el dia anterior per tal d’ajustar-
los a una densitat optica (DO) de 0,1. Per fer-ho es mesura I'absorbancia dels cultius mitjancant

I'espectrofotometre Shimadzu UV-2501 PC, UV-VIS Recording spectrophotometer (Kyoto, Japd);

1. En cubetes de plastic es realitzen dilucions % amb 0,5mL de LB i 0,5mL del cultiu confluent. El
blanc es prepara amb 1mL de LB.

2. Lectura de I'absorbancia a 620nm.

3. Realitzacid dels calculs de volums necessaris de cultiu i medi en la preparacié de les dilucions per

aconseguir ajustar la DO a 0,1.

DO = DO(%%) - factor diluci6

DO, - volum cubeta = DO, - volum cultiu bacteria

Densitat optica mesurada = DO (Y2)
Densitat optica real = DOr
Densitat optica desitjada = DOd

Exemple assaig A171120 - Soca E2 28D1;

DO(¥%) = 0,709,5 = 7090
DOr = 709D0 -2 = 1418D0
100p0 - 1 mL = 1418, - volum cultiu bacteria

1mL
volum cultiu bacteria = —————-100p, = 0,07 mL - 70 uL cultiu
1418,

1000 uL totals — 70 uL cultiu = 930 uL de medi RPMI+10%FBSpec

4. Es preparen tants eppendorfs com soques s’assagin i afegir a cadascun els volums de cultiu i medi

calculats amb els formules anteriors.

Abans d’infectar i un cop preparades les dilucions dels cultius bacterians ajustades a una D0=0,1,

s’acondicionen els cultius cel-lulars que han estat durant 24 hores a I'incubador;

» s«

5. Es fan 2 rentats amb 1mL de PBS a cadascun dels pous de les dues plaques (“entrada” i “sortida”),
per eliminar les cel-lules mortes que no estiguin adherides.

6. S'afegeix 1 mL RPMI+10%FBSpec a cada pouet de les dues plaques.
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A partir d’aleshores, ja es pot dur a terme la_infeccid de les cel-lules a MOI 100;

7. S'introdueix 125uL dels cultius bacterians a DO de 0,1 als pous corresponents de les dues plaques.

8. Es centrifuguen les plaques durant 10 minuts a 900 rpm per tal de facilitar I'entrada dels bacteris

ales cel-lules.

9. S’incuben en una atmosfera amb 5% de COzia 37°C durant 10 minuts.

* Mentre resten els 10 minuts d’espera, es preparen els dos medis amb Gentamicina (a 20 i a

100pg/mL); un aminoglicdsid que s’utilitza com a antibiotic per erradicar els bacteris extracel-lulars

que no hagin sigut capagos d’envair els macrofags durant la incubacié.

10. Després de la incubacid, es fan 2 rentats més a cada placa amb 1mL de PBS.

11. S’afegeixen 1mL de medi RPMI+10%FBSpec amb Gentamicina a una concentracié de 100pg/mL

(GEN[100]), a cadascun dels pous de les dues plaques.

12. S’incuben en una atmosfera amb 5% de COz i a 37°C durant 40 minuts.

13. Passats els minuts d’incubacid, es tracten per separat cadascuna de les dues plaques:

13.1 Placa de sortida

13.1.1
13.1.2

13.1.3

Es buida el medi RPMI+10%FBSpec+GEN[100]

S’afegeix 1mL del RPMI+10%FBSpec amb Gentamicina a una concentracié de
20pg/mL. S'utilitza un medi amb una concentracié6 menor de gentamicina
perque el temps d'incubacié sera gran, i sind podria afectar inclus a les
propies cel-lules.

S’incuba durant 23h en una atmosfera amb un 5% de CO21i 37°.

13.2 Placad'entrada

13.2.1

13.2.2

13.2.3

13.2.4
13.2.5

Es realitzen 2 rentats amb 1mL de PBS.

S’afegeixen 500pL de Trit6 x-100 a I'1% a cada pou. Gracies també a I'ajuda
d’'un micropipeteig, s’aconsegueixen llisar les cél-lules i alliberar els bacteris.
S’ha de tenir en compte que el Trit6 no té efecte sobre la viabilitat bacteriana
durant, almenys, 30 minuts. ! Per aix0 és important cronometrar aquests
passos i no sobrepassar el temps.

A continuaci6, abans que transcorrin els 30 minuts des de I'addicié del Trito,
es prepara un banc de dilucions amb Ringer; dilucions 1/10 amb 0,450mL de
Ringer i 0,05mL de mostra, arribant fins a la dilucié 10-4.

Es sembra, en plaques de LB-agar, 25pL de les dilucions 102, 10-3 i 10-4..

Es deixa incubant a 37°C fins '’endema.
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DIA 3

1. Recompte de colonies de les plaques sembrades el dia anterior, corresponents a la placa de cultiu
d’entrada en macrofags [Taula 1].

2. Determinacié de quines sén les dilucions optimes per sembrar adequadament les plaques
corresponents a la placa de cultiu de sortida en macrofags. Per fer-ho, s’escull la dilucié en la qual
el creixement de bacteris hagi entrat en un rang entre 15 i 150 colonies comptades.

3. La placa de sortida es tracta d’igual forma que la d’entrada. De manera que s’acaba obtenint un

banc de dilucions que sera sembrat en plaques de LB-agar i incubades a 37°C fins I'endema.
DIA 4

1. Recompte de colonies de les plaques sembrades el dia anterior, corresponents a la placa de cultiu
de sortida en macrofags [Taula 1].

2. Calcul de la quantitat de bacteris a temps 1h i 24h post-infeccio.

X colonies
V(n1+0,1n2)d

v

ufc=[

Unitats formadores de colonies = ufc
Volum sembrat > V
Nombre de plaques valides dilucié més concentrada = n1
Nombre de plaques valides dilucié menys concentrada = nz
Diluci6 de la placa més concentrada > d
Volum del pouet > v

Exemple assaig A171120 - Soca E2 28D1;

Taula 1. Dades experimentals del nombre de colonies comptades per a cada dilucié
de sembra de la placa d’entrada i de sortida.

A171120 Entrada Sortida
Pouet Soca -2 -3 -4 -1 -2 | -3 -4 -5
Al E2 28D1 > 117 | 20 - > > 51 -
117 + 20 ,
ufc/mlL = 00025 - (1+01-1)- 0001] - 0,5 = 2,5x10° ufc/pou en placa d'entrada
L—[ o1 ] 05 = 1,02x107 laca de sortid
ufc/mL = 0.0025 - (1 + 0.1 0) - 0,0001 ,5 =1,02x ufc/pou en placa de sortida

3. Calcul de I'index de replicacié per a cada soca.

ufcsortida

Toovi = —2
Replicacic = 4 fc entrada
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Exemple A171120 - Soca E2 28D1;

1,02x107
IReplicacié = m 100 = 409%

Infeccié en cél-lules THP1

Per estudiar la capacitat de sobreviure i replicar-se en macrofags humans THP1 es realitza
practicament el mateix protocol que en cél-lules |774 explicat anteriorment. Alguns detalls canvien

degut a que aquestes cél-lules necessiten certes condicions de cultiu diferents.

Un dels punts claus que difereixen de les J774 és la utilitzacio del Forbol 12-miristat 13-acetat (PMA)
a 800pg/m, degut a que THP1 és una linia cel-lular de monocits humans. Per aquest motiu, cal una
dosis hormonal per tal de provocar que els monocits es diferenciin en macrofags i puguin adherir-se
ala base dels pouets. Aixi doncs, s’afegeix 1uL a cada pou i es deixen créixer 24 hores amb 20ng/uL

d’una solucié de PMA en 'incubador COz New Brunswick.

Un altre aspecte variant és la densitat a la qual s6n sembrats aquests macrofags en les plaques de 24
pouets. En aquest cas la concentracié és major que en macrofags de ratoli; ha de ser d'unes 5x10°
cel-lules/pouja que en aquest cas les cel-lules, a part de ser més petites i no omplirien prou els pouets,

s6n més susceptibles a qualsevol factor extern i tenen un creixement més complicat.

Finalment, un dels canvis més importants sén les hores d’'incubaci6 després de la infeccié a la placa
de sortida. En aquest cas no és tot un dia, siné que han de passar només 15h incubant-se. Aquest fet
ha sigut conseqiiéncia d’altres estudis que s’han realitzat amb aquestes cel-lules on un temps major

d’incubacié provocava la mort dels macrofags.

Analisis estadistics

Mitjancant un analisi estadistic amb el software IBM SPSS Stadistics 15.50 s’ha pogut interpretar els
valors obtinguts en 'assaig de protecci6 amb gentamicina. Ha sigut considerat un valor significatiu
quan p<0,05. En primer lloc es determina si les dades segueixen una distribucié normal en cada test
estadistic realitzat mitjancant una analitica descriptiva. D’aquesta forma es determina si el p-valor és
significatiu i s’accepta la hipotesis nul-la aprovant la normalitat, o si per contra s’accepta la hipotesis

alternativa descartant una distribucié normal.

Per analitzar la capacitat de replicacié (I_REPL) en J774 i THP1 segons patotip s’utilitza un analisi
comparador de mitjanes. Quan les dades segueixen una distribucié normal s’utilitza un test
parametric T de Student amb mostres independents, i en cas contrari, un test no parameétric U de

Mann-Whitney per a mostres independents.

D’altra banda, s’ha determinat si existeix alguna relacié entre els |_REPL de J774 i THP1 mitjan¢ant
un estudi que determina correlacions bivariades amb dues variables quantitatives dependents de

Spearman. Aquest analisi es realitza primerament tenint en compte tot el socari, i posteriorment
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segons patotip. De la mateixa manera s'ha estudiat la correlaci6 entre I'index de replicaci6 (en J774 i

THP1) i la capacitat d'adhesi6 o invasi6 de cél-lules de 1'epiteli intestinal.

Finalment s’ha realitzat un analisis estadistic comparatiu de taules creuades (Chi-quadrat de
Pearson) per veure si I'index de replicaci6 per categories classificava les soques segons patotip. Per
J774 les categories van ser <100, >100 o <500, >500, mentre que per THP1 eren de <50, >50 0 <100,
>100 0 <200, >200.

RESULTATS I DISCUSSIO
Capacitat de replicacié en macrofags segons patotip

La capacitat de replicacié de 21 soques AIEC i 29 soques no-AIEC, aixi com les dues soques control,
s'han mesurat en dues linies cel-lulars diferents: 774 i THP1. S'ha vist que els index de supervivencia

i replicacié en macrofags poden variar segons el patotip d’E. coli i la linia cel-lular.

En macrofags de ratoli la capacitat de replicacid canvia segons quin sigui el patotip, ja que les soques
AIEC (I_REPLj774 1146+373) tenen més capacitat de replicaci6 que les no-AIEC (I_REPL;774 281+68)
(p-valor < 0,001). En canvi, en macrofags humans, les soques AIEC (I_REPLtup1 89+32) presenten
valors similars a les soques no-AIEC (I_REPLtup1 116+42) (p-valor = 0,660) [Figura 2]. La diferéncia
entre patotips trobada en J774 la demostra també Baumgart et al 3 on I'index de replicacié d’AIEC en
J774 (I_REPLLFs2 350%) és molt superior al d’'una soca no-AIEC (I_REPL gcoipus« 10%). Concretament,
en aquest estudi, els valors de replicaci6 de les soques AIEC en macrofags J774 oscil-len entre 94 i
2562%, mentre que les no-AIEC presenten valors més baixos, dins d'un rang entre 8 - 775%. En canvi,
pel que fa a THP1, en tots dos casos els indexs de replicacid es troben en el mateix interval, les AIEC
dins d'un rang entre 14 - 191% i les no-AIEC entre 0 - 259%. Ho demostra també O’Brien et al 3% per
a THP1. En el seu estudi, els | REPLaiec oscil-len entre els 227,81 - 1686% i els [_REPLno-aiec estan
entre 22 - 1200%, 3° que tot i presentar capacitats de replicacié6 molt superiors que en el nostre
estudi, no pot establir-se un llindar de separacié segons patotip perque també oscil-len entre els

mateixos percentatges.

Una de les condicions establertes per a que un aillat d' E. coli invasiu sigui considerat AIEC és que
presenti un index de replicacié en macrofags J774 igual o superior al 100%. 32 Aquest criteri s’ha
tingut en compte en la majoria d’estudis previs, com Glasser et al !, Baugmart et al3 i Dogan et al ° on
tots els valors de replicacié de les AIEC en ]J774 compleixen aquesta condicié. Només O’brien et al 3¢
ha fet servir THP1 humanes per identificar el patotip AIEC a partir d'un socari d’E coli aillats del tracte
intestinal de malalts de Crohn. Malgrat no existir un criteri establert per altres linies cel-lulars,
O’brien et al 3° utilitza el mateix criteri que per les cellules ]J774 (I_REPL>100%). Tot i aix0, estudis
com Cieza et al 24 corroboren que la supervivéncia de soques AIEC (en concret la soca NRG875c) en
macrofags humans, després de 24h, pot ser inferior al 100% (I_REPLnrcs7sc de 32,42%) 24, per tant fa
pensar que aquest criteri no és I’adequat. Nosaltres mostrem que en el nostre socari més de la meitat

de les soques adherent-invasives (55%) presenten I_REPL per sota del 100% i per tant no sobreviuen
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a la fagocitosi d’aquests macrofags humans [Figura 2]. Aixo ens fa suggerir que no és un criteri

adequat o bé que la linia cel-lular no és la idonia per identificar el patotip.

Linia cel-lular J774 Linia cel-lular THP1

2700,0 375,0

350,0

2400,0

325,0

300,0

2100,0

275,0
p-valor < 0,001 . p-valor > 0,05

1800,0 250,0

225,0

1500,0
200,0

175,0
1200,0

150,0

% index de supervivéncia i replicacié
9% index de supervivéncia i replicacio

900,0 125,0

100,0 100%
600,0
75,0
]
8 50,0
300,0 1 ‘]
] 25,0 3
llllllllllllllll;llllllllllllllllfllll 100%
0,0 0,0
0
0 AIEC No AIEC AIEC No AIEC
Patotip E. coli Patotip E. coli

Figura 2. Supervivéncia i replicacio de soques AIEC i no -AIEC en diferents linies cel-lulars. El grafic de l'esquerra
es mesura en macrofags de ratolins, linia ]774. El grdfic de la dreta amb la linia cel-lular de macrofags humans
THP1.

S’ha fet un analisi de dades aparellades per tal de coneixer si, per totes les soques
analitzades, I'index de replicaci6 és superior en J774 que en THP1 i si aix0 passa en el mateix
grau per totes les soques [Figures 3 i 4]. S’ha corroborat que els indexs de replicacié en ]774
eren superiors als indexs en THP1 per la majoria de soques, tant AIEC (p<0.001) com no-
AIEC (p=0.001), exceptuant les soques (ECG17, ECG 23, ECG26, ECG63 i AIEC12) que
presenten indexs similars o inferiors. A més, s’ha observat que la diferéncia del grau de
capacitat de replicacié és més pronunciada en AIEC que no pas en no-AIEC. S’ha calculat la
diferéncia entre els index de replicacid per a cada soca i la mitjana d’aquestes (Xaiec = 1053%
i Xno-aiec = 153%), on també queda demostrat clarament que la diferéncia entre els indexs
de replicaci6 de les soques AIEC és superior a la diferencia dels indexs de les soques no-

AIEC.

18



AIEC No AIEC

4-
o -

= | p-valor = 0,0001
—
o e
- o
x w
! c:|
v 24 =
lE E ~
:
= 14 g -

0 T L (-] T T

J774 ) THP1 1774 THP1
Patotips Patotips

Figura 3. Grafic d'aparellament entre els [ REPL de  Figura 4. Grafic d'aparellament entre els [ REPL de J774
J774 i THP1 de les soques d’E. coli adherent-invasives. THP1 de les soques d’E. coli no adherent-invasives.

La variabilitat de valors entre linies cel-lulars pot donar-se per les diferéncies fenotipiques i les
necessitats particulars de cadascuna d’elles. Per una banda la linia cel-lular THP1, que correspon a
una col-lecci6 de monocits humans, deriva d'una leucemia limfocitica aguda la qual presenta un
creixement lent. 33 D’altra banda, les cel-lules ]774 que pertanyen a una linia cel-lular de macrofags
murins, deriven d'un sarcoma de cél-lules reticulars de ratoli que creix en monocapa i de forma
indefinida, on l'adheréncia al substrat no atura el seu creixement. Es possible que aquestes
caracteristiques particulars de cada linia cel-lular puguin originar diferencies en la replicacié d’'un

mateix bacteri en cadascuna d’elles [Figures 3 i 4].

Bokil et al3! suggereix que les diferéncies entre el sistema immunitari de ratolii el sistema immunitari
innat huma sén ampliament apreciades, com per exemple I'absencia del TRL11 en humans, un
receptor de reconeixement de patrons de deteccidé de UPEC (E. coli uropatogénica). De manera que
van avaluar també les comparatives (soques LF82 i C600) entre una linia de macrofags derivats de
monocits humans (HDMD) i una de ratoli (BMM), on les capacitats de replicacié eren lleugerament

inferiors en HDMD. A més, Glasser et al ! (per LF82 presenten I_REPLj774 = 504% i [_REPLumpm =

150%) i Subramanian et al 3* (per la soca d’E. coli HM605 d’un pacient amb CD presenta [_REPL;774
850% i [_REPLumpm = 390%) també han trobat diferencies en la supervivencia i replicacié
intramacrofagica segons la linia cel-lular emprada. Realment aquesta tipologia d’estudi podra ajudar
a definir termes de fenotipificacié en E. coli si es segueixen estudiant grans socaris entre linies

cel-lulars.

Correlacions entre els index de replicacio

Una vegada comprovat que els indexs de replicaci6 son significativament diferents segons si la linia
cel-lular utilitzada és J774 o bé THP1, s’ha volgut determinar si existeix una correlacié entre la
capacitat de replicaci6 dins de macrofags humans i de ratolins. Malgrat veure en I'analisi de dades
aparellades que per la majoria de soques sempre hi ha un augment de la capacitat de replicacié en
macrofags de ratoli, no hem trobat una correlacié significativa entre aquestes dues linies cel-lulars

(p-valor = 0,525) [Figura 5].
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S’han classificat les soques en quatre grups segons els valors dels | REPL en 7741 THP1; (1) el primer
quadrant per I_REPLj7741tup1 > 100%, (2) el segon quadrant per ] REPL;j774 > 100 i [_REPLtup1 < 100,
(3) el tercer quadrant per I_REPL;774 < 100 i _REPLtup1 > 100, i (4) el quart quadrant per [_REPLj774
<1001 I_REPLtHp1 < 100. D’igual forma, s’ha corroborat que no existeix una correlacioé entre els index
de replicaci6 per a cada quadrant en particular; utilitzant en aquest cas el coeficient de correlacid
d’Spearman per el primer quadrant (p-valor = 0,435), i de Pearson per el segon i tercer quadrant (p-
valor = 0,846 i 0,972 respectivament). No s’ha pogut analitzar el quart quadrant ja que no existeix

cap sola soca que pertanyi a aquest grup.

Supervivencia i replicacio d’AIEC i no AIEC
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Figura 5. Grafic comparatiu de la supervivéncia i replicacié d’'AIEC i no-AIEC en J774 i THP1
per determinar una possible correlacié entre els index de replicacié.

S’ha estudiat també, aquesta possible relacié entre els index de replicaci6 segons patotip, i els
resultats corroboren que no es manté cap relacié entre els [_REPL de cél-lules J774 i THP1 per cada
grup. S’ha utilitzat el coeficient de correlacié de Pearson per I_REPL en AIEC (p-valor = 0,334 i
coeficient de correlaci6 = 0,216), i d’'Spearman per les no-AIEC (p-valor = 0,199 i coeficient de
correlaci6 = 0,255). Igual que anteriorment, aquests estudis es precisen realitzant aquests analisis
comparatius per als quadrants 1 i 2, on també resulta no haver-hi relaci6 en cap cas. Mitjan¢ant un
coeficient de correlacié de Pearson s’analitza el primer quadrant d’AIEC (p-valoraiec = 0,646), i amb
un d'Spearman es determina el primer quadrant de no-AIEC (p-valorne-aiec = 0,198) i el segon
quadrant d’AIEC (p-valoraiec = 0,229). El tercer quadrant de no-AIEC no té gaire sentit analitzar-lo ja

que s’hi troben un nombre molt baix de soques.
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Els estudis de Subramanian et al 341 Glasser et al! demostren no haver relacié entre linies cel-lulars, i
ho corroboren també a partir de la infeccié de soques AIEC (LF82) i no-AIEC (C600), entre d’altres,
mesurant la supervivéncia en macrofags de ratoli i humans. Aixi doncs, queda demostrat que no hi
ha cap relacid entre la capacitat que tenen les soques per replicar-se en la linia cel-lular 774 amb la

capacitat que tenen en THP1.

Proposta de modificacié d’'un dels criteris per definir el patotip AIEC

Fins el moment, s’ha considerat que una soca AIEC ha de ser capag¢ de sobreviure i replicar-se en
macrofags J774 amb un index de replicacié major al 100%. ¢ Aquesta teoria ha quedat reflectida en
I'estudi, pero també s’ha vist que no classifica aquest patotip d’E. coli ja que les no-AIEC també sén
capaces de fer-ho en un alt percentatge (83%). La gran capacitat que tenen les soques no-AIEC també
per replicar-se i obtenir I_REPL superiors a 100% s’ha demostrat préviament en I’estudi de O’Brien
et al3? en el qual s’ha determinat I'index de supervivencia i replicacié d'un gran socari tant d’AIEC
com de no-AIEC en cel-lules THP1. El nostre estudi ha sigut pioner en demostrar que les no-AIEC
també es repliquen en macrofags de ratolins J774, ja que fins el moment s’havia demostrat només

per cel-lules humanes THP1.30

Aixo fa que el tercer criteri per definir una AIEC (replicacid en J774 > 100%) no sigui de valor per la
classificacié diferencial entre una AIEC i una no-AIEC, i per tant la capacitat d’adheréncia i invasio6
acaben essent les caracteristiques que les fan distintives. Estudis previs no tenien en compte quina
és la capacitat de replicacié en macrofags de les no-AIEC ja que al no ser adherents-invasives ja es
classificaven com a tals, només en el cas que fossin adherents-invasives s’analitza la capacitat de
replicacié en macrofags. Amb el present estudi hem conegut les habilitats d’'un ampli socari no-AIEC
de replicar-se en macrofags i hem estudiat la possibilitat de classificar amb un llindar diferent, per
tal de poder diferenciar-les segons patotip en funci6 d’aquest index. En el cas de la replicacié en ]774
s’ha trobat un llindar capag de classificar segons patotip les soques d’E. coli [Taula 2]. Amb un p-valor
> 0’05, s’ha vist que I'aproximacio I (la classica, >100% és AIEC) no classifica segons patotip, ja que
totique més del 80% de les AIEC es situin amb un I_REPL > 100, més d’'un 90% de les no-AIEC també
ho fan. Amb una segona aproximacio s’intueix que el possible llindar de divisié sigui un [_REPL =500
ja que separa amb un 76% les soques no-AIEC amb un I_REPL = 100-500%, i amb un 86% les AIEC
amb I_REPL > 500 (p-valor < 0,001). Per aquest motiu es realitza la darrera aproximaci6, on s’ha
comprovat que el llindar de I_REPL = 500 és clau per a la classificacié d’aquestes soques d’E. coli, ja
que més del 85% de les AIEC tenen un I_REPL per sobre del 500, i un 90% de les no-AIEC el tenen
inferior (p-valor <0,001). D’aquesta manera s’ha pogut trobar una valor de | REPL més adequat per

diferenciar les AIEC de les no-AIEC.
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Taula 2. Taula comparativa de tres aproximacions diferents per la classificacié del patotip
segons I'l REPL en J774. Es presenta la freqiiéncia de soques de cada patotip que cauria en cada
categoria i el p-valor referent a la X? Pearson.

INDEX DE REPLICACIO EN J774

Aproximacio I Aproximacio I Aproximacio I1I
Categories <100 >100 <100 100-500 >500 <500 >500
“‘;f‘;gc 14% 83% 14% 76% 7% 90% 7%
‘:{Eg 5% 95% 5% 9% 86% 14% 86%
p-valor 0,259 <0,001 <0,001

S’ha realitzat el mateix estudi estadistic comparatiu per I'index de replicacié en THP1. En aquest cas
no s’ha trobat cap llindar que classifiqui les soques segons patotip. Per la primera i segona
aproximacio les soques es troben classificades indistintament en les categories establertes (p-valor
> 0,05). D’altra banda, en la tercera aproximacio es veuen diferencies en els [_REPL segons patotip
(p-valor =0,021). En aquest cas cap no-AIEC és capag de replicar-se amb un I_REPL superior a 200 ja
que només un subgrup de soques AIEC (22%) compleixen aquesta condicio, i per tant no és un criteri

adequat ja que no inclou ni totes, ni la majoria de soques AIEC [Taula 3].

Taula 3. Taula comparativa de tres aproximacions diferents per la classificacio del patotip
segons I'l REPL en THP1. Es presenta la freqiiéncia de soques de cada patotip que cauria en
cada categoria i el p-valor referent a la X2 Pearson

INDEX DE REPLICACIO EN THP1

Aproximacio [ Aproximacio II Aproximacio III
Categories <50 >50 <100 >100 <200 >200
AIEC
1o 30% 70% 54% 45% 100% 0%
n=30
AIEC
n=22 27% 72% 59% 41% 78% 22%
p-valor 0,556 0,483 0,021

Quan es ddna la infeccié en THP1, E. coli no segueix cap tendéncia clara ni diferent per cada patotip
adiferéncia de ]774, sin6 que els I_REPL varien en qualsevol dels casos i de manera molt significativa.
La capacitat de replicacié en THP1 segons patotip oscil-la en intervals massa grans com per definir
un llindar de separacié (I_REPL entre 190 i 30 per AIEC, i entre 348 i 20 per no-AIEC), ja que
practicament es troben soques d’ambdds patotips en els mateixos percentatges en qualsevol de les

comparatives [Taula 3].
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Relaci6 entre els indexs de replicacié amb la capacitat d’Adhesio i Invasié

Com s’ha comentat en la introduccié, un dels requeriments de les soques AIEC, a part de poder
sobreviure i replicar-se en macrofags, és ser capaces d’adherir-se i envair les cel-lules epitelials
intestinals. Per aquest motiu, s’ha volgut estudiar aquestes capacitats i determinar estadisticament
si existeix alguna relaci6 entre elles. L’estudi de correlacions no paramétriques de Spearman entre la
capacitat d’'invasid-adhesio, i la de sobreviure i replicar-se en J774 ha conclos que hi ha una relaci6
entre ambdues habilitats (p-valor < 0,001 en tots dos casos). Aix0 representa que quan una soca €és
molt capac d’envair i adherir-se a les cél-lules epitelials, també ho sera en la capacitat per replicar-se
en macrofags. En aquest cas, si s’observa de forma general tot el socari, pot veure’s una tendéncia
global [Figures 6 i 7]. Quelcom no passa en THP1, ja que s’ha vist que no existeix cap relacid entre la
capacitat d'invasi6 i adhesié amb la de replicacié quan la replicacié es déna dins d’aquestes cél-lules

(p-valorapn = 0,326 i p-valoriny = 0,977) [Figures 8 i 9].

Analitzant la correlacié en AIEC i no-AIEC per separat, s’ha vist que generalment no existeix relaci6
entre 'adherencia/invasié i I'index de replicaci6 [Taules 4 i 5]. Com a excepci0, es troba certa relacié
entre la invasid i la replicacié de les no-AIEC en J774 (p-valor = 0,029) tot i que no és gaire rellevant
a nivell biologic ja que graficament pot observar-se com aquesta tendéncia no és clara. Aixi doncs, no
s’ha trobat relacio entre la replicaci6 i la invasi6 d’E. coli, tal i com també assenyala O’Brien et al 3%; hi
ha soques amb indexs de replicacié per sobre de 100, pero els nivells d’adhesid/invasié no sén
caracteristics d’aquest patotip. I a la inversa, ha trobat soques amb un index de adhesié/invasi6é que
compleix els criteris d’AIEC pero els nivells de replicacié no ho fan. 30

Taula 4. Recull de dades obtingudes en I'analisi estadistic de correlacions entre la capacitat d’adhesio-invasié amb
la capacitat de replicacié en J774 (amb tot el socari i segons patotip).

Linia cell. J774
Soques ‘ Tot socari AIEC no-AIEC
Capacitat ADH INV ADH INV ADH INV
Coef.correl. ‘ 0,554 0,739 -0,273 <0,001 0,236 0,421
p-valor <0,001 <0,001 0,219 0,999 0,236 0,029

Taula 5. Recull de dades obtingudes en I'analisi estadistic de correlacions entre la capacitat d’adhesié-invasié amb
la capacitat de replicacié en THP1 (amb tot el socari i segons patotip).

Linia cell. THP1
Soques Tot socari AIEC no-AIEC
Capacitat ADH INV ADH INV ADH INV
Coef.correl. -0,143 0,004 -0,074 0,265 -0,221 -0,007
p-valor 0,326 0,977 0,743 0,233 0,268 0,971
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Correlacié en ]774 amb I'Adhesio
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Figura 6. Grafic de correlacions entre l'adhesié i [ REPL en J774.
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Correlaciéo en THP1 amb la Invasio
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Figura 9. Gradfics de correlacions entre la invasié i [ REPL en THP1.

En conclusi6, s’ha demostrat que les soques adherent-invasives d’E. coli presenten una gran capacitat
de replicacié en macrofags J774, pero que finalment no s’ha pogut aplicar aquesta mateixa condicié
per a macrofags THP1. La linia cel-lular d’humans suposa una dificultat addicional per els bacteris,
on a més, no s’han pogut trobar diferencies entre patotips i per tant, segons el nostre socari, no acaba
de ser una bona linia cel-lular per a la realitzacié d’aquests estudis. L’analisi amb aquestes dues linies
ha demostrat que E. coli no es replica en macrofags amb independencia de I'hoste, siné que la
capacitat de supervivenciaireplicacié depéen de la cel-lula a la qual infecten. Tanmateix, no s’ha trobat
cap indici que demostri una relacié entre ambdues linies. Finalment, s’ha pogut definir un nou llindar
de categoritzacié que acredita el patotip AIEC i aixi es diferencien de les no-AIEC. Aquest fet
proporciona una via de classificacié optima per seguir avangant en l'estudi d’aquests dos patotips

d’E. coli.

ETICA 1 SOSTENIBILITAT

S’ha dut a terme un estudi de superviveéncia i replicaci6 intracel-lular de bacteris AIEC i no-AIEC per
el qual s’ha necessitat 'obtencié de soques d’Escherichia coli, aillades de bidpsies de pacients amb
malaltia de Crohn i d’individus sans. Cert és que per poder dur a terme aquest projecte no calia un
comite d’etica directament, pero si per a 'obtenci6 de biopsies dels pacients pel posterior aillament.
El procés d’autoritzaci6 es va dur a terme per part del comite d’etica de 'hospital Josep Trueta de
Girona, i alguns dels documents necessaris varen ser; la sol-licitud de I'investigador o promotor per
a l'avaluacié de I'estudi, el projecte plantejat, un quadern de recollida de dades, un full d'informacié
al pacient per donar el seu consentiment, el compromis signat de I'investigador i col-laboradors pel
que fa a les seves responsabilitats, I'acord de participaci6 signat pel cap de servei, i una declaracié
del tipus d’ajut aconseguit. Finalment, el comité d’ética de recerca clinica de ’'Hospital Universitari
Dr. Josep Trueta va aprovar el projecte i va certificar que s’ajustava a les normes étiques en data de

12/06/2015.
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En els darrers anys, s’ha mostrat un grau elevat de sensibilitat pel medi ambient, en concret per a la
gesti6 correcta dels residus i de les emissions que generen laboratoris i centres sanitaris. Per aquest
motiu va crear-se una nova guia que donés resposta a la sensibilitat mediambiental creixent, al
mateix temps que incorporava les linies mestres de la normativa de residus sanitaris a Catalunya
(Decret 27/1999, de 9 de febrer, de la gesti6 dels residus sanitaris, d’ara endavant: Decret 27/99).
Els residus generats en aquest projecte pertanyen als “de risc” o “especifics” integrats als grups III
(contaminacio biologica) i IV (contaminaci6 quimica). 35 Tots els cultius i el material amb el qual s’han
manipulat requereixen un contenidor especific, la recollida, el transport i el tractament per acabar
amb el risc d’infeccié que comporten. De la mateixa forma, els residus citotdxics (PMA) aixi com el
material que ha estat en contacte, i les restes de substancies quimiques ( Trip&Blue), també hauran

d’eliminar-se en contenidors especifics.

CONCLUSIONS

1. AIEC strains have more ability to replicate in murine macrophages J774 than non-AIEC strains, but
both groups of strains have similar survival and replication abilities in human macrophages THP1.

2. The index of survival and replication in macrophages depends on the cell line infected, being
superior in murine macrophages J774 than in human THP1 cell line for both AIEC and non-AIEC
strains.

3. Thelevel of intra-macrophage replication abilities of the strains in murine macrophages J774 does
not correlate with the level in human macrophages THP1.

4. We propose here a new threshold to determine the AIEC pathotype based on intramacrophage
replication abilities, having an index of 500% in J774 instead of 100% would determine an
adherent and invasive strain as AIEC.

5. Increased adhesion and invasion capacities correlate with increased ability to replicate in 774 but
no in THP-1. However, if strains are categorized by pathotype there is no correlation between these

pathogenic features.
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