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RESUMEN
M. bovis como agente causal de tuberculosis (Tb) en el humano, ha demostrado

ser un riesgo para la salud publica. Las pruebas inmunoldgicas, tuberculina (TST)
y el ensayo de liberacion de IFN-y (IGRA) hasta ahora se han utilizado para
conocer la exposicion al bacilo, el resultado positivo de alguna de estas pruebas
se considera como Tb latente, sin embargo, en zonas con alta prevalencia de Tb,
dichas pruebas son dificiles de interpretar. Se ha observado que ciertas
poblaciones celulares se encuentran con mayor frecuencia en Tb activa, por ello el
objetivo de este estudio fue determinar el perfil inmunolégico de una poblacion de
trabajadores con TST+/TST- e IGRA+/IGRA- expuestos a ganado infectado por M.
bovis. Se analizaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
criopreservadas de 24 trabajadores expuestos a ganado bovino infectado por M.
bovis, con resultados disponibles de TST e IGRA. Las PBMC especificas de
antigeno fueron expandidas con antigenos del complejo M. tuberculosis ESAT-6,
CFP-10, PPD + anti-CD28 durante 7 dias. Posteriormente, se caracterizaron las
poblaciones de células T productoras de IFN-y e IL-17 utilizando anticuerpos
monoclonales anti-CD3, CD8, CD4 y CD25 y el fenotipo se evalué con la adicién
de anticuerpos contra IFN-y y IL-17. Fueron adquiridas 400,000 células por
condicion en un citometro FACSCanto Il, los resultados se analizaron en el
programa FlowJo®. Se observo variabilidad en los perfiles inmunoldgicos de cada
grupo de individuos estudiado, el PPD mostr6 mayor capacidad de inducir
activaciéon y producciéon de citocinas. Asimismo, se observo en este modelo que
los antigenos CFP-10 y ESAT-6 tuvieron un efecto inhibidor en la produccion de
citocinas. Se pudo definir que los individuos con resultado positivo para ambas

pruebas de TST e IGRA fueron verdaderos latentes.



ABSTRACT

M. bovis as a causative agent of tuberculosis (TB) in humans has been shown to
be a risk to public health. Immunological tests, tuberculin (TST) and the IFN-y
release of assay (IGRA) until now have been used to know bacillus exposure, the
positive result of any of these tests is considered latent TB, and however in areas
with high prevalence of TB, these tests are difficult to interpret. It has been
observed that certain cell populations are found most often in active Tb, so the aim
of this study was to determine the immune profile of a population of workers with
TST +/TST- and IGRA + / IGRA- exposed to M. bovis infected cattle. Peripheral
cryopreserved blood mononuclear cells (PBMC) from 24 workers exposed to
infected cattle by M. bovis, with TST and IGRA results available were analyzed.
PBMC antigen-specific cells were expanded with M. tuberculosis antigens ESAT-6,
CFP-10, PPD + anti-CD28 for 7 days. Subsequently, populations of T cells
producing IFN-y and IL-17 using anti-CD3, CD8, CD4 and CD25 mAb and the
phenotype was assessed by the addition of antibodies against IFN-y and IL-17
were characterized. They were acquired 400,000 cells per condition in a
FACSCanto Il cytometer; the results were analyzed in the FlowJo® program.
Variability was observed in the immunological profiles of each group of individuals
studied, the PPD showed higher capacity to induce activation and production of
cytokines. It was also noted that in this model CFP-10 and ESAT-6 antigen had an
inhibitory effect on the production of cytokines. It could define that individuals with

both positive test result for TST and IGRA were true latent.



1 INTRODUCCION
1.1 Definicién

La tuberculosis (Tb) es una infeccidbn bacteriana ocasionada por cualquier
microorganismo del complejo Mycobacterium tuberculosis (CMTB), afecta
principalmente los pulmones, sin embargo, puede afectar el sistema nervioso
central, linfatico, circulatorio, genitourinario, el aparato digestivo, huesos,
articulaciones e incluso la piel [1]. Desde 1994 es considerada como una
enfermedad re-emergente a nivel mundial; sin embargo, en México es una
enfermedad endémica, la cual aun no ha sido posible erradicar [2].

El CMTB esta formado por un grupo de micobacterias que se encuentran
estrechamente relacionadas. Comprende siete especies y sub-especies, M.
tuberculosis que infectan principalmente a humanos, M. bovis (incluido el bacilo de
Calmette-Guérin o BCG utilizado en la vacunacion), M. africanum huésped de
humanos en Africa ecuatorial, M. canettii huésped de humanos, M. microti,
huésped de ratas, M. caprae que infecta a cabras y M. pinnipedii con capacidad de
causar patologias en distintos hospederos [3]. El agente etiolégico mas comun de
la Tb es Mycobacterium tuberculosis, aunque M. bovis, M. africanum, M. canetti y
M. microti también se asocian a la Tb, sobre todo en individuos con algun tipo de
compromiso inmunoldgico [4].

En la actualidad, se ha logrado completar la secuencia del genoma de M.
tuberculosis H37Rv, y se ha encontrado que a pesar de que existe un parentesco
genético cercano, se conservan diferencias bioldgicas propias en cada especie,
como es el caso de M. bovis con mayor tropismo hacia el ganado bovino [5, 6]; sin
embargo, hay un importante nimero de casos en humanos infectados por dicho
microorganismo, a diferencia de la especie M. tuberculosis que causa patologia
conocida solamente en humanos [7].

1.2 Caracteristicas generales de M. tuberculosis

La palabra Mycobacterium deriva del prefijo griego "myces" que significa tanto
hongo como cera y "bakterium" que significa pequefio baston [1]. Las bacterias
que forman parte del CMTB son microorganismos aerobios, no formadores de
esporas y no moviles. Cuentan con una pared celular que esta compuesta por tres
macromoléculas unidas covalentemente entre cada una (peptidoglicano,
arabinogalactano y acido micdlico); asi como lipopolisacarido vy
lipoarabinomanano, que se cree establecen uniones a la membrana plasmatica
[8]. El &cido micdlico, es un acido graso beta hidroxilado, que constituye la pared
celular y ocupa aproximadamente el 50% del peso de la misma; esta estructura es



la encargada de definir el género y las clasifica como bacterias acido-alcohol
resistentes, por lo que se tifien mejor por el método de Ziehl-Neelsen (ZN), y se
observan de color rojo intenso [9].

Su crecimiento es lento, con un tiempo de generacion aproximada de 15 a 20 h,
en comparacion con otras bacterias patégenas como E. coli y Salmonella, que es
aproximadamente de 20-25 min; su crecimiento visible requiere de 3 a 8 semanas
en medio sélido. La morfologia colonial de micobacterias del CMTB en medios
sélidos se observan como colonias rugosas, secas, a veces con una superficie
nodular o rugosa, mientras en la morfologia microscopica se observa que crecen
en grupos paralelos, lo que da una forma de cordones serpenteantes
caracteristicos [10].

1.3 Aspectos clinicos de la tuberculosis. Historia natural y patogenia

La principal via de entrada de la micobacteria al hospedero es la aérea. Una vez
internalizadas las bacterias, estas son fagocitadas por macréfagos alveolares;
dentro de los cuales el bacilo se multiplica. Algunos bacilos alcanzan la circulacion
linfatica o hematdégena y se diseminan a otras regiones del organismo. La
diseminacion ocurre en un término de tres a diez semanas, periodo en el que se
origina la hipersensibilidad a las proteinas del bacilo y una respuesta inmune
mediada por células [11]. En la mayoria de los individuos infectados los bacilos
son destruidos, algunos de ellos permanecen en estado latente dentro de los
macréfagos, ganglios, y ndédulos fibroticos o en calcificacion, y afios mas tarde
pueden llegar a causar enfermedad. El riesgo de desarrollar Tb activa es mayor en
los primeros cinco anos después de la primo-infecciéon. El sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) se asocia con el desarrollo de Tb activa con un
tiempo de evolucidn acelerado y la presentacion atipica de la enfermedad debido a
la afectacion de células del sistema inmune, con formas de diseminacion
hematdgena [12].

La Tb latente es clasicamente definida como la sensibilizacion inmune a M.
tuberculosis en ausencia de manifestaciones clinicas de enfermedad activa como
fiebre, escalofrios, sudoracion nocturna, pérdida de peso, tos, hemoptisis, 0 una
nueva opacidad en placa de térax. Dicha sensibilizacién es evaluada por la
reactividad a la prueba cutanea de la tuberculina (TST) o el ensayo de liberacion
de IFN-y (IGRA), un resultado positivo de cualquiera de las dos pruebas indican Tb
latente[11].

La causa mas frecuente de Tb activa es la reactivacion y se debe principalmente a
una falla en la inmunidad del individuo, dicha inmunidad es aprovechada por el
bacilo reactivando su replicaciéon, se incrementa el numero de bacilos, la

4



inflamacion, se produce necrosis licuefactiva y se forman cavernas que se
localizan fundamentalmente en los segmentos broncopulmonares posteriores de
los lobulos superiores. En el 80% de los casos se manifiesta con tos vy
expectoracion, fiebre o febricula, pérdida de peso, dificultad respiratoria y
hemoptisis. En las formas pulmonares, por lo general, la baciloscopia es positiva
en expectoracion o lavado bronquioalveolar [12].

A nivel sistémico también puede producir fiebre y sudores, ambos de predominio
vespertino, o bien, pérdida de peso. Dentro de la afeccion extra-pulmonar se
presentan adenopatias; éstas son grandes, duras y ligeramente dolorosas, incluso
pueden verter su contenido al exterior. A nivel gastrointestinal se puede presentar
dolor abdominal, ascitis, diarrea crénica sin caracteristicas inflamatorias; a nivel
genitourinario pueden presentar disuria, hematuria microscépica y leucocituria
estéril. También hay presentaciones menos frecuentes como son la meningea,
ocular u 6sea, formas cuya proteccion es mediada por la vacunacién con BCG
[12].

En los exdmenes de sangre en individuos con Tb activa se observan anomalias en
los examenes de laboratorio, como alteraciones en los electrolitos (hiponatremia),
lo cual se debe a la secrecidon inapropiada de hormona antidiurética;
hipercalcemia por alteracion en el metabolismo de la vitamina D. Asi mismo, en las
infecciones tardias y graves se observan alteraciones en la biometria hematica,
como anemia, luecocitosis y monocitosis [13].

1.4 Pruebas utilizadas para el diagnéstico de tuberculosis

Para realizar el diagnostico de Tb en el paciente se necesita revisar el cuadro
clinico, radiografia de térax y posteriormente realizar tres baciloscopias
consecutivas y el cultivo.

1.4.1 Baciloscopiay cultivo

El diagndstico de la Tb se realiza mediante de la baciloscopia en tres muestras de
expectoracion y el cultivo de acuerdo a la norma para la prevencién y control de la
tuberculosis (NOM-006-SSA2-2013). La tincién de ZN tiene una sensibilidad que
varia de 22-78% vy especificidad del 95-99% [10]. La sensibilidad es baja debido a
que se requieren de 5,000 bacilos/mL de expectoracién para observarla positiva
[14,15].

El cultivo es en la actualidad el método diagndstico definitivo, se debe realizar en
un medio sélido y en uno liquido. Entre los medios de cultivo sdlidos estan el
Lowenstein-Jensen (LJ) y el agar Middlebrook-Cohn (7H10 agar), entre los medios
de cultivo liquidos existen el Middlebrook-Dubois (caldo 7H9).



Actualmente, se utilizan medios liquidos para realizar el cultivo en sistemas
automatizados comerciales. Entre ellos se encuentran el medio MGIT
(Mycobacterial Growth Indicator Tube), MB/BACT, ESP/MYCO los cuales
disminuyen el tiempo de incubacion de 56 dias a 14-28 dias [10].

1.4.2 Pruebas de escrutinio
Existen pruebas de escrutinio que permiten determinar si un paciente ha estado en
contacto con el bacilo de la tuberculosis, una de ellas es la prueba TST y el IGRA.

Las personas que han estado en contacto con el bacilo de la tuberculosis se
pueden identificar mediante la prueba de TST, seis a ocho semanas después de la
exposicion. La TST es una prueba basada en la reaccion de hipersensibilidad
retardada (tipo IV) en respuesta a una mezcla compleja de antigenos de M.
tuberculosis conocida como PPD (Derivado Proteico Purificado). Esto se debe a la
acumulacioén de células T CD4 después de la estimulacion cutanea con el PPD y
se tiene predominantemente un fenotipo de memoria CD45 RO [16]. Muchos
factores distintos a la infeccion por Tb influyen en el resultado a la prueba de TST
[17].

Una prueba TST+ es resultado de la observacion de induracion mayor de 10 mm
en el sitio de aplicacion, observada después de 48 a 72 horas. La TST no puede
distinguir la infeccion por microorganismos del CMTB vy la sensibilizaciéon con otras
micobacterias ambientales, debido a la reactividad cruzada ocasionada por
exposicion a este tipo de organismos [18,19]. La sensibilidad de la prueba es de
alrededor de 65% y su especificidad de 75% [18].

Los resultados falsos negativos de la prueba, pueden deberse a una exposicion
reciente y a la edad. Existen estudios que mencionan que los nifios, ancianos,
personas inmunocomprometidas e individuos naturalmente resistentes dan
resultados negativos a la TST pero estan en riesgo de progresion a enfermedad
activa [20]. En un estudio de pacientes con Tb confirmada por cultivo y resultado
negativo de la prueba de TST, se mostré6 una condicién donde se ve que la
sensibilidad de la prueba se encuentra disminuida en pacientes con enfermedad
activa cronica, anergia e inmunocompromiso [21].

Los resultados de TST falsos positivos, pueden ocurrir en aquellos individuos
vacunados con BCG, la respuesta generalmente dura unos cuantos anos después
de la vacunacion, estan en un rango moderado de 5 a 10 mm de induracion y en
aquellos que han sido sensibilizados a estos antigenos comunes a través de la
exposicién a micobacterias ambientales no tuberculosas (MNT) [18].



1.4.3 Ensayo de liberacion de IFN-y

Recientemente, en paises desarrollados se ha establecido que la prueba de IGRA
es util para determinar si un paciente tiene Tb latente. Esta prueba esta basada en
la medicién de la secrecion de interferon-y (IFN-y) por células T de sangre
periférica ante la re-estimulacion con antigenos especificos de M. tuberculosis
como el antigeno de secrecion temprana de las proteinas ESAT-6 (6 kDa), CFP-
10 (10kD) y TB7.7. Estas proteinas estan codificadas por genes deletados en la
cepa vacunal de M. bovis BCG (no obstante se encuentra presente en las cepas
silvestres de M. bovis), por lo que la inmunizacion, a diferencia de la TST, no
ocasiona resultados falsos positivos [17]. Algunos autores han encontrado que la
sensibilidad del IGRA para la deteccion de Tb activa es de aproximadamente 85%,
y la especificidad para la deteccién de Tb activa y Tb latente es mayor de 85% vy
de 98-100% respectivamente [22,23].

2 MARCO TEORICO

2.1 Epidemiologia de latuberculosis en el mundo

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) informé que la Tb, es la segunda
causa de muerte por un agente infeccioso después de la infeccion por el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH). En el 2013, aproximadamente 64% de los 9
millones estimados de casos que contrajeron la Tb fueron notificados como recién
diagnosticados, de los cuales 1.5 millones murieron por esta causa. La tasa de
incidencia de la Tb en el mundo esta disminuyendo aproximadamente 2% al afio

[2].

De las personas que contrajeron Tb en 2013, las tasas de prevalencia mas altas
se observaron en el Sudeste Asiatico y al Pacifico Occidental con 56%, y una
cuarta parte al continente Africano. Por otro lado, la India y China representaron el
24% y el 11% de los casos, respectivamente. La tasa mundial de mortalidad de Tb
se redujo en un 45% entre 1990 y 2013. Sin embargo, algunos paises,
principalmente el continente Africano, Sudeste Asiatico y algunos del continente
Europeo Fig. 1 no estan reduciendo la incidencia, la prevalencia y la mortalidad al
nivel que requieren las metas. Entre las causas principales de este problema, se
encuentran la escasez de recursos y la epidemia generalizada de VIH/SIDA [2].



Fig. 1 Tasa de la incidencia mundial de tuberculosis estimada en 2013 (Tomado del Reporte global 2014)
2.2 Situacion de la tuberculosis en América

En el afo 2013 solo el 3% de los casos estimados a nivel mundial ocurrieron en
América. La mayoria de los paises de América tienen tasas por debajo de 50
casos por 100 000 habitantes por afio, es la regidn con la carga mas baja de Tb en
promedio. En el afio 2013 se produjeron unos 231,330 casos nuevos de Tb en
América, lo que equivale a 29 casos/100,000 habitantes. Se notificaron 129,469
casos nuevos de Tb pulmonar confirmados por bacteriologia, 42,365 por clinica y
33,777 casos de Tb extra-pulmonar. En el 2013, dos tercios (62%) de todos los
casos nuevos de Tb tuvieron lugar en Brasil, Peru, México y Haiti [24].

2.3 Situacién de la tuberculosis en México

De acuerdo a la Direccién General de Epidemiologia para el 2013 se registraron
en México, 21,381 casos de Tb en todas sus formas (nuevos y previamente
tratados), y la incidencia fue de 19,738 casos. La tasa de incidencia estimada al
cierre de 2013 fue de 21 casos y una mortalidad de 1.8 por cada 100,000
habitantes. En la presentacion de la enfermedad, 81.7% fue Tb pulmonar, 1.4% Tb
meningea, 5.2% de Tb ganglionar y 11.7% Tb extra-pulmonar. Ademas, el 52% de
los casos reportados se presentan con alguna co-morbilidad: 21% con diabetes
mellitus (DM), 50% Tb multi-drogo resistente (MDR) con DM, 10.3% desnutricion,
4-6% SIDA y 8% abuso de alcohol y drogas. Del total de casos nuevos reportados
por los paises del continente Americano, México aportd el 9.1% de todos ellos,
que lo ubica en el tercer lugar, después de Brasil y Peru [25].



2.4 Descripcion de los genomas de M. bovis y M. tuberculosis

Se ha asumido que la Tb humana se origin6 como una zoonosis desde hace
10,000-15,000 afnos, durante la domesticacion del ganado bovino y se presento
por la adaptacién especifica de un patégeno animal (M. bovis) al humano.

Recientemente, se ha secuenciado el genoma completo de M. bovis y se ha
observado que hay una similitud aproximada del 97% con el de M. tuberculosis, la
diferencia entre los organismos reside en menos de 100 genes. El genoma de M.
bovis cuenta con 4,345,492 pares de bases, con aproximadamente 400 genes
diferentes [6].

La diferencia gendmica entre ambas especies es de 2437 SNPs (por sus siglas en
inglés single nucleotide polymorphism) que representan un SNP cada 2 kb. Otra
diferencia importante es una region TbD1 se encuentra presente en M. bovis pero
ausente en M. tuberculosis. Sin embargo, se ha mostrado que la principal
variacidon entre estas especies ha sido identificada en los componentes de pared
celular y componentes de secrecion de proteinas. En cuanto a los antigenos
serodominantes MPB70 y MPB83 parecen estar sobre-expresados en M. bovis en
comparacion con M. tuberculosis, posiblemente como resultado de mutaciones
reguladoras.

La comparacion gendmica ha permitido la revisién del esquema para la evolucion
del CMTB, se ha postulado que el bacilo tuberculoso humano evolucioné de un
bovino, sin embargo la secuenciacion del genoma de cepas del CMTB aisladas en
30 paises, han desechado dicha hipédtesis [5, 26] con el uso de marcadores
evolutivos como las regiones de diferenciacion (RD). La RD9 se encuentra
ausente en las cepas de linaje evolutivo (M. africanum, M. microti, M. bovis) y
presente en M. tuberculosis y M. canetti. Parece entonces, que M. bovis y M.
tuberculosis provienen de un ancestro comun cercano y semejante a un patégeno
humano como M. cannetti [26]. Fig. 2

Fig. 2. Arbol filogenético del CMTB determinado a partir del analisis de la presencia y/o ausencia de regiones
suprimidas y de polimorfismos de ADN en genes seleccionados. (Tomado de Grange, 2006)



2.5 Tuberculosis por M. bovis (zoonosis)

La fuente mas comun de infeccién por M. bovis en el humano es por el consumo
de productos lacteos no pasteurizados. Aunque solo alrededor del 1% de ganado
con tuberculosis tiene mastitis abierta y excreta bacilos en leche, la practica de
almacenar la leche de varios animales, o incluso de varios establos en bidones,
aumenta la probabilidad de la contaminacion de la leche a partir de un pequefo
numero de animales enfermos Fig. 3 [27]. M. bovis se transmite de animales
infectados a humanos principalmente por inhalacion de aerosoles contaminados
producidos por animales enfermos, especialmente ganado vacuno y por
inoculacion traumatica [28].

Bovino enfermo de TB

5%:'

Via aerogenay digestiva
(calostroy pasturas
contaminados)

1

Bovino sano

Via digestiva;leche y
productoslacteoscrudos,
visceras

Via aerogena, menos
frecuente

Via digestiva; por consumo
productosderivados
contaminados

Via aerégenay por contacto
directo

Hombre

Mamiferos en general
Fig. 3. Modo de transmisién de Mycobacterium bovis (Tomado y modificado de Acha, 2001)

Aunque los programas de control de la Tb y la pasteurizacion de leche han
contribuido a la disminucién del riesgo de transmision de la enfermedad por el
consumo de leche, su importacion de otras regiones plantean un riesgo para la
salud. Entre 2001 y 2004, se reportaron 35 casos de Tb en la ciudad de Nueva
York, de los cuales alrededor del 1% fueron por M. bovis, la mayoria de los
pacientes fueron de origen Mexicano o de América del Sur, e informaron haber
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consumido queso sin pasteurizar importado de México, por lo que concluyeron que
M. bovis puede sobrevivir hasta por 100 dias en mantequilla y casi 1 afio en
algunos quesos elaborados con leche sin pasteurizar [29].

La infeccion también ocurre por contacto directo con heridas, como puede ocurrir
en aquellos trabajadores que manipulan cadaveres y carne contaminada en los
mataderos y carnicerias. Las lesiones resultantes, generalmente son en la piel
debido a la inoculacion traumatica de bacilos y se denominan verrugas de
carniceros [28].

2.6 Infeccion por Mycobacterium bovis en humanos

La Tb en humanos ocasionada por M. bovis es clinica e histopatolégicamente
indistinguible de los casos ocasionados por M. tuberculosis [30]. En la primera
mitad del siglo XX en paises desarrollados de Europa central, la tuberculosis
bovina (TBb) era considerada uno de los principales problemas de salud publica
veterinaria, y un porcentaje significativo de casos de Tb en humanos fue causado
por M. bovis, especialmente en nifios y granjeros en zonas rurales. El nimero de
casos reportado por 10 paises miembros de la unién europea entre 1996-2003 fue
de 60 casos por afo [31]. En contraste, se especula que cerca de 7,000 casos
nuevos pueden estar ocurriendo en América latina cada afo [32]. La OMS report6
en 1998 que 3.1% de casos de Tb en humanos fueron causados por M. bovis y
que el 0.4-10% fueron aislados de expectoracion en paises africanos, a pesar de
tener mayor asociacion con enfermedad extra-pulmonar en humanos [33].

2.7 Situacion de la infeccién por Mycobacterium bovis en México

En las ultimas dos décadas, la infeccion en humanos por este microorganismo ha
tenido un incremento en la proporcién de 0.5 a 7.2% de todos los pacientes con
confirmacion bacterioldégica de Tb, al menos en paises industrializados [34]. Sin
embargo, en los paises en vias de desarrollo, la infeccion por M. bovis sigue
constituyendo un problema de salud publica [6, 35]; debido a la prevalencia de la
enfermedad en el ganado bovino y a la poca capacidad de los laboratorios en
aislar y diferenciar este microorganismo de las otras bacterias que conforman el
CMTB; asi pues, los casos de Tb humana atribuida a M. bovis en la mayoria de
estos paises es desconocida y se cree que debe ser mayor que la reportada en
los paises industrializados [36].

Mientras que en paises desarrollados la ocurrencia de infeccion por M. bovis se
correlaciona con factores como: la etnicidad, practicas culturales y religiosas, al
igual que factores socio-econdmicos, en México el riesgo de enfermedad por M.
bovis se ve incrementado por el consumo sobre todo de leche y productos lacteos
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no pasteurizados procedentes de hatos con Tb no controlada, la exposicion a la
infeccion por aerosoles con ganado infectado en ganaderos, personal veterinario y
carniceros [35]. Miuller y cols., realizaron en 2013 un estudio longitudinal,
observaron que en México la media del porcentaje es de 7.6% (rango de 0-31.6%)
de casos por M. bovis en humanos, con una proporcion >10% en tres estudios
independientes, y la proporcidn mayor fue reportada en areas especificas de
México [37]. Recientemente, en el INCMNSZ se analizaron 15 afos de casos de
tuberculosis, hubo 1139 casos de los cuales el 26% fueron causados por M. bovis
[38].

En México, la prevalencia estimada varia de 11 a 25 casos por cada 100 mil
habitantes. Sin embargo, considerando que los métodos de identificacidon
fenotipicos no son sensibles ni especificos, hay una subestimacion del 40%, es
decir que sélo se detecta uno de cada cuatro casos nuevos. Los estados del
centro conforman la principal zona lechera de México. En estos estados se
producen en promedio 1,400,000 litros de leche al ano, 30% de la cual se vende
como leche cruda no pasteurizada, lo que implica un riesgo elevado para adquirir
la enfermedad [39].

2.8 Papel de larespuestainmune mediada por células en la tuberculosis

En el caso de la infeccibn por M. bovis en humanos, se desconoce su
comportamiento durante la infeccion latente asi como los factores de riesgo para
su reactivaciéon, se asume que su comportamiento es similar a la infeccion por M.
tuberculosis.

La inmunopatogenia de la Tb inicia con la inhalacion de aerosoles que contienen
numerosos bacilos. Estos pueden ser fagocitados por células de la respuesta
innata (principalmente macréfagos alveolares y células dendriticas) que funcionan
como células presentadoras de antigeno (CPA). Los bacilos fagocitados son
degradados por hidrolasas acidicas intralisosomales posterior a la fusion con el
fago-lisosoma, con la produccién de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno,
ademas de la produccion de IFN-y, TNF-a y la apoptosis de las células infectadas.
La inmunidad logra contener la infeccion en la mayoria de los casos, y en el resto,
el bacilo sobrevive y se multiplica dentro de las CPA e induce la produccion de
mediadores inmunoldgicos. El desarrollo de la respuesta efectora por linfocitos T
requiere la diseminacion del bacilo vivo o antigenos bacterianos presentados por
CPA que migran a ganglios linfaticos cercanos. La presentacion de antigenos a
células T se lleva a cabo a través del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) tipo Il hacia los linfocitos T CD4 y a través del MHC tipo | a los linfocitos T
CD8, los cuales migran al sitio de infeccion en 15-18 dias después de la infeccién.

12



Estas células liberan IFN-y, esencial para la activacion de fagocitos, la
presentacion de antigenos, y promueve la proliferacién, la adhesion y la apoptosis
celular. De igual manera, se ha observado que otros subtipos celulares como son
los neutréfilos, también contribuyen en la fagocitosis y la transportacion de los
bacilos para su presentacion en los ganglios linfaticos [11].

El reclutamiento de las CPA depende de la produccién de un gradiente de
quimiocinas, entre las principales esta la IL-17, producida por células Th17. Otras
células importantes en la respuesta inmune innata contra Tb son las células
asesinas naturales (NK), que intervienen en la actividad citotoxica, reconocen vy
eliminan macrofagos infectados, producen cantidades significativas de IFN-y e IL-
22 entre otras citocinas. En esta etapa de la respuesta inmune se han activado
también, linfocitos T CD4, CD8, y un subtipo particular de linfocitos T llamados
células T reguladoras (Treg), las cuales ejercen funcidn inhibidora y anti-
inflamatoria sobre células Th1, a través de la secrecion de citocinas anti-
inflamatorias como IL-10, TGF-B, quimiocinas como CCL4 o bien mecanismos
dependientes de contacto célula-célula [11, 40].

Las células dendriticas (DC) son activadas a través de los receptores tipo “toll”
(TLR) y los monocitos se diferencian a macréfagos efectores y producen entre
otros inmunomoduladores, el TNF-a que contribuye a la formacién del granuloma,
una estructura que sirve para contener al bacilo y la compartamentalizacion de la
respuesta. Durante la formaciéon del granuloma, se genera un microambiente con
perfil pro-inflamatorio debido a la secrecion de citocinas como, IFN-y, TNF-q, IL-6,
IL-12, IL-17, y IL-23 y la presencia de quimiocinas como, CCL2, CCL3, CCLS5,
CXCL8, y CXCL10. Mediante la formacion del granuloma, se logra contener y
estabilizar la infeccion primaria, la cual se define como Tb latente; se caracteriza
por ciclos de activacion y supresion celular que previenen la replicacion y
diseminacion del bacilo. Sin embargo, si ocurre algun evento inmunosupresor que
altere esta homeostasis, como la co-infeccion por el VIH, diabetes mellitus (DM),
administraciéon de farmacos inmunosupresores, o un estado de desnutricion,
ocurre la reactivacion del bacilo y se desarrolla Tb activa [41]. Fig. 4.
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Fig. 4. Componentes de la inmunidad innata e inmunidad celular en los espacios bronquioalveolares en
respuesta a la infecciéon por micobacterias. (Tomado y modificado de Schwander, 2011)

2.9 Descripcion de las principales poblaciones contra la infeccion por M.
tuberculosis

2.9.1 Linfocitos T CD4 cooperadores

M. tuberculosis reside principalmente en el fagosoma dentro de macréfago, y la
presentacion de antigenos micobacterianos se realiza mediante el MHC-II hacia
linfocitos T CD4 [40]. En humanos se ha observado que la co-infeccién con el VIH,
y la pérdida de linfocitos T CD4, incrementa considerablemente la susceptibilidad
de desarrollar Tb aguda o de reactivar a enfermedad si ya esta infectado [42]. En
sujetos VIH+/TST+ se ha observado que tienen un riesgo anual de desarrollar Tb
en 8-10%, comparado con un 10% de desarrollar la enfermedad en sujetos VIH-
/TST+ a lo largo de sus vidas [11].

El mecanismo efector principal de estas células es producir IFN-y, el cual activa
macréfagos que pueden controlar o eliminar el microorganismo intracelular. En un
estudio donde se infectaron ratones con dosis bajas de M. tuberculosis y se
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eliminaron los linfocitos T CD4, se observd que habia una reactivacion de la
infeccion y morian con altas cargas bacterianas en pulmon [40].

Otra de las funciones de los linfocitos T CD4, es la activacion y maduracién de las
CPA, por la interaccion de CD40L presente en linfocitos con el CD40 presente en
macrofagos o DC y se produce actividad co-estimuladora mas eficiente. Sin
embargo, hay estudios en donde se observé que macréfagos infectados por M.
tuberculosis disminuyen su capacidad como CPA contribuyendo a la incapacidad
del hospedero de eliminar la infeccion persistente [43]. Por ultimo los linfocitos T
CD4 pueden controlar la infeccion por mecanismos alternos como la apoptosis y
lisis de células T CD4 infectadas, pero se ha observado tiene un pobre efecto
antimicobacteriano [44].

Es indiscutible la importancia de los linfocitos T CD4 en la inmunidad contra Tb,
confirmado por la secrecion de un gran numero de citocinas (IL-2, IFN-y, IL-6, IL-
18 , IL-12 y TNF-a), en respuesta a diversos antigenos micobacterianos en
pacientes infectados con M. tuberculosis, por lo que de manera reciente se ha
implementado el uso de estas moléculas como biomarcadores para distinguir entre
Tb activa, Tb latente, individuos vacunados con BCG y de respuesta a tratamiento
[45-48].

2.9.2 Linfocitos T CD8 citotéxicos

Los linfocitos T CD8 conocidos como linfocitos T citotoxicos, también forman parte
de la respuesta inmune contra M. tuberculosis. La contribucion de estas células
comienza por el reconocimiento de antigenos presentados por moléculas MHC
tipo |, con mayor eficiencia para presentar antigenos citoplasmaticos [49]. En un
estudio en ratones en los cuales se deletaron genes que codifican para la B2
microglobulina, demostraron mayor susceptibilidad a la infeccion por M.
tuberculosis, lo que sugiere que su participacion no es del todo definitiva para
conferir proteccién [50].

La presentacion de antigenos a células T CD8 ocurre tanto por células infectadas
como por DC que toman fragmentos apoptéticos de macréfagos infectados [51].
Estudios recientes demuestran que las células T CD8 se dirigen a pulmoén con una
cinética similar a la de los linfocitos T CD4. Su mecanismo de accion es secretar
IFN-y para activar macrofagos y asi controlar la infeccion, pueden eliminar células
infectadas o directamente al bacilo por la secrecién de elementos citotéxicos como
granzimas, perforinas y granulisinas, observados en modelo murino y en TBb.
Existe evidencia en modelos de ratén que sugiere que la funcidn citotoxica se
incrementa en la infeccion temprana y desciende conforme avanza la infeccion, en
tanto que la produccion de citocinas, permanece aun en estado latente [49]. Sin
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embargo, se sabe que los linfocitos T CD8 no pueden compensar la deficiencia de
la produccién de IFN-y por linfocitos T CD4 [40].

Los linfocitos T CD8 mas que observarlos como marcadores, se deben asociar a
la evolucion de la infeccion en el tiempo y actualmente con el reconocimiento de
antigenos lipidicos y glicolipidicos de M. tuberculosis presentados por moléculas
CD1 [49, 52].

2.9.3 Células Th17

Otro subgrupo de células T, son las células Th17, su fenotipo esta definido por la
produccion de citocinas como IL-17A e IL-17F, también IL-21 e IL-22, inductoras
claves de la inflamacion y la respuesta inmune protectora [53]. La polarizaciéon
hacia Th1 o Th17 ocurre por la exposicion a IL-12 para Th1 o TGF-B, IL-6, IL-1B e
IL-23 para Th17 [54, 55]. El receptor de la IL-17 es expresado en diferentes
organos incluyendo pulmén, higado y bazo, las células capaces de responder a IL-
17 incluyen DC, macréfagos, queratinocitos y fibroblastos [56]. La IL-17 induce
una respuesta que incluye la expresion de moléculas pro-inflamatorias como G-
CSF, quimiocinas (CXC, IL-6 e IL-8), proteinas antimicrobianas vy Ila
granulopoyesis [53].

En distintos estudios se ha mostrado que la IL-17 estimula la produccion de
defensinas, reclutamiento de neutrdéfilos y monocitos al sitio de inflamacion [57].
De las principales células productoras de IL-17 en pacientes con Tb, son las
células T yd. En modelos de infeccion con M. bovis BCG, se observd que la
ausencia de IL-17 reduce la generacion de células Th1 productoras de IFN-y y
ademas se observd dano en el reclutamiento de neutréfilos al pulmédn, sin
incremento de la carga bacteriana. La produccién de IL-17 puede funcionar como
un puente entre la inmunidad innata y la adaptativa y contribuir a la proteccion
contra patdégenos intracelulares [58].

Las células Th17 son especialmente relevantes durante la fase temprana de la
infeccidon por M. tuberculosis, como se observé en modelos murinos [59]. En otro
estudio en humanos se observé que un incremento de células T productoras de IL-
17 esta asociado con infeccion latente [60]. En otro estudio se observd que hubo
mayor severidad de la enfermedad en los individuos con un numero reducido de
células T productoras de IL-17 [61]. Por otro lado en un estudio en donde se
vacunaron nifios y adultos con BCG, se observd que al estimular sus células con
PPD mostraron una fuerte respuesta de células Th17. La IL-17A es esencial para
la formacién del granuloma pulmonar maduro en modelos de infeccién con BCG y
M. tuberculosis [62], sin embargo, la hiperactividad de estas células ha mostrado
ser perjudicial para los individuos lo que produce un incremento en la severidad de
la infeccidon por M. tuberculosis, acompafada por la excesiva entrada de
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neutréfilos al granuloma y la induccién de destruccion de tejido, en lugar de
contener la infeccion [63].

La IL-17 se ha observado que ofrece un papel protector a largo plazo ya que se
encuentra con mayor frecuencia en individuos expuestos sanos que en pacientes
con Tb pulmonar activa [48].

2.10 Antigenos micobacterianos ESAT-6 y CFP-10

Estudios gendmicos han revelado que la RD-1 que codifica para las proteinas
ESAT-6 y CFP-10 en el genoma del CMTB, esta ausente en las cepas vacunales
de BCG, y ciertas MNT [64].

La region RD-1 del CMTB consta de nueve genes de Rv3871 a Rv3879c; Rv3874
codifica para CFP-10 (esxB) y Rv3875 para ESAT-6 (esxA). Estas dos proteinas
son de bajo peso molecular y con un alto potencial de inducir una respuesta
inmune mediada por células [64, 65]. La funcion principal de RD-1 es facilitar la
secrecion de ESAT-6 y CFP-10 por el sistema ESX-1 [66]. El sistema de secrecion
juega distintos papeles en la patogénesis de la Tb, desde factor de virulencia,
hasta inmunomodulador. Se ha observado, que participan en mecanismos de
interaccion hospedero-patdgeno, e intervienen en la lisis celular, contribuyen en la
formacion del granuloma, suprimen la secrecion de citocinas, inducen IFN de tipo
I, el cual es dependiente de la secrecibn de ESX-1, lo que produce la
multiplicacion del bacilo; también intervienen en el arresto de la maduracion
fagosomal, en la translocacion de bacterias al citosol por un mecanismo en el que
ESAT-6 se disocia de CFP-10 a pH acido y es capaz de interactuar con liposomas
causando la lisis del mismo, entonces el bacilo escapa a la degradacion
fagolisosomal. Ademas, pueden disregular la produccion de especies reactivas de
oxigeno dentro de macrdéfagos, inhiben la expresion de genes dependientes del
factor nuclear kappa B (NF-kB) [67]. Por ultimo, se ha observado que
interaccionan con TLR en especial el TLR-2 [68]. De igual forma, la supresion de
ESX-1 en M. tuberculosis produce la atenuacion de la virulencia, mientras que la
transferencia de ESX-1 en BCG restaura parcialmente la virulencia [69]. Por otra
parte, contribuyen en la inmunomodulacioén, disminuyen la sefalizacion celular de
macrofagos, DC, y la funcidén de células T [68].

Las proteinas ESAT-6 y CFP-10 han sido evaluadas como candidatas para
vacunas y se utilizan como antigenos en métodos como IGRA y citometria de flujo
para estimular y medir la respuesta de células T en sujetos con probable Th. Se
han utilizado en un gran numero de ensayos como complemento de la prueba in
vivo de TST, en IGRA y en ensayos de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)
[70]. Van Pinxteren y cols., estudiaron el potencial diagndstico de ESAT-6 y CFP-
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10 en un modelo de infeccion animal, en infeccion natural de Tb en humanos y
ganado. Sus resultados indican que ambos antigenos son reconocidos tanto in
vivo, con capacidad de inducir hipersensibilidad retardada, e in vitro inducen la
produccion de IFN-y por linfocitos. En humanos, la combinacién de ambos
antigenos tuvo una sensibilidad de 73% y especificidad mayor de 93% en
comparacién con el PPD con tan solo de 7% [71].

2.11 Derivado proteico purificado

El PPD es una mezcla cruda de antigenos micobacterianos, que contienen tanto
antigenos secretados como proteinas somaticas, ha sido utilizada por mas de
medio siglo en el diagndstico presuntivo de Tb y en estudios epidemiolégicos.
Contiene antigenos micobacterianos que se comparten entre micobacterias
patdgenas pertenecientes al CMTB, MNT, y la cepa vacunal de M. bovis BCG, por
lo que su aplicacion solo indica la exposicidn a micobacterias, sin capacidad de
distinguir entre una respuesta vacunal, exposicion a MNT o una verdadera
infeccion por organismos del CMTB patdgenas [18,21].

2.12 Evaluacion de células T antigeno especifico

La citometria de flujo es una tecnologia que permite la medicién simultanea de
multiples caracteristicas fisicas y quimicas de células en suspension, informa el
tamano, granularidad y la evaluacion de caracteristicas quimicas con fluorocromos
y anticuerpos conjugados, evalua en promedio mas de dos mil particulas por
segundo [45].

Con la citometria de flujo ha sido posible evaluar la respuesta inmune contra Tb
[72]. Existen estudios en donde se ha evaluado que este método tiene un mejor
valor predictivo positivo que la prueba de TST para el diagndstico de infeccion por
M. tuberculosis. Por citometria de flujo se midid la respuesta de células T CD4+
posterior a la estimulacion con PPD y ESAT-6 de individuos con Tb activa, Tb
latente, sanos vacunados con BCG y sin vacunar. A todos los individuos se les
aplico la prueba TST. Se observd que al estimulo de PPD hubo respuesta
discriminatoria entre los individuos con TB activa, Tb latente y vacunados
comparados con los no vacunados, mientras que con ESAT-6 hubo discriminacion
entre sujetos con Tb activa e individuos vacunados [45]. Otros estudios han
mostrado que, para distinguir entre Tb activa y Tb latente se basan en la
produccion de IFN-y por linfocitos T CD4 en respuesta a antigenos como PPD, con
una sensibilidad y especificidad de 100%, o bien la produccién de citocinas como
IL-2, IL-4, IL-10 y TNF-a por linfocitos T CD4 en respuesta a antigenos como
ESAT-6 y/lo CFP-10 con una sensibilidad que varia de 67-100% y una
especificidad de 36.4-100% [73-76].
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Por otro lado la citometria de flujo ha sido utilizada para monitorear la respuesta al
tratamiento anti-tuberculosis. En un estudio con sujetos en tratamiento se llevo a
cabo la comparacién entre el ensayo IGRA y citometria de flujo en donde se
determind el porcentaje de células T CD4 polifuncionales productoras de IFN-y y
TNF-a. Se observd que se reduce el porcentaje de dichas células en pacientes
después del tratamiento, mientras que no se observa diferencia en la
concentracion de IFN-y medido por el ensayo IGRA [72].
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3 ANTECEDENTES

Se ha visto que existen discrepancias entre los resultados de las pruebas TST e
IGRA a pesar de ser pruebas equivalentes en algunas guias de uso. Este
fendmeno, se explica parcialmente por la diferente prevalencia de la enfermedad
entre las regiones, la edad de la poblacion y el estado de vacunacion con BCG asi
como por la sensibilizacion a micobacterias ambientales. Sin embargo, existe aun
un porcentaje de estas discrepancias que no son explicadas por estos factores
[77]. Los posibles panoramas indican que para la eliminacion del bacilo por células
del sistema inmune innato sin el priming de células T especificas de antigeno
conlleva al resultado TST-/IGRA-, por otro lado, se puede controlar la infeccién
con la asociacién de células especificas de antigeno y bacilos en estado no
replicante con resultado TST+/IGRA- y por ultimo la persistencia de bacilos en
estado replicante a nivel sub-clinico por el sistema inmune podria resultar en
TST+/IGRA+. Se ha propuesto, mayor sensibilidad de las pruebas de TST para
detectar infecciones resueltas o Tb latente “antigua”, mientras que el IGRA detecta
Tb latente o infeccion reciente [78, 79].

Por otra parte, la proporcion de individuos que se encuentran verdaderamente
infectados con M. tuberculosis después de tener un resultado positivo por la
prueba de TST o conversion del IGRA es desconocida, y aun no es posible del
todo predecir de entre los sujetos infectados quiénes desarrollaran Tb, de igual
forma se desconoce cuanto dura la respuesta inmune adaptativa hacia los
antigenos micobacterianos persistentes en ausencia del bacilo vivo, lo que puede
contribuir de igual forma a la discrepancias entre las pruebas diagnédsticas. Por
otra parte se sabe que existe una variabilidad per se entre individuos, lo que
complica la interpretaciéon de las pruebas [22].

En un estudio llevado a cabo en un area con alta prevalencia de Tb, que tuvo por
objetivo analizar los factores asociados a discordancias entre las pruebas de TST
e IGRA entre contactos de pacientes con Tb pulmonar activa, se observé un 76%
de concordancia entre pruebas y 24% de discordancia; 72% tuvieron TST+/IGRA-
y 28% TST-/IGRA+, en los grupos TST+/IGRA- y TST+/IGRA+ se encontraron
cicatrices pulmonares viejas, mientras que en el grupo TST-/IGRA+ presento
periodos mas prolongados de exposicion a contactos con Tb activa. Por lo que
concluyen que el resultado de la prueba de TST es mas adecuado para tomar la
decisién de dar tratamiento a individuos con infeccion latente, en areas con alta
prevalencia [80].

En otro estudio en un pais con baja prevalencia de Tb, se analizaron posibles
factores relacionados con las discordancias entre las pruebas de TST e IGRA. La
discordancia entre pruebas fue de 15.4%, de las cuales 78% tenia TST+/IGRA-y

20



22% fueron TST-/IGRA+, la regresion logistica mostré que la vacunacién con BCG
y la migracion de los individuos explicaron el 85.1% de los resultados de
TST+/IGRA-, mientras que la edad estuvo relacionada en un 49.1% de la
discordancia entre pruebas TST-/IGRA+ [81].

Nuestro grupo llevé a cabo un estudio en el CAIT, para determinar la dinamica de
la transmision de la TBb a humanos en personal de alto riesgo. Se realizaron TST
e IGRA, en 311 trabajadores del CAIT, 76.2% fueron diagnosticados como
infeccion latente por TST y 58.5% por IGRA. La exposicion ocupacional estuvo
asociada con un OR de 2.72 para TST y de 2.38 para IGRA. Solo se encontraron
dos casos con Tb pulmonar por M. bovis [38].

Ademas incluimos 65 niflos menores de 5 afos residentes de 28 establos
participantes en el estudio; se les realizé exploracion fisica, y se les realizé TST e
IGRA; encontramos que el 38% de los nifios presentaron al menos una prueba
positiva, 8 TST+/IGRA+, 6 TST-/IGRA+, 11 TST+/IGRA- y 40 con ambas pruebas
negativas. En cuatro nifios con TST+/IGRA+ se observaron datos compatibles con
Tb abdominal demostrada por ultrasonografia abdominal. Diecisiete nifios
asintomaticos con TST+ y/o IGRA+ fueron considerados con infeccion latente por
M. tuberculosis (datos no publicados).

En base a los resultados obtenidos en este estudio piloto o que se pretende en
este trabajo es determinar si existe diferencia en los subtipos celulares entre los
grupos discrepantes y concordantes de TST e IGRA, mediante la medicion de
citocinas por exposicién a los antigenos especificos ESAT-6 y CFP-10.
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4 JUSTIFICACION

Se desconoce el impacto real de la exposicidon ocupacional o ambiental a M. bovis,
asi como el efecto de la re-estimulacion constante con un micoorganismo menos
adaptado al humano pero probablemente mas inmunogénico. Por ello, es
importante conocer cual es el impacto inmunolégico de la exposicion a la fuente
primaria de M. bovis. Por este motivo, es importante medir las diferentes sub-
poblaciones de linfocitos T (Th1, Th17, y perfil de citocinas IFN-y e IL-17) de
individuos expuestos ocupacionalmente al medio ambiente con alta carga de M.
bovis. Lo anterior podria plantear una nueva linea de investigacion en el desarrollo
de vacunas o bien replantear estrategias como la revacunacion.

22



5 HIPOTESIS

La poblacién expuesta de manera cronica a ganado infectado por M. bovis sin
evidencia de infeccién y con resultados diversos de TST e IGRA presentan
diferencias en las subpoblaciones celulares.

6 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe diferencia entre la poblacion expuesta de manera crénica a ganado
infectado por M. bovis en los grupos TST+/TST-, IGRA+/IGRA- en base a la
produccion de IFN-y e IL-17A?

7 OBJETIVO GENERAL

Determinar el perfil inmunolégico de una poblacién de trabajadores TST+/TST- e
IGRA+/IGRA- expuestos a ganado infectado por M. bovis.

8 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar la proporcién y fenotipo de células productoras de IFN-y en
respuesta a la estimulacion in vitro con antigenos ESAT-6, CFP10 y PPD en los
grupos de estudio.

2) Determinar la proporcion y fenotipo de células productoras de IL-17A en
respuesta a la estimulacioén in vitro con antigenos ESAT-6, CFP10 y PPD en los
grupos de estudio.
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9 METODO
9.1 Disefo del estudio

Transversal y comparativo
9.2 Poblacién de estudio

Células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de la cohorte de trabajadores
del CAIT expuestos a ganado bovino infectado por M. bovis, con resultado de TST
e IGRA disponibles.

9.3 Criterios de seleccion de los individuos:
Sexo: Masculino
Edad: >15 <65 afos
Estar vacunado con BCG

v

v

v

v" Tiempo minimo de trabajar en el establo: Mas de un afo
v' Tiempo en contacto con el ganado: Mas de 6 horas diarias
v

Actividad: Ordefiadores, matanceros y encargados

9.4 Criterios de exclusion

Sexo: Femenino

Edad: <15 afos

Menos de un afo de trabajar en un establo

Menos de 6 horas diarias de contactos con ganado

No vacunados con BCG

AN N N NN

Que no se conozca el estatus de TST e IGRA
9.5 Grupos a estudiar de esta poblacion:

e Individuos con TST+ (>15mm) / IGRA +
e Individuos con TST+ (>15mm) / IGRA -
e Individuos con TST- (<6mm)/ IGRA +

e Individuos con TST- (<bmm)/ IGRA —
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10 METODOLOGIA

Este estudio fue aprobado por el Comité Institucional de Investigacion Biomédica
en Humanos, del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran (REF. 2051), financiado por el proyecto CONACyT FOMIX-HGO-2008-
C01-96469. Se obtuvo el consentimiento informado de cada individuo antes de
tomar la muestra de sangre.

10.1 Obtencidn de resultados de las pruebas de TST e IGRA

Se realizaron las pruebas de TST e IGRA, los criterios de positividad para cada
prueba fue de >15mm para la prueba de TST y un valor >6 spots para la prueba
de IGRA, en respuesta a los antigenos de ESAT-6 y CFP-10 evaluado por la
técnica de ELISPOT [38].

10.2 Separacion y congelacién de PBMC

Se obtuvieron 20 mL de sangre periférica heparinizada de una cohorte de
individuos expuestos a ganado bovino infectado por M. bovis en el afio 2010, se
separaron las PBMC de sangre periférica por centrifugaciéon con Ficoll-Hypaque®
(Cambrex, Walkersville, MD), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente, se almacend el banco de PBMC a -70°C, para su posterior
analisis.

10.3 Descongelacion de PBMC y evaluacion de viabilidad por azul de tripan

Las PBMC se descongelaron de la siguiente forma: se prepararon alicuotas de 14
mL de medio Roswell Park Memorial Institute suplementado con 10% de suero
fetal bovino (RPMI), se colocaron por 15 min en bano maria a 37°C, para
posteriormente descongelar las PBMC hasta observar que el botén se despegara
con facilidad, se adicioné 1 mL de medio a la muestra, se mezclo tres veces hasta
que el botdn se descongeld por completo y se transfirid al vial del 14 mL, se
mezclé por inversion dos veces, se centrifugd a 1,000 rpm a 25°C por 10 min, se
deseché el sobrenadante y se quitd el exceso de medio con micropipeta. Se re-
suspendio el boton por agitacion manual y se le agregd 1 mL de medio RPMI para
realizar el ensayo de viabilidad celular por exclusion de azul de tripano. Se
colocaron partes iguales de azul de tripano y de PBMC en papel parafiim, se
mezclaron y se cuantificaron 10 uL de cada muestra en una camara de Neubauer.

10.4 Expansion de células T antigeno especifico

Debido a la baja frecuencia de células T antigeno especificas en sangre, se
adicion6 anticuerpo anti-CD-28 como agente co-estimulador para amplificar la
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senal de una célula especifica de antigeno y mantener la viabilidad celular [82]. En
placas de 48 pozos (Corning Inc, NY, USA) se cultivaron 1 x 10° PBMCs en medio
RPMI 1640 (Cambrex) y se cultivaron en presencia de: medio (control negativo),
ESAT-6 (2.5 uyg/mL) CFP-10 (2.5 pg/mL, Lionex GmbH, Braunschweig, Alemania),
PPD (2.5 pg/mL) de (Statens Serum Institut, Copenhagen, Dinamarca) y se
adiciono 1 ug/mL de anti-CD28 (eBioscience, San Diego, CA, USA). Las células se
incubaron a 37°C en atmésfera de 5% de CO, durante 7 dias. Al séptimo dia las
células se re-estimularon con los mismos antigenos y al pozo marcado como
control positivo se le agregaron 25 ng/mL de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA)
mas ionomicina 1 pg/mL (Sigma, St. Louis, MO, USA). A cada una de las
condiciones se les adicion6 Brefeldina A (10 pg/mL) para inhibir el transporte y
secrecion de proteinas al medio, las células fueron incubadas a 37°C en atmosfera
de 5% de CO; durante otras 6 horas.

10.5 Evaluacion de la viabilidad celular

Al término de la incubacién, las células de cada condicion fueron transferidas a
tubos de poliestireno (Cat. No. 353078). Se elimind el medio de -cultivo
adicionando 2 mL de PBS (Cambrex) en frio a cada tubo, las muestras se
centrifugaron a 1,500 rpm a 4°C por 5 min, se descart6 el sobrenadante y las
células se resuspendieron en 1mL de PBS. Posteriormente, para determinar la
viabilidad celular, se agregd a cada tubo la sonda Fixable Viability Dye eFluor 660
(eBioscience) a una dilucién 1:10,000, se incubaron por 15 min en la oscuridad, y
el exceso de sonda se elimind adicionando 2 mL de PBS, los tubos se
centrifugaron a 1,500rpm a 4°C por 5 min, se desechd el sobrenadante y el
paquete celular se resuspendié en el volumen de PBS que quedd en el tubo y se
procedid con la tincion celular.

10.6 Identificacion de linfocitos Thl, Th17y Treg.

La caracterizaciéon de células T se realizd utilizando anticuerpos monoclonales
previamente titulados 1uL de anti-CD3 humano acoplado a PE-TexasRed (Life
Technologies, Camarillo, CA, USA), 1uL de anti-CD8 humano acoplado a PE/Cy7,
1uL de anti-CD4 humano acoplado a PerCP/Cy5.5, y 2 uL de anti-CD25 humano
acoplado a PE (BioLegend, San Diego, CA, USA), se incubaron a temperatura
ambiente protegidos de la luz durante 15 min. Para eliminar el exceso de
anticuerpo se adicion6 1 mL de solucion de lavado FACS (PBS, 2% SFB, 0.1% de
azida de sodio), las muestras se centrifugaron a 1,500rpm a 4°C por 5 min, se
desechd el sobrenadante y se agregaron 500 pL de solucién permeabilizadora (BD
Bioscience, San Jose, CA, USA), se incubaron a temperatura ambiente por 10
min, se centrifugaron a 1,500rpm a 4°C por 5 min, y se desecho el sobrenadante y
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las células fueron resuspendidas por agitacion. Para definir las poblaciones, se
evalué la produccion de IL-17A intracelular, IFN-y y FoxP3, adicionando
anticuerpos monoclonales previamente titulados (Grafica X) 10uL de anti-IFN-y
humano acoplado a APC/Cy7, 1uL de anti-IL-17A humano acoplado a Alexa Fluor
700, 1uL de anti-Foxp3 humano acoplado a Alexa Fluor 488 (BioLegend), se
incubaron a temperatura ambiente protegidos de la luz durante 30 min. Para
eliminar el exceso de anticuerpo se agregd 1 mL de solucién FACS, las muestras
se centrifugaron a 1,500rpm a 4°C por 5 min, se descarto el sobrenadante y las
células fueron resuspendidas en 200 pL de solucion FACS. Se adquirieron
400,000 eventos de cada muestra en un citometro de flujo FACS CANTO II (BD
Bioscience). Los resultados se expresan en porcentaje de células. Los datos
fueron analizados con el programa FlowJo v10 (Tree Star; Ashland, OR, USA).

10.7 Estrategia de analisis para la evaluacion de células Thl, Thl7y Treg

Se inicio la seleccion de células individuales por tamano celular (FSC-A Vs. FSC-
H) seguido de la complejidad interna (SSC-A Vs. SSC-H), se eliminaron células
dobles, se asumié que A (area) es directamente proporcional a H (altura), por lo
tanto la célula tendra el mismo valor o similar en ambos ejes, y se presenta con
una dispersién diagonal que las células dobles Fig. 5A. Posteriormente, se
excluyeron los detritos celulares Fig. 5B vy, se selecciond la poblacién de linfocitos
tomando la poblacion mas pequefia y menos compleja Fig. 5C. Luego se
determindé la viabilidad de las células CD3, con la sonda marcada con
fluorescencia, la cual se une a aminas celulares, penetra a través de las
membranas celulares comprometidas y reacciona con las aminas libres, tanto en
el interior como en la superficie celular, o que resulta en un desplazamiento de 50
veces la senal fluorescente entre las células vivas y las muertas siendo las
muertas mas intensas, por lo cual se realizé la seleccién de células con menos
fluorescencia y que expresaran el marcador CD3 en su superficie Fig. 5D.

En esta ventana de células, posteriormente se seleccionaron las sub-poblaciones
de linfocitos CD3+ que expresan la molécula CD4 o CD8 en su superficie Fig 5E,
para definir las poblaciones Th1 como células CD4 productoras de IFN-y Fig. 5F,
Th17, células CD4 productoras de IL-17A Fig. 5G, Tc1, células CD8 productoras
de IFN-y Fig. 5l, Tc17, células CD8 productoras de IL-17A Fig. 5J y células Treg
(CD4+CD25+Foxp3+) Fig. 5H. El punto de corte se estableci6 en base a la
estrategia Fluorescence Minus One (FMO).

La proporcién porcentual de las poblaciones fue provista por el programa en una
tabla con estadistica descriptiva por cada muestra.
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10.8 Anélisis estadistico

Para comparar dos grupos se utilizo la prueba de U de Mann-Whitney para datos
no parameétricos. Para la comparacion entre los cuatro grupos se utilizé la prueba
Kruskall-Wallis para datos no paramétricos. Los datos fueron analizados utilizando
el software GraphPad Prism v5.0 (La Jolla, CA, USA). Un valor de p<0.05 se
consideré como estadisticamente significativo. Los resultados se expresan como
media * error estandar.
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Fig. 5. Estrategia de andlisis para la selecciéon de poblaciones de células T CD4, CD8, productoras de
citocinas y células Treg. Las PBMC se cultivaron en presencia de los estimulos especificos durante 7 dias y
se analizaron por citometria de flujo. Seleccion de células individuales (singles cells) A), eliminacion de debris
(B), Seleccion de la poblacion de linfocitos por tamafio y granularidad (C), Seleccién de la poblacién CD3+ y
negativa para la sonda de viabilidad eFluor 660° (D), Seleccion de las sub-poblaciones de linfocitos CD4+ y
CD8+ (E). Seleccion de las poblaciones CD4 productoras de IFN-y (F), IL-17 (G) perfil de Treg
CD4+CD25+FoxP3+ (H), Poblacion CD8+ productoras de IFN-C (1), IL-17 (J). Se indica la FMO para cada uno
de los marcadores a.-i., n=24. Graficas representativas de un individuo de la poblacion de estudio.
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11 RESULTADOS

Poblacion de estudio. Se seleccionaron para el analisis las muestras de 24
individuos que cumplieron los criterios de inclusion. Las caracteristicas generales
de los individuos incluidos en el estudio se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1 Caracteristicas sociodemograficas y clinicas del grupo de individuos seleccionados.

N=24 n/N (%)
Mediana (RIC)
Edad 32 (27-37.5)
Lugar de nacimiento 20 (83.3) Ver.
2 (8.3) Pue.
1 (4.1) Oax.
1 (4.1) Hgo.
Horas en contacto 8 (7-9.5)
con los animales
Hallazgos Rx 1(4.35)
pulmonar
Tiempo viviendo en 132 (90-192)
el CAIT
Tiempo en el trabajo 60 (32-108)
actual
Contactos con 4 (16.6)

tosedores
Consumo de alcohol

23/24 (95.8)

Consumo leche 9/24(37.5)
Glucosa 82 (66-86)
Hemoglobina <6.5
glucosilada

*se muestra la mediana y el rango intercuartilar (RIC).

Los 24 individuos expuestos a ganado infectado por M. bovis fueron clasificados
con respecto al resultado de sus pruebas de TST e IGRA, donde el 66.6% (18/24)
dieron un resultado positivo para la prueba de IGRA, el (75%) 16/24 fueron
positivos para la prueba de TST, 13/24 (54.1%) coincidieron con resultados
TST+/IGRA+, 3/24 (12.5%) con resultado TST-/IGRA- y con 8/24 (33.3%) tuvieron
resultados discordantes entre sus pruebas, los resultados se muestra en la Tabla
2.

Tabla 2 Distribucién de los individuos de acuerdo con los resultados obtenidos por las pruebas TST e IGRA.

TST+ TST- Total
n/N (%)
IGRA+ 13 (54.1) 3(12.5) 16 (66.6)
IGRA- 5(20.8) 3(12.5) 8(33.3)
Total 18 (75) 6 (25) 24 (100)
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Viabilidad de las PBMC. Para conocer la viabilidad celular de las PBMC de las 24
muestras, se descongelaron y se analizaron con el colorante de exclusién azul de
tripano, la viabilidad celular fue de 93.2% £ 4.0 Fig. 6.

%de células viables

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

No. de muestra

Fig. 6. Analisis de la viabilidad de las PBMC por exclusion con azul de tripano. Los resultados se presentan en
porcentajes de viabilidad de las PBMC después de descongelar.

Estandarizacion de la concentracion de antigenos. Para determinar la
concentracion de los antigenos utilizados como estimulo se evaluaron dos
variables, el efecto citotoxico y la capacidad activadora de los mismos. Para
realizar estos experimentos se utilizaron PBMC de tres individuos. Se evaluaron
las siguientes concentraciones: 2.5, 5y 10 yg/mL de CFP-10 y ESAT-6; 2.5 ug/mL
de PPD y 1ug/mL de anti-CD28 se adiciono en todas las condiciones. Se
determiné la viabilidad de células CD3 después de 7 dias de incubacion vy el
porcentaje de activacion celular por citometria de flujo.

Como se muestra en la Fig. 7A, no se observé diferencia en el porcentaje de
viabilidad de células CD3 a las diferentes concentraciones probadas. Igualmente,
no se observo diferencia estadisticamente significativa en el porcentaje de células
con expresion de CD25 entre las distintas concentraciones de antigenos
especificos de M. tuberculosis, Fig. 7B. En base a estos resultados, se establecio
la concentracion de 2.5 ug/mL de ESAT-6 y CFP-10 para los siguientes analisis.
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Fig. 7. Determinacién de la concentracion de antigenos. PBMC estimuladas con 2.5, 5y 10 uyg/mL de CFP-
10+anti-CD28, ESAT-6+anti-CD28, 2.5 ug/mL de PPD+anti-CD28 y medio+anti-CD28 con incubacion durante
7 dias, se observa A) la viabilidad de células CD3 y B) la activacion celular por citometria de flujo, se muestra
solo una grafica representativa, n=3.

Titulacion de anticuerpos. Los anticuerpos anti- CD3, CD4, CD8, IL-17A, IFN-y y
FoxP3 se titularon previo al analisis celular. La titulacion se realiz6 mediante la
variacién de volumenes de los anticuerpos comerciales. NOTA: Los anticuerpos
comerciales carecian de la especificacion de concentracidén, por esta razon la
titulacidon se presenta por volumen. Fig. 8A y Fig. 8B muestran del porcentaje de
células positivas para cada uno de los anticuerpos, el criterio de positividad se
establecié en base al valor de FMO. Por los resultados obtenidos se establecid
que para CD3, CD4 y CD8, IL-17A y FoxP3 el volumen de 1L, para CD25 fue 2uL
y para IFN-y de 10pL.
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Fig. 8. Curvas de titulacién de Ac. Cultivos de 1 x 10° PBMC se estimularon con PMA + lonomicina por6 hy
se realizé la tincion con volumenes diferentes (1, 2, 3 y 4uL) de A) Ac de superficie y B) Ac intracelulares, las
células se analizaron por citometria de flujo.
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Viabilidad de células T. Después de la expansion de células T antigeno
especificas, se determino por citometria de flujo, la viabilidad de las células CD3+
estimuladas durante 7 dias. Se observo un promedio de 71% de células T viables
(poblacion CD3+), no se encontré diferencia estadisticamente significativa entre
los distintos estimulos como se muestra en la Fig. 9.
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Fig. 9. Viabilidad de células CD3+ antigeno especifico. Distribucion de la viabilidad de células CD3+, después
de 7 dias de cultivo con CFP-10+anti-CD28, ESAT-6+anti-CD28, medio+anti-CD28, anti-CD28+PMA+
lonomicina y PPD+anti-CD28 utilizando eFluor660® por medio de citometria, n=24.

Identificacién de poblaciones de linfocitos T. Los linfocitos T fueron
identificados con anticuerpos especificos para determinar la poblacion CD4
cooperadores y CD8 citotoxicos. Se observd que el porcentaje promedio de
células positivas para los marcadores CD4 y CD8, fue de 47% y 24%
respectivamente guardando la proporcidon 2:1, no se observé diferencia
significativa entre los distintos estimulos probados Fig. 10.
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CFP-10
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CD3+CD4+

Fig. 10. Determinacién de células T CD4 y CD8. Porcentaje de células CD4 y CD8 después del estimulo con
ESAT-6+anti-CD28, CFP-10+anti-CD28, PPD+anti-CD28, anti-CD28+PMA+lonomicina y medio+anti-CD28
durante 7 dias de incubacion, n=24.
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Identificacidén de sub-poblaciones de linfocitos T.

En los individuos TST+ se observé mayor frecuencia de células CD4+CD25+ en
comparacién con los TST- en respuesta al estimulo con PPD, con diferencia
estadisticamente significativa (p=0.006). Sin embargo, la frecuencia de células
CD4+CD25+ fue similar en ambos grupos de estudio cuando las células se
estimularon con los antigenos CFP-10, ESAT-6 y el medio. Es importante
mencionar que la condicion del medio esta mostrando la frecuencia de células
CD4+CD25+ en presencia de anti-CD28 (co-estimulacion), molécula que se utilizé
para incrementar la respuesta a antigenos especificos y que tanto ESAT-6 como
CFP-10 disminuyen la frecuencia de células CD4+CD25+ en comparacion con
medio (anti-CD28). Fig.11A.

En los individuos IGRA+ se observd mayor frecuencia de células CD4+CD25+ en
comparacion con los IGRA- en respuesta al estimulo con PPD, aunque esta
diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0.530). Por otra parte, la
frecuencia de células CD4+CD25+ fue similar en ambos grupos de estudio cuando
las células se estimularon con ESAT-6, CFP-10 y el medio (anti-CD28). Es
importante mencionar que tanto ESAT-6 como CFP-10 también disminuyen la
frecuencia de células CD4+CD25+ en comparacion con el medio (anti-CD28). Fig.
11B.
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Fig. 11. Determinacion de la proporcion de células CD4+CD25+. Resultados del analisis de PBMC de los
individuos seleccionados en respuesta al estimulo con Medio+anti-CD28, CFP-10, ESAT-6 y PPD, durante 7
dias y analizadas por citometria de flujo, se realiz6 comparacién entre grupos de A) TST+/TST-; B)
IGRA+/IGRA-, con la prueba U de Mann-Withney, un valor de p<0.05 fue considerado como significativo.

Por otra parte, cuando se analizé la frecuencia de células T CD4 productores de
IFN-y en respuesta a los antigenos y la co-estimulacion con anti-CD28. Se observo
una mayor proporcion de células T CD4 productores de IFN-y cuando las células
fueron cultivadas en ausencia de antigeno (co-estimulacién con anti-CD28) en los
individuos TST+ en comparacion con los TST-, sin embargo, esta diferencia no fue
significativa. Asimismo, la frecuencia de células T CD4 productores de IFN-y fue
mayor en individuos con TST+ en respuesta a PPD aunque esta diferencia no fue
estadisticamente significativa en comparacién con los TST-. En contraste, la
frecuencia de células T CD4 productores de IFN-y en respuesta a CFP-10 y ESAT-
6 fue significativamente mayor en los TST+ (p=0.032, p=0.006) en comparacion
con los TST-. Fig. 12A.

Posteriormente, se evalud la frecuencia de células T CD4 productoras de IFN-y en
individuos IGRA+ e IGRA-, se observé que en presencia de anti-CD28 y CFP-10 la
frecuencia fue mayor en individuos IGRA+ aunque no hubo diferencia
estadisticamente significativa en comparacion con los IGRA-. Por otra parte, se
observd mayor frecuencia de células T CD4 productoras IFN-y en los individuos
IGRA+ en respuesta a ESAT-6 y PPD con diferencia estadisticamente significativa
(p=0.046, p=0.018) respectivamente, en comparacion con los IGRA-. Fig. 12B.
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Fig. 12. Determinacioén de la proporcion de células CD4+IFN-y+. Resultados del analisis de PBMC de los
individuos seleccionados en respuesta al estimulo con Medio+anti-CD28, CFP-10, ESAT-6 y PPD, durante 7
dias y analizadas por citometria de flujo, se realizé6 comparacion entre grupos de A) TST+/TST-; B)
IGRA+/IGRA-, con la prueba U de Mann-Withney, un valor de p<0.05 fue considerado como significativo.
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Al estudiar la respuesta de células T CD8 productoras de IFN-[J, se observd mayor
frecuencia de estas células en individuos con TST+, en respuesta al medio + anti-
CD28, CFP-10 y PPD, pero sin mostrar diferencia estadisticamente significativa en
comparaciéon con los individuos TST-. Con respecto a la respuesta a ESAT-6, la
frecuencia de células T CD8 productoras de IFN- fue similar en individuos con
TST+y TST-. Fig. 13A.

Por otra parte, la frecuencia de células T CD8 productoras de IFN-y fue similar en
los grupos de IGRA+ e IGRA- cuando las células se estimularon con anti-CD28 en
ausencia de antigeno. Asimismo, en los individuos IGRA+, se observd una
frecuencia similar de células T CD8 productoras de IFN-y en comparacion con los
IGRA- en respuesta a CFP-10 y PPD. Por ultimo, la frecuencia de células T CD8
productoras de IFN-y aunque se muestra un ligero aumento en los individuos con
IGRA- en comparacion con los IGRA+ al estimulo con ESAT-6, esta no fue
significativa entre los grupos. Fig. 13B.

CD8+IFNy+
A
15+
B TST+
W TST-
3 10-
E
3
(0b)
o
X 54
O_

Medio CFP-10 ESAT-6 PPD
anti-CD28

39



CD8+IFNy+

B
15-
B IGRA+
B IGRA-
3 10-
o)
v
o
(¢D]
i®)
R 5
O_

Medio CFP-10 ESAT-6 PPD
anti-CD28

Fig. 13. Determinacién de la proporcion de células CD8+IFN-y+. Resultados del analisis de PBMC de los
individuos seleccionados en respuesta al estimulo con Medio+anti-CD28, CFP-10, ESAT-6 y PPD, durante 7
dias y analizadas por citometria de flujo, se realizé comparacion entre grupos de A) TST+/TST-; B)
IGRA+/IGRA-, con la prueba U de Mann-Withney, un valor de p<0.05 fue considerado como significativo.

Con respecto a las células CD4 productoras de IL-17A, se observd mayor
frecuencia en los individuos con TST+ en comparaciéon con los TST- en respuesta
al medio+anti-CD28 (co-estimulacion) y al PPD, sin embargo, no se observo
diferencia significativa entre grupos. Ademas, hubo mayor frecuencia de células T
CD4 productores de IL-17A en respuesta a CFP-10 en individuos TST- en
comparacion con los TST+, sin diferencia significativa entre los grupos, en tanto
que la respuesta a ESAT-6 fue similar en ambos grupos TST+/TST-. Fig. 14A.

Posteriormente, en los individuos con IGRA+ se observd mayor frecuencia de
células T CD4 productoras de IL-17A al estimulo con PPD y medio+anti-CD28 en
comparacién con los TST-, sin embargo, no se observé diferencia
estadisticamente significativa entre grupos. No obstante, el estimulo con CFP-10y
ESAT-6 mostraron mayor frecuencia de células T CD4 productoras de IL-17A en
individuos IGRA+ en comparacion con los individuos IGRA-, con diferencia
estadisticamente significativa (p=0.005, p=0.010) respectivamente Fig. 14B.
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Fig. 14. Determinacién de la proporcién de células CD4+IL-17A+. Resultados del analisis de PBMC de los
individuos seleccionados en respuesta al estimulo con Medio+anti-CD28, CFP-10, ESAT-6 y PPD, durante 7
dias y analizadas por citometria de flujo, se realiz6 comparacion entre grupos de A) TST+/TST-; B)
IGRA+/IGRA-, con la prueba U de Mann-Withney, un valor de p<0.05 fue considerado como significativo.
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En el analisis de la poblacién de células T CD8 productoras de IL-17A, se observé
ligeramente mayor proporcion de estas células en individuos TST+ en respuesta al
estimulo con medio+anti-CD28 utilizado como agente co-estimulador, CFP-10,
ESAT-6 y PPD en comparacion con los individuos TST-, no se observo diferencia
estadisticamente significativa entre grupos. Fig. 15A.

Por ultimo, la frecuencia de células T CD8 productoras de IL-17A fue muy similar
entre los grupos IGRA+ e IGRA- en respuesta a la estimulacién con medio+anti-
CD28 y CFP-10, mientras que la frecuencia de células T CD8 productoras de IL-17
fue mayor en individuos IGRA- al estimulo con ESAT-6 en comparacién con los
individuos IGRA+, sin embargo no se observé diferencia estadisticamente
significativa entre grupos. Por otro lado, se observd mayor porcentaje de células T
CD8 productoras de IL-17A en los individuos con IGRA+ al estimulo con PPD en
comparaciéon con los IGRA-, con diferencia estadisticamente significativa
(p=0.042). Fig. 15B.

CD8+IL-17A+

B TST+
4- M TST-

% de células

Medio CFP-10 ESAT-6 PPD
anti-CD28

42



CD8+IL-17A+

B IGRA+
4- B IGRA-

% de células

Medio CFP-10 ESAT-6 PFI’D
anti-CD28

Fig. 15. Determinacion de la proporcién de células CD8+IL-17A+. Resultados del analisis de PBMC de los
individuos seleccionados en respuesta al estimulo con Medio+anti-CD28, CFP-10, ESAT-6 y PPD, durante 7
dias y analizadas por citometria de flujo, se realiz6 comparacion entre grupos de A) TST+/TST-; B)
IGRA+/IGRA-, con la prueba U de Mann-Withney, un valor de p<0.05 fue considerado como significativo.

En la Tabla 3 se muestra el andlisis de los resultados obtenidos entre los grupos
concordantes y discordantes de TST e IGRA. En primer lugar la frecuencia de
células CD4+CD25+ fue mayor en los individuos TST+/IGRA+ en respuesta a PPD
en comparacion con los grupos TST-/IGRA+, con diferencia estadisticamente
significativa (p=0.022). Sin embargo, en la respuesta a CFP-10 y ESAT-6 no hubo
diferencia en la frecuencia de células CD4+CD25 entre los grupos concordantes y
discordantes.
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Por otra parte la frecuencia de células T CD4 productoras de IFN-y fue mayor en
los individuos TST+/IGRA- en respuesta a ESAT-6 en comparacion con los TST-
/IGRA- con diferencia estadisticamente significativa (p= 0.035). Mientras el grupo
TST+/IGRA+ mostré mayor frecuencia de células T CD4 productoras de IFN-y, en
respuesta a CFP-10 y PPD no se observo diferencia significativa entre grupos.

Ademas al estudiar la frecuencia de células T CD8 productoras de IFN-y, no se
observo diferencia en la respuesta a CFP-10, ESAT-6 y PPD, entre los grupos con
resultados concordantes y discordantes en las pruebas de TST/IGRA. Es
importante sefialar que la frecuencia de células T CD8 productoras de IFN-y fue
mayor en comparacion con la frecuencia de células T CD4 productoras de IFN-y
entre los diferentes grupos estudiados con el estimulo de CFP-10, ESAT-6 y PPD.

Mientras la frecuencia de células T CD4 productoras de IL-17A fue mayor en los
individuos TST-/IGRA+ en comparacion con los individuos TST+/IGRA+ vy
TST+/IGRA- en respuesta a CFP-10, con significancia estadistica de p=0.010 y
0.035 respectivamente; igualmente en el grupo TST+/IGRA+ hubo mayor
frecuencia de células T CD4 productoras de IL-17 con diferencia estadistica de
p=0.036 con respecto al grupo TST-/IGRA- en respuesta a CFP-10. Algo
semejante ocurre en respuesta a ESAT-6 sin embargo, no se observo diferencia
estadisticamente significativa entre grupos.

Finalmente, no se observd diferencia estadisticamente significativamente en la
frecuencia de células T CD8 productoras de IL-17A en respuesta a CFP-10,
ESAT-6 y PPD entre los grupos TST+/IGRA+, TST-/IGRA-, TST+/IGRA- y TST-
/IGRA+. Por ultimo es importante mencionar que la respuesta dada por esta
poblacién celular fue muy escasa en este estudio.
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12 DISCUSION

El objetivo de este estudio fue determinar si habia un perfil inmunolégico que
distinguiera a la poblacién de trabajadores del CAIT que estan en contacto
constante con ganado infectado por M. bovis. Para ello se determiné la proporcion
y el fenotipo de las células productoras de IFN-ye IL-17A, en respuesta a la
estimulacion in vitro con los antigenos ESAT-6, CFP10 y PPD entre los grupos de
individuos con resultados de las pruebas TST+/TST- e IGRA+/IGRA-.

En la actualidad las pruebas de escrutinio (TST/IGRA) utilizadas para identificar la
infeccion latente por Tb han sido sefialadas como deficientes debido a la ausencia
de un “estandar de oro”. Se han descrito discordancias entre el resultado de las
pruebas TST e IGRA que se producen en el 10-20% de los individuos, aunque se
desconoce realmente la razon de tales discrepancias [83]. Algunos de los factores
descritos que podrian estar afectando el resultado son: la edad, la raza, el estatus
de vacunacion con BCG, enfermedades y tratamientos que deprimen la respuesta
inmune, la prevalencia de Tb en la regién y por lo tanto la exposicion al agente
causal, el estado de infeccion y de manera importante la variabilidad per se entre
individuos [77, 80, 81].

Los individuos de este estudio tuvieron una concordancia de 66.6% y una
discordancia de 33.3% entre las pruebas de TST e IGRA. Por otra parte, se
comparé la frecuencia de células activadas que expresan CD25, el cual es
también conocido como la cadena a de IL-2, entre los individuos TST+ vs. TST- se
observo que la frecuencia de células CD4+CD25+ fue significativamente mayor en
respuesta al estimulo con PPD, en comparacion con los individuos TST-. La
frecuencia de estas células fue similar en respuesta a los antigenos CFP-10 y
ESAT-6 en individuos con TST+/TST-.

En cuanto a la frecuencia de las células CD4+CD25+ en los individuos IGRA+ vs.
IGRA- no se observé ninguna diferencia significativa en los resultados de estos
individuos. Nuestros resultados son comparables a los obtenidos por Sester y
cols., donde evaluaron la frecuencia de células CD4+CD69+ (activadas) y
observaron que en respuesta al estimulo con PPD, se indujo mayor proporcion de
células activadas en comparacion con ESAT-6 y CFP-10 [84]. Otros
investigadores obtuvieron resultados similares en un estudio en donde evaluaron
PBMC de bovinos infectados por M. bovis, ellos encontraron que hubo sobre-
expresion de CD25 en linfocitos T CD4 en respuesta a la estimulacion con PPD
[85]. Se sugiere que esta respuesta podria estar asociada a la mezcla de
antigenos presentes en este compuesto [86].
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Estos resultados, sugieren que el incremento de la frecuencia de células
CD4+CD25+ en respuesta al estimulo in vitro con PPD, se podrian proponer para
identificar asociacion de infeccion latente con estado de activacién celular. Sin
embargo, es importante conocer mas sobre la importancia de la activacién celular
y los mecanismos por los cuales estas células podrian participar en la contencién
de la infeccion como por ejemplo; la produccion de citocinas, fagocitosis y
proliferacion en distintos estados de la infeccion.

Con respecto a la poblacion de células T CD4 productoras de IFN-y, se observo
una mayor frecuencia de estas células en individuos con resultado positivo tanto
para la prueba de TST como para la de IGRA, particularmente en los TST+ en
respuesta a CFP-10 y ESAT-6, mientras en los IGRA+, solo en respuesta a ESAT-
6 y PPD. Estos resultados son semejantes a los hallazgos de Sutherland y cols.,
en donde compararon la produccion de citocinas en respuesta a antigenos
especificos de M. tuberculosis en individuos con diagnodstico de Tb activa,
contactos con resultado TST+ definidos como latentes, e individuos sanos con
TST-, y encontraron mayor proporcion de células T CD4 productoras de IFN-y en
los contactos con TST+ en comparacién con los TST- en respuesta al estimulo de
la mezcla de los antigenos ESAT-6 y CFP-10 [60].

Nosotros pensamos que la mayor proporcion de células T CD4 productoras de
IFN-y en los individuos con resultado TST+ 6 IGRA+ posiblemente se debe al
tiempo de contacto de los trabajadores del CAIT con animales infectados por M.
bovis, que fue de aproximadamente 210-240 horas por mes. Ademas,
presentaban otros factores de riesgo para la predisposicidén y presentacion de la
infeccion y enfermedad, como vivir dentro de las instalaciones en las que se
encontraba el ganado infectado por M. bovis y realizaban actividades que
involucran el contacto constante con el ganado dentro del CAIT. Papageorgiou y
cols., también estudiaron una poblacién con alta exposicion a pacientes con Tb
pulmonar activa con mas y menos de 120 horas de exposicion al mes, y
observaron que hubo mayor proporcion de células T CD4 productoras de IFN-y
bajo el estimulo de ESAT-6 en individuos con mas de 120 horas de exposicién,
resultados que son similares a los nuestros [87].

Por otro lado, nuestro grupo analizé la frecuencia de células T CD4 productoras de
IFN-y en los grupos de individuos con TST/IGRA discordante y encontré que la
respuesta es mayor en el grupo de individuos con ambas pruebas positivas y
disminuye en los individuos con resultado negativo a una o ambas pruebas. Sin
embargo, en nuestra poblacion estudiada no hubo un grupo de individuos con baja
exposicion para hacer la comparacion, por lo que seria necesario incluir esta
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variable en futuros estudios, y probar si con menos tiempo de exposicion, se
podria observar menor porcentaje de células productoras de citocinas.

Cabe destacar que en comparacion a la estimulacion s6lo con medio + anti-CD28
después de la estimulacion con CFP-10 y ESAT-6, de manera interesante se
disminuyo la frecuencia de células T CD4 productoras de IFN-y tanto en individuos
TST+/TST- como en IGRA+/IGRA-. Este efecto ha sido reportado por el grupo de
Wang y cols., los cuales han descrito la capacidad de ESAT-6 de inhibir la
produccion de IFN-y por células T en humanos, después de estimular PBMC con
M. tuberculosis o con anti-CD28 + anti-CD3 [88]. Sin embargo, el efecto inhibidor
de CFP-10 sobre la produccién de IFN-y por células T CD4 no ha sido observada
en la literatura [89, 90].

En lo que se refiere a las células T CD8 productoras de IFN-y, no se observo
diferencia significativa en la frecuencia de estas células en respuesta al estimulo
con medio + anti-CD28 (co-estimulador) y ESAT-6 entre los grupos TST+/TST- e
IGRA+/IGRA-. En cambio, en respuesta al estimulo con CFP-10 y PPD se observo
mayor frecuencia de estas células entre los grupos TST+ e IGRA+ en
comparacion con los individuos con resultado TST- e IGRA-, pero sin alcanzar
diferencia estadisticamente significativa. Marin y cols., observaron resultados
similares a los nuestros, como mayor frecuencia de células T CD8 productoras de
IFN-y en individuos con Tb latente comparado con individuos con Tb activa y
sanos, después de la estimulacion con CFP-10 y PPD [91]. Asimismo, en otro
estudio se mostré que el estimulo con PPD induce mayor produccion de IFN-y en
células T CD8 en individuos TST+ comparado con individuos sanos y con Tb
pulmonar [76].

Lalvani y cols., analizaron la respuesta de células T CD8 en individuos con Tb
latente y Tb activa, observaron de forma similar con nuestros resultados, un
porcentaje mayor de células T CD8 productores de IFN-y en respuesta al estimulo
con los antigenos Ag85B, Esat-6, Hsp65 y una proteina de 16 kDa en individuos
con Tb latente antes y después del tratamiento [92]. Estos resultados respaldan
que la poblacién de linfocitos T CD8 tienen una participacion importante en el
control de la infeccion por M. tuberculosis [93].

Se ha descrito que existe correlacion entre la carga bacteriana y la frecuencia de
células T CD8 especificas de antigeno en sangre periférica en humanos, esto
puede ser porque las células T CD8 tienen la capacidad de lisar células infectadas
del hospedero y eliminar directamente al microorganismo. [94] Este mecanismo
podria presentarse en nuestra poblacion por la exposicion constante con bovinos
infectados con M. bovis, aunque se desconoce la carga del bacilo en los
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individuos. Por lo tanto, seria importante conocer el perfii de memoria que
presentan las células T CDS8, asi como otros mecanismos efectores que estas
células pueden ejercer sobre la estimulacion con un microorganismo menos
adaptado al humano.

Por otra parte en la frecuencia de células T CD4 productoras de IL-17A, se
observé variabilidad de la respuesta a los distintos estimulos probados, y de
manera interesante se observaron porcentajes bajos con un promedio de 0.5%
para células T CD4 y 1% para células T CD8 productoras de IL-17A. Sin embargo,
hubo mayor frecuencia de esta poblacion celular en los individuos con TST+ e
IGRA+ en respuesta al medio + anti-CD28 y al PPD, pero no se observé diferencia
significativa entre ambos grupos. En los individuos TST- se observdé mayor
frecuencia de células T CD4 productoras de IL-17A en respuesta a CFP-10 con
respecto a los TST+ sin alcanzar diferencia estadistica entre grupos, ademas en
respuesta a ESAT-6 hubo frecuencia similar de células T CD4 productoras de IL-
17 entre individuos TST+ y TST-. Por el contrario, se observé mayor frecuencia de
células T CD4 productores de IL-17A en los individuos IGRA+ en respuesta a
CFP-10 y ESAT-6 en comparacion con los IGRA-.

Estos resultados son comparables con los obtenidos por un grupo de
investigadores que cuantificaron la produccién de IL-17 al estimular con CFP-10
las PBMC de individuos con Tb latente mediante el uso de unidades formadoras
de Spots (SFU) y observaron que hubo mayor numero de células en individuos
con Tb latente en comparacion con individuos sanos, aunque sin alcanzar
diferencia estadisticamente significativa [91].

Asi mismo, otros autores mostraron resultados similares a los obtenidos en este
estudio, en el cual analizaron individuos adultos sanos y altamente expuestos, que
provenian de una zona con prevalencia extremadamente alta de Tb, y observaron
mayor frecuencia de células T CD4 productoras de IL-17A bajo el estimulo de la
mezcla de ESAT-6/CFP-10, en comparacién con las células no estimuladas y la
produccion de IL-17A por las células T yo [48].

Aunque, se ha descrito a las células T y® como las principales productoras de IL-
17A, nuestros resultados junto con otros estudios muestran que no sélo las células
T yd son la fuente de IL-17A en la respuesta inmune contra la infecciéon por M.
tuberculosis, sino también las células T CD4, pero parece que esta respuesta
depende mas del estadio de la infeccion y el tiempo de exposicidon [55]. Por otra
parte, es probable que la baja frecuencia con la que se observoé la produccion de
IL-17A, sea debido a la compartamentalizacion de la respuesta inmune contra el
bacilo de la Tb, sin embargo, nuestro estudio estuvo dirigido a medir la respuesta
a partir de PBMC.
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Por ultimo, la frecuencia de células T CD8 productoras de IL-17A en los individuos
TST+ e IGRA+ fue muy similar bajo el estimulo con medio + anti-CD28 (co-
estimulador) y CFP-10 en comparacion con los TST- e IGRA-. Interesantemente la
frecuencia de estas células al estimulo con ESAT-6 fue mayor en los individuos
IGRA- en comparacién con los |IGRA+, sin diferencia estadisticamente
significativa. Sin embargo, de manera interesante se observé cierto efecto de
inhibicion por la estimulacién con CFP-10 y ESAT-6 cuando comparamos la
frecuencia de células T CD8 productoras de IL-17A en comparacion con el medio
+ anti-CD28 como agente co-estimulador, sin haber que se haya descrito este
efecto previamente. Finalmente, la frecuencia de las células T CD8 productoras de
IL-17A en respuesta a PPD fue significativamente mayor en los individuos IGRA+
en comparacion con los IGRA-. En la actualidad existen pocos estudios sobre el
papel de las células T CD8 productoras de IL-17A en la infeccién por M.
tuberculosis. Por ello seria interesante poder investigar mas a fondo los
mecanismos de control de esta poblacion celular tanto en individuos con Tb
latente como activa.

Algunas de las limitaciones en este trabajo fueron, que la poblacion de estudio
tenia caracteristicas muy particulares como estar en contacto constante con
animales infectados por M. bovis dentro del CAIT.

La co-existencia de la infeccion por M. avium subsp. paratuberculosis, en el
ganado bovino, la cual se inform6 en un estudio llevado a cabo en el CAIT en 28
granjas lecheras y se encontré al menos un bovino seropositivo a la infeccién por
M. paratuberculosis, la prevalencia fue de 8.86% [95]. En este estudio no se tomd
en cuenta dicha enfermedad en los bovinos.

Por otra parte, todos los individuos del estudio estaban vacunados con BCG, por
lo que fue dificil encontrar caracteristicas tan particulares en las poblaciones de
estudio reportadas hasta el momento.

La respuesta previa al estimulo no se pudo realizar debido al numero limitado de
células obtenidas de la sangre de los individuos del estudio, por ello, se deduce
que la respuesta obtenida es la respuesta directa al estimulo de los antigenos
utilizados.
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13 CONCLUSIONES

Hubo variabilidad en el perfil inmunolégico en cada grupo de individuos estudiado
El antigeno con mas capacidad de inducir respuesta inmune fue el PPD

Los antigenos CFP-10 y ESAT-6 tienen un efecto inhibidor en la producciéon de
citocinas en este modelo experimental

En esta poblacion se pudo definir que los individuos con tuberculosis latente son
los que tienen pruebas positivas de TST e IGRA

Es necesario estudiar en la poblacion la respuesta inmune innata y humoral con
resultado negativo de las pruebas TST e IGRA para analizar su perfil inmunolégico
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