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Diversas regiones del mundo se enfrentan a un problema de tuberculosis
persistente; simultaneamente, la aplicacion de la vacuna BCG se ha tornado
controversial debido a inconsistencias en su tasa de eficacia. Varias teorias
han intentado explicar la variacion en la proteccion conferida por BCG; por
ejemplo, el hecho de que la BCG podria proteger contra algunos, pero no todos
los genotipos de Mycobacterium tuberculosis. Nuevas teorias sugieren que la
inmunidad suscitada por BCG podria aumentar directamente la virulencia de
Mycobacterium tuberculosis causando enfermedad en individuos vacunados. El
objetivo de este trabajo fue determinar el efecto directo de la vacunacion con

BCG sobre la virulencia de diversos genotipos de Mycobacterium tuberculosis.

Se seleccionaron tres cepas de Mycobacterium tuberculosis (cepas
parentales), dos del genotipo Beijing y una del genotipo Euro-Americano. Estas
cepas se inocularon en ratones previamente vacunados con BCG. Dos meses
posteriores al indculo los animales fueron sacrificados y sus pulmones se
cultivaron en medio sélido para obtener las bacterias presentes. Dichas
bacterias fueron infectadas a un lote nuevo de ratones y su virulencia
comparada con su cepa parental mediante curvas de sobrevida, carga bacilar

pulmonar y dafio histopatolégico pulmonar.

Las cepas del genotipo Beijing presentaron un aumento en su nivel de
virulencia al ser pasadas por ratones vacunados, sin embargo la cepa del

genotipo Euro-Americano no presento dicho aumento de virulencia.

Los datos obtenidos sugieren que la vacunacién con BCG podria aumentar la
virulencia unicamente de algunos genotipos de Mycobacterium tuberculosis, en

este caso, el genotipo Beijing.

Vi



TUBERCULOSIS

1. GENERALIDADES DE LA TUBERCULQOSIS
1.1. Historia

La tuberculosis (TB) es una enfermedad que ha afligido al hombre desde
tiempos ancestrales, evadiendo los esfuerzos que se han hecho por intentar
detenerla. Es muy probable que esta enfermedad haya matado a mas personas
que cualquier otra infeccibn microbiana (Daniel, 2006) siendo la causante de
grandes epidemias que han acompafado al ser humano desde sus inicios

como especie.

1.2. Epidemiologia

Actualmente, después de mas de 100 afios del descubrimiento de su agente
causal, seguimos ante una epidemia mundial y enfrentamos el reto por
detenerla. Los integrantes de la especie Mycobacterium tuberculosis (MTB)
causan anualmente 1.3 millones de muertes (WHO, 2013) y, a pesar de que las
tasas de incidencia globales disminuyen progresivamente desde el 2004, aun
se reportan aproximadamente 8.6 millones de casos nuevos por afio (WHO,
2013).

1.2.1. Distribucién mundial de TB activa

La carga mundial de tuberculosis es alarmante, pero mas aun cuando se toma
en cuenta que el 80% de los casos se encuentran conglomerados en 22 paises
de “carga elevada” (Russell et al, 2010), encabezados por India y China (Pang
et al, 2012). De esta manera, mientras en paises de Europa y Norteamérica las
tasas de tuberculosis se encuentran en una baja histérica (Daniel, 2006), otras
naciones en vias de desarrollo luchan por alcanzar las metas establecidas por
la asociacion STOP TB. Esta asociacion propone como metas, entre otras, la
eliminacion de la TB como un problema de salud publica mundial para el afio
de 2050 (StopTB strategy sheet, 2011). En México se reportan

aproximadamente 19,857 casos nuevos y de recidivas de tuberculosis



diagnosticados y tratados en programas nacionales de lucha contra la
tuberculosis y notificados a la OMS (OMS, 2013).

1.2.2. Tuberculosis Latente

Aunado a la tuberculosis activa, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
reconoce a dos billones de individuos con infeccion latente quienes, a pesar de
no presentar sintomas de enfermedad, representan el mayor reservorio de la
bacteria y tienen un riesgo de 10% de sufrir reactivacion y pasar a enfermedad

activa (Druszczynska et al., 2012).

1.2.3. Coinfeccién VIH/TB

Se estima que de las 1.3 millones de muertes anuales causadas por TB, 0.32
millones son en pacientes VIH(+). La tasa mas alta de TB activa per capita se
encuentra en el Africa subsahariana, lo cual esta altamente relacionado a la
epidemia de VIH que se vive en esta zona (WHO, 2013). Es de suma
importancia caracterizar la enfermedad en estos individuos, ya que al tener
afectada la inmunidad mediada por células, particularmente los linfocitos T
CD4+, son mucho mas susceptibles a sufrir reactivacion de enfermedad
latente, progresion a enfermedad activa a partir de la primoinfeccién y también
casos de BCGitis y BCGosis (formas localizada y diseminada de enfermedad
por BCG, respectivamente) en nifios VIH+ que sean vacunados con BCG
(Hesseling et al., 2009).

1.2.4. Problematica actual

Es indiscutible que nuestros conocimientos de esta enfermedad han avanzado
significativamente en el Ultimo siglo, a pesar de esto han aparecido cepas
multidrogoresistentes (MDR-TB) y extensamente drogoresistentes (XDR-TB).
Las cepas MDR presentan resistencia al menos a isoniazida y rifampicina,
mientras que las cepas XDR son resistentes no solo a la isoniazida y
rifampicina, sino a cualquiera de las fluoroquinolonas y cualquiera de los
farmacos inyectables usados en el tratamiento de segunda linea (amikacina,

capreomicina, kanamicina). Asimismo, la coinfecciéon VIH/TB y la falta de



nuevos agentes profilacticos y terapéuticos nos recuerdan que estamos lejos

de ganar esta batalla.

2. PATOGENESIS
2.1. Historia

La primera descripcion sobre la patogenia de la TB se le atribuye a Hyacinthe
Laennec en 1819, cuando tomo el liquido de un granuloma de la autopsia de un
paciente fallecido por TB y lo inyecté en un conejo, encontrando al animal
infestado de granulomas en la autopsia que le realiz6 3 meses después
(Daniel, 2006). A pesar de estos tempranos descubrimientos sobre la
transmisibilidad de la enfermedad, no fue hasta 1882 que Robert Koch logré
aislar el bacilo y reproducir sisteméaticamente la enfermedad en un modelo
animal, estableciendo asi los postulados de Koch, cuyos principios siguen

vigentes en la microbiologia moderna (Kruif, 1926).

2.2. Agente causal y transmision

Actualmente sabemos que la tuberculosis es una enfermedad infecciosa
ocasionada por el complejo MTB (WHO, 2011). La transmisién de dicho
microorganismo ocurre de persona a persona mediante aerosoles producidos
al toser, estornudar o hablar (Rubin, 2006). Se ha discutido que el inoculo
necesario para producir infeccion en un individuo es realmente pequefio,

incluso de un bacilo Unico (Kaufmann, 2001).

2.3. Modelo multifactorial del desarrollo de la TB
2.3.1. Factores del huésped

A pesar de esta facil transmision, el desarrollo de la tuberculosis pulmonar
depende también de otros factores tanto del huésped, del medio ambiente y de
la bacteria como tal. Entre los factores del huésped se incluyen la edad del
paciente, su estado inmunoldgico, dieta e incluso etnicidad (WHO, 2013).
Recientemente, se han descrito individuos con susceptibilidad genética a
desarrollar tuberculosis, en humanos se ha demostrado que dicha

susceptibilidad puede ser producto de defectos en el gen que codifica el



receptor de IL-12 (Alcais et al., 2005), mientras que en ratones el gen NRAMP1

se ha descrito como un factor de susceptibilidad (Di Pietrantonio et al., 2011).

2.3.2. Factores ambientales

El medio ambiente puede contribuir al desarrollo de la enfermedad en aquellas
personas que se encuentren en condiciones de hacinamiento o quienes tengan

un bajo nivel socioeconémico (Rubin, 2006).

2.3.3. Factores de la bacteria

La historia natural de la enfermedad depende también en gran medida de
propiedades intrinsecas de la bacteria. El complejo Mycobacterium tuberculosis
dista mucho de ser homogéneo, con aproximadamente 39,295 cepas de MTB
provenientes de 122 paises (Palomino et al., 2007). Todas estas cepas
presentan variacion en su nivel de virulencia, transmisibilidad y capacidad de
permanecer en latencia, siendo la cepa infectante un factor de suma
importancia para determinar el curso de la enfermedad. Esto se puede
ejemplificar en el grupo de cepas Euro Americanas y las cepas del genotipo
Beijing. Las primeras no producen en gran cantidad una molécula de
Glucolipido fendlico, PGL, que se encuentra asociada con el fallo de la
respuesta inmune y mayor mortalidad en modelos murinos (Di Pietrantonio et
al., 2011). En comparacion, se ha informado que las cepas del genotipo Beijing
expresan altos niveles de PGL, lo cual correlaciona con la elevada virulencia de
este Ultimo genotipo en comparacién con las cepas Euro Americanas (Reed et
al., 2004).

2.4, Primoinfeccién
2.4.1. Panorama tradicional

Tradicionalmente se distinguen dos cursos principales a seguir en pacientes
que sufren primoinfeccion. La mayoria de los pacientes (90%
aproximadamente) logran contener el proceso infeccioso y se mantienen
asintomaticos. El 10% restante evoluciona hacia un proceso infeccioso

progresivo con la concomitante destruccién del parénquima pulmonar y la



sintomatologia clasica de la tuberculosis activa la cual incluye tos crénica,

expectoracion sanguinolenta y fiebre de predominio vespertino (Rubin, 2006).

2.4.2. Panorama ampliado

En la actualidad, algunos autores sugieren ampliar el espectro de desenlaces
posibles a partir de una primoinfeccion, incluyendo individuos expuestos al
bacilo pero que nunca fueron infectados como tal, estos individuos presentan
pruebas cutaneas a la tuberculina (TST) y pruebas de liberacién de Interferén-
gamma (IFN-y) (IGRAS) negativas, presumiéndose que la dosis infectiva no fue
suficiente o que las barreras mucosas y la inmunidad innata se encargaron de
la depuracion del patégeno, sin la necesidad de activar una respuesta inmune
de memoria (O Garra et al., 2013). Otra posibilidad incluye aquellos individuos
que se infectan pero logran la erradicacion estéril de la infeccion, lo cual se
propone comprobar mediante la reversion a la negatividad de pruebas TST e
IGRA en individuos previamente expuestos a MTB y con resultados de dichas
pruebas inicialmente positivos (Ewer et al., 2006). Entre aquellos individuos
expuestos a MTB que desarrollan una infeccidon latente también se propone
reconocer varios subgrupos; aquellos que logran contener la enfermedad, con
TST e IGRA negativos, adjudicando dicha contencibn a una respuesta
inmunoldgica localizada y no detectable a nivel sistémico y aquellos individuos
que se encuentran con TB latente con respuestas de memoria sistémicas y
detectables mediante TST e IGRA positivos. Estos grupos se pueden encontrar
en constante recambio entre estos dos estados, pudiendo progresar de la
contencién a la latencia y revertir de la latencia a la contencidén constantemente
(O"Garra et al., 2013).

2.5. Tuberculosis primaria 'y secundaria

En base a su patron de aparicion, la tuberculosis se divide en dos categorias.
La tuberculosis primaria es aquella que se desarrolla posterior a la primera
exposicién al microorganismo. Por otra parte, la tuberculosis secundaria
aparece en algun periodo de tiempo después de la primoinfeccion, estos casos
en su mayoria son debidos a reactivaciones enddgenas de la infeccion

primaria, sin embargo la exposiciobn a microorganismos exégenos puede



precipitar el desarrollo de la tuberculosis secundaria. Estos ultimos casos

siempre se manifiestan como enfermedad activa (Rubin, 2006).

2.6. Patogenia de la TB pulmonar
2.6.1. Etapatemprana

La patogenia de la enfermedad inicia con la exposicion del tracto respiratorio a
los bacilos de MTB. Dicha exposicién ocurre tradicionalmente mediante la
expectoracion por parte de un paciente enfermo de TB de pequefias gotas que
viajan en el aire conteniendo a los bacilos, hasta ser inhaladas por otra persona
gue puede o no estar infectada. El tamafio pequefio (2-10 um) de estos bacilos
facilita su depdsito en los alvéolos del parénquima pulmonar (Rubin, 2006).
Una vez albergado en el parénquima pulmonar se inicia la etapa temprana de
la infeccién, caracterizada histolégicamente por infiltrado inflamatorio,
predominantemente macrofagos y linfocitos, en el intersticio alveolo-capilar,
alrededor de vénulas y bronquios (Hernandez-Pando et al., 1996). Los
macréfagos alveolares se encargan de fagocitar a los bacilos, procediendo a su
eliminacion mediante diversas vias (Stokes & Waddell 2009). Uno de los
mecanismos mas estudiados en funcién a los mecanismos micobactericidas de
los macréfagos es la produccion de RNI, intermediarios reactivos de nitrdgeno,
por medio de la via dependiente de la sintasa de 6xido nitrico 2 (Flynn & Chan
2003). ElI NO producido contribuye en la produccién de peroxinitrilos, los cuales
al asociarse a proteinas de la bacteria producen cambios conformacionales
irreversibles que en Ultima instancia llevan a la muerte de ésta. El papel del NO
para la eliminacion de MTB en macréfagos humanos continua siendo un tema
controversial, sin embargo no puede aun descartarse por completo su
participacion (Stokes & Waddell 2009). Los macrofagos también logran eliminar
a MTB mediante la fusion de los fagosomas que contienen a las bacterias con
los lisosomas presentes en el macréfago donde se encuentran enzimas y un

microambiente capaces de degradar a las bacterias (Abramovitch et al., 2011).

2.6.2. Latenciay reactivacion

A pesar de estos elegantes sistemas de defensa, muchas bacterias logran

escapar la muerte mediante mecanismos tales como el arresto de la fusion



fago-lisosomal, o inhibiendo la activacion de INOS. De esta manera las
bacterias permanecen vivas dentro de los macrofagos, por lo general en un
estado metabdlico alterado y una baja tasa replicativa (Flynn & Chan, 2003),
creando de esta manera una infeccion latente que puede permanecer
asintomatica por largos periodos de tiempo. El término latencia fue acufiado por
el Dr. Clemens von Pirquet, famoso pediatra creador de la prueba de
tuberculina que observé que en algunos casos los pacientes presentaban
reactividad a esta prueba, sin presentar sintomatologia de tuberculosis activa
(Druszczynska et al., 2012). Entre los factores que inducen la latencia de los
bacilos se encuentran: la hipoxia, la deficiencia de nutrientes o un pH &cido.
Defectos en la inmunidad mediada por células, la desnutricidn, la quimioterapia
o la administracion de esteroides pueden contribuir al proceso de reactivacion
(Druszczynska et al, 2012). En estos casos, la reactivacion de las bacterias en
estado de latencia puede llevar a una enfermedad activa que despliega toda la
sintomatologia tradicional de la TB, la cual incluye tos crénica (mas de 2
semanas de duracién), expectoracion, pérdida de apetito, pérdida de peso,

fiebre, sudoracién nocturna y hemoptisis (Zumla et al., 2013).

2.6.3. Granulomas

Los granulomas son estructuras generadas por un tipo de inflamacion que
suele ser caracteristica, mas no exclusiva, de las infecciones por bacterias del
complejo de MTB (Harding et al., 2011). Histopatologicamente, en los
granulomas se observan un centro de macréfagos infectados, rodeados por
macrofagos espumosos y células epiteloides, asi como células gigantes
multinucleadas. Todas organizadas en estructuras ovoides con limites
definidos (Kim et al., 2010). Los centros de los granulomas generalmente se
constituyen por restos necréticos de macréfagos que previamente fagocitaron a
las micobacterias. La baja tension de oxigeno, el pH acido y la escasez de
nutrientes son algunos de los aspectos muy caracteristicos del microambiente
gue se encuentra en los granulomas formados para contener a las bacterias
(Druszczynska et al., 2012). Es asi como los granulomas son, paradojicamente
tanto estructuras de contencidn, como nichos que albergan bacterias que a

pesar de estar en latencia, continian siendo viables y capaces de producir



enfermedad activa en momentos de inmunocompromiso por parte del huésped
(Harding et al., 2011).

3. TRATAMIENTO
3.1. Tratamiento de primera linea

En aquellos pacientes que progresan hacia una enfermedad activa se requiere
la administracion de mudultiples farmacos para lograr la remision de la
enfermedad la cual, a pesar de no llegar a una erradicacion estéril del
microorganismo, si logra cuando es administrada de manera responsable y
prolongada la mejoria del paciente y la erradicacion de la sintomatologia
(Glickman & Jacobs, 2001). La intervencion quimioterapéutica consiste,
actualmente, en la Terapia Acortada Estrictamente Supervisada (DOTS por sus
siglas en Inglés) durante la cual se administran cuatro farmacos de primera
linea: Isoniazida, Rifampicina, Pirazinamida y Etambutol (Tabla 1). Durante la
fase intensiva se administra diario de lunes a sadbado por 10 semanas hasta
completar 60 dosis: Rifampicina (600 mg), Isoniazida (300mg), Pirazinamida
(1,500-2000 mg) y Etambutol (1,200 mg). Posteriormente, inicia la fase de
sostén, durante la cual se administra una dosis 3 veces por semana (lunes,
miércoles y viernes) durante 15 semanas hasta completar 45 dosis: Isoniazida
(800 mg) y Rifampicina (600mg) (Guia de Practica Clinica, 2009).

A pesar de la efectividad de estos farmacos en pacientes con primoinfeccién
que llevan su terapia de manera oportuna y responsable, existen en la
actualidad numerosos problemas que conllevan el fallo en el tratamiento. Entre
los méas importantes se encuentran el incumplimiento por parte del paciente, un
seguimiento inadecuado por parte de los servicios de salud y el aumento en la
proliferacion de cepas que presentan resistencia a los farmacos de primera
linea. También, en este rubro es importante mencionar que los farmacos que
se utilizan comunmente en contra de MTB atacan de manera preferencial a
bacterias con un metabolismo activo y de esta forma las bacterias que logran
entrar en latencia pueden escapar el curso de la farmacoterapia y reactivarse
en otro momento durante la vida del individuo infectado (Russell et al., 2010).

La TB latente se puede diagnosticar mediante marcadores inmunologicos tales



como la PPD o las pruebas de IGRA. En pacientes con positividad en estas

pruebas se puede administrar una monoterapia con isoniazida por 6-9 meses, o

de manera alternativa rifampicina por 4 meses o rifampicina combinada con

pirazinamida por 2 meses (Druszczynska et al., 2012).

Tabla 1. Tratamiento de TBP drogosensible.

Farmacos Presentacion Dosis diaria Dosis
intermitente
Niflos mg/kg | Adultos Dosis Nifios | Adultos Reacciones adversas
de peso mg/kg de | méxima por | mg/kg | mglkg
peso dia de de peso
peso
Isoniazida Comp. 100 mg | 5-10 5-10 300 15-20 | 600- Neuropatia periférica
mg 800 mg | hepatica
Rifampicina Caps.300mg | 15 10 600 15-20 | 600 mg | Hepatitis
Jarabe 100 mg Hipersensibilidad
mg/5mL
Pirazinamida Comp. 500 mg | 25-30 20-30 1.5-2 gr 50 25¢r Hepatitis
mg
Estreptomicina | Fco. 25-30 15 lor 20 logr Hipoacusia
(@) (b) (c) Ampolletas 1 mg Vértigo
gr Dermatosis
Etambutol Comp. 400 mg | 20-30 15-25 1.2¢9r 50 2.4 gr Alteraciones visuales
(d) mg

Esquema de administracién de farmacos anti-tuberculosis de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana de tuberculosis NOM-066-SSA2-1993 “Para la prevencion y control de la tuberculosis
en la atencion primaria a la salud”

(a) 3 veces por semana segun la tabla de referencia
(b) Enfermos menores de 50 Kg de peso y mayores de 50 afios, mitad de la dosis.
(c) No utilizar durante el embarazo
(d) En nifios menores de 8 afios debe ser usado con precaucion, ocasionalmente se puede

3.2.

asociar a neuritis optica.

Tratamiento en casos MDR y XDR

Se estima que en el 2012 existian 450,000 casos de TB MDR, de los cuales

mas del 50% se encontraban en India, China y Russia (OMS, 2013). De estos

pacientes, tres cuartos no habian recibido tratamiento previo, por lo cual se

asume que su cepa infectante ya habia adquirido previamente la resistencia a

los farmacos (Nathanson et al., 2010). En estos casos el esquema de

tratamiento se basa en el criterio del médico tratante, sin embargo la OMS

recomienda que se usen 4 farmacos en conjunto, los cuales pueden incluir un

agente de primera linea, un aminoglucoésido, una fluoroquinolona, y por ultimo

algun farmaco oral que actie como bacterioestatico de segunda linea, por
ejemplo la etionamida (WHO, 2009)




4. RESPUESTA INMUNE A LA TUBERCULOSIS

Por mucho tiempo los macréfagos alveolares han sido considerados como una

de las principales lineas de defensa celular al interactuar con los bacilos, y sin
lugar a duda su papel en la inmunopatologia de la enfermedad es crucial. A
pesar de esto cada dia existe mayor evidencia con respecto a la importancia de
otras poblaciones celulares en este proceso patolégico, tales como los
neutrdfilos, las células cebadas y las células dendriticas, entre otras (Palomino
et al., 2007).

4.1. Sistema inmune innato

El sistema inmune innato comprende las células y los mecanismos que actian
como la primera linea de defensa contra los patdégenos. Entre sus
caracteristicas més destacadas se encuentra la ausencia de memoria a largo
plazo en contra de microorganismos especificos. Las funciones desarrolladas
por el sistema inmune innato incluyen el reclutamiento celular al sitio de
infeccion, la eliminacion de microorganismos patégenos, la produccion de
citocinas, activacion del complemento, presentacion antigénica y cooperacion
con el sistema inmune adaptativo, y el actuar como una barrera fisica y en
ocasiones quimica ante el ingreso de microorganismos patdgenos a nuestros
sistemas. El estudio de estos mecanismos efectores en torno a la TB han
llevado a la conclusibn que el sistema inmune innato constituye un pilar
elemental para la proteccioén contra esta enfermedad. Las células epiteliales
representan la primera barrera en contra de la infeccion por MTB, al ser
anatdmicamente las primeras en estar expuestas al bacilo en el tracto
respiratorio. A pesar de que su papel en la inmunopatologia de la enfermedad
ha sido menos estudiado que en otras poblaciones celulares, se ha observado
gue estas son capaces de producir IL-8 asi como NO, los cuales ayudan a
establecer un ambiente proinflamatorio en el sitio de infeccidn, crucial para la
contencion de la enfermedad. Los neutrdfilos son de las primeras células
atraidas al sitio de infeccion y ademas de tener mecanismos microbicidas,
estas células son capaces de producir quimiocinas que aumentan el
reclutamiento celular y contribuyen a la formacion de los granulomas, ademas

de transferir moléculas microbicidas a macrofagos vecinos, cooperando asi en
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la eliminacién de las bacterias fagocitadas por estas células. Las células
dendriticas, presentadoras profesionales, cumplen su papel mediante el
reconocimiento, la captura y el procesamiento de antigenos para su
presentacion en el contexto del MHC. La endocitosis de MTB por parte de
estas células se produce a través de receptores tales como el DC-SIGN
(molécula no integrina de adhesion intercelular especifica de células
dendriticas), el cual interactia con el Lipoarabinomanan presente en la pared
celular de la bacteria. Una vez internalizado y procesado, el antigeno se
presenta en la superficie de la célula dendritica, la cual puede ahora migrar a
los ndédulos linfaticos para activar células del sistema inmune adaptativo y
generar una cascada de activacion celular. Otra poblacion celular crucial en la
inmunidad innata contar MTB son los macrofagos alveolares, los cuales
fagocitan y eliminan a las bacterias mediante diversos mecanismos expuestos
previamente, incluyendo la produccion de ROS, la degradacion en lisosomas e
incluso la muerte por apoptosis de la célula infectada. También sumamente
importantes para la respuesta inmune innata son las células Natural Killer (NK).
Estas producen IFN-y el cual ayuda a la activaciéon de macrofagos, al mismo
tiempo que por tener actividad citotdéxica pueden por ellas mismas contribuir en
la eliminacién de las micobacterias mediante la eliminacion de macrofagos

infectados con MTB.

4.2. Sistema inmune adaptativo

La respuesta inmune adaptativa es aquella que es capaz de reconocer y
eliminar selectivamente moléculas y microorganismos especificos. La
respuesta inmune adaptativa tiene cuatro atributos caracteristicos: es inducible,
especifica, transferible y posee memoria la cual puede persistir en un individuo
por largos periodos de tiempo. El estudio de la respuesta adaptativa en el
contexto de infecciones por MTB ha sido amplio, en especial el papel de los
linfocitos T, cuya contribucion a la contencion de la enfermedad es
contundente, como se puede observar en individuos con deficiencias en dicha
poblacién celular, por ejemplo pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA), en quienes el riesgo de reactivacion de tuberculosis latente y
de muerte por dicha infeccion es mucho mayor. Es evidente, por lo tanto, la

gran importancia de la inmunidad mediada por células en el control de la TB, la
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cual inicia con la participacion de los linfocitos T CD4+ tipo 1(Thl). Estas
células se encargan de producir IFN-y, el cual es de crucial importancia para la
activacion de los macrofagos. A su vez, los macréfagos activados producen IL-
1, la cual estimula la produccién de IL-2 por parte de los linfocitos Thl. La IL-2
es una citocina importante en la induccion de la proliferacion celular linfocitaria,
creando asi un circulo de retroalimentacion en donde la mayor produccién de
IL-1 por parte de los macréfagos activados ayudard a generar una poblacion
linfocitaria mas cuantiosa, la cual al producir IFN-y continuara activando a los
macrofagos y asi sucesivamente. La activacion de macrofagos como se
menciona en las secciones previas es fundamental para la eliminacion de las
bacterias por parte de esta poblacion celular. Ligado a esta activacién celular
se encuentra la formacion de granulomas, estructuras caracteristicas, mas no
exclusivas, de tejido infectado por MTB. Los granulomas son realmente un tipo
de inflamacion cronica que es la consecuencia de la presencia de material poco
biodegradable en tejidos del cuerpo, como es el caso de las paredes ricas en
lipidos de las micobacterias. Al no tener la capacidad para eliminar este
material, los linfocitos T y los macréfagos se agrupan alrededor del mismo,
formando estructuras esféricas u ovoides que generalmente se caracterizan por
tener una gran capa de linfocitos T rodeando un nucleo necrético, estos
linfocitos a su vez se encuentran contenidos mediante una Ultima capa de
macrofagos y fibroblastos, formando asi un arreglo de tejido de contencion para
las micobacterias que se encuentran en el centro, el cual las priva de altas
concentraciones de oxigeno y nutrientes, ambos necesarios para el 6ptimo
funcionamiento de la célula bacteriana. Es de esta forma como muchos bacilos
de MTB son inducidos a disminuir sus tasas metabdlicas y entrar en periodos
variables de latencia, caracterizados entre otras cosas, por una drastica
disminucién en la tasa de replicacion de la bacteria, la cual es inducida a
permanecer en este estado hasta que la integridad del granuloma se ve
interrumpida, generalmente por procesos de inmunosupresion, causando la

reactivacion de las células bacterianas y en algunos casos, de la enfermedad.

A pesar de que en la mayoria de los individuos sanos el sistema inmune logra
coordinar este fino balance entre células y citocinas para la contencion de la

enfermedad, existen casos en los cuales dicha funcion se ve alterada y da paso
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a los procesos inmunopatologicos inducidos por la infeccion con MTB. En estos
casos, puede existir un aumento de los linfocitos Th2, los cuales producen en
gran cantidad citocinas tales como IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, las cuales
median procesos como la induccion de la diferenciacion de linfocitos B
productores de anticuerpos, ademas de antagonizar a las células Thl,
interfiiendo de esta manera en la contencién de la infeccién y facilitando la
progresion a la enfermedad. A partir de lo anterior podemos concluir que la
contencion de la enfermedad por MTB depende de un exquisito balance
mediado por el sistema inmunologico, donde la regulacion de los procesos
inflamatorios/antiinflamatorios marcard en gran parte la resolucién de la
infecciéon. A pesar de esto, las interacciones entre diversos factores secretados
por los linfocitos Thl y Th2 ain no se conocen por completo y es frecuente ver
gue cambien su comportamiento en funcién de la inflamacion, dependiendo de
factores tales como su concentracibn o el microambiente en el que se
encuentran. Tal es el caso del TNF-a, el cual al ser liberado en un
microambiente de predominio Thl actla como un activador de macroéfagos,
colaborando asi a la formaciéon de granulomas y por lo tanto a la contencion de
la bacteria. Sin embargo, la liberacion de TNF-a en un microambiente con una
combinacion de citocinas Thl y Th2 produce dafio tisular extenso caracterizado

por necrosis y anergia de la respuesta mediada por células.

Como podemos observar el curso de la infeccion se encuentra determinado por
un complejo arreglo multifactorial. Otro factor importante que puede alterar la
respuesta del sistema inmune frente a la infeccibn por MTB depende de las
cepas infectantes, las cuales suelen presentar diferencias tanto en
inmunogenicidad como en patogenicidad. En estudios previos se ha
determinado que ambos factores juegan un papel de suma importancia tanto
en la virulencia de la cepa como en su transmisibilidad a huéspedes virgenes.
Se ha encontrado que algunos fenotipos de MTB no logran inducir una
respuesta inmune protectora, y presentan un retraso importante en la
produccion de IFN-y y una expresion rapida y elevada de IL-4. Este
microambiente es favorable para el crecimiento bacteriano y de esta forma las
bacterias presentan en el modelo murino de TB una elevada virulencia
(Marquina-Castillo et al., 2008).
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5. Mycobacterium tuberculosis
5.1. Origenes

El origen del género Mycobacterium data, presuntamente, de hace mas de 150
millones de afios y los progenitores mas tempranos de MTB se hicieron
presentes en el Este de Africa desde hace cerca de 3 millones de afios (Daniel,
2006). La tuberculosis es una enfermedad ancestral, el origen de la infeccion
en humanos se ha asociado previamente a la transicion demogréafica del
periodo Neolitico, colocandola como una de las infecciones mas tempranas
conocidas en el hombre. Estudios recientes de gendémica sugieren un
surgimiento de este como patéogeno en el hombre muy temprano, hace
aproximadamente 70,000 afios, acompafiando al hombre en sus procesos de
emigracion desde Africa, y de esta manera expandiéndose de forma global
(Comas et al., 2013). Los primeros casos de tuberculosis fueron documentados
desde hace mas de 5,000 afios en Egipto. Incluso, se han encontrado cuerpos
momificados que presentan anormalidades esqueléticas tipicas de la

tuberculosis 6sea (Daniel, 2006).

5.2. Caracteristicas fenotipicas
5.2.1. Clasificacion y generalidades

Las bacterias del género Mycobacterium son bacilos aerobios, inmdviles y no
esporulados que pertenecen a la familia Mycobacteriaceae, de la suborden
Corynebacterineae, orden Actinomycetales, filo Actinobacterias del reino
Monera (Palomino et al., 2007). Entre las caracteristicas de las micobacterias
se encuentra el alto contenido en &cidos micdlicos de la envoltura celular. Este
alto contenido lipidico le confiere a la bacteria una alta resistencia para ser
tefiida con las técnicas tradicionales de tincion celular, como por ejemplo la
tincion Gram. Estas bacterias, conocidas también como bacilos “acido-alcohol
resistentes”, se logran tedir mediante la técnica de Ziehl-Neelsen con
colorantes de arilmetano, como la fuschina carbol, y una vez tefiidas escapan
la decoloracion con soluciones de acido-alcohol. Es también mediante esta
densa capa de lipidos, los lipidos constituyen mas de la mitad del peso seco de

la bacteria, que ésta logra escapar gran parte del dafio causado por
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antibioticos, especialmente cuando estos se encuentran en concentraciones

subdptimas (Palomino et al., 2007).

5.2.2. Morfologia

Respecto a su morfologia, los bacilos se observan como rectos o ligeramente
curvados al ser tefiidos mediante la técnica de Ziehl-Neelsen y observados al
microscopio de luz. Su longitud varia entre 1-10 um, mientras que su anchura
va de 0.2-0.6 um. Usando un microscopio electronico se pueden observar
algunos granulos dentro de las células, los cuales se piensa podrian ser el sitio
donde ocurren las reacciones de Oxido-reduccion que le proporcionan a la

célula la energia que requiere (Palomino et al., 2007).

5.2.3. Envoltura celular

Como se comentd previamente, la caracteristica anatomica mas distintiva de
las micobacterias es su envoltura celular, la cual consta de una membrana
plasmatica, una pared celular y una membrana capsular externa. La membrana
citoplasmica provee proteccion osmdética y regula el trafico de solutos entre el
citoplasma y el medio ambiente. La pared celular que rodea la membrana
protege los contenidos celulares y provee soporte mecanico, dando la forma
caracteristica de esta bacteria. Entre los procariontes, la pared celular de las
micobacterias es Unica, al estar compuesta por una capa de peptidoglicanos
que presenta una elevada cantidad de enlaces cruzados (70-80%). Un
polisacéarido ramificado, el arabinogalactano, se encuentra unido de manera
covalente al peptidoglicano. Las ramificaciones exteriores de este polisacarido
se encuentran esterificadas con acidos micdlicos, que son acidos grasos de
alto peso molecular especificos de MTB. La capa exterior de la pared celular
presenta un arreglo de lipidos que incluyen glucolipidos fendlicos (PGL),
sulfolipidos, phitocerol dimicoseratos (PDIM) y glucolipidos que contienen
trehalosa. La importancia de estos numerosos lipidos se puede observar en
bacterias que crecen en condiciones que interfieren con la sintesis de la pared
celular, en estos casos Mtb se ve forzada a producir esferoblastos deficientes
de pared celular que aparentemente no son patégenos, a menos que reviertan
a ser bacterias normales con las caracteristicas previamente mencionadas de

su pared celular (Palomino et al., 2007).
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5.2.4. Factor cordoén

Existen dos peculiaridades que distinguen a MTB de otras micobacterias
avirulentas: la formacibn de grumos hidrofébicos conocida como
“acordonamiento” y la formacion de colonias grumosas. Ambas caracteristicas
se le atribuyen al dimicolato 6,6 -trehalosa (TDM), también conocido como
“factor cordon”, mediante el cual este microorganismo logra moldear una
interfase hidrofébica que le da las caracteristicas previamente mencionadas de
agrupamiento y formacion de colonias. Ademas de esta interfase hidrofébica, el
empaquetamiento de los &acidos micolicos de la pared de las bacterias
confiriere a la célula bacteriana una impermeabilidad excepcional y su
consecuente proteccion a las sustancias dafiinas del medio ambiente. Aunado
a esto, fuera de la capa lipidica se encuentra una capa de carbohidratos y
proteinas que impiden la difusion de moléculas de gran tamafio (Palomino et
al., 2007).

5.2.5. Bioquimica

Los bacilos son células fototréfas y heterotrofas. Tienen la capacidad de
metabolizar el glicerol para formar piruvato, el cual al ser oxidado provee a la
célula con la energia necesaria para su metabolismo. Es dependiente del
suministro de hierro y magnesio y requiere oxigeno como aceptor final de
electrones en la cadena respiratoria. Su crecimiento éptimo se da a 37°C, en
un pH neutral con 5-10% de CO,. Las células se dividen en un periodo de 12-
24 horas, si se encuentran en condiciones 6ptimas de crecimiento. Esta tasa de
crecimiento tan lenta, en comparacion con otras bacterias, se ha adjudicado al
hecho que la impermeabilidad relativa de la pared celular limita en gran medida
la adquisicion de nutrientes (Palomino et al., 2007).

5.3. Caracteristicas genotipicas

En 1998 Cole y colaboradores publicaron la secuencia del genoma de la cepa
H37Rv de MTB. En la descripcibn genética se observa un genoma de
4,411,532 pares de bases, con 3,959 genes que codifican para proteinas. Se
han descrito 2441 genes con funciones conocidas y 912 que se conservan

hipotéticos (Kaufmann, 2001). A partir de estos estudios se ha descubierto que
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el 10% del genoma de MTB codifica proteinas acidas ricas en glicina, las
cuales comparten una secuencia amino termina, (Pro-Glu), pero presentan
variacion en el segmento carboxy-terminal. Estas familias de proteinas
probablemente actien para causar variacion antigénica en este patdgeno,
ayudando de esta manera a evadir al sistema inmune. Otra probable funcién es
la de imposibilitar el procesamiento antigénico, esto pensado a partir de la
similitud de la familia de proteinas Pro-Glu con los antigenos nucleares del
Virus Epstein-Barr, los cuales en este virus impiden la generacion de péptidos
por proteosomas, para el procesamiento del complejo principal de

histocompatibilidad por parte de las células T (Glickman & Jacobs, 2001).

6. VACUNACION CON BCG
6.1. Surgimiento de la BCG

La vacuna BCG, “Bacille Calmette-Guérin” se comenz6 a emplear hace casi un
siglo, en 1921. Fue desarrollada por Albert Calmette y Camille Guerin, quienes
tomaron una cepa virulenta de M. bovis a partir de un caso de mastitis bovina,
logrando atenuarla mediante pases consecutivos por medios de cultivo en el
Instituto Pasteur. Su primer uso ocurrié en un recién nacido cuya madre habia
muerto de tuberculosis, el nifio logré sobrevivir después de haber recibido la
vacuna. A partir de este momento historico y hasta la fecha, la BCG es la
vacuna mas empleada por la humanidad, con mas de 3,000 millones de

humanos inmunizados a la fecha (Liu et al., 2009).

6.2. Distribucion y preparacion

En 1924 comenzé la distribucion de la vacuna BCG, conformada por
microorganismos vivos atenuados, desde el Instituto Pasteur a diversos
laboratorios alrededor del mundo. Para 1927 la vacuna se habia distribuido a
50 paises, sin embargo nunca se establecieron criterios estrictos para el
crecimiento de la vacuna, ya que esta, al estar compuesta de microorganismos
vivos, requeria transferencia a medio fresco, siendo comun que diversos
laboratorios usaran medios distintos (medio Sauton, medio de papa) (Liu et al.,
2009). A pesar de los esfuerzos que se iniciaron para estandarizar el

crecimiento y la preparacion de la vacuna, cada laboratorio desarroll6 sus
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condiciones para realizar estos pases de medio, creando una gran
heterogeneidad en el cuidado y crecimiento de la cepa parental (Liu et al.,
2009).

6.3. Atenuacién de las subcepas de BCG

Mucho dista la BCG que utilizamos en la actualidad de la cepa inicial que
obtuvieron Calmette y Guérin. Esta cepa parental, denominada “lait Nocard”,
correspondia a una cepa altamente virulenta que, al ser pasada por medio
sufrié importantes cambios, uno de los més notorios fue la pérdida de la regién
RD1, region genética que es comun de todas las micobacterias virulentas, pero
gue se encuentra ausente en todas las BCG. El proceso de atenuaciéon de la
BCG no se detuvo con este paso inicial. Es importante resaltar que la BCG
engloba un gran nimero de subcepas, o cepas hijas, que se originaron a partir
de los diferentes laboratorios a los cuales fueron inicialmente distribuidas,
llevando, generalmente, el nombre del lugar del que provienen. Tal es el caso
de la BCG Japon, BCG Danesa y la BCG Phipps (Philadelphia). Muchas de
estas cepas hijas han ido perdiendo regiones inmunogénicas a través del
tiempo, tales como la MPB64, un antigeno protéico, o diversos componentes
de la pared celular bacteriana que son importantes para una estimulacion
adecuada del sistema inmunolégico. En la década de 1970 la diferencia entre
la proteccion conferida en diversas regiones del mundo era notoria a nivel
epidemioldgico, estudios subsecuentes realizados por la OMS comparando
algunas caracteristicas bioquimicas de 12 subcepas de BCG encontraron

diferencias importantes entre ellas (Liu et al., 2009).

6.3.1. Consecuencias de la atenuacion de las subcepas de BCG

Las implicaciones de que una cepa vacunal perdiera su virulencia eran
conocidas y se resumen en las conclusiones a las que llegoé el cientifico, Rene
Dubos: “no hay duda de que la inmunidad es una expresion de la capacidad de
la BCG para multiplicarse en el cuerpo de un individuo vacunado. La inmunidad
es confiable y duradera si el cultivo de BCG es altamente invasivo, mientras
que esta inmunidad es débil y transitoria si el cultivo de BCG se ha vuelto muy
atenuado”. Las implicaciones de esta observacion a nivel epidemiologico son

importantes, por ejemplo en las regiones que utilizan BCG que han sido sobre
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atenuadas a través del tiempo podrian no estarse generando en la poblacion
respuestas inmunoldgicas lo suficientemente vigorosas para perdurar a través
del tiempo por lo tanto esto podria explicar el hecho de que la BCG tenga tasas
de proteccion tan divergentes alrededor del mundo (Liu et al., 2009).

6.4. Eficacia de la BCG

La eficacia de la vacunacién con BCG para la proteccion contra la tuberculosis
pulmonar (TBP), que representa la presentacion mas frecuente de la
tuberculosis, varia entre el 0% en regiones como el sur de la India, y el 75% en
Gran Bretafia (Druszczynska et al., 2012). La tasa de proteccién global se
estima en 50% (Zumla et al., 2013).

6.4.1. Divergencia en tasas de proteccion

Diversas teorias han intentado explicar esta diferencia abismal entre las tasas
de proteccién, entre las cuales se encuentran: diferencias en las vacunas
usadas, la interaccién de la BCG con micobacterias sapréfitas, diferencias
genéticas y nutricionales en las poblaciones estudiadas y diferencias en las
metodologias usadas en los diversos ensayos. A pesar de esto, es imposible
ignorar la falta de proteccion conferida por la BCG en algunas regiones del
mundo donde la tuberculosis continua siendo endémica (Abebe & Bjune, 2006).
Otra hipotesis que ha cobrado fuerza recientemente propone que la deficiencia
en la proteccion con la BCG se debe a la combinacion de un subgrupo
poblacional que no logra montar una respuesta inmune protectora y al hecho
de que la BCG confiere proteccion contra algunas, pero no todas las cepas de
MTB (Abebe & Bjune, 2006). A pesar de esto, paises como Turquia informan
que la vacunacion con BCG no solo protege contra la aparicion de la

enfermedad, sino también contra la infeccion por MTB (Soysal et al., 2005).

6.4.2. Uso actual de la BCG

A pesar de sus deficiencias, la BCG continua siendo la Unica vacuna aprobada
por la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) como vacuna profilactica contra
la TB. Esto principalmente se debe a la gran proteccién que esta vacuna

confiere contra las formas graves de tuberculosis en nifios (Russell et al.,
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2010). Aunado a esto, se ha observado que una respuesta inmune preexistente
especifica contra MTB logra que la progresion hacia la contencion de la
enfermedad sea mas pronta y que la carga bacteriana sea menor (Russell et
al., 2010). Sin embargo, es imposible ignorar que la BCG tiene grandes
deficiencias especialmente en regiones del mundo donde la TB aun continda
siendo un problema de salud publica, dando como consecuencia el panorama

mundial de la TB como enfermedad reemergente que vivimos hoy en dia.

7. GENOTIPO BEIJING
7.1. Caracteristicas

El linaje Beijing inicialmente fue descrito en 1995, por lo cual se conoce como
parte del linaje moderno de MTB. Se caracteriza por su patron de spoligotyping,
qgue es la ausencia de espaciadores del 1-33 y la presencia de espaciadores
del 34-43, ademas de contar con la presencia de una copia invertida de 1S6110
dentro de la region DR, un elemento 1S6110 en un sitio particular de insercion
(dentro del origen de replicacién) y una o dos copias de 1S6110 en una region
de DNA llamada NTF (Palomino et al., 2007).

7.2. Origen

La familia de cepas Beijing se origina en China y posteriormente se distribuye a
paises vecinos. El hecho de que la vacunacion masiva con BCG sea un factor
comun en los paises del Sureste de Asia ha llevado a plantear la hipotesis de
que la BCG podria actuar como una fuerza de seleccion que ha favorecido
cambios genéticos y fenotipicos los cuales han contribuido a la propagacion de
estas cepas (Abebe & Bjune, 2006).

7.3. Clasificacion y prevalencia

Las cepas que forman parte de este linaje se dividen en dos grupos principales,
basados en la insercién especifica de 1S6110 en la region NTF, en base a esto
se clasifican como tipicas o atipicas. Las cepas tipicas son también conocidas
como cepas “‘modernas’” debido a que se encuentran comidnmente en
pacientes jovenes, demostrando asi su transmision reciente y activa, mientras

que las cepas atipicas también se conocen como cepas “ancestrales”, ya que
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se encuentran mas comunmente en pacientes adultos mayores, implicando que
la transmisién pudo haberse dado tiempo atras. Las cepas del genotipo Beijing
han tomado auge recientemente debido a su alta prevalencia a nivel mundial a
pesar de ser cepas relativamente jovenes, filogenéticamente hablando. En la
cuarta base de datos internacional de spoligotyping se encontré que el clado
Beijing representa el 50% de las cepas encontradas en el Este de Asia 'y 13%
de los aislados a nivel mundial. Adicionalmente esta cepa continla su
propagacion, como se sugiere por la edad promedio joven de los pacientes

infectados con cepas Beijing (Parwati et al., 2010b).

7.4. Virulenciay drogorresistencia

Los genotipos de la familia Beijing presentan, por lo general, elevada virulencia,
multidrogoresistencia y alta capacidad de reinfeccibn exdgena, caracteristicas
qgue son el resultado del desarrollo de mecanismos que modulan/suprimen la
respuesta inmunoldgica por parte del hospedero. Entre estos mecanismos se
encuentran: la inhibicion de la apoptosis de macrofagos infectados, asi como la
disminucion en la produccion de IL-2, IFN-y, TNF-a y la elevacion en niveles de
IL-10 e IL-18 (Abebe & Bjune, 2006).

7.5. Ventajas adaptativas del genotipo Beijing

Mucho se ha debatido sobre los factores que pudieron haber contribuido al
surgimiento mundial de este linaje de MTB. Entre los mas aceptados se cree
que estas cepas podrian tener ventajas intrinsecas sobre otros genotipos de
MTB, tales como la evasion de la respuesta inmune suscitada por la
vacunacion previa con BCG (Kremer et al., 2009). Algunos estudios en ratones
BALB/c evidencian una menor proteccion de la BCG cuando los animales son
infectados con cepas del genotipo Beijing (L6pez et al., 2003). Aunado a esto,
en estudios de epidemiologia molecular se ha demostrado una mayor
proporcion de aislados clinicos del genotipo Beijing tipico a partir de individuos
vacunados previamente con BCG en comparacién con individuos sin este
antecedente de vacunacion. Las cepas Beijing exhiben una mayor cantidad de
mutaciones en el gen KatG315, la cual confiere resistencia a isoniazida, de
hecho, en general, las cepas Beijing muestran tasas de mutaciones elevadas

originadas a partir de alteraciones en la maquinaria de reparacion del DNA
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(Parwati et al., 2010b). Existen también caracteristicas especificas de la
estructura de la pared celular que conlleva a concentraciones intracelulares
subdptimas de drogas anti-MTB, facilitando con esto la adquisicion de
drogoresistencia (Parwati et al., 2010b). Por ultimo la elevada virulencia que en
muchas ocasiones acompafa a las cepas Beijing conlleva a infecciones mas
persistentes y fracaso en el tratamiento, esto a su vez prolonga la exposicién
del bacilo a drogas anti-MTB, aumentando asi el riesgo de adquirir drogo-

resistencia (Parwati et al., 2010Db).

7.6. Metabolismo e inmunogenicidad

Las cepas del genotipo Beijing también presentan importantes diferencias en
su metabolismo bioquimico y su inmunogenicidad. Entre estos podemos
mencionar una alta expresion de la proteina a-cristalina, conocido factor de
virulencia asi como la disminucion en la expresion de las proteinas
inmunogénicas: HSP-65, proteina de 47 kDa y la proteina transportadora de
fosfatos. Las cepas Beijing producen mas acido fendlico, el cual inhibe la
liberaciébn de mediadores pro-inflamatorios, y también tienen mayor expresiéon
del gen dosR, regulén ligado a la capacidad de una cepa para sobrevivir dentro

de los tejidos del hospedero (Parwati et al., 2010b).

I. MECANISMOS EVOLUTIVOS DE CAMBIOS EN VIRULENCIA

1. VACUNACION Y EVOLUCION DE VIRULENCIA

Los efectos a largo plazo de la vacunacion sobre la evolucion de los
microorganismos han sido ampliamente estudiados, especialmente en la
evoluciéon de su virulencia. Se ha analizado mediante complejos algoritmos
matematicos la evolucién de parametros tales como la tasa de replicacion de
los parésitos, demostrando matematicamente que la vacunacion puede
promover la evolucién de cepas que se replican de manera mas rapida, y por lo

tanto impactando de manera positiva sobre su virulencia (Gandon et al., 2001)
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1.1 Vacunas perfectas vs. Vacunas imperfectas

Una vacuna perfecta prevendria la infeccion de todos los individuos expuestos
al patégeno (Ganusovi & Antia, 2006), sin embargo es ampliamente conocido
gue la vacunacion raramente es exitosa en evitar completamente la infeccion y
enfermedad de los organismos vacunados (Gandon et al., 2001). A pesar de
esto tenemos, actualmente, la posibilidad de alterar el curso natural de muchas
enfermedades mediante el uso de vacunas parcialmente eficaces, o vacunas
“imperfectas” (Gandon et al., 2001). Estas, a pesar de no prevenir la infecciéon
de un huésped expuesto a un patégeno, pueden resultar beneficiosas, ya sea
disminuyendo la severidad de la infeccion o la transmisibilidad del patdgeno
(Ganusov & Antia, 2006). De cualquier manera, todos los tipos de vacunas
promueven la evolucién de una cepa con una tasa de replicacion elevada en
contraste con la cepa parental, la cual resulta en una elevada virulencia cuando
infecta a un huésped virgen. En contraste, la infeccion de un huésped
vacunado por parte de una cepa adaptada Unicamente a huéspedes virgenes
resulta en una muy baja virulencia. Sin embargo, al observar la virulencia de
una cepa surgida de la vacunacion sobre un huésped ya vacunado, esta resulta
mas alta que la virulencia que tiene una cepa parental sobre un huésped virgen
(Andre & Gandon, 2006).

1.2. Efectos de la cobertura poblacional de vacunacién

Los estudios de modelos matematicos han revelado que una cobertura baja de
poblacién vacunada reduce en términos generales la virulencia de los
microorganismos infectantes, debido a que los huéspedes vacunados se
encuentran altamente protegidos contra las cepas parentales. Por otra parte,
una cobertura intermedia de poblacion vacunada puede llevar a la existencia
de dos estrategias por parte de un microorganismo: una cepa de baja virulencia
adaptada a sus huéspedes virgenes, y una cepa de elevada virulencia, mas
generalizada, y adaptada para infectar tanto a huéspedes virgenes como
inmunizados (Andre & Gandon, 2006). En los modelos epidemioldgicos de
vacunacién de cobertura media surgen estas dos poblaciones: huéspedes
virgenes y huéspedes inmunizados. Las complicaciones que esto genera para

huéspedes virgenes es aparente, puesto que estos son candidatos a ser
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infectados tanto por las cepas de baja virulencia inicialmente prevalentes en
esta poblacién, como por las cepas de alta virulencia que son el producto de la
vacunacion (Andre & Gandon, 2006). En este tipo de poblacion, la virulencia de
los microorganismos en general se eleva, debido a que la cepa proveniente de
huéspedes vacunados aparece con elevada frecuencia (Andre & Gandon,
2006). En conclusion, las poblaciones que presentan cobertura media de
vacunacion pueden contrarrestar los beneficios obtenidos por la inmunizacion e
incluso presentar tasas mas altas de mortalidad debido a la infeccion de
huéspedes virgenes por parte de cepas provenientes de huéspedes

vacunados.
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l. MODELO MURINO DE TB PULMONAR PROGRESIVA

Uno de los modelos que reproducen eficazmente la infeccion por MTB en
humanos es el modelo murino. Esto se debe en gran parte a que ambos
huéspedes dependen fuertemente del fino balance entre un microambiente
Th1/Th2 para lograr la contencién de la infeccion sin progresar a un dafio
pulmonar severo que produzca la muerte del huésped. En relacidn a esto
desde 1996 se describié por Hernandez-Pando et al. EI modelo de infeccién
murina por la cepa H37Rv para caracterizar el curso de la infeccion en cuestion
a sobrevida de los ratones, carga bacilar medida por Unidades Formadoras de
Colonias (UFCs), dafio histopatolégico medido por porcentaje de superficie
pulmonar dafiada por neumonia y por ultimo la correlacion entre la cinética de
citocinas Th1/Th2 con el curso de la enfermedad. En este modelo se realiza la
infeccién por la ruta natural de transmisién en el humano al instilar via la
trAquea un numero especifico de bacilos vivos y virulentos de la cepa H37Rv.
Mediante una cinética de sacrificio de los animales en los dias 1, 3, 7, 14, 21,
28, 60 y 120 postinfeccion se logra dilucidar dos etapas. La primera
corresponde a la etapa de proteccion, durante la cual la carga bacilar se
mantiene baja y los animales no presentan dafio por neumonia pulmonar ni
eventos de mortalidad. Esta etapa se encuentra relacionada con una alta
produccion de citocinas de tipo Thl, principalmente IFN-y, las cuales producen
mediante activacion de diversas estirpes celulares la muerte de las bacterias.
Esta etapa se observa desde el dia 1 al dia 21 postinfeccion En segunda
instancia se observa del dia 28 al dia 120 la etapa progresiva de la
enfermedad, la cual se caracteriza por elevada carga bacilar pulmonar, intenso
dafio por neumonia al tejido lo cual se correlaciona con una elevada mortalidad
de los ratones infectados. Esta etapa se relaciona con una disminucién en la
concentracion de citocinas tipo Thl para dar lugar a un aumento en la
concentracion de citocinas tipo Th2, las cuales en muchas instancias inactivan
a las células encargadas de eliminar a las bacterias, progresando asi hacia una

enfermedad rapidamente progresiva y culminando en la muerte de los sujetos.
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1. Validez de estudios hechos en ratones

El MTB es un patdgeno que infecta, preferentemente, huéspedes humanos. Es
por lo tanto dificil, si no es que imposible, encontrar un modelo que reproduzca
exactamente la enfermedad que se produce en humanos por parte de este
microorganismo. A pesar de sus limitaciones, el modelo murino ha sido por
mucho tiempo uno de los mas utilizados y exitosos para ampliar nuestro
conocimiento sobre la inmunopatologia de esta enfermedad. En primer lugar,
los humanos y ratones tienen similitudes importantes en las caracteristicas
principales de la respuesta inmune innata y adaptativa a las micobacterias. En
este aspecto podemos citar el papel protector de los linfocitos T CD4+, y de
IFN-y y TNF-a. Por otra parte, el modelo murino tiene la ventaja de ser una
fuente amplia de recursos genéticos, tales como varias cepas de ratones
knockout para genes de interés y que tienen homologia con genes en
humanos. Adicionalmente existe una alta disponibilidad de reactivos
inmunoldgicos y metodologias adaptadas al modelo murino, siendo estos por
su tamafo y caracteristicas de reproducciéon uno de los modelos de menor
costo en comparacion con otras especies animales. Por ultimo, la
estandarizacion genética en varias cepas de ratdén disminuye la variacion entre

sujetos, obteniendo asi resultados mas precisos (Apt & Kramnik, 2009).

2. Variabilidad de la enfermedad

Es evidente que los ratones raramente reproduciran la TB exactamente como
la que se desarrolla en el humano. Esto sustentado por el hecho de que en los
humanos el curso de la enfermedad por MTB es extremadamente variable, con
un espectro que va desde individuos que se infectan y logran la erradicacion
estéril de la enfermedad (Nardell, 2006) hasta los individuos que desarrollan la
patologia clasica y mueren producto de la infeccion. Aunado a esto es
importante aclarar que los conocimientos de patologia de la TB pulmonar por lo
general provienen de casos en los que la enfermedad ha causado el deceso de
su huésped y por lo tanto se tiene acceso a realizar una autopsia en busqueda
de los procesos patologicos ocurridos en este individuo. En animales que son
sacrificados previos a su deceso espontaneo no se corre el curso natural de la

infeccion y por lo tanto raramente se logra observar la patologia que en
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humanos se observa a partir de autopsias. Por ultimo, es sumamente
importante sefialar que como lo menciona la introduccion en este mismo
documento, uno de los factores determinantes del curso de la enfermedad es la
cepa infectante. Es por esto que en ratones infectados con la cepa tipo de
laboratorio H37Rv, raramente se reproduciran las tasas de mortalidad o
complicaciones vistas en humanos, en quienes a nivel poblacional la infeccion
se da por un sinnumero de cepas, cada una con un determinado nivel de

transmisibilidad y virulencia (Apt & Kramnik, 2009).

Il. Cambios en virulencia derivados de la vacunacién previa

Los cambios de virulencia por vacunacion en el caso especifico de MTB nunca,
hasta nuestro conocimiento, han sido documentados. A pesar de que existe
cuantiosa evidencia tanto en modelos matematicos como en epidemiologia
molecular de otros microorganismos, el efecto de la BCG sobre la virulencia de
MTB continlda sin ser estudiado. El estudio que aqui presentamos surge a partir
del caso de dos hermanas infectadas por una cepa de MTB del genotipo
Beijing. Una de las hermanas habia sido vacunada con BCG mientras que la
otra no habia recibido inmunizacion previa por esta vacuna. A partir del esputo
obtenido de las hermanas, se crecieron colonias y se expandieron para infectar
ratones virgenes no inmunizados. Los resultados fueron sorprendentes en que
el comportamiento de las cepas mostré diferencias importantes en cuestion de
su virulencia. En este estudio se observd que la cepa que provenia de la
hermana vacunada con BCG (BCG+) produjo en el modelo murino elevada
mortalidad, intensa carga bacilar y extenso dafio neumdénico en comparacion
con aguellos animales que fueron infectados con la cepa proveniente de la
hermana que no habia sido vacunada previamente con BCG (BCG-), dicha
cepa tuvo un comportamiento mucho mas atenuado con una baja mortalidad,
carga bacilar y dafilo por neumonia. A partir de este estudio (datos no
publicados) se concluyé que la cepa que provenia de la hermana BCG+ sufrio
cambios importantes que mediante mecanismos aun por investigar, lograron
gue esta elevara su virulencia de manera importante a partir de ser expuesta al
sistema inmunologico altamente capacitado de la hermana vacunada. Ambas

cepas (BCG + y BCG -) fueron estudiadas mediante técnicas de microarreglos
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genomicos, sin que se encontraran diferencias entre ellas, sin embargo es
importante mencionar que actualmente existen técnicas de secuenciacion
mucho mas poderosas con las cuales podrian detectarse diferencias
previamente omitidas. Este estudio se realizdé en el laboratorio de patologia
experimental del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador
Zubiran”, utilizando el modelo murino de TB pulmonar progresiva descrito por

Hernandez-Pando et al. 1996, sin embargo estos datos no han sido publicados.
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JUSTIFICACION

La OMS continua recomendando la aplicacion de la BCG de manera global en
recién nacidos ya que, a pesar de existir una divergencia en las tasas de
proteccion, esta se ha mantenido eficaz en la prevencion de las formas
diseminadas de tuberculosis en neonatos. En la actualidad, sin embargo, se ha
vuelto imposible obviar la heterogeneidad en la eficacia de la BCG en la

proteccion contra la tuberculosis pulmonar, su forma mas frecuente.

Existen propuestas basadas en datos epidemiolégicos que relacionan la
vacunacion global con BCG en paises del sureste de Asia y el surgimiento de
cepas capaces de evadir la respuesta inmunolégica, como las cepas Beijing,
originadas en estas regiones que aplican la BCG de manera global. A pesar de
esto, no existen hasta nuestro conocimiento, estudios experimentales que
evalluen de manera directa el efecto de la vacunacion sobre la virulencia de

Mycobacterium tuberculosis.
HIPOTESIS

La respuesta inmunolégica capacitada que se produce por la vacunacion con
BCG ejerce una fuerza de presion adaptativa que selecciona cepas de MTB de

mayor virulencia en un modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva.
OBJETIVO GENERAL

Valorar el efecto directo que ejerce la vacunacién con BCG sobre la virulencia

de cepas de diversos genotipos de Mycobacterium tuberculosis.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener las subcepas de Mycobacterium tuberculosis resultantes de ratones
vacunados con BCG y retados con aislados clinicos de Mycobacterium

tuberculosis.

2. Comparar la virulencia de cada subcepa de Mycobacterium tuberculosis

obtenida con su parental:

a. Carga bacteriana
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JUSTIFICACION

b. Histomorfometria

c. Curva de sobrevida
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Vacunar ratones (3
por grupo) con:
BCG Phipps

Crecer en medio liquido cada una de las
cepasde MTB (1, 46y 48)
Comprobar pureza

BCG Vietnam
SSE

)

¥

Recuperar cada cepa en alicuotas, congelar y
contar concentracion de bacterias (Tabla 3)

Dejar pasar 2 meses

)

—

Infectar ratones previamente vacunados con
cada una de las cepas 1,46 y 48

v

Sacrificar ratones 2 meses posterior a la
infeccion, recuperar pulmones, infectados,
homogenizar y crecer colonias en medio
solido.

Tomar 3 colonias de tamafio similar a partir
de cada grupo de ratones, crecer colonias en
medio liguido.

Recuperar bacterias, congelar y contar. A
partir de cada cepa parental (1, 46, 48) se
obtienen 3 subcepas: P,V,S
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=
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Infectar grupos de 50 ratones
con cada cepa (1, 1P, 1V, 15)

Infectar grupos de 50 ratones
con cada cepa (46, 46P, 46V,
465)

Infectar grupos de 50 ratones
con cada cepa (48, 48P, 48V,
48S)

Sacrificar los ratones en los
dias 1, 3,7, 14, 21, 28, 60, 120
(5 ratones por grupo por dia)

Sacrificar los ratones en los
dias1, 3,7, 14, 21, 28,60, 120
(S ratones por grupo por dia)

Sacrificarlos ratones en los
dias1, 3,7, 14, 21, 28, 60, 120
(5 ratones por grupo por dia)

v

)

v

Comparar virulencia de cepa
original contra virulencia de
subcepas mediante UFC,
histomorfometria y sobrevida

Comparar virulencia de cepa
original contra virulencia de
subcepas mediante UFC,
histomorfometria y sobrevida

Comparar virulencia de cepa
original contra virulencia de
subcepas mediante UFC,
histomorfometria y sobrevida
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l. SELECCION DE CEPAS DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
Y CRECIMIENTO EN MEDIO DE CULTIVO

Se seleccionaron tres cepas a partir de una coleccion de aislados clinicos
provenientes de diversas regiones del mundo. Diversos factores fueron
tomados en cuenta para la seleccion de dichas cepas, la cepa 1 es una cepa
tipo de laboratorio altamente caracterizada, mientras que las cepas 46 y 48 se
seleccionaron por ser del genotipo Beijing, altamente prevalente en zonas
geograficas que utilizan la vacunacion global con BCG, como el Sureste de
Asia. Aunado a esto, la virulencia de ambas cepas habia sido previamente
observada siguiendo el modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva. Al
final del proceso se seleccionaron 3 cepas las cuales fueron asignadas los
codigos que se listan en la Tabla 2, aunado a informacion relevante de cada

cepa.

Tabla 2. Cepas de Mycobacterium tuberculosis seleccionadas para experimentacion.

Cadigo Especie Genotipo Linaje* Poartiisedne :in' z{gggz
1 M. tuberculosis Euro Americano 4 EUsrt]ﬁ;jgss n/a
46 M. tuberculosis Beijing 2 Vietnam 4
48 M. tuberculosis Beijing 2 Sudafrica 1

La cepa 1 corresponde a la cepa tipo de laboratorio H37Rv. * Informacion sobre linajes

obtenida a partir de Sarkar et al., 2012.

Las cepas seleccionadas se crecieron en medio liquido Middlebrook 7H9
(Laboratorios Difco, Detroit, MI, USA) adicionado con glicerol, Tween-80 y
enriquecido con ADC (albumina, dextrosa y catalasa) a 37°C. Una botella del
cultivo liquido se utiliz6 para determinar el crecimiento bacteriano mediante
densidad optica usando un espectrofotometro y realizando lecturas seriadas del
crecimiento bacteriano cada tercer dia a 600 nm (DOgpo). A partir de estos
datos se crearon curvas de crecimiento individuales para cada una de las
cepas. Todos los cultivos se recuperaron en fase logaritmica de crecimiento

bacteriano (modificado de Kremer et al., 2001).
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1. Recuperacion de cepas bacterianas a partir de cultivos frescos

Brevemente, los cultivos se tomaron al alcanzar DOgy 0.6. El liquido de cada
botella de cultivo fue transferido a un tubo falcon de 50 mL y centrifugado a
3000 Revoluciones Por Minuto (RPM) durante 5 minutos. El sobrenadante se
decantd y se le agregd 15 mL de PBS-Tween al 0.05% y 15 perlas de vidrio,
cada tubo se agité en el vértex a velocidad maxima por un minuto, se dejé
reposar por un minuto y se repitid la agitacion por un total de 5 veces
(modificado de Bergmann et al., 2000). Cada tubo se centrifugé a 1500 RPM
durante 5 minutos, se decanto el sobrenadante en un nuevo tubo falcon al cual
se le agregd PBS hasta aforar a 45 mL. Se centrifugd este tubo a 2500 RPM,
se decant0 el sobrenadante dejando solo el botén de bacterias en el fondo del
tubo, este botdn se suspendié en 10 mL de solucién salina estéril (SSE) y se
agité durante 1 minuto, posteriormente se distribuy6 en alicuotas de 1 mL y se

congel6 a -80° hasta su uso (modificado de Kremer et al., 2001).

2. Conteo de bacterias parainfeccion de ratones

Se tomd una alicuota al azar y se descongeld hasta que la muestra estaba
completamente liquida. Se agit6 el frasquito en el vortex a velocidad maxima
por un minuto, posteriormente se hicieron diluciones seriadas de la muestra
hasta tener 6 diluciones progresivamente decrecientes. Cada dilucion se
sembrd por triplicado en cajas de medio sélido agar 7H10 adicionado con
OADC vy se incubaron a 37°C con 5% de CO, durante 21 dias, al dia 21
postincubacion se contaron las colonias crecidas en cada dilucion y se ajusto el
namero de bacterias presentes por mL de concentrado para realizar diluciones
de 250,000 bacterias vivas por 100 uL de SSE para administrar a ratones por

via intratraqueal (modificado de Hernandez-Pando et al., 1996).

Tabla 3. Calculos de concentracion de bacterias.

Dilucion Concentrado -1 -2 -3 -4 -5 -6
Factor de 10 100 1000 | 1.0x10* | 1.0x10° | 1.0x10° | 1.0x10’
multiplicacion

Factor de multiplicacién para ajustar concentraciones de bacterias por 100 pL dependiendo de
cada dilucién.
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A partir del dato previo se conoce la cantidad de bacterias por cada 100 pL de
solucién. Este valor se multiplica por 10 para conocer la cantidad de bacterias
por mililitro de solucién (representado por la letra “y”) y poder asi obtener la
cantidad deseada para la infeccion. A cada raton se le administraron 250,000
bacterias, por lo tanto si se van a infectar grupos de 60 ratones se requieren
(250,000 x 60)= 15.0x10° bacterias diluidas en un volumen de 6 mL (para
administrar 100 uL de solucién a cada raton). El ajuste por lo tanto se hace

mediante la siguiente operaciéon matematica de productos cruzados:

1ml_ X
y  15-106

Donde “x” sera igual a los mL de concentrado bacteriano que tendran que ser
aforados a 6 mL usando SSE, para dar una solucién que contenga 250,000
bacterias por cada 100 pL de SSE.

Il. VALORACION DE VIRULENCIA DE LAS CEPAS EN EL MODELO
EXPERIMENTAL DE TUBERCULOSIS PULMONAR PROGRESIVA
EN RATONES BALB/c

Grupos de 3 ratones machos Balb/c entre 6-8 semanas de vida se inmunizaron
de manera subcutdnea con dos cepas de BCG: La BCG Phipps pues en este
modelo se ha probado que es una vacuna de alta eficiencia en la proteccion de
ratones BALB/c contra diversos genotipos de MTB (Castillo-Rodal et al., 2006),
y la BCG Vietnam que proviene de Asia y fue donada por la Dra. Tan Trao del
Instituto Nacional de Salud Publica e Higiene en Hanoi, esta subcepa vacunal
proviene de una region donde la TB es endémica a pesar de contar con un
esquema de aplicacion global de la vacuna BCG. Adicionalmente, es en esta
region donde se cree se originaron las cepas de MTB del genotipo Beijing, cuya
aparicion podria estar ligada a la vacunacion global con BCG. Se inyectaron

grupos de tres animales control de manera subcutanea con el vehiculo, SSE.

Dos meses posteriores a la vacunacion, los ratones se retaron de manera
intratraqueal con 250,00 bacterias de cada una de las cepas previamente
seleccionadas (1, 46, 48). Los ratones se sacrificaron dos meses posteriores al

reto mediante exanguinacion por corte de la arteria axilar, su pulmén derecho
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se congeld en nitrégeno liquido para cuenta bacilar, mientras que el pulmon
izquierdo se fij6 en etanol absoluto para su posterior andlisis histopatoldgico.
Todos los procedimientos hechos a los animales estdn en apego a las
regulaciones establecidas por la Norma Oficial Mexicana (NOM 062-ZOO0O-
1999) y aprobados por el Comité de Experimentacion en Animales del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (modificado de
Hernandez-Pando et al., 1996).

El pulmon izquierdo de cada animal se homogeniz6 en PBS-Tween 0.05% y se
sembraron 4 diluciones en cajas de agar 7H10 adicionado con OADC (&cido
oléico, albumina, dextrosa y catalasa). Una vez crecidas las colonias en las
placas de 7H10, tres colonias de tamafio similar fueron seleccionadas para su
crecimiento en medio liquido a partir de cada uno de los grupos de ratones
vacunados y los controles. A partir de este punto obtenemos tres subcepas de

cada cepa parental:

a. Subcepa “P”: Cepa parental pasada por un ratdon vacunado con BCG
Phipps.

b. Subcepa “V”: Cepa parental pasada por un ratén vacunado con BCG
Vietnam.

c. Subcepa “S”: Cepa parental pasada por un ratébn control que solo

recibi6 el vehiculo, SSE.

Cada una de estas cepas fue sembrada en medio liquido 7H9, se determiné su
crecimiento a partir de la medicion de densidad Optica como se describe
previamente. A partir de que la DOggo del cultivo llegé a 0.6 las bacterias se
recuperaron, contaron y almacenaron en alicuotas a -80°C hasta su uso.

En la Figura 1 se puede observar el esquema de recuperacion de bacterias.
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Figura 1. Estrategia experimental. Esquema de la obtencion de bacterias pasadas por
ratones vacunados para obtener 3 subcepas a partir de cada cepa parental. El procedimiento
se realiz0 para las cepas 1, 46 y 48.

Cada una de estas subcepas fue infectada a ratones sin inmunizacion previa
de las caracteristicas previamente descritas al mismo tiempo que la cepa
parental de la cual se obtuvieron. Durante cada cinética se infectaron 50
ratones con 250,000 bacterias de cada cepa (parental, P, V, S) con un total de
200 ratones por experimento. Posterior al reto los ratones se sacrificaron
mediante exanguinacion. Brevemente, los ratones fueron anestesiados y se
colocaron en posicion horizontal, se localiz6 el plexo braquial izquierdo y se
realiz6 un corte sobre la arteria axilar. La sangre se recuperdé en tubos
eppendorf de 1.5 mL y se centrifugé para obtener el suero y almacenarlo a
-80°C. Una vez que el raton se exanguindé por completo se extrajeron los

pulmones y el bazo para estudios posteriores.

1. Determinacidon de la carga bacilar mediante Unidades Formadoras
de Colonias (UFC)

El pulmén derecho de cada ratdon (4 muestras por tiempo de sacrificio) se
descongelé y homogeniz6 en 1 mL de PBS-Tween al 0.05% usando un
politron. A partir de este homogenizado se crearon diluciones progresivamente
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decrecientes. De cada dilucion se sembraron 10 pL en placas con medio 7H10
y se incubaron a 37°C con CO; al 5% durante 21 dias. Posteriormente se
observo el crecimiento de colonias en cada dilucion, estas se contaron y el
namero total de bacterias por mL de pulmon se calculé mediante el siguiente

factor de multiplicacién (modificado de Hernandez-Pando et al., 1996).

Tabla 4. Determinacién de UFC

Dilucion Concentrado -1 -2 -3 -4
Factor de | 100 1000 1.0x10* 1.0x10° 1.0x10°
multiplicacion

bacterias , . o o
Total de T de pulmén = (colonias en dilucion)x(factor de multiplicacion)

Se ajusta el numero de colonias obtenido en cada dilucion y se multiplica por el factor de
multiplicacién correspondiente. EI ndmero obtenido corresponde a millones de bacterias/mL de
pulmén homogenizado.

2. Preparacion de tejido pulmonar para valoracion del dafio
histopatoldgico

En preparacion para el estudio histopatoldgico el pulmén izquierdo de tres
ratones por tiempo de sacrificio fue instilado via la traquea con etanol absoluto,
y posteriormente se sumergio en un tubo Falcon con 20 mL de etanol absoluto
durante 24 horas. Los pulmones se cortaron de manera parasagital, se
deshidrataron y se embebieron en parafina. Se realizaron cortes de 4 uM de
grosor a partir de cada pulmén y estos se tifieron con hematoxilina-eosina y se
observaron al microscopio. Utilizando un analizador de imagenes (Leica) se
determind el area total de cada pulmén ocupada por neumonia y este fue
expresado como porcentaje de la superficie pulmonar total (modificado de
Hernandez-Pando et al., 1996).

3. Determinacién de sobrevida

Para el estudio de virulencia, se infectaron 50 ratones con cada una de las
cepas estudiadas. Los 50 ratones se tomaron como sujetos del estudio y se

observaron periédicamente para documentar muerte espontanea de los
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animales. Los animales usados para los tiempos de sacrificio, cuya muerte no
fue espontanea, se tomaron como sujetos eliminados del estudio. La sobrevida
de los animales se expres6 como porcentaje de ratones sobrevivientes a través
del tiempo (Mantel, 1966).

Il ESTADISTICA

Para determinar significancia estadistica en las pruebas de carga bacilar y de
histopatologia se realizO un ANOVA de dos vias seguida de una prueba de
Bonferroni para determinar diferencias entre los grupos. Una P<0.05 fue
considerada significativa. Las curvas de sobrevida se evaluaron a partir de la
prueba de Log-Rank para encontrar significancia entre dos curvas a través del
tiempo que dura el estudio. Todos los experimentos se realizaron por
duplicado, exceptuando la valoracion de las cepas 46PP y 48VV, cuyos datos

provienen de un solo experimento (Spiegel et al., 2007; Mantel, 1966).
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RESULTADOS

CURVAS DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS PARENTALES Y SUS
SUBCEPAS

Las curvas obtenidas por DOggo para el crecimiento bacteriano se pueden observar
en la Figura 2.

Las cepas 1, 1P, y 1S (linaje Euro-Americano) no presentan diferencia significativa
en su tasa de crecimiento medido por DOgo. La cepa 1 muestra diferencia
significativa (p<0.05) el dia 17 de crecimiento en comparacién con la cepa 1V, sin
embargo esta diferencia solo se presenta en este dia durante la curva de
crecimiento. Estas 4 cepas alcanzan una DOgy de 0.6 en aproximadamente 13
dias posteriores a ser inoculadas en botellas de medio liquido 7H9.

Las cepas 46, 46P, 46V y 46S (genotipo Beijing) presentan diferencias en su tasa
de crecimiento, a pesar de que esta diferencia solo es significativa entre las cepas
46 y 46V los dias 15, 17, 19 y 21 de crecimiento (p<0.05). Mientras que la cepa 46
tarda aproximadamente 26 dias en alcanzar 0.6 de DO, las subcepas 46P, 46V y
46S lo hacen en aproximadamente 5 dias.

Las cepas 48, 48P, 48V y 48S (linaje Beijing) presentan diferencias en su tasa de
crecimiento. Existe diferencia significativa entre las cepas 48 y 48P los dias 11y 13
de crecimiento (p<0.05). Las cepas 48 y 48V también muestran diferencias
significativas en su crecimiento los dias 11, 13 y 19 (p<0.05) de crecimiento, asi
como los dias 21 y 30 (p<0.01). La cepa 48 tarda aproximadamente 30 dias en
alcanzar una DOgyo de 0.481, estas bacterias se recolectaron en este punto debido
a que los cultivos que se dejaron por mas de 30 dias sufrian contaminacién por
otros microorganismos. Las subcepas 48P, 48V y 48S alcanzaron una DOggo de 0.6
once dias después de su inoculacion en medio liquido.

Es importante notar que las cepas que provienen de los ratones control (no
vacunados) también aumentan su velocidad de crecimiento in vitro en comparacion
con su cepa parental, pero solo en el caso de las cepas Beijing (46S y 48S), sin

embargo los cambios no mostraron significancia durante el analisis estadistico.
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A. CRECIMIENTO IN VITRO
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CRECIMIENTO IN VITRO
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Figura 2. Crecimiento in vitro. Se crecieron en medio liquido las colonias provenientes de ratones
vacunados (sufijos P y V) y ratones control (sufijo S) y se compararon al crecimiento de su cepa
parental mediante mediciones seriadas de la densidad éptica de los cultivos (DOggg) (* p<0.05)
(**p<0.01) (n= 3 colonias extraidas de 3 ratones por grupo de vacunacion y 3 ratones control).

Il MODELO EXPERIMENTAL DE TUBERCULOSIS PULMONAR
PROGRESIVA EN RATONES BALB/c Y VALORACION DE
VIRULENCIA DE LAS CEPAS

Se valor6 la virulencia de la cepa parental y sus tres subcepas mediante su

infeccion por via intratraqueal en ratones machos de la cepa BALB/c.

1. CEPA 1Y SUBCEPAS

La cepa 1 (H37Rv) es una cepa tipo de laboratorio altamente caracterizada. Se

obtuvieron a partir de esta 3 subcepas:

a. 1P: Cepa H37Rv pasada por ratones vacunados con BCG Phipps

b. 1V: Cepa H37Rv pasada por ratones vacunados con BCG Vietham

c. 1S: Cepa H37Rv pasada por ratones control los cuales solo recibieron el
vehiculo, SSE.

Para determinar la virulencia, estas cepas (1, 1P, 1V, 1S) se inocularon por via
intratraqueal a ratones no inmunizados y se compararon en cuestion a sobrevida,
carga bacilar y porcentaje de superficie pulmonar afectada por neumonia.
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En cuestion a la sobrevida no se observo diferencia significativa entre las curvas de
supervivencia obtenidas a partir de los animales infectados con las cepas 1, 1P, 1V
y 1S, todos los ratones infectados sobrevivieron hasta el dia 120 postinfeccion, sin

presentarse en el transcurso del experimento eventos de muerte espontanea.

La carga bacilar obtenida de los pulmones de ratones infectados con las cepas 1,
1P, 1V y 1S (Figura 3) unicamente mostro diferencia significativa entre los ratones
infectados con las cepas 1 y 1V en el dia 14 postinfeccion, sin embargo no hubo
diferencia entre estas cepas en los dias posteriores de la cinética.

Por dltimo se valord el dafio histolégico expresado en porcentaje de superficie
pulmonar afectada por neumonia (Figuras 4 y 5), en este parametro solo se
encontré diferencia significativa (p<0.05) entre las cepas 1 y 1P en el dia 120
postinfeccidn, sin embargo este evento no correlacion6 con eventos de mortalidad
ni con cambios significativos en la carga bacilar, por lo tanto no se puede concluir

diferencia entre la virulencia de dichas cepas basado en los tres criterios
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Figura 3. Carga bacilar. Pulmones obtenidos de ratones infectados con las cepas 1, 1P, 1V y 1S
(n=4 ratones por grupo por tiempo de sacrificio) (**p<0.01).
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Figura 4. Porcentaje de superficie pulmonar afectada por neumonia, Ratones infectados con las
cepas 1, 1P, 1V y 1S (n= 3 ratones por grupo por tiempo de sacrificio) (*p<0.05).
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RESULTADOS

DiA 28 DiA 60 DiA 120

1 VIETNAM 1 PHIPPS 1 ORIGINAL

1 SALINA

cepas 1, 1P, 1V y 1S vy sacrificados en los dias 28, 60 y 120 postinfeccion. Se observan areas
pequefias de consolidacion pulmonar (*) que aparecen en el dia 28 y crecen progresivamente hasta
ocupar grandes areas del parénquima pulmonar. Tincién con hematoxilina y eosina, aumento 25X.
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2. CEPA 46 Y SUBCEPAS

La cepa 46 es un aislado clinico proveniente de Vietham el cual fue obtenido en el
afio de 2002. Corresponde al genotipo Beijing. A partir de esta cepa se obtuvieron

3 subcepas:

a. 46P: Cepa 46 pasada por ratones vacunados con BCG Phipps.

b. 46V: Cepa 46 pasada por ratones vacunados con BCG Vietnam.

Cc. 46S: Cepa 46 pasada por ratones control los cuales soélo recibieron el
vehiculo, SSE.

Para comparar su virulencia, estas cepas se inocularon por via intratraqueal a

grupos de 50 ratones por cepa.

Se observa (Figura 6) una disminucion significativa (p<0.0001) en la sobrevida de
los ratones infectados con la cepa 46P (ratones comienzan a morir de manera
espontanea al dia 21 postinfeccion, con 100% mortalidad al dia 28 postinfeccion)
en comparacion a la sobrevida de los ratones infectados con la cepa 46 parental
(100% de mortalidad al dia 86 postinfeccion).

En correlacion, los pulmones de ratones infectados con la cepa 46P presentan al
dia 21 postinfeccién un promedio de 64.5 millones de UFC/mL de pulmén, mientras
gue en los pulmones de ratones infectados con la cepa 46 so6lo se observan un
promedio de 14.3 millones de UFC/mL de pulmon (p<0.001) (Figura 7). Al dia 28
postinfeccién todos los ratones infectados con la cepa 46P murieron, por lo cual
este es el uUltimo dia de la cinética en cuestibn a sobrevida para este grupo
experimental, sin embargo, al encontrarse los sujetos en estado de
descomposicion, no se logré valorar mediante UFC la carga bacilar con la cual
habian muerto, debido a que al procesar los pulmones estos se encontraban
infectados con bacterias no MTB, imposibilitando la valoracion de este criterio. Es
importante mencionar que estas bacterias no MTB so6lo se encontraron en los
sujetos en proceso de descomposicién, los animales que fueron sacrificados
durante la cinética nunca mostraron en los tejidos homogenizados bacterias no
MTB. Sin embargo, se realizaron tinciones Ziehl-Neelsen de los pulmones de estos
sujetos observandose abundantes bacilos positivos en las zonas de necrosis

pulmonar con el fin de corroborar que la muerte fue debida al proceso infeccioso
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por MTB (Figura 8). Estos sujetos, por lo tanto, solo fueron incluidos en los criterios

de sobrevida y dafio histopatolégico.

Los ratones infectados con la cepa 46P no presentaron diferencia en el porcentaje
de é&rea pulmonar afectada por neumonia en comparacion con los ratones
infectados con la cepa 46 (Figura 9), sin embargo existe una diferencia significativa
al dia 21 en el area pulmonar afectada por necrosis en los ratones infectados con la
cepa 46P en comparacion con los ratones infectados con la cepa 46 (p<0.001)
(Figura 10). A partir de estos datos se atribuye el aumento en la mortalidad de los
ratones infectados con la cepa 46P a un crecimiento bacilar descontrolado aunado
a necrosis pulmonar masiva. Resulta interesante que en los ratones infectados con
la cepa 46 parental el dafio pulmonar se manifiesta como neumonia, mientras que

las areas con necrosis son escasas o nulas (Figura 11).

Adicionalmente, se valoro la virulencia de la cepa 46 pasada en dos ocasiones por
ratones vacunados con BCG Phipps (cepa 46PP), para valorar si el aumento de la
virulencia era progresivo. Los datos evidencian que los ratones infectados con la
cepa 46PP tienen a lo largo de la cinética mayor sobrevida que los ratones
infectados con la cepa 46P (9% al dia 60 postinfecciéon) (Figura 12), sin embargo
los ratones tienen mayor carga bacilar (Figura 13) y el dafio histopatoldgico es

predominantemente neumonia (Figuras 14,15).
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Figura 6. Sobrevida cepa 46 y subcepas. Grupos de 50 ratones fueron infectados con las cepas 46,
46P, 46V y 46S (***p<0.0001).
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Figura 7. Carga bacilar cepa 46 y subcepas. Pulmones obtenidos de ratones infectados con las
cepas 46, 46P, 46V y 46S (n=4 ratones por grupo por tiempo de sacrificio) (**p<0.01) (***p<0.001).

Figura 8. Imagen Ziehl-Neelsen positiva. Corte de pulmoén de ratén infectado con la cepa 46P
tefiida con la técnica Ziehl-Neelsen. Se observan abundantes bacilos (color rosa) en el interior y
alrededor de zonas necréticas (*), asi como bacilos libres en el intersticio pulmonar (flechas).
Aumento 400X.
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Figura 9. Neumonia cepa 46 y subcepas. Porcentaje de superficie pulmonar afectada por heumonia
en ratones infectados con las cepas 46, 46P, 46V y 46S (n=3 ratones por grupo por tiempo de
sacrificio).
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Figura 10. Necrosis pulmonar cepa 46 y subcepas. Superficie pulmonar (pmz) afectada por necrosis
en ratones infectados con las cepas 46, 46P, 46V y 46S (n=3 ratones por grupo por tiempo de
sacrificio, excepto el grupo 46P al dia 28, donde solo hay la media de 2 ratones debido a que el resto
habian muerto de manera espontanea) (*** p<0.001).
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Figura 11. Histologia cepa 46 y subcepas. Imagenes histoldgicas representativas de los pulmones
obtenidos a los dias 14, 21 y 28 postinfeccion. Se observa necrosis pulmonar (*) en los ratones
infectados con la cepa 46P, en comparacion con los ratones infectados con las cepas 46 parental,
46V y 46S cuyo dafio se manifiesta principalmente en forma de neumonia (flechas). Tincién con
hematoxilina y eosina, aumento 25X.
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Figura 12. Sobrevida cepa 46P vs 46PP. Grupos de 50 ratones fueron infectados con la cepa 46P
y la cepa 46PP (* p<0.05).
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Figura 13. Carga bacilar cepa 46P vs 46PP. Carga bacilar de ratones infectados con la cepa 46P y
la cepa 46PP (n= 4 ratones por grupo por tiempo de sacrificio) (p<0.001).
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Figura 14. Histologia cepa 46PP. Imagenes histolégicas de pulmon de ratén infectado con la cepa
46PP y que sobrevive al dia 60 postinfeccion. Se observa en el panel A (25X) una gran &rea de
neumonia. En el panel B (200X) se observa intensa activacion de células del sistema inmunolégico
con grandes nucleos baséfilos (flecha). En el panel C (200X) se muestran zonas de necrosis
focalizadas (*). Por ultimo, el panel D (100X) muestra una gran zona de tejido pulmonar con aspecto
de cavitacion (flecha punteada). Tincion con hematoxilina y eosina.

Figura 15. Histologia cepa 46PP. Imagen de pulmén de ratén infectado con la cepa 46PP.
Bronquio de gran calibre (epitelio columnar ciliado *) ocupado en su totalidad por moco y detritus

celular (flecha) (Aumento 100X).
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3. CEPA 48 Y SUBCEPAS

La cepa 48 es un aislado clinico proveniente de Sudéfrica. La cepa corresponde al
genotipo Beijing y fue obtenida de un paciente masculino con baciloscopia de (++).
A pesar de causar una enfermedad grave en este paciente, la transmisibilidad de la
cepa se muestra baja, al reportarse Unicamente un paciente enfermo con esta cepa
en esta region. A partir de esta cepa parental se obtuvieron las siguientes

subcepas:

a. 48P: Cepa 48 pasada por ratones vacunados con BCG Phipps.

b. 48V: Cepa 48 pasada por ratones vacunados con BCG Vietnam.

c. 48S: Cepa 48 pasada por ratones control los cuales solo recibieron el
vehiculo, SSE.

Las cepas 48, 48P, 48V y 48S se inocularon por via intratraqueal a lotes de ratones
no vacunados para comparar su virulencia. Durante la cinética de infeccion se
observa un aumento significativo (p<0.0001) en la mortalidad de los ratones
infectados con la cepa 48V (todos los sujetos muertos al dia 26 postinfeccion) en
comparacion con aquellos infectados con la cepa 48 parental (sujetos sobreviven

hasta el dia 48 postinfeccién) (Figura 16).

Este aumento en la mortalidad se ve correlacionado con un aumento en la carga
bacilar pulmonar al dia 21 de los ratones infectados con la cepa 48V, cuyo
promedio es de 2691.11 millones de UFC/mL de pulmén en este dia de infeccion
en comparacién con los ratones infectados con la cepa 48, cuya carga bacilar al dia
21 es de 273 millones de UFC/mL de pulmén. La cepa 48P también muestra un
aumento en la carga bacilar al dia 21 postinfeccion, sin embargo este aumento no

es estadisticamente significativo (Figura 17).

A pesar de esto, no se observa diferencia significativa en el porcentaje ocupado por
neumonia entre las cepas 48 y 48V (Figura 18). A partir de observaciones de la
histologia que mostraron grandes areas de tejido pulmonar ocupado por necrosis,
se decidio cuantificar el area pulmonar afectada por necrosis, encontrandose
diferencia significativa al dia 21 postinfeccion entre los ratones infectados con la
cepa 48 parental y 48V, produciendo esta ultima una gran cantidad de necrosis en
los pulmones de dichos ratones (Figura 19, 20, 21). El dltimo raton infectado con la

cepa 48V fallecio al dia 26 postinfeccion, de este raton se realiz0 autopsia para
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corroborar el dafio pulmonar, encontrandose gran cantidad de neumonia y necrosis
pulmonar masiva, la cual se concluye es la causa de muerte de los animales
infectados con esta cepa. Las cuantificaciones obtenidas a partir de este sujeto se
muestran en las graficas de porcentaje de neumonia y de area pulmonar necrética,
sin embargo como los datos provienen de un soélo sujeto no se observan barras de

desviacion estandar ni datos de estadistica.
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Figura 16. Grupos de 50 ratones fueron infectados con las cepas 48, 48P, 48V y 48S (n=50
ratones por grupo)
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Figura 17. Carga bacilar de pulmones de ratones infectados con las cepas 48, 48P, 48V y 48S. (n= 4
ratones por grupo, por tiempo de sacrificio).
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Figura 18. Porcentaje de area pulmonar afectada por neumonia (n=3 ratones por grupo, por tiempo de
sacrificio).
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Figura 19. Necrosis pulmonar. Se midi6 el area pulmonar afectada por necrosis (n= 3 ratones por grupo,
por tiempo de sacrificio):
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Figura 20. Necrosis pulmonar. Imagen representativa de la histologia observada en la necropsia de un
ratén infectado con la cepa 48V y muerto de manera espontanea al dia 26 postinfeccion. Se observan
grandes areas de consolidaciéon pulmonar, pérdida del espacio funcional asi como multiples zonas con
necrosis pulmonar (*). Tincién con hematoxilina y eosina, aumento 100X.
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Figura 21. Histologia cepa 48 y subcepas. Imégenes histoldgicas representativas obtenidas a partir de
los ratones infectados con las cepas 48, 48P, 48V, 48S. Se observa al dia 14 un aumento en el infiltrado
inflamatorio intersticial, peribronquial y perivascular (*) en pulmones infectados con la cepa 48 parental,
mientras que los pulmones infectados con la cepa 48V muestran muy escaso infiltrado inflamatorio en este
dia. Posteriormente los pulmones obtenidos al dia 21 de la cepa 48V muestran areas neumonicas y areas
de necrosis pulmonar (flechas) a comparacion de la cepa 48 parental, en la cual solo se muestran &reas
con neumonia (flecha punteada), siendo la necrosis muy escasa o nula en las muestras obtenidas en este
dia de la cinética. Tincion con hematoxilina y eosina, aumento 25X.
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DISCUSION

Los microorganismos, al igual que el resto de los seres vivos, estan sujetos a
su entorno, y deben adaptarse constantemente a las presiones que el medio
ambiente ejerce sobre ellos en su lucha por reproducirse.

Los experimentos presentados en este estudio son un ejemplo del proceso de
seleccibn que ocurre en los microorganismos que infectan individuos
vacunados. Al ser vacunados con BCG, los ratones capacitan a su sistema
inmunologico, conduciendo a la liberacion de citocinas por parte de las células
T estimuladas con el antigeno, activacion de macrofagos y aniquilamiento
intracelular del microorganismo (Zambrano-Villa, 2007). En el caso de MTB se
ha observado que la bacteria tiene la capacidad de adaptarse a medios
ambientes hostiles tales como la deficiencia de nutrientes, incremento en la
acidez del medio o incluso la hipoxia (Stokes & Waddell, 2009). A pesar de
este microambiente hostil, como se comenté previamente, la vacunacion
raramente es exitosa en prevenir completamente la enfermedad o la infeccion
por el microorganismo contra el cual esta disefiada (Gandon et al., 2001). Esto
se debe en gran medida a que las poblaciones de microorganismos no son
homogéneas y mucho menos estéticas, como es el caso de Mycobacterium
tuberculosis. Las méas de 39,000 cepas varian enormemente en su
inmunogenicidad, virulencia, tasa de replicacibn y tasa de mutagénesis
(Palomino et al., 2007), contribuyendo esto a las diferencias observadas en la
tasa de proteccion por la vacuna BCG. Dentro de las familias de MTB, se
reconocen integrantes especialmente capaces de evadir la respuesta inmune,
tal como el genotipo Beijing (Lopez et al., 2003). Algunas de estas cepas han
logrado, mediante multiples determinantes, causar enfermedad grave en
individuos tanto virgenes como previamente inmunizados, creando un nuevo
riesgo en regiones donde la tuberculosis ya no se consideraba un problema de
salud publica, como fue el brote de la cepa W en Estados Unidos (Agerton et
al., 1999).

El efecto de la vacunacion sobre la virulencia de MTB fue valorado
directamente mediante los ensayos presentados en este trabajo. En el caso de
las cepas de genotipo Beijing 46 y 48 se observé un aumento significativo en

su virulencia al ser pasadas por ratones vacunados con subcepas de la BCG,
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sin embargo este efecto no se observo en la cepa 1 del genotipo Euro-
Americano, que no presentd aumento de virulencia al ser pasada por ratones

vacunados con BCG.

La cepa 46 presentd mayor virulencia al ser pasada por ratones vacunados con
BCG Phipps, siendo la cepa 46P mucho mas virulenta que la cepa 46 parental
en los criterios de sobrevida, carga bacilar y dafio histopatoldgico. La sobrevida
de los animales infectados con la cepa 46P disminuyé drasticamente a 28 dias,
mientras que los infectados con la cepa 46 parental sobreviven hasta 3 veces
mas tiempo. La carga bacilar encontrada en los pulmones de los ratones
infectados con la cepa 46P y sacrificados al dia 21 fue 4.5 veces mayor que en
los ratones infectados con la cepa 46 parental. Entre los datos mas
interesantes generados a partir de este estudio podemos nombrar el hallazgo
del cambio en el tipo de dafio histopatolégico encontrado en los ratones
infectados con la cepa 46P, en quienes el porcentaje de neumonia no se alteré
y en su lugar el &rea de parénquima pulmonar fue ocupada casi en su totalidad
por un proceso necroético que en ultima instancia fue el causante de la muerte
de los ratones. A estos resultados se les suma importancia por el hecho de
estar directamente relacionados con la presencia de bacilos Ziehl-Neelsen
positivos dentro y alrededor de todo el tejido necrético de pulmon (Figura 9) lo
cual no habia sido, hasta nuestro conocimiento, previamente observado en
esta cantidad utilizando esta cepa de raton (BALB/c). De hecho, los ratones de
la cepa BALB/c y de otras cepas como C57BI han sido por mucho tiempo
cuestionados en su utilidad como modelos de TB debido a que generalmente,
usando cepas tipo de laboratorio como H37Rv, no reproducen el proceso
necrotico/licuefactivo como sucede en la TB humana (Cardona, 2011). Los
resultados obtenidos en este estudio demuestran que en ciertas ocasiones si
es posible obtener la patologia clasica de la TB humana usando un modelo
murino con la cepa BALB/c, sin embargo, al igual que en las poblaciones
humanas, es de suma importancia tanto la cepa infectante, como el estatus de

inmunizacion del huésped.

Aunado a esto, un hallazgo relevante de este experimento es el proceso de
interaccién entre el huésped y el patégeno y la seleccion de clonas mas

adaptadas que se podria estar generando. La hipotesis del “intercambio” o
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“trade-off” nos dicta que la virulencia de un microorganismo resulta
directamente como un producto de la explotacion del hospedero, el cual es
necesario para maximizar la adecuacion del microorganismo (Mackinnon et al.,
2008). De esta manera, la virulencia de un microorganismo es limitada
directamente por la tasa de explotacion que este provoque a su hospedero, ya
que un hospedero “sobre-explotado” morira como resultado directo de esta
explotacion y asi el microorganismo dejara de tener un hospedero de donde
obtener sus nutrientes y el medio ambiente para continuar con su reproduccion
(Long & Graham, 2011). Es por lo tanto imperativo que el microorganismo
infectante logre la tasa de explotacion mas elevada posible sin que esta
conlleve la muerte de su hospedero. Es asi como las bacterias mas adaptadas,
en términos de adecuacion, serian aquellas que no eliminen a su hospedero y
de esta manera continden con un nicho de infeccion donde producir su
descendencia para lograr propagarse a hospederos nuevos Yy asi
sucesivamente (Long & Graham, 2011). Este proceso podria explicar en parte
el comportamiento de la cepa 46PP en el presente trabajo, la cual a pesar de
continuar con una elevada virulencia, no produce el 100% de mortalidad en los
ratones, como lo hace la cepa 46P. La cepa 46PP al haber sido pasada dos
veces por ratones vacunados con BCG Phipps podria mostrar un proceso de
adaptacion con su hospedero, en el cual los ratones se mantienen sumamente
enfermos y con elevada carga bacilar, pero el 9% logra sobrevivir el doble que
los ratones infectados con la cepa 46P. El estudio histopatolégico de los
ratones infectados con la cepa 46PP que sobrevivieron los dos meses de
duracion del experimento muestra un proceso patoldégico muy diferente del
observado con la cepa 46P, ya que los ratones infectados con la cepa 46PP
presentan bronquios principales ocupados por moco Yy detritus celular mediante
el cual se podria producir la infeccion de convivientes, tal como pasa en el caso
de los humanos enfermos de TB, sin embargo se requieren estudios
posteriores de virulencia y convivencia para corroborar estos datos. Aunado a
esto, se observa en los pulmones de estos animales grandes zonas de
parénquima necrético a punto de formar cavernas, como sucede en los casos
de tuberculosis en humanos. Es a partir de estos datos que se observa que los
cambios en la virulencia de la cepa 46P podrian producir un fenotipo bacteriano

que logre, como sugiere la hipotesis del intercambio producir la maxima
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explotacion de su huésped sin que este muera, logrando asi reproducirse para

continuar infectando hospederos virgenes y continuar su especie.

En el caso de la cepa 48, la vacunacion con BCG Vietnam produjo la cepa de
mayor virulencia. La cepa 48V produce la muerte del 100% de los ratones
infectados casi dos veces mas rapido que la cepa 48 parental. Adicionalmente,
se observa que los ratones infectados con la cepa 48V y sacrificados al dia 21
tienen 10 veces mas UFC en pulmén que los ratones infectados con la cepa 48
parental.

Los ratones infectados con la cepa 48V presentan un patrén histolégico muy
particular. Los pulmones extraidos de los ratones infectados con la cepa 48V
en los dias iniciales de la cinética (dia 1, 3, 7 y 14) presentan edema en lugar
de infiltrado celular en zonas peribronquiales, perivenulares e intersticiales.
Lépez et al. Ha descrito este tipo de respuesta histologica a la infeccién por
cepas del genotipo Beijing, sin embargo a diferencia de los hallazgos de Lopez
et al., 2003, en los pulmones de los ratones infectados con la cepa 48V no hay
formacion de granulomas al dia 14 postinfeccion, ni areas neumoénicas. La
histologia pasa de no tener dafio importante al dia 14, a tener necrosis
pulmonar masiva al dia 21. Es probable que la cepa, mediante mecanismos
aun por estudiar, logre evadir el sistema inmune mientras se replica durante
estas dos primeras semanas. Este mecanismo de evasion del sistema inmune
se ha documentado previamente para el caso de las cepas Beijing, debido a
que estas presentan diferencias en las estructuras lipidicas asociadas a la
pared celular (Parwati et al., 2010b). Entre estas diferencias cabe notar que las
cepas Beijing producen un lipido biologicamente activo (glucolipido fendlico
derivado de la sintasa de policétidos), se ha descubierto que este lipido logra
inhibir la liberacion de mediadores proinflamatorios y su presencia se ha
asociado con la infeccion letal en animales (Reed et al., 2004). Es a partir de
este momento de la cinética (dia 21 postinfeccion) que los ratones comienzan a
morir en grandes cantidades (100% de la mortalidad al dia 26 postinfeccion) y
al observar la carga bacilar encontramos grandes cantidades de bacterias, en
promedio 2,691 millones de UFC/mL de pulmén infectado. Es importante notar
gue en el caso de la cepa 46P los ratones también comienzan a morir al dia 21,

logrando el 100% de mortalidad al dia 28 postinfeccion, sin embargo la carga
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bacilar maxima que se logra encontrar en los pulmones de estos animales es
de 64.5 millones de UFC/mL de pulmdn. Por lo que aun cuando la mortalidad
entre estos dos grupos, ratones infectados con la cepa 46P y ratones
infectados con la cepa 48V, es similar, los ratones infectados con la cepa 48V

tienen casi 42 veces mas UFC.

Sin embargo, el proceso patoldgico que se desarrolla en los pulmones de
ambos grupos de ratones es necrosis pulmonar masiva. Es importante recalcar
que la necrosis de tejidos infectados por MTB podria estar asociada tanto a la
carga bacilar (Cardona, 2011), como al proceso inmunopatologico producido
por la cepa infectante (Cruz et al., 2010). Hasta qué extension la necrosis
pulmonar vista en los ratones infectados con las cepas 46P y 48V se debe a las
dos causas anteriormente mencionadas es, hasta el momento, desconocido,
sin embargo su estudio es de suma importancia para dilucidar en parte el
mecanismo de dafio promovido por cada cepa bacteriana. En relacion a esto,
estudios previos han intentado diferenciar entre el dafio patologico infligido por
la carga bacilar y el dafio por el sistema inmune, encontrando que a pesar de
neutralizar mediante el uso de anticuerpos a ciertos participantes relevantes de
la respuesta inmune, es la carga bacilar o que al final dictamina la formacion

de necrosis y su extension en el parénquima pulmonar (Cardona, 2011).

A pesar de los cambios de virulencia tan aparentes que se observaron en las
cepas Beijing pasadas por ratones vacunados, la cepa 1 del genotipo Euro-
Americano no presenté cambio en su virulencia al ser pasada por ratones
vacunados con BCG Phipps, ni BCG Vietham. Los ratones infectados con las
cepas 1, 1P, 1V y 1S que corresponden a la cepa tipo H37Rv presentaron
carga bacilar moderada, las UFC nunca superaron los 17 millones a lo largo de
la cinética y el dafio pulmonar caracteristico fue neumonia que comenzo a
desarrollarse al dia 28 postinfeccion para concluir en el dia 120 con un
promedio de 64% de la superficie pulmonar con ocupacidon neumonica. La
cinética que describimos es la cinética clasica de infeccion que se observa con
esta cepa tipo de laboratorio, H37Rv, en experimentos previos realizados

usando este modelo murino.

A partir de los datos presentados se observa que en el caso de estas 3 cepas

estudiadas, Unicamente las cepas del genotipo Beijing logran adquirir este
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cambio en su virulencia a partir de la exposicibn a un sistema inmune
capacitado de un raton vacunado con BCG. Esto podria relacionarse con
estudios previos en los que se ha descrito que las cepas del genotipo Beijing
presentan tasas de mutaciones mas altas en genes susceptibles conllevando a
una mayor facilidad para adquirir mutaciones que en algunos casos pueden
resultar beneficiosas para la bacteria (Parwati et al., 2010), sin embargo se
requieren otros estudios de perfiles genéticos para estudiar esta posibilidad en
el caso de las cepas 46P y 48V.

Este cambio en la virulencia, aunado con la capacidad del genotipo Beijing para
evadir el sistema inmune (Reed et al., 2004) resulta en cepas altamente
eficaces para producir infeccion y enfermedad. Sin embargo, en el caso de la
cepa 48V existe la posibilidad que las altas tasas de explotacién que conllevan
a la replicacion tan eficiente de la bacteria (2,691 millones de UFC/mL de
pulmén al dia 21 postinfeccion) afecten la transmisibilidad de la cepa e impidan
que esta logre propagarse a otros hospederos. Lo anterior concuerda con los
datos que recibimos de esta cepa que dictan que el paciente del que fue
aislada sufria enfermedad grave con una alta carga bacilar, como se indica por
la baciloscopia (++), y sin embargo este fue el Unico paciente infectado por
dicha cepa en esa regién (tamafio de cluster: 1). En nuestro estudio, la cepa de
menor transmisibilidad (48 parental) result6 de mayor Vvirulencia en
comparacién con la de mayor transmisibilidad (46 parental). En estudios
previos se describen resultados divergentes, debido a que generalmente se
considera una relacion directa entre el nivel de transmisibilidad y la virulencia
de la cepa estudiada (Aguilar et al., 2010). A pesar de estos datos, la cepa 48
es extremadamente virulenta, y existe la posibilidad de que al causarle la
muerte a su huésped frene la cadena de transmision, siendo esto algo que
previamente se ha descrito para la virulencia de los patégenos en general
(Long & Graham, 2010).

En el caso de la cepa 46P, esta difiere en su tasa de explotacion, ya que a
pesar de causar la muerte de los animales al dia 28 postinfeccion, Unicamente
se replica hasta producir 64.5 millones de UFC/mL de pulmén. Este dato cobra
relevancia cuando se observa el proceso infeccioso propiciado por la cepa

46PP, en el cual el 9% de los huéspedes sobrevive a la infeccion por periodos
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prolongados y muestra en su histologia datos que sugieren transmisibilidad del
patbgeno (vias aéreas principales ocupadas por moco y detritus celular,
cavitaciones pulmonares). Es importante mencionar que la cepa 46 parental ya
presentaba mayor transmisibilidad que la cepa 48 en sus datos
epidemioldgicos, debido a que infectd a 4 individuos en la regién estudiada
(Tabla 2).

Existe poca informacion que puntualice los factores inmunoldgicos que podrian
estar involucrados de manera directa en el aumento de la virulencia producido
por la vacunacion. Long & Graham, 2010 describen que teorias como la del
“‘intercambio” predicen que poblaciones hospederas altamente inmunes pueden
mantener parasitos mas virulentos relativo a poblaciones inmunoldégicamente
virgenes. Esto sustentado en que en una poblacién inmunol6gicamente virgen,
un parasito de alta virulencia probablemente mataria a su hospedero, frenando
de esta manera la cadena de transmision. Sin embargo en hospederos con
sistemas inmunes capacitados por intervenciones como la vacunacion, los
parasitos altamente virulentos en ocasiones logran sobrevivir y continuar su
transmision a nuevos hospederos. En experimentos para observar el efecto de
la respuesta inmune sobre la virulencia mediante la neutralizacion de TNF-a se
observé que dicha intervencion disminuia la virulencia de P. chaubadi en un
modelo murino de malaria. Estos resultados podrian indicar que aquellas cepas
gue induzcan respuestas inmunes muy vigorosas, como podria lograrse en
hospederos vacunados, podrian producir dafio inmunopatolégico y mediar asi
un aumento en su virulencia en relacion directa con el sistema inmunoldgico del
hospedero. En el caso de Mycobacterium tuberculosis no encontramos en la

literatura estudios similares a los descritos para P. chaubadi.

Las interacciones huésped-patdégeno se han estudiado previamente en el caso
de MTB (Al-Hajoj et al., 2010). No existen, sin embargo, estudios que
evidencien el efecto directo de la vacunacion sobre la virulencia de este
microorganismo. Otros estudios han abordado este tema con microorganismos
tales como Bordetella pertussis, en los cuales se concluye que la introduccion
de la vacuna celular completa ha seleccionado cepas de B. pertussis con
factores de virulencia diferentes a los encontrados en la vacuna. Estas cepas

de B. pertussis tienen la capacidad de evadir la respuesta inmunoldgica
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suscitada por la vacunacion y por lo tanto son capaces de infectar tanto
huéspedes virgenes como huéspedes vacunados, implicando esto una mayor
transmision y prevalencia de estas cepas en las poblaciones estudiadas (Mooi
et al., 1998), asi como un aumento en la severidad de la enfermedad que estas
cepas pueden infligir en huéspedes no inmunizados (Andre & Gandon, 2006).
En los datos que presentamos se observa una tendencia similar en el caso de
las cepas del genotipo Beijing de MTB, siendo estas capaces de evadir la
respuesta inmunoldgica de hospederos vacunados y producir infeccion severa

al ser infectadas en huéspedes no inmunizados.

La importancia de las cepas del genotipo Beijing en el panorama actual de TB
es evidente. Existen estudios que proponen que estar vacunado con BCG
podria representar un riesgo para ser infectado por una cepa del genotipo
Beijing tipico (Kremer et al., 2009). Esto, en conjunto con otras caracteristicas
del genotipo Beijing tales como su alta capacidad de permanecer en tejidos del
huésped y su facilidad para adquirir drogoresistencia (Ford et al., 2013),
podrian explicar en gran parte el panorama actual de TB, donde las cepas del
genotipo Beijing se han colocado como la cepa infectante en mas de la mitad
de la poblacién enferma con TB en Asia, y 13% de la poblacion enferma con

TB a nivel mundial (Chongzhen et al., 2010).
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados presentados se concluye que existe una asociacion
directa de causa-efecto entre la vacunaciéon y el aumento de la virulencia en las
cepas del genotipo Beijing (cepas 46 y 48), mas no se produce dicho aumento

de virulencia en el caso de la cepa del genotipo Euro-Americano (cepa 1).

Aunado a esto se concluye que el aumento en la virulencia de las cepas no
depende directamente de la eficacia de la vacuna, debido a que en el caso de
la cepa 46 la vacunacion con BCG Phipps (de alta proteccion) produjo la cepa
46P, que resultd hipervirulenta, pero la vacunacion con BCG Vietnam (de baja
proteccién) no produjo cambios en la virulencia como se pudo observar en la
cepa 46V. A diferencia del caso de la cepa 48, donde fue la vacunacion previa
con BCG Vietnam la que produjo la cepa 48V, que resulté hipervirulenta en
comparacion a la cepa 48 parental. Mientras que la cepa 48P, resultante de la
vacunacion previa con BCG Phipps, no resultd hipervirulenta mediante los tres

criterios evaluados.
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PERSPECTIVAS

Estudiar la composicion genética de las cepas que resultaron hipervirulentas y
compararlas con las cepas parentales de las cuales provienen en busca de
mutaciones que pudieran ser la causa de los cambios de virulencia

observados.

Realizar estudios de proteémica en busca de cambios en la concentracion de
proteinas relevantes que pudieran ser la causa de los cambios de virulencia

observados.

Realizar extracciones de RNA del tejido pulmonar infectado, separarlo en RNA
del huésped (raton) y RNA de la bacteria para realizar estudios de expresién
genética y asi observar las interacciones hospedero-patdgeno durante el

proceso de la infeccion.

Caracterizar la respuesta inmunoldgica mediante la determinacion de citocinas
expresadas en pulmén de ratones infectados con las cepas hipervirulentas
resultantes de la vacunacion previa, y compararlo con la respuesta

inmunolégica de ratones infectados con las cepas parentales.
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