UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA PRODUCCION Y DE LA SALUD
ANIMAL

INFLUENCIA DE VARIABILIDAD GENETICA DE
Mycobacterium bovis EN LA VIRULENCIA Y
RESPUESTA INMUNE EXPERIMENTAL

TESIS

PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA

Raymundo Oropeza Jiménez

TUTOR: Dr. Rogelio Hernandez Pando

COMITE TUTORAL: Dra. Clara Inés Espitia Pinzon
Dr. José Angel Gutiérrez Pabello

México, D. F. 2009



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIA

A mis padres
Por todo el amor, compresion, dedicacion, apoyo y paciencia que me
han brindado a lo largo de mi vida.

A mis hermanos
Por estar siempre a mi lado, ayudarme a ser mejor persona, para asi
lograr mis metas.



AGRADECIMIENTOS

A mi tutor el Dr. Rogelio Hernandez Pando, por su apoyo,
paciencia y direccion durante todo este tiempo.

A la Dra. Diana Aguilar Ledn, por su apoyo y ensefianzas en
el laboratorio, sin su ayuda este trabajo no habria podido
realizarse.

A los miembros de mi Comité Tutoral: la Dra Clara Inés
Espitia Pinzon y el Dr. José Angel Gutiérrez Pabello, por
compartir sus conocimientos en el desarrollo de esta tesis.

A los integrantes de mi jurado: Dra. Iris Estrada Garcia, Dra
Laura Cobos Marin, Dr. Fernando Diaz Otero y Dr. Alejandro
de la Pena Moctezuma, sin su dedicacion no se habria
concretado este trabajo.

A mis amigos: Manuel, Ismael, Marco Antonio, Victor, Juan
Luis, Gonzalo y Adriana, por compartir esos buenos y malos
momentos.

A los miembros del Departamento de Produccion Animal:
Cerdos de la FMVZ, por el apoyo brindado todos estos afos.

Y muy especialmente a la Dra. Alejandra Mercadillo Sierra y
al Dr. Jaime Campuzano Granados, por su ayuda en esos
momentos donde mas los necesitaba.



INDICE

CONTENIDO PAGINA
RESUMEN 3

INTRODUCCION 4

Taxonomia y epidemiologia 4
Caracteristicas del agente 5

Adaptacion de Mycobacterium bovis a otras especies animales 7

Impacto en salud publica 9

Impacto econémico 10

Situacion de la tuberculosis bovina en México 10

Situacion internacional 12

Respuesta inmune del hospedero ante tuberculosis 13

Identificacion de especies dentro del complejo M. tuberculosis 24
JUSTIFICACION 26
HIPOTESIS 27
OBJETIVO GENERAL 28
MATERIAL Y METODOS 29
Caracteristicas epidemiolégicas y genéticas de las cepas de M. bovis 29
Modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva 29
Conteo de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) 31

Histologia y morfometria 31

Analisis de citocinas por PCR en tiempo real en homogenizados

de pulmén 31

Estadistica 33

RESULTADOS 34
Cepas y genotipificacion 34
Diferencias en supervivencia, patologia del pulmén y cargas bacilares

en los ratones BALB/c infectados con diversas cepas de M. bovis 35
Diferentes respuestas inmunes evocadas por diversas cepas de M. bovis 39
DISCUSION 43
CONCLUSIONES 48

BIBLIOGRAFIA CONSULTADA 49



Abstract

With the hypotheses that Mycobacterium bovis (M. bovis) genetic variability could influence
on the level of virulence and immunopathology, five M. bovis strains were selected from an
epidemiological study in Argentina, on the basis of their prevalence in cattle and
occurrence in other species.

We then determined the virulence and the immunopathology evoked by these strains in a
well characterized mouse model of progressive pulmonary tuberculosis. The reference
strain AN5 was used as a control.

BALB/c mice infected with the M. bovis reference strain ANS showed 50% survival after
four months of infection, with moderate bacillary counts in the lung. Two weeks after
inoculation it induced strong inflammatory response with numerous granulomas and
progressive pneumonia. In contrast, strain 04-303, isolated from a wild boar, was the most
lethal and its most striking feature was sudden pneumonia with extensive necrosis. Strain
04-302, also isolated from wild boar but with a different spoligotype, induced a similar
pathology, but to a lesser extent. In contrast, strains 534, V2 (both from cattle) and 02-2B
(from human) were less virulent, permitting higher survival after four months of infection
and limited tissue damage.

Concerning cytokines production, strain AN5 and the cattle and human strains induced
rapid, high and stable expression of IFNy and iNOS. In contrast, the more virulent strains
induced lower expression of IFNy, TNF, and iNOS. Interestingly, the infection with the more
virulent strains induced very low expression of murine beta defensin 4 (mBD-4), whereas
the control strain AN5 induced progressively increasing expression of this anti-microbial
peptide, peaking at day 120. The less virulent strains induced high expression during early
infection. Thus, as reported with clinical isolates of M. tuberculosis, M. bovis also showed
variable virulence. This variability can be attributed to the induction of a different pattern of

immune response.

Keywords: Tuberculosis, Mycobacterium bovis, genotypes, mouse model, lung, immune

response, pathological injuries.



Resumen

Bajo la hipotesis de que la variabilidad genética de Mycobacterium bovis (M.
bovis) puede influenciar el nivel de virulencia e inmunopatologia, cinco cepas de
M. bovis fueron seleccionadas de un estudio epidemiolégico en Argentina, con
base en su predominio en ganado bovino y ocurrencia en otras especies

Determinamos la virulencia e inmunopatologia evocadas por estas cepas en un
modelo bien caracterizado de tuberculosis pulmonar progresiva en raton. La cepa
de referencia AN5 de M bovis fue utilizada como control.

Ratones BALB/c infectados con la cepa de referencia AN5 mostraron una
supervivencia del 50% después de cuatro meses de infeccién, con un numero
moderado de cuentas bacilares en pulmén. Dos semanas después de la
inoculaciéon, se indujo una fuerte respuesta inflamatoria con numerosos
granulomas y neumonia progresiva. En contraste, la cepa 04-303 aislada de un
cerdo salvaje fue la mas letal y su caracteristica mas significativa fue el desarrollo
repentino de neumonia con necrosis extensa. La cepa 04-302 aislada de un cerdo
salvaje pero con diferente spoligotipo, indujo una patologia similar, aunque en
menor grado. En cambio las cepas 534 y V2 (ambas aisladas de bovino) y 02-2B
(de humano), resultaron ser menos virulentas permitiendo una mayor
sobrevivencia después de cuatro meses de infeccion, estas cepas solo indujeron
pequefios parches de neumonia y el dafio a los tejidos fue limitado.

Con respecto a la produccion de citocinas la cepa AN5, las cepas aisladas de
humano y de ganado bovino indujeron una expresion rapida, alta y estable de IFNy
e INOS. En cambio las cepas mas virulentas indujeron una baja expresion de

IFN-y, TNF-a e iNOS. La infeccién con las cepas mas virulentas indujo una
expresion muy baja de beta defensina 4 murina (mBD-4), mientras que la cepa
control ANS indujo una expresion progresiva cada vez mayor de este péptido
antimicrobiano, alcanzando su maxima expresion al dia 120. En relaciéon con la
expresion mBD-4, todas las cepas menos virulentas indujeron una alta expresién
durante la infeccién temprana. Segun lo reportado con aislamientos clinicos de

M. tuberculosis, M. bovis también demostré variabilidad en su virulencia. La
induccién de diversos patrones en la respuesta inmune puede atribuirse a ésta

variabilidad.



INTRODUCCION

Las micobacterias en general estan ampliamente difundidas en la naturaleza y
bajo determinadas circunstancias, se comportan como agentes patégenos para el
hombre y los animales.” La tuberculosis bovina (TB) es una enfermedad zoonética
infecciosa, extendida mundialmente, causada por Mycobacterium bovis.

Comunmente se define como una enfermedad crénica, debilitante que puede ser

de forma aguda y de curso rapidamente progresivo.?

Se ha determinado la existencia de infecciones por micobacterias desde hace
miles de afos, encontrandose el agente incluso en momias egipcias. Se estima
que el bacilo de la tuberculosis se establecié con el desarrollo urbano en la Edad
Media en Europa, para luego diseminarse al Nuevo Mundo con los viajes de los
descubridores, aunque la enfermedad ya existia en personas en América por lo

menos 700 afios antes de nuestra era.’

Taxonomia y epidemiologia

El complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC), esta constituido por

M. tuberculosis y tradicionalmente se considera como agente etiologico en la
tuberculosis humana; M. bovis como el causante de la TB, M. africanum (subtipos
| y II) provocando también tuberculosis en humanos, prevalente en el continente
Africano y M. microti que causa tuberculosis en roedores. Recientemente se han

descrito tres nuevos miembros del complejo: M. canetti,* °

una variante que
primero fue aislada de un paciente somali; M. bovis subsp caprae, estrechamente
relacionado a los M. bovis “clasicos”, que infecta sobre todo a cabras en Espafa,
seres humanos y bovinos en Europa Central, causando una tercera parte de los
casos de tuberculosis humana en Alemania; finalmente, M. pinnipedii que causa
tuberculosis en mamiferos marinos.®’

Sin embargo, cualquier miembro del MTBC puede producir infeccién en el hombre.

8 9 La enfermedad producida por M. bovis en humanos es virtualmente
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indistinguible de la causada por M. tuberculosis, tanto clinica como

histolégicamente.™

Los microorganismos pertenecientes al género Mycobacterium estan altamente
relacionados y exhiben gran homogeneidad en la secuencia de nucleoétidos, a
pesar de sus variaciones en cuanto a poder patégeno, distribucion geografica,
epidemiologia, hospedador preferente y algunas caracteristicas fisioldgicas, tales
como la morfologia colonial, patrones de resistencia y susceptibilidad a agentes
antimicrobianos." La secuencia genémica de M. bovis tiene mas de un 99.95% de
idetidad con la de M. tuberculosis. La supresion de informacion genética ha dado
lugar a un tamafo gendmico mas reducido en M. bovis, careciendo de varias
regiones llamadas RD (regiones de diferencia): RD4, RD5, RD6, RD7, RD8, RD9,
RD10, RD12 y RD13.%

Caracteristicas del agente.

Los miembros del género Mycobacterium se caracterizan por tener una pared
celular completamente diferente a las restantes eubacterias. La pared de las
micobacterias posee un alto contenido de lipidos que la hace impermeable a los
agentes hidrofilicos, por lo tanto estos microorganismos no se tifien
adecuadamente con los reactivos utilizados en la coloracion de Gram vy
usualmente no son referidos como Gram positivos o negativos.

Las micobacterias son tehidas adecuadamente por el método de Ziehl-Neelsen
(Tincién Acido-Rapida o Acid-Fast Stain), que utiliza como solucién decolorante
una mezcla de etanol y acido clorhidrico. Estos microorganismos una vez tefiidos
son resistentes a la decoloracion acido-alcohdlica y por eso se denominan Bacilos
Acido Alcohol Resistentes (BAAR).™

Los microorganismos del género Mycobacterium contienen una membrana
citoplasmatica formada por una bicapa lipidica similar a las restantes eubacterias.
Por encima de esta membrana se encuentra el rigido peptidoglicano que contiene
N-glucoliimuramico en lugar de N-acetilglucosamina. Por medio de una unidn

fosfodiéster, el peptidoglicano se encuentra unido covalentemente al



arabinogalactano, un polimero de arabinosa y galactosa. En la porcion mas distal
y externa de los arabinogalactanos estan fijados los acidos micdlicos que tienen

cadenas carbonadas largas (C60 a C90).

Los glucolipidos son un grupo de compuestos (micolatos de trealosa, sulfolipidos y
micésidos) que se encuentran asociados no covalentemente a los acidos micélicos

y se ubican periféricamente en la pared.

Los micolatos de trealosa (trealosa 6-6-dimicolato, llamado “factor corddn” o
serpentina, porque su presencia produce cultivos que tienen forma de cordones
serpenteantes), son antiquimiotacticos y altamente tdxicos para los leucocitos:
inhiben la accién de la succinato deshidrogenasa, provocando el hinchamiento de
sus mitocondrias y separando a los ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso.
Los sulfolipidos actuan como fagolisosomasa (impidiendo la fusion lisosoma-

fagosoma en los fagocitos) y potencian la capacidad del “factor de cordon”.

Otro factor de virulencia importante es el complejo superdoxido dismutasa
(SOD)/catalasa, que neutraliza el poder oxidante de los iones superéxido (Oz2) y

del perdxido de hidrégeno (H.0.), presentes en los lisosomas de los fagocitos.™

El lipoarabinomanano (LAM) es un compuesto que se halla anclado en la
membrana citoplasmatica. ElI LAM es considerado como el equivalente
micobacteriano del lipopolisacarido de las Gram negativas, debido a que provoca
una importante respuesta antimicrobiana en macréfagos. En las cepas de
micobacterias mas virulentas la arabinosa terminal del LAM esta recubierta con
residuos de manosa (manLAM) a diferencia de las cepas no virulentas que no
estan recubiertas (AraLAM). Ademas, el LAM puede servir como poro para el paso
de los nutrientes a través de la pared celular. En la pared celular también se
encuentran proteinas inmunoreactivas que son utilizadas con fines diagnésticos

(como los derivados proteicos purificados o PPD).™
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Adaptacion de Mycobacterium bovis a otras especies animales.

Se considera a los bovinos como los huéspedes especificos de M. bovis, pero ya
que la bacteria no presenta especificidad por algun hospedero en particular, la
enfermedad se puede presentar en el hombre y en una gran variedad de animales
domésticos y no domésticos.™

Entre los animales domesticados que pueden ser infectados se incluyen los
miembros de la familia Bovidae, como ejemplos las vacas, bufalos de granja,
cabras, varias especies de ciervos, ovejas, cerdos y una gran variedad de
especies salvajes y en cautiverio; constituyendo un importante reservorio de la
infeccion,’ '® esta amplia distribucién tiene como consecuencias un gran impacto
negativo en la salud humana e importantes pérdidas econdmicas en la industria

pecuaria.'”®

En el medio natural los cérvidos, con mayor frecuencia el ciervo (Cervus elaphus),
el alce (Alces alces) y la gacela (Capreolus capreolus) son reservorios principales

(especies que se infectan con frecuencia) de M. bovis. Un mustélido, el tejéon



(Meles meles) y el jabali (Sus scrofa) que también actuan como reservorios, son
especies no susceptibles, pero pueden eliminar altas concentraciones de
micobacterias, ya que habitualmente las bacterias quedan contenidas en nédulos
linfaticos retrofaringeos y pulmones.

Como reservorios secundarios y accidentales intervienen especies que no suelen
ser portadores habituales de estas micobacterias (como las cabras) y en tal caso,
la eliminan en escasa intensidad. Al igual que los carnivoros (como perros y gatos)
y los équidos. Todos ellos pueden transmitir la infeccidon Unicamente a especies
altamente susceptibles (rumiantes y el hombre), bajo la condicion de contactos
muy reiterados.®® Sin embargo, en Espafia se han identificado cepas de
M. bovis aisladas de caprinos que tienen caracteristicas genotipicas particulares y
que predominan en pequefos rumiantes. Esto ha llevado a colocar a los aislados
caprinos, como pertenecientes a una nueva especie del MTBC denominada
recientemente M. bovis subsp. caprae."” '® Esta especie de ha encontrado en un
tigre siberiano (Panthera tigris altaica) cautivo en Hungria que presentaba un

cuadro respiratorio de tuberculosis.

La infeccion en cerdos ocurre principalmente por via digestiva al consumir
productos lacteos o desechos de matadero contaminados con M. bovis, pero su
importancia epidemioldgica es limitada pues la transmision entre cerdos es
insignificante, sus lesiones son localizadas y sus sistemas productivos hacen que
sean sacrificados a edad temprana. El caballo también puede infectarse, pero ello

tiene escasa significancia epidemioldgica.?

Los perros y gatos como hospederos potenciales de M. bovis, deben ser vigilados,
especialmente cuando viven en la proximidad de rebafios bovinos.?® Se ha
demostrado que el gato puede infectarse por consumo de leche bovina
contaminada con el bacilo y recientemente se ha descrito la infeccion en un grupo

de gatos, asociada a la de tejones muertos por tuberculosis.”

Del total de especies susceptibles a M. bovis, unas pocas corresponden a
hospederos de manutencion y la gran mayoria se clasifican mejor como

hospederos incidentales.?



Impacto en salud publica.

M. bovis se transmite a los seres humanos a través de leche o carne contaminada
y es una enfermedad que afecta al estbmago y zona intestinal (encontrada con
mayor frecuencia en nifos), aunque también puede causar enfermedad
respiratoria.? La primoinfeccién puede evolucionar a tuberculosis pulmonar o
diseminarse via linfohematdgena, causando tuberculosis miliar, genitourinaria,
osteoarticular, pleuresia, adenitis tuberculosa y otras formas extrapulmonares, de
las cuales la meningea es una de las mas importantes. Muchas de estas
variedades pueden provocar invalidez o la muerte.?* También se ha reportado un
pequefo porcentaje de casos de tuberculosis que afectan al esqueleto, dando
lugar a lesiones liticas caracteristicas, con poca formacion de hueso (sobre todo

en las regiones dorsal baja o lumbar de la columna vertebral).?

Se calcula que M. bovis es responsable de aproximadamente un 3% de los casos
de tuberculosis humana en el mundo. La afeccién es la quinceava causa de
muerte (con mas de 5,300 decesos al afo); por otra parte, los individuos menos
afectados son los menores de 15 afos de edad y la incidencia en el sexo
masculino es mayor en proporcion de 1.3 a 1. Ademas, una persona con
tuberculosis activa no tratada puede infectar a un promedio de 10 a 15 personas al

afno.®

Impacto econémico.

La TB se caracteriza por el desarrollo de granulomas o tubérculos en los
pulmones, nédulos linfaticos y algunos otros érganos como higado, riidn o bazo;
estas lesiones con frecuencia son la causa del desecho de las canales. La
principal forma de diseminacion entre hatos es por la introduccion de animales
enfermos, los factores mas importantes en la diseminacion son el tamano del hato,
la edad y las medidas de control y prevencion en las explotaciones. Esta

enfermedad es causante de cuantiosas pérdidas econdmicas. En México se han



estimado pérdidas por 40 millones de ddlares anuales, tan sélo por el desecho de
ganado enfermo. Se estima ademas que la TB disminuye en un 17% la produccién
de leche, reduce la ganancia de peso, la tasa de conversion alimenticia hasta en
15% vy la fertilidad en un 6%. Por otra parte, la exportacion de ganado bovino en
pie a los Estados Unidos puede verse afectada por la presencia de esta
enfermedad, representando una pérdida de divisas por 450 millones de dodlares

anuales.”

Situacion de la tuberculosis bovina en México.

El inventario nacional bovino es de alrededor de 30 millones de cabezas, de las
cuales poco mas del 93% se dedica a la produccion de carne (y doble propdsito) y

casi el 7% restante es ganado especializado en la produccion de leche.

Antes de 1992, la prevalencia de la TB era practicamente desconocida en nuestro
pais, aunque se sospechaba que ésta era alta en ciertas zonas lecheras, ya que
era frecuente el hallazgo de lesiones generalizadas de tuberculosis en vacas
lecheras de desecho enviadas a rastro, se asumia entonces que era baja o nula

en la ganaderia de carne.?®

A partir del reconocimiento de regiones en Fase de Erradicaciéon en 1994 por la
SAGARPA, se establecieron regiones o estados con una prevalencia menor al 2
%.

Las exigencias cada vez en aumento para la exportacion de becerros, motivo la
creacion de regiones de “Baja Prevalencia”, las cuales han ido paulatinamente

disminuyendo desde 0.5 % hasta niveles de 0.01%.

Actualmente se encuentran en fase de erradicacion 10 estados y parte de otros
15.
e Zonas en erradicacion, con prevalencia menor a 2 %: Colima,

Chihuahua, Coahuila, Nuevo Ledn, Quintana Roo, Sinaloa, Sonora,
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Tabasco, Tamaulipas, Yucatan, parte de Aguascalientes, Baja
California, Campeche, Chiapas, Guanajuato, Guerrero, Durango,
Jalisco, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Veracruz, Hidalgo y
Zacatecas.

» En Control, con prevalencia mayor al 2 % o desconocida: el resto

del pais.

Sin embargo, la prevalencia real de tuberculosis en ganado de carne es menor al
2 % en muchas regiones del pais y esto es mas palpable cuando vemos la
clasificacion que para efectos de la exportacién de ganado en pie a los Estados
Unidos de Norte América otorga el Departamento de Agricultura de Estados

Unidos (USDA) a estas regiones:

« Acreditado modificado avanzado, con prevalencia menor al 0.01%:
Norte de Sonora.

« Acreditado modificado, con prevalencia menor a 0.1 %: Sur de
Sonora y las regiones clasificadas en la categoria “A” de los
estados de Baja California, Coahuila, Chihuahua, Jalisco,
Zacatecas, Nayarit, Nuevo Led6n, Puebla y Veracruz.
Adicionalmente todo el territorio de los estados de Quintana Roo,
Sinaloa, Tamaulipas y Yucatan.

* Acreditado preparatorio, con prevalencia menor a 0.5 %: las
regiones clasificadas en la categoria “A” de los estados de
Chiapas, Durango, Guerrero, Michoacan y Tabasco.
Adicionalmente todo el territorio del estado de Colima.

* No acreditado, con prevalencia mayor a 0.5 % o desconocida:

Resto del pais.

11



NOM-031-ZO0-1995
Campafia Nacional contra la Tuberculosis Bovina
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Modificada el 27 de agosto de 1998

Guanajuato "A”
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12 de diciembre de 2006 . Lo e 2006 Chiapas
deserciembresde 6 de diciembre de 2006
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29 de julio de 2007
CONASA (29) |

Situacion internacional.

El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de América, ha reconocido
21 regiones de baja prevalencia en TB, de las cuales 11 pueden exportar con una
sola prueba de tuberculina del lote, 9 regiones con prueba de hato y de lote y una

region no requiere pruebas.
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Clasificacion de los Estados o Regiones por el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos

CATEGORIAS

ACREDITADO MODIFICADO AVANZADO
ACREDITADO MODIFICADO
ACREDITADO PREPARATORIO

NO ACREDITADO

| [NIN

CONASA (29)

Es sin embargo necesario continuar las acciones de disminucion de prevalencia,

control y erradicacion de la tuberculosis bovina en todo el territorio nacional.? %

Respuesta inmune del hospedero ante tuberculosis

Infeccion inicial con micobacterias tuberculosas.

La ruta de la entrada del bacilo de tuberculoso es principalmente por via

respiratoria, con la inhalacion de aerosoles (1 a 2 um o menos) permitiendo el

paso hacia las vias respiratorias bajas.*® *'

Las particulas de un tamafio mas grande son excluidas eficientemente por las
barreras fisicas de la nasofaringe y las vias respiratorias altas. El epitelio
respiratorio bronquial es notable en cuanto a resistencia a la infeccién por estos
bacilos, pero las micobacterias virulentas son citotoxicas para las células

alveolares tipo 1.3

Aunque el epitelio bronquial carece de accion directa antimicobacteriana, puede

producir péptidos con una amplia gama de actividad.*®* Algunos componentes

propios de la respuesta inmune pueden servir de ligandos para los receptores
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Toll-Like (TLR) de las células epiteliales del tracto respiratorio, tal es el caso de la
proteina surfactante tipo A (SPA), la cual también es capaz de activar macréfagos
alveolares via TLR4 e inducir la produccién de IL-8 en las células epiteliales.?* *°
Los péptidos antimicrobianos como la [B-defensina-2 murina (mBD-2) y la
catelisidina LL-37 actuan sobre la membrana de los patégenos formando poros
que llevan a la lisis del microorganismo y actuan directamente sobre el DNA, al
unirse a los grupos fosfato del DNA por uniones electrostaticas para después
insertarse en la cadena de nucledtidos, son otro ejemplo claro de activacion via
TLR. Este tipo de péptidos activan células dendriticas inmaduras via TLR4, dando
como resultado un aumento de moléculas coestimulatorias y la maduracion de

estas células.®® %"

Una vez que los microorganismos han ingresado en el pulmon, tienen cuatro

destinos potenciales.® %

* La respuesta inicial (inmunidad innata) del hospedero puede ser totalmente
eficaz y matar todos los bacilos, de tal manera que el individuo no presenta la
tuberculosis.

» Las bacterias pueden comenzar a multiplicarse inmediatamente después de la
infeccion, causando la enfermedad clinica conocida como tuberculosis
primaria.

* Los bacilos pueden llegar a estar inactivos y nunca causar enfermedad en
absoluto, de manera que el individuo presenta un estado conocido como
infeccion latente, detectandose solamente por una prueba de piel positiva de
tuberculina.

* O bien los organismos latentes pueden comenzar eventualmente a
multiplicarse, dando como resultado manifestaciones clinicas, estado conocido

como reactivacion de la tuberculosis.

En un 7% de los pacientes con VIH que presentan infeccion con tuberculosis, esta

se convierte en infeccién latente después de un afo.*
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Unidén de los bacilos tuberculosos a monocitos y macréfagos

La defensa inicial contra la infeccidén, una vez que los bacilos alcanzan las vias

respiratorias bajas es el macrofago alveolar.

Las interacciones entre los macréfagos y las micobacterias son las siguientes:*'

« Union superficial del bacilo al macréfago mediante.
Receptores de complemento CR1, CR3, CR4.
Receptores de manosa.
Receptores de proteina surfactante.
CD14 (receptor de alta afinidad a los lipopolisacaridos [LPS]).

Receptores basurero (“scavenger”).
* Fusion fagosoma — lisosoma.

Degradacion enzimatica mediante lipasas, glucosidasas, proteasas y nucleasas.

« Inhibicidn del desarrollo y/o destruccion de las micobacterias.
Produccion de especies reactivas de nitrogeno.
Produccion de especie reactivas de oxigeno.
Apoptosis (muerte celular programada).

¢ Reclutamiento de células inmunes accesorias y desarrollo de una respuesta
inflamatoria local.
Elaboracion de citocinas, ej. Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a).
Elaboracion de quimiocinas, ej. Interleucina 8 (IL-8).

Presentacion de antigeno (linfocitos T, células dendriticas).
Los macrofagos son capaces de inhibir el desarrollo del bacilo mediante la

fagocitosis y participan ampliamente en la inmunidad celular, en el proceso de

presentacion de antigeno y el reclutamiento de linfocitos T.*?
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Los procesos implicados en la fagocitosis incluyen la union de la bacteria a las
células del hospedero, la internalizacién y finalmente la inhibicién del desarrollo o
destruccion.

La fagocitosis comienza generalmente con la célula fagocitaria que engulle el
microorganismo invasor mediante una membrana que delimita una vacuola.”
Mediante la interaccion del fagocito y los bacilos tuberculosos se crea una vacuola
o fagosoma, acompafiada por la uniéon a través de receptores de complemento
CR1, CR3, y CR4, asi como receptores de manosa (MR) y otras moléculas
receptoras de superficie celular.*

La unidn entre las células fagocitarias y las micobacterias mediante receptores de
manosa es mediada a través de la glicoproteina superficial micobacteriana LAM, la
arabinosa terminal recubierta con residuos de manosa en micobacterias virulentas
es muy eficiente para desactivar a los macrofagos.** 4

Los receptores Fc y el receptor B-glucano no parecen tener mayor importancia en
la union de micobacterias tuberculosas a los fagocitos.*

La expresion de receptores de complemento y de manosa por los macréfagos esta
bajo la influencia de una variedad de mediadores, incluyendo la prostaglandina E2
(PGE.) y las citocinas interferon gama (IFN-y) e IL-4. Se ha demostrado que PGE:
e IL-4 (una citocina tipo Th2) tienen una regulacion positiva en la expresion de los
receptores CR y MR, por otro lado se ha observado que el IFN-y disminuye la
expresion y funcién del receptor, dando como resultado la disminucion de las
micobacterias para adherirse a los macréfagos.* *°

Este efecto al parecer negativo de IFN-y contrasta con la capacidad demostrada
de esta citocina para activar macréfagos y aumentar la inhibicion intracelular del
desarrollo (o destruccion) de las micobacterias.

Ademas de los receptores de complemento y manosa, existe evidencia de un
papel importante de los receptores de proteina surfactante en la mediacion de la
union bacteriana.** >’

La accion del ligando CD14 es importante para las micobacterias y la microglia
(células fagocitarias residentes en cerebro), asi como para la union de las

micobacterias con los macréfagos alveolares. >

16



Finalmente, los receptores “scavenger” desempefian un papel en la union de
micobacterias a las células fagocitarias. Estos receptores estan situados en la
superficie del macréfago y tienen afinidad para una gran variedad de ligandos,
incluyendo lipoproteinas de la baja densidad, poliribonucleotidos, polisacaridos
(como el dextran sulfato), fosfolipidos anionicos y otras moléculas que incluyen a

particulas del asbesto y endotoxinas bacterianas.>

Destino de los bacilos tuberculosos después de la fagocitosis.

Después de que las bacterias patégenas son engullidas en los fagosomas, el
modo de su destruccion tiene una variedad de mecanismos, incluyendo la fusion
del fagosoma-lisosoma, la generacién de intermediarios reactivos de oxigeno,

intermediarios reactivos de nitrégeno, particularmente 6xido nitrico.>

La comprension de estas defensas iniciales por parte del macréfago puede llevar
a darnos una idea del desarrollo de la infeccion clinico latente, pues la evasion de
estas mecanismos es un paso importante en el establecimiento del foco de

infeccion que pueda causar la enfermedad activa mas adelante.

Los estudios por Gordon y D'Arcy Hart, 1980 *°> demostraron que las micobacterias
son capaces de producir amoniaco, que podria inhibir la fusién fagosoma-lisosoma
y alcalinizar el contenido intralisosomal, disminuyendo la potencia del complejo de
la fusion. Del mismo modo, los sulfatidos (derivados de trealosa 2-sulfato, un
glicolipido producido por M. tuberculosis) demostrados por Goren y cols. 1974, >
1976 ° también inhiben la fusién fagosoma-lisosoma. Los sulfatidos son
producidos por muchas especies micobacterianas, incluyendo algunas no
patogenas. Se ha observado que excluyendo la protdn-ATPasa del fagosoma, las
micobacterias pueden prevenir la acidificacion del fagolisosoma, en un trabajo de
multiplicacion in vitro de M. tuberculosis y que en un pH acido de 4.5 hay poco

desarrollo, mientras que en un pH de 7.0 hay desarrollo absoluto.®® *°
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Interaccion macréfago-linfocito en respuesta a tuberculosis (41).

Los linfocitos T CD4+ Th1 y las células NK (asesinas naturales) secretan IFN-y, que activa
macroéfagos alveolares para producir especies reactivas de oxigeno y nitrogeno, implicadas en
la inhibicion del desarrollo y destruccion de las micobacterias.

Los macréfagos pueden también secretar IL-12 para amplificar esta via.

La IL-4 y e IL-10 inhiben la funcién del macréfago, debido a la supresion de IFN-y, mediada
linfocitos T CD4+ Th2.

Otras células del sistema inmune ofrecen ayuda substancial al macréfago en el
control del desarrollo de micobacterias. Los linfocitos T pueden ser reclutados y
estimular al macrofago para inhibir su multiplicacion o destruirlas.® Los linfocitos T
citotoxicos pueden influir en los macréfagos que han engullido las micobacterias.®
Pueden también secretar proteinas pequenas tales como TIA-1, una molécula
citoplasmica que se ha demostrado estar asociada con apoptosis.®® Se conoce
ampliamente que esta via no provoca una respuesta inflamatoria con la presencia
de necrosis, en las células en proceso de apoptosis sus nucleos se encogen y se
fragmentan. De esta manera pueden ser eficientemente fagocitadas y sus

componentes son reutilizados por macréfagos o por células del tejido adyacente.®

La interaccion de los macréfagos con otras células efectoras ocurre en un medio
ambiente con citocinas y quimiocinas. Estas moléculas sirven para atraer otras
células efectoras de tipo inflamatorio tal como los linfocitos, asi como su
activacion.

Una importante quimiocina involucrada en la interaccion del hospedero con las

micobacterias es la IL-8, un miembro de la familia CXC (familia que incluye a
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varias proteinas estimuladas por IFN-y (como IP-10 y MIG un factor quimiotactico
de monocitos). Las quimiocinas CXC incluyen proteinas para el reclutamiento de
granulocitos y linfocitos hacia las areas de infeccién e inflamacién. La IL-8 entre
otras funciones tiene la habilidad para reclutar neutrdfilos, linfocitos T y basofilos
en respuesta a una gran variedad de estimulos.® Se libera principalmente por
monocitos/macréfagos, pero puede expresarse en fibroblastos, queratinocitos y
linfocitos.®® Otra molécula que participa con un rol bastante complejo es el TNF-q,
la liberacion de TNF-a debida a la presencia de micobacterias puede estimular
monocitos y macréfagos.® Kindler y cols. 1989 © estudiaron el rol de TNF-a en la
induccion para la formacién del granuloma en un modelo murino con infeccion con
BCG. Observaron que con la supresién de TNF- a, existe una falla en la formacién
del granuloma, causando la muerte de los animales debida a una diseminacion de
la infeccion.

Otras quimiocinas implicadas en la respuesta inmune ante tuberculosis incluyen a
la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) y el regulador de la activacion
normal de células T expresado y secretado (RANTES); se ha encontrado que
éstas disminuyen en la fase de convalecencia después de aplicar tratamiento, al

contrario de la I1L-8.%8

Con respecto a tuberculosis, se ha centrado la atencién en el papel las citocinas
como IFN-y y el factor de transformacién tumoral beta (TGF-B), en términos de
activar y desactivar la capacidad del macréfago de inhibir el desarrollo
micobacteriano.®® También se ha encontrado que IFN-y actia como activador de
macrofagos ante las micobacterias, puede mejorar o aumentar la presentaciéon de
antigeno, llevando al reclutamiento de linfocitos T CD4+ y/o linfocitos T citotoxicos,

participando en la destruccién de las micobacterias.” "

Un inactivador importante de macrofagos en la respuesta inmune es el TGF-.
Esta citocina es distribuida y producida principalmente por monocitos y

macréfagos.”

Aunque tiene algunos efectos proinflamatorios tales como la
quimiotaxis de monocitos y el aumento de la expresion de receptores Fc, TGF-f3
también tiene efectos antiinflamatorios importantes, incluyendo la disminucién en

la produccion de intermediarios reactivos de oxigeno y del nitrogeno del
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macréfago, la inhibicion en la proliferacion de células T, interferencia con las

células NK y la funcién citotoxica de linfocitos T. Ademas de una regulacion

negativa en la secrecion de IFN-y, TNF-a e IL-1.%¢ 73

Otro candidato para inactivar macréfagos en tuberculosis es la citocina IL-10.7" ™
Los anticuerpos anti-IL-10 realzan respuestas proliferativas de células T in vitro.
Resulta interesante que en pacientes coinfectados con tuberculosis y VIH, la
expresion de IFN-y, IL-2 e IL-4 se suprime, solamente IL-10 no es diferente en
pacientes con infeccion VIH. Una vez que un macrofago se ha activado para
inhibir el desarrollo micobacteriano, una variedad de mecanismos celulares estan
disponibles para lograr esta funcion determinante.> Se sabe que las especies
reactivas de oxigeno (ROI) tales como anidon superoxido y el peréxido de
hidrégeno son componentes importantes de la defensa del hospedero contra una
variedad de microorganismos. Experimentos de Walker y Lowrie "° en macréfagos
murinos demostraron el papel de éstos (usando M. microti), sugiriendo por lo tanto
que los ROI tienen un papel limitado y eventual en defensa del huésped. Flesch y
Kaufmann,” infectaron macrofagos derivados de médula ésea murina con

M. bovis, determinaron la capacidad de estos macrofagos de inhibir desarrollo
micobacteriano en presencia y ausencia de “scavengers” de las especies toxicas
de oxigeno. En condiciones libres de células, el peréxido de hidrogeno inhibio el
desarrollo de las micobacterias, mientras que el anion superdxido y el radical

hidroxido no cumplieron esta funcién.

Se ha demostrado también que la actividad anti-micobacterial de los macréfagos
esta correlacionada con la induccidon en la produccion de variedades téxicas de
nitrégeno L-arginina-dependientes, incluyendo NO (6xido nitrico), el NO2, y HNO..

Nicholson y cols.”” examinaron (por lavado bronco-alveolar) macrofagos humanos
obtenidos de pacientes con tuberculosis y demostraron que un 65% de
macrofagos de cada paciente estudiado reacciondé con un anticuerpo humano
especifico contra oxido nitrico sintetasa inducible (INOS o NOS2). Ademas, en un
modelo con ratones “knockout” (con delecion del factor regulador de interferén),

los animales no pueden combatir con una infeccion con BCG y sucumben de
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manera dramatica. Los macrofagos de estos ratones son incapaces de liberar

oxido nitrico.”

Un aspecto fascinante de la respuesta inmune relacionado con la produccion de
intermediarios reactivos de nitrégeno implica una proteina conocida como Nramp
(proteina asociada a resistencia natural del macréfago).” Esta proteina es crucial
al transportar el nitrito de los compartimientos intracelulares como el citosol a
ambientes mas acidos como el fagolisosoma, donde puede ser convertida al NO.
Ademas, los elementos reguladores importantes conocidos para la activacion del

macréfago como IFN-y pueden trabajar con Nramp, pues el gen Nramp1 contiene

elementos que responden a la exposicion con IFN-y , teniendo como resultado la

produccion de NO.%

Formacién del granuloma.

Los granulomas son las estructuras histopatoldgicamente distintivas de Ia
tuberculosis y corresponden a un tipo de inflamacion cronica producida por la
presencia de material poco o no biodegradable.®” Los granulomas estan
constituidos por el acumulamiento de linfocitos y macréfagos organizados en
estructuras redondas u ovoides de limites precisos y se les considera como las
estructuras fundamentales para contener a las micobacterias. Si los mecanismos
de defensa del individuo se encuentran en condiciones adecuadas, limitan al
minimo el desarrollo de las bacterias, pero éstas permanecen viables durante toda

la vida del individuo.™

La adhesion celular en el granuloma es mediada en parte por la molécula de

adhesion intercelular 1 (ICAM-1 o CD54).%2 Esta regulacion se amplifica por las
citocinas TNF-q, IL-6, e IFN-y. Estas ultimas trabajan reciprocamente activando el

gen promotor de ICAM-1.%
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Los macréfagos diferenciados de células epitelioides producen proteinas matriz
extracelular (ej. osteopontina, fibronectina), que proporcionan un ancla celular a

través de las moléculas de integrina.®

Durante la fase temprana de la infeccion en el modelo experimental,
especificamente en la segunda semana postinfeccion, los granulomas empiezan a
formarse y una semana después alcanzan su maxima madurez.”” Estos
granulomas de fase temprana y el infiltrado inflamatorio intersticial y perivenular
coexistente estan constituidos principalmente por linfocitos T CD-4 de tipo 1
productores de las citocinas IFN-y e IL-2 y macréfagos activados productores de
TNF-a e IL-1.% ™ Los granulomas producidos en la segunda y tercera semana
postinfeccion estan constituidos predominantemente por células Th-1, hay elevada
produccion de IFN-y que activa a los macréfagos, estimulandolos a producir gran
cantidad de la enzima oxido nitrico sintetasa inducible (INOS).*’

Se ha demostrado que la proteccion en tuberculosis depende de la inmunidad
celular constituida por linfocitos T y macréfagos.® Los macréfagos activados y los
linfocitos Th1 son los principales elementos inmunoldgicos que protegen en contra

del bacilo tuberculoso.”

Papel de los linfocitos T en respuesta contra micobacterias.

Aunque participan muchos tipos de linfocitos T (incluyendo CD4+, CD8+ vy
linfocitos Ty/d ) en la respuesta inmune contra tuberculosis, indudablemente la
célula determinante en la inmunidad celular es el linfocito T CD4+.%° Las CD4+
expresan el receptor de células T a/f3, y estan implicados en el reconocimiento de
antigenos que se han procesado en los fagosomas y se presentan como
pequefios fragmentos péptidicos en el contexto de moléculas del MHC clase Il en
la superficie de células presentadoras de antigeno tales como monocitos,
macrofagos, o células dendriticas. Las CD8+ por una parte, reconocen los
antigenos que se han procesado en el citosol y en el contexto de moléculas del
MHC clase | en la superficie de la célula. Las células CD4+ ayudan generalmente

a amplificar la inmunorespuesta activando las células efectoras y reclutando las

22



células inmunes adicionales al sitio de la infeccion, mientras que las células CD8+
son directamente citotdxicas a las células blanco. Los productos micobacterianos
de pared celular, especialmente LAM, son quimiotacticos para las células T a los

sitios de la infeccién.?’

Se sabe también que las células CD4+ se pueden separar en por lo menos dos
clases, fenotipos Th1 y Th2. Estas células derivan de un supuesto ThO o células
nulas, y su diferenciacion del precursor esta bajo control de citocinas tales como:
IL-12. Fenotipicamente, las células Th1 se caracterizan principalmente por su
capacidad de producir citocinas IFN-y e IL-2, mientras que las células Th2

producen citocinas tales como IL-4, IL-5, e IL-10.8%

Las citocinas tipo Th1 son las que activan otras células inflamatorias y fagocitarias
capaces de inhibir la multiplicacion de bacterias patdégenas; mientras que las Th2
estan implicadas en la produccion de IgE y el reclutamiento de eosindfilos.
Citocinas como IL-3, la linfotoxina y el factor estimulante de colonias de
granulocitos-macréfagos (GM-CSF) son secretados por ambas clases fenotipicas

de las células CD4+.*

El papel de las células Ty/d en la respuesta inmune contra tuberculosis no esta
completamente definido. Estas células son grandes linfocitos granulares que
pueden desarrollar una morfologia dendritica en tejidos linfoides; pero abarcan
menos del 10% de los linfocitos T en circulacion en humanos, no asi en ratones,
donde son muy abundantes en mucosas. Exhiben el receptor TCR-1, en contraste
con las células T a/f (CD4+ y CD8+), que exhiben el receptor TCR-2. Aunque
algunas células y/d pueden ser CD8+, en general son MHC no-restringidos y
funcionan en gran parte como las células T citotdxicas ' y mediante la molécula
CD1 presentan antigenos de tipo lipidico de M. tuberculosis.*? Estudios previos,
indican que las células y/d pueden desempefiar un papel en inmunorespuestas
tempranas contra la tuberculosis y pueden ser parte importante del
establecimiento de inmunidad protectora en individuos con infeccion latente.”® En

un estudio con ratones con deplecion de CD4+ y CD8+, estos no murieron
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rapidamente después de la infeccién con BCG, pudieron sobrevivir probablemente

gracias a las células y/d.%* %

Identificacion de especies dentro del MTBC.

Las micobacterias agrupadas en el MTBC son caracterizadas por su semejanza
en un 99.9% a nivel del nucledtidos y secuencias idénticas del RNA ribosomal
16S,% ¥ pero difieren extensamente en términos de sus tropismos, fenotipos, y
patogenicidad del anfitrion. Si se asume que todas estan derivadas de un
antepasado comun, es intrigante que M. tuberculosis, M. africanum y M. canettii
son exclusivamente patdégenos para el humano, M. microti lo es para roedores,

mientras que otros como M. bovis tienen un espectro amplio de hospederos.'
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Distribucion diferencial de algunos loci de regiones de diferencia (RD) entre miembros del

MTBC.
RD12
TbD1 RD1 RD7 and RD4 RD2 PiD1

RD13
M. tuberculosis + + + + + + +
ancestral
M. tuberculosis - + - + + + +
modern
M. africanum +/- + +/- + + + +
M. microti + RD1mic - + + RD2 mic +
M. pinnipedii + + - + + RD2seal -
M. caprae + + - - + + +
M. bovis + + - - = + +

La deleccion del loci RD12 y RD13 distingue al grupo formado por M. bovis y M. caprae de
otras especies del complejo. Por otra parte, se sabe que los M. caprae se pueden distinguir
genéticamente de M. bovis con base en la amplificacion positiva del locus RD4.

Las cepas de M. bovis BCG poseen un polimorfismo especifico: la delecciéon de RD1. (12)
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JUSTIFICACION

Hasta antes de la década de los afos 90 se consideraba que el genoma de
M. tuberculosis era muy estable. Sin embargo, el estudio sistematico del DNA
purificado de aislados clinicos obtenidos en diversas partes del mundo y analizado
con la técnica de RFLP (polimorfismo variable de segmentos de restriccion) en el
transposon I1IS67110 especifico de M. tuberculosis, ha demostrado una inmensa
variabilidad genética en el MTBC. Este tipo de estudios también ha contribuido
enormemente en el conocimiento de la epidemiologia de la enfermedad y usando
otros transposones se ha podido también estudiar la variabilidad genética y

distribucion de M. bovis. |

El modelo experimental con ratones BALB/c ha mostrado que cuando la cepa de
laboratorio de M. tuberculosis H37Rv es inoculada por via intratraqueal en una
dosis alta (250,000 bacterias), se produce una fase temprana de la infeccion
dominada por linfocitos Th1 productores de IFN-y y macrofagos activados
productores de TNF-q, las cuales controlan la proliferacion bacteriana. Después
del mes de infeccion inicia la fase progresiva, en la cual surge una gran cantidad
de linfocitos Th2 y disminuye la produccion de TNF-a e IFN-y, permitiendo la
proliferacion bacilar, con extensa neumonia y muerte de los animales de
experimentacion. Cuando se infectaron ratones con aislados clinicos con
genotipos diferentes se observd que las cepas prevalentes en Asia (genotipo
Beijing) produjeron muerte acelerada en los ratones con extenso dafio neumonico
y una respuesta inmune no protectora con menor produccion de IFN-yy TNF-a, en
comparacion las 3 cepas de la familia Canetti permitieron una larga sobrevida con

poca neumonia y una produccion constante de IFN-yy TNF-a.

Una pregunta crucial surgida como consecuencia estos estudios, es si la
variabilidad genética de M. tuberculosis se asocia a diversidad en el nivel de

virulencia y en el tipo de respuesta inmune inducida. En relacion con M. bovis, se
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sabe que también hay heterogeneidad genética pero no se ha estudiado si esta

esta relacionada con los diferentes grados de virulencia.

HIPOTESIS.

A pesar de que las cepas de M. bovis muestran una identidad superior al 99.9%
entre ellas, su variabilidad genética pudiera influenciar el grado de virulencia y el

tipo de respuesta inmune inducida.

27



OBJETIVO GENERAL

Estudiar el grado de virulencia y el tipo de respuesta inmune producida por
aislados de M. bovis genéticamente diferentes, prevalentes en el ganado vacuno

de Argentina.
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MATERIAL Y METODOS

Caracteristicas epidemiolégicas y genéticas de las cepas de M. bovis

El cuadro 1 muestra a las cepas utilizadas en el estudio actual (proporcionadas
amablemente por el Dr. Angel Cataldi, Instituto de Biotecnologia, CICVyA-INTA,
Los Reseros y Las Cabafas, 1712 Castelar, Argentina). Todas las cepas
seleccionadas provienen de casos argentinos de tuberculosis causados por

M. bovis, excepto la cepa de referencia ANS utilizada como control.

Las cepas fueron caracterizadas por pruebas bioquimicas y dieron el perfil tipico
de M. bovis por espoligotipificacion % y VNTR % (trabajo realizado por Martin
Zumarraga, Instituto de Biotecnologia, CICVyA-INTA).

Cepa Fuente Ano de Origen
aislamiento

02-2B Humano 2002 Buenos Aires

04-302 Cerdo salvaje 2004 La Pampa

04-303 Cerdo salvaje 2004 La Pampa
534 Bovino 1997 Santa Fe
V2 Bovino 2003 Buenos Aires
AN5 Cepa de 1948 Inglaterra

referencia

Cuadro 1. Fuente y el origen geografico de los aislamientos de M. bovis utilizados en este estudio.

Modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva

Las cepas de M. bovis fueron cultivadas en caldo Middlebrook 7H9 (Difco, Detroit,
MI) suplementado con complejo acido oleico-albumina-dextrosa (OADC) (Becton
Dickinson, Cockysville, MD) bajo agitacién durante su desarrollo a 37°C y medidos

por densitometria hasta el dia 18. Las suspensiones de bacterias fueron
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distribuidas en volumenes de 200 ul y congeladas a -70°C tan pronto alcanzaron

la fase estacionaria.

El modelo experimental de BALB/c en la tuberculosis pulmonar progresiva se ha
descrito previamente.'™ '°' Brevemente: las suspensiones fueron ajustadas a
2.5x10° bacterias viables en 100 pl de PBS. Se utilizaron ratones libres de
patdogenos BALB/c de 6-8 semanas de edad. Cada animal fue anestesiado via
intraperitoneal con 56 mg/kg de tio-pental (Anestesal, Smith Kline, Mex). La
traquea fue expuesta por una pequena incision de la linea media y los 100 pul de
las suspensiones bacterianas fueron inyectados. La incision fue suturada y los
ratones fueron mantenidos en una posicién vertical hasta que el efecto de la
anestesia pasara. Los ratones infectados fueron mantenidos en jaulas contenidas

en microaisladores conectados con presidén negativa.

Se infectaron ocho grupos de 84 ratones, cada uno con una cepa distinta de
M. bovis. El experimento completo fue repetido un vez mas y reunieron los datos
obtenidos. Ocho ratones de cada grupo se sacrificaron por exsanguinacion a los 1,
3,7, 14, 21, 28, 60 y 120 dias después de la infeccion. Veinte ratones en cada
grupo fueron dejados imperturbados y la supervivencia fue registrada hasta el dia
120.

Los pulmones de cuatro ratones fueron preparados para estudios histopatolégicos.
Después de eliminar nédulos linfaticos y tejido timico, los pulmones de los cuatro
animales fueron congelados en nitrégeno liquido y guardados a -70°C para los

estudios microbiolégicos e inmunologicos.

Todos los procedimientos fueron realizados en campana de flujo laminar, en

instalaciones de seguridad bioldgica nivel lll.

Los experimentos para comparar patogenicidad e inmunogenicidad de los diversos

genotipos de M. bovis fueron realizados en el Instituto Nacional de Ciencias
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Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”, después de que el protocolo fuera
aprobado por el Comité de Etica Institucional para la Experimentacion en

Animales.

Conteo de Unidades Formadoras de Colonia (UFC).

Los pulmones derechos o izquierdos de cuatro ratones por cada dia de sacrificio
fueron utilizados en dos experimentos. Los pulmones fueron macerados en un
homogeneizador Polytron (Kinematica, Luzern, Suiza), en tubos estériles que
contenian 3 ml de solucién salina isotonica, cuatro diluciones de cada
homogeneizado fueron colocadas por duplicado sobre placas de agar Bacto
Middlebrook 7H11 (Difco Labs, Detroit, MI) enriquecido con OADC, el numero de

colonias fue contado 21 dias post-inoculacion.

Histologia y morfometria.

Para el analisis histologico, los pulmones fueron perfundidos en etanol al 100%,
sumergidos por 24 horas y embebidos en parafina. Secciones transversales de 5

micrémetros fueron tenidas con hematoxilina-eosina.

El porcentaje de la superficie del pulmén afectado por neumonia y el tamafio de
los granulomas en pm? fue determinado utilizando un analizador de imagen

automatizado (Q Win Leica. Milton Keynes. UK)."

Analisis de citocinas por PCR en tiempo real en homogenizados de pulmén.
Los lébulos izquierdos o derechos de pulmon a partir de tres diferentes ratones por

grupo fueron utilizados para aislar el RNA mensajero (RNAm) usando el mini kit de

RNeasy (Qiagen), segun las recomendaciones del fabricante. La calidad y la
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cantidad de RNA fueron evaluadas con espectrofotometria (260/280 nm) en geles

de agarosa.

La transcripcion reversa del RNAm fue realizada usando 5 ug de RNA, oligo-dT y

el kit Omniscript (Qiagen, inc.).

La PCR en tiempo real fue realizada usando el sistema 7500 real time PCR
(Biosystems, USA) y el kit Quantitect SYBR Green Mastermix (Qiagen).

Las curvas estandar de los productos de PCR cuantificados y diluidos, asi como

controles negativos, fueron incluidas en cada corrida de PCR. Los iniciadores

especificos fueron disefiados usando el programa Primer Express (Applied

Biosystems, USA) para las siguientes regiones:

Gliceraldeido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH):
5’-cattgtggaagggctcatga-3°, 5°-ggaaggccatgccagtgagce-3°
Factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a):
5°-tgtggcttcgacctctacctc-3°, 5'-gccgagaaaggctgcttg-3°
Gama linterferon (IFN-y):

5°-ggtgacatgaaaatcctgcag-3°,5 '-cctcaaacttggcaatactcatga-3°
Interleucina 4 (IL-4): 5°-cgtcctcacagcaacggaga-3’,
5°-gcagcttatcgatgaatccagg-3°

Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS):
5’-agcgaggagcaggtggaag-3°, 5'-catttcgctgtctccccaa-3’,
Beta defensina-4 murina (mBD4):

5’-tctgtttgcatttctcctggtg-3°, 5'-tttgctaaaagctgcaggtgg-3-.

Las condiciones de ciclo usadas fueron: desnaturalizacién inicial a 95°C por 15

minutos, seguido por 40 ciclos a 95°C por 20 segundos, 60°C por 20 segundos,

72°C por 34 segundos.
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La cantidad de RNAm especifico en las muestras se midié segun el estandar gen-
especifico correspondiente. EI numero de copias del RNAm de cada citocina fue
relacionado con un millon copias del RNAm que codificaban el gen de G3PDH
(gen constitutivo no implicado en respuestas de defensa y por tanto su nivel de

expresion se mantiene constante).'®

Estadistica.

Un analisis de varianza unidireccional y la prueba t- de Student fueron utilizados
para comparar morfometria y cuentas de UFC. Las curvas de la supervivencia
fueron comparadas con la prueba de Kaplan Meier. Las diferencias se

consideraron significativas cuando p<0.05.
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RESULTADOS.

Cepas y genotipificacion.

Quinientos cuarenta y dos aislados de M. bovis fueron colectados vy
genotipificados de diversas fuentes en Argentina. De ellos, cinco cepas fueron
seleccionadas para los experimentos con el modelo en raton segun su predominio
en ganado y ocurrencia en otras especies. El cuadro 2 muestra que tres aislados
poseyeron el espoligotipo Sp34 prevalente en la Argentina y que representa el
45% de todos los aislados.' Dos cepas con este espoligotipo fueron aisladas de
bovinos (V2 y 534), provenientes de granjas lecheras en la region humeda de
La Pampa y la tercera cepa (04-303) fue aislada de un cerdo salvaje. A pesar del
espoligotipo idéntico de estas cepas, el patron de Unidades Intercaladas
Repetitivas de Mycobacterium (MIRU) era diferente, indicando la diferencia

genética reciente de estos aislamientos.

La cepa 04-302 aislada de otro cerdo salvaje tenia distinto espoligotipo (Sp10) y
fue incluida para ser comparada con la cepa 04-303. Ambos cerdos salvajes
fueron capturados en campos de tiro durante una prueba de la peste porcina
clasica. Tras la necropsia, los veterinarios observaron las lesiones compatibles
con TB.

La cepa 02-2B que tenia el espoligotipo SP60, fue aislada de una mujer con artritis
glenohumeral cronica después de una historia de seis semanas con dolor e
hinchazén del hombro derecho. Un afio antes, la paciente habia sufrido fiebre con
la efusion pleural izquierda que resolvio espontaneamente. Esta paciente vivié con

muchos gatos, que ella alimenté diariamente con “pulmoén crudo de vaca”.'™

La cepa ANS de referencia fue utilizada como control.
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Cepa Patron Spoligotipo| Patrén MIRU
02-2B [0101101000001110111111111011111111111100000 60 232224253122
04-302[1100011101111110111111111111111111110100000 10 232224263222
04-303[1101101000001110111111111111111111111100000 34 232224263322
534 [1101101000001110111111111111111111111100000 34 232224163322
v2 [1101101000001110111111111111111111111100000 34 232224253322
AN5 |1101011101001110111110111111111111111100000 55 232224243322

\ Cuadro 2. Patron de espoligotipos y MIRUs de los aislamientos de M. bovis seleccionados (103) |

Diferencias en supervivencia, patologia del pulmén y cargas bacilares en los

ratones BALB/c infectados con diversas cepas de M. bovis.

Los ratones de BALB/c infectados con la cepa AN5 de M. bovis fueron utilizados
como control. Esta cepa demostro virulencia media, produciendo supervivencia del
50% de los ratones después de cuatro meses de infeccion, con un numero
moderado de las cuentas bacilares en pulmoén (figura 1). La cepa AN5 indujo una
fuerte respuesta inflamatoria con numerosos granulomas bien formados, después
de 2 semanas de infeccion y neumonia progresiva que afectdé al 60% de la
superficie del pulmén después de 4 meses de infeccion, en coexistencia con
granulomas grandes (figuras 1 y 2). En cambio, los ratones infectados con la cepa
04-303 mostraron una mortalidad mas alta, comenzando a morir tres semanas
postinfeccion y tres semanas después todos los ratones habian muerto,
mostrando mas del doble de UFC comparando con la cepa control. Es interesante
resaltar que esta cepa indujo una ligera respuesta inflamatoria durante la primera y
segunda semana postinfeccion, seguido por extensa consolidacion repentina del
pulmén con areas masivas de la necrosis (figuras 1y 2). Asi, esta cepa fue la mas
virulenta y su caracteristica mas significativa era el desarrollo repentino de la

neumonia con la necrosis extensa (figura 2).
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También se encontré una mortalidad alta inducida por la cepa 04-302, matando
todos los animales después de dos meses de infeccidon. La histopatologia del
pulmon demostré una fuerte respuesta inflamatoria desde el dia 3 post infeccion
con neumonia progresiva después del dia 21 y granulomas grandes. Las areas
neumonicas en los dias 28 y 60 post infeccion mostraron necrosis leve,
produciendo un 10% mas de consolidacion pulmonar que los ratones infectados

con la cepa control ANS al dia 60 de infeccion (figuras 1y 2).

En cambio, las cepas 534, V2, y 02-2B fueron menos virulentas, permitiendo un
100% y un 80% de supervivencia después de cuatro meses de infeccion, con
cargas bacilares mas bajas. Estas cepas indujeron pequefios parches de
neumonia que afectaron menos el de 20% de la superficie del pulmdn con
granulomas mas pequefos, comparados con los animales infectados con M. bovis
ANS5 (figuras 1y 2).
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Figura 1. Supervivencia, cargas y morfometria bacilares (% del pulméon afectada por neumonia y tamaifo
de granulomas) en los ratones de BALB/c infectados por inyeccién intratraqueal (2.5x10° bacilos) de
M. bovis con diversos genotipos y aislados de diversos hospederos. La cepa AN5 fue utilizada como
control.

Las curvas de la supervivencia fueron construidas con 20 ratones infectados. Las cargas, curvas
bacilares y morfometria fueron hechas con cuatro animales por sacrificio en dos diferentes experimentos.
Los asteriscos representan diferencia estadistica significativa (p<0.05) comparado con la infeccion con
ANS.
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Figura 2. Histopatologia representativa del pulmén en los ratones infectados con M. bovis seleccionados con
diversos genotipos y aislados de los hospederos diversos.

(a) Después de un mes de infeccion con la cepa de referencia AN5, se producen los granulomas grandes
(flechas), parches neuménicos moderados e inflamacion perivascular abundante.

(b) En cambio, los animales infectados con la cepa altamente virulenta 04-303 mostraron neumonia masiva con
necrosis extensa en el mismo dia de infeccion.

(c) Ratones infectados con la cepa 04-302 también mostraron neumonia extensa pero necrosis leve después de
30 dias de infeccion.

(d) En comparacion, los pulmones de ratones infectados con la cepa atenuada 02-2B después de 4 meses

mostraron pequefios parches de neumonia (micrografias a 100x, tincién hematoxilina-eosina).

38




Diferentes respuestas inmunes evocadas por diversas cepas de M. bovis.

Para entender mejor la base molecular y celular de la virulencia bacteriana
observada, se midié la expresion de citocinas y otras moléculas relevantes por

RT-PCR en tiempo real. La cepa ANS indujo la expresion rapida, alta y estable de
IFN-y. Una expresidbn mas baja pero con cinética similar fue observada para

IL-4 (Fig. 3). Esta cepa también indujo alta expresion de TNF-a, subiendo en los
dias 3 y 28 post-infeccidon, mientras que la expresion del iINOS aumentd
progresivamente, alcanzando un pico al dia 14, seguido por una disminucién leve
hasta concluir el experimento después de cuatro meses de infeccion (Fig. 3). En
cambio, la cepa virulenta 04-303 indujo expresiones perceptiblemente mas bajas y

estables de IFN-y, TNF-a, iINOS y de IL-4 a partir del dia 1 al 28 postinfeccion
(Fig. 3).

Una expresion semejante de IFN-y e iINOS fue inducida por la otra cepa de
virulencia alta 04-302, comparada con la cepa 04-303. La cepa 04-302 mostré una

expresion mas alta de TNF-a e IL-4 y niveles 4 veces mas altos de IFN-y (Fig. 3).

También se estudid la expresion de beta-defensina 4 (mBD-4), como factor
significativo de inmunidad innata, en este modelo animal la infeccién con la cepa
M. tuberculosis H37Rv tiene una participacion significativa en el control de la
proliferacion de los bacilos.'® La infeccion con 04-303 y 04-302 indujo la expresion
muy baja mBD-4, mientras que la cepa control AN5 indujo una expresion
progresivamente mayor de este péptido antimicrobiano, manteniéndose hasta el
dia 120 (fig. 3).
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Figura 3. Expresion de IFN-y, IL-4, TNF-a, iNOS y mBD4 determinada por PCR en tiempo real en los ratones

infectados con M. bovis seleccionados con diversos genotipos de alta virulencia. Los ratones BALB/c fueron

infectados con las cepas de M. bovis que demostraron que una virulencia mas alta (04-303, 04-302) y cuatro

animales por grupo fueron sacrificados en diversos tiempos. La expresion de gen de iNOS, mBD4 y las

citocinas fue determinada por la PCR tiempo real.
Los resultados se expresan como la media * desviacion estandar de cuatro ratones por grupo.
Los asteriscos representan diferencia estadistica significativa comparada con la cepa control AN5 (p<0.05).
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La cepa de baja virulencia 02-2B indujo la expresion progresiva de IFN-y, siendo la
mas alta y manteniéndose hasta el dia 120 (Fig. 4). Esta cepa indujo una rapida y
alta expresién de IL-4 durante el primer mes post infeccién, seguida por una
disminucion progresiva, alcanzando su expresion mas baja el dia 120. Esta cepa
indujo una expresion relativamente baja de TNF-a pero aumenté progresivamente,
manteniéndose hasta el dia 120, mientras que la expresion del INOS era la mas

alta, también manteniéndose al dia 120.

La otra cepa de baja virulencia V2 indujo el aumento progresivo de IFN-y y la
expresion significativa de iINOS durante ultima fase de la enfermedad, en los dias
60 y 120 (Fig. 4). Esta cepa indujo una expresion mas alta de TNF-a que la cepa
control AN5 durante el primer mes post infeccion, seguida por cantidades similares

al control durante ultima fase de la enfermedad.

De forma similar a la cepa 02-2B, el aislamiento V2 también indujo la alta
expresion de IL-4 seguida por una disminucidn aguda durante ultima etapa de la

enfermedad en los dias 60 y 120 post infeccion.

La cepa 534, que también permitié una supervivencia prolongada de los ratones,
expresion progresiva de IFN-y que se mantuvo para el dia 120, ademas de una la
alta expresion IL-4 durante el primer mes, seguido por una disminucion marcada,
mientras que la expresion de TNF-a e iINOS era mas alta que la inducida por la

cepa control AN5 durante la fase avanzada de la enfermedad (Fig. 4).
En relacion con la expresion mBD-4, todas estas cepas menos virulentas indujeron

la alta expresion durante la infeccidon temprana, seguida por una disminucion

progresiva en la ultima parte del experimento (Fig. 4).
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Figura 4. Expresion de IFN-y, IL-4, TNF-a, iNOS y mBD4 determinada por PCR en tiempo real en los
ratones infectados con M. bovis seleccionados con diversos genotipos de virulencia baja. Los
ratones de BALB/c fueron infectados con las cepas de M. bovis que exhibieron virulencia baja (02
2B, V2, 534), grupos de cuatro animales fueron sacrificados en diversos tiempos.

Los resultados se expresan como la media * desviacion estandar de cuatro ratones por grupo.

Los asteriscos representan diferencia estadistica significativa comparada con la cepa control AN5
(p<0.05).
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DISCUSION.

Varios modelos experimentales en los que se usaron diversos animales

incluyendo ratones se han establecido '®

y el del ratén se ha aprobado totalmente.
Aprovechamos de un modelo bien caracterizado de la tuberculosis pulmonar
progresiva en ratones BALB/c, inducidos por una alta dosis intratraqueal
bacteriana, para estudiar la virulencia y la respuesta inmune inducida por cepas
seleccionadas de M. bovis de un amplio estudio epidemiolégico/molecular en

Argentina.

Solamente una cepa no fue obtenida de este estudio epidemioldgico, la cepa ANS5,
que fue aislada en Inglaterra y se utiliza en todo el mundo para la produccion de
PPD bovino debido a su alta produccién bacteriana en medios glicerinados. Este
fenotipo fue seleccionado por los subcultivos repetidos en medio de cultivo en
laboratorio después de un procedimiento similar usado para generar BCGs."”

De manera interesante, nuestros resultados demuestran que incluso después de
muchos pases de subcultivo, la cepa AN5 no esta atenuada, ya que exhibidé un
nivel intermedio de virulencia, produciendo la mortalidad del 50% en animales

infectados después de 2 meses.

Utilizamos ANS como control porque estudios recientes de microarreglos no han
demostrado ninguna delecion significativa en AN5 en comparacién con el genoma
de M.tuberculosis H37Rv o M bovis cepa AF2122/97."%"

La homologia en la secuencia gendmica entre los M. bovis AF2122/97 y H37Rv
(cepa de referencia de M. tuberculosis) es 99.95% a nivel de nucledtidos, esto
contrasta con las diferencias fisiologicas reportadas entre estos patdgenos,

sugiriendo que pueden estar implicadas variaciones en la expresion de genes.'®
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Las diversas expresiones y regulaciones de genes durante la infeccion se pueden
relacionar con estas diferencias entre los bacilos bovinos y humanos. Reportes de
estudios con microarreglos (Rehren y cols. 2007; ' Golby y cols. 2007 ')
encontraron variaciones importantes en genes entre M. bovis y M. tuberculosis
que codifican proteinas implicadas en metabolismo y respiracion intermediaria, en
procesos de pared celular y proteinas hipotéticas. Comparado con M. tuberculosis,
se encontr6 una expresion mas elevada de reguladores transcripcionales en

M. bovis. Asimismo, en M. tuberculosis observaron una expresion mas alta de los
genes PE/PPE, algunos cuyo cdodigo se relaciond a proteinas de la pared celular.
Adicionalmente estos estudios no revelaron ningun gen unico en el patégeno

bovino.

En comparacion con M. tuberculosis, la cepa bovina tiene un genoma mas
pequefo, careciendo de varias regiones llamadas RD (regiones de diferencia):
RD4, RD5, RD6, RD7, RD8, RD9, RD10, RD12 y RD13. Asimismo el bacilo
Calmette-Guérin carece de las mismas regiones RD que las cepas “clasicas” de
M. bovis, pero ademas presenta deleciones de RD1, RD2 y RD14, las cuales
ocurrieron al parecer durante el proceso de atenuacion de esta cepa.'? De hecho,
los M. bovis carecen del fragmento RD4 que contiene dos genes Rv1511 y
Rv1512, que codifican para las enzimas implicadas en la biosintesis del residuo
del fucosil glicolipido fendlico."" La supresion de RD4, asi como una mutacion en
el gen Rv2958c, hace que M. bovis produzca un distinto glicolipido fendlico. Otra
diferencia interesante con la cepa humana es la delecion en RD7 que codifica para
el operon mce3, que se relaciona con la virulencia y su delecibn en M.

tuberculosis causa su atenuacion."?

Cuando los ratones BALB/c se infectan via intratraqueal con una dosis alta de
H37Rv, hay una respuesta predominante tipo Th1, manteniéndose después de 3
semanas, esto controla temporalmente la proliferacion bacteriana.'®

Posteriormente, aumenta la proliferacion bacteriana y se acompana por un

44



incremento en las citocinas tipo Th2 y un decremento de IFN-y, TNF-a e iNOS,

concomitante con una neumonia progresiva y pequefios granulomas.> '3 14

Nuestro estudio demuestra que a pesar de su alta homologia, ANS indujo una
inmunopatologia diferente de la de H37Rv. La cepa bovina indujo un mayor
numero y granulomas mas grandes durante la fase avanzada de la enfermedad,
con IFN-y mas alto que la expresion IL-4 a lo largo de toda la infeccion, asi como

expresion estable de TNF-a.

Este perfil del citocinas podria explicar la produccién de granulomas grandes
durante la fase avanzada, pero esta respuesta no es totalmente eficiente para
controlar el desarrollo de los bacilos y el dafio al tejido y los animales infectados

mueren eventualmente.

La expresién en el perfil de citocinas por M. bovis 04-303 (la cepa mas virulenta),
indujo niveles mas bajos de expresion de IFN-y y de IL-4 pero con numero de
copias similares de RNAm. Asi, esta cepa indujo un balance rapido y estable de
Th1/Th2 mezclado con una expresiéon mas alta de TNF-a lo largo de la infeccion.
Un perfil similar a ThO se ha observado en los modelos experimentales de
tuberculosis bovina asociados a una inmunidad celular protectora reducida y
enfermedad extensa.'"*""’

La necrosis extensa es la caracteristica histopatologica mas distintiva observada
en el pulmén de los ratones infectados con esta cepa, se ha considerado un
acontecimiento activo mediado por la inmunidad celular.”® Sin embargo, otros
mecanismos podrian también participar en la induccion de necrosis, como la falta
de la activacion del macrofago (expresion baja de TNF-a e iINOS) y de las
combinaciones particulares de citocinas (perfil mixto Th1/T2 con la alta expresién
de TNF-a). Ambas caracteristicas fueron observadas en el pulmén de los ratones

infectados con esta cepa y podrian contribuir al desarrollo de necrosis extensa. '*°
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Otra observacion interesante es la baja expresion de mBD-4 en los pulmones de
los ratones infectados con las cepas altamente virulentas 04-303 y 04-302. Estas
moléculas son péptidos antimicrobianos naturales cationicos que pueden matar los
microbios y algunos de ellos tienen actividades quimiotacticas en las células
inmunes. '3 120

Se ha demostrado en este modelo animal una expresiéon rapida y estable de

mBD-4 por el epitelio bronquial durante la fase temprana de la infeccion, cuando
se establece un eficiente control del crecimiento de lo bacilos después de la
infeccion con H37Rv. Posteriormente, hay una disminucién pronunciada en la
produccion mBD-4 durante la fase progresiva de la enfermedad cuando existe
proliferacion incontrolada de bacilos.™" Asi, la expresion baja de mBD-4 en los
ratones infectados con cepas altamente virulentas de M. bovis podria contribuir a

la proliferacion de bacilos y dafio extenso de tejido."® '**

La cepa 04-302 fue también considerada altamente virulenta, porque causé
muerte en todos los animales después de dos meses de infeccion con neumonia
extensa y necrosis leve. Esta cepa, indujo bajos niveles de IFN-y e iINOS, similares
a la cepa 04-303, pero la cepa 04-302 generd una expresion mas alta de IL-4 y 3
veces mas IFN-y. Asi, esta cepa virulenta indujo una inmunorespuesta no-
protectora Th-2 y una expresion muy baja mBD-4. Ambas cepas virulentas tenian
espoligotipos diferentes, pero compartieron el perfil de MIRU y fueron aislados de
cerdos salvajes. Varias especies silvestres se infectan naturalmente con M. bovis
y el cerdo es un reservorio importante en algunas regiones en Europa, como el
area central del sur de Espafa, en donde el predominio de las lesiones
tuberculosas macroscopicas observadas en estos animales alcanza el 100%.'%
Aunque exista variabilidad genética del hospedero,’® los cerdos salvajes parecen
ser infectados facilmente por M. bovis, pero son al parecer resistentes a
desarrollar la enfermedad clinica.'® El cerdo salvaje europeo (Sus scrofa ferus) se
adapta a las condiciones naturales de una region en Argentina, su produccién ha
sido recientemente desarrollada en un sistema al aire libre y alimentados a base

de maiz y soya.'®
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A pesar de que estudiamos solamente dos aislamientos provenientes de cerdos
salvajes, es interesante pensar que la resistencia natural de este anfitrion podria
ser una fuerza selectiva para los organismos con una virulencia mas alta,

semejante a la vacunacion masiva a largo plazo con BCG. '*

La cepa 02-2B fue aislada de otro hospedero infrecuente y demostré un
espoligotipo no frecuente. Esta cepa fue aislada de la sefiora antes mencionada,
que fue infectada al parecer después de manejar tejido pulmonar crudo de las
vacas infectadas, que usaba para alimentar sus gatos. Alternativamente, ella
habria podido ser infectada por los gatos via aerogena.'®

La cepa 02-2B fue claramente atenuada, pues hubo supervivencia total de los
ratones después de 4 meses de infeccion con las cargas bacilares bajas y escaso
dafio de tejido. Este aislamiento indujo la expresion mas alta de IFN-y, mantenido
después de 4 meses de infeccidon. La cepa 02-2B también indujo una alta
expresion de IL-4 con respecto a AN5S durante el primer mes de infeccidn, seguido
por una disminucion acentuada durante la ultima fase de la infeccion en los dias
60 y 120, indicando que durante la infeccidn crénica una respuesta predominante
Th1 fue establecida, que se correlaciond con el control eficiente de los bacilos y

limité el dafo de tejidos.

Un patréon similar de citocinas pero con expresion mas alta de iNOS fue inducido
por la otra cepa de baja virulencia 534, que exhibid el espoligotipo mas frecuente
34 y fue aislada de ganado al igual que la otra cepa atenuada V2. Este ultimo
aislamiento también indujo expresion progresiva de IFN-y, alcanzando su pico en
el dia 120 y una alta expresion de IL-4 durante la infeccion temprana seguida por
una disminucién marcada durante la ultima fase de la enfermedad.

La infeccion natural y experimental del ganado con M. bovis también induce una
produccion eficiente IL-4 que disminuye generalmente después de las 16

semanas.'?
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CONCLUSIONES.

Este estudio integra la cinética de los cambios patolégicos con la respuesta
inmune del hospedero, inducida por los M. bovis seleccionados con diversos
genotipos y aislados de diferentes especies. Los resultados demuestran que los
M. bovis exhiben diversos patrones de virulencia y respuesta inmune. Las cepas
aisladas de animales salvajes mostraron una virulencia mas alta e indujeron
respuestas no protectoras, mientras que las cepas aisladas de seres humanos o
de ganado exhibieron una virulencia mas baja e indujeron un perfil rapido Th1/Th2,
que fue cambiado predominante a un perfil Th1 durante la ultima fase de la
infeccion. Asi, segun lo reportado con los aislamientos clinicos de M. tuberculosis,

los M. bovis también demuestran variabilidad de la virulencia.
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