medigraphic Avlemigs

PRESENTACIONES EN SIMPOSIOS

Tuberculosis humana y bovina en Latinoamerica:

HIROBIOLOGIA
< De estudios sobre virulencia hacia herramientas
"I para su control

Luz Maria Lépez Marin,* Ferngndo Diaz Otero,** Antonio Javier Vallecillo Maza,***
Hugo Esquivel Solis,”** José Angel Gutiérrez Pabello™**

RESUMEN. La tuberculosis (TB) en humanos y bovinos es actual-
mente un grave problema de salud en Latinoamérica. A mds de un
siglo de haberse descubierto los agentes causales, el control de esta
enfermedad parece lejos de nuestro alcance: la TB humana es res-
ponsable de mds de cien muertes diarias en esta region, mientras
que la TB bovina representa un riesgo de salud publica asi como un
serio problema econémico. En este manuscrito se analiza la situa-
cion de la tuberculosis humana y bovina en Latinoamérica y se pre-
sentan estudios realizados en nuestros laboratorios en torno a los
factores de virulencia de las bacterias, las caracteristicas de resisten-
cia intrinsecas del hospedero, y la respuesta protectora inducida en
bovinos a través de vacunacién o inmunizacion. Finalmente, se
plantea la conveniencia de implantar y/o revisar el uso de herra-
mientas de control actualmente disponibles a fin de abatir la TB en
la regién.

Palabras clave: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, Myco-
bacterium bovis

INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa
crénica causada por bacterias del complejo Mycobacte-
rium tuberculosis. En humanos se trata de uno de los
problemas de salud mds graves en la actualidad: a nivel
mundial, 9 millones de personas desarrollaron TB en
2004 y unas 5,000 personas mueren diariamente a causa
de esta enfermedad.® De acuerdo con estimaciones de la
Organizacién Mundial de la Salud, un tercio de la po-
blacion mundial se encuentra infectada con M. tubercu-
losis.® La mayoria de estas personas (un 90%) nunca de-
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ABSTRACT. Human and bovine tuberculosis (TB) are currently a
serious health problem in Latin America. Although the causal
agents were discovered more than one century ago, the control of
these illnesses is still beyond our reach: human TB accounts for
more than one hundred deaths each day in this region, whereas bo-
vine TB represents a public health risk as well as a major economic
problem. We herein analyze the situation of human and bovine TB
in Latin America, and present studies from our laboratories on bac-
terial virulence factors, intrinsic resistance features in the host, and
the protective response induced in cattle through vaccination or im-
munization. Finally, the convenience for implementing and/or re-
vising the use of currently available tools for TB control in the re-
gion is discussed.

Key words: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacte-
rium bovis

sarrollan la enfermedad, sin embargo los individuos con
un sistema inmune comprometido son altamente suscep-
tibles, por lo que situaciones de inmunosupresién, como
aquéllas ligadas a la pandemia de la infeccion por el vi-
rus de la inmunodeficiencia humana han contribuido
enormemente al recrudecimiento de este padecimiento.
Aunque la mayoria de los casos de tuberculosis humana
pueden ser tratados con los fairmacos actualmente dis-
ponibles, la aparicién de cepas resistentes a antibioti-
cos de primera y de segunda linea es alarmante, convir-
tiendo a la TB en una enfermedad intratable de muy
facil transmision (los bacilos se transmiten por via aérea
al ser diseminados por individuos enfermos tosedores).
M. tuberculosis, M. africanum y M. canetti son los
miembros del complejo M. tuberculosis que infectan
exclusivamente a humanos,? por otra parte la especie M.
bovis tiene un espectro de hospederos muy amplio, que
incluye bovinos, perros, gatos, cerdos, elefantes, came-
llos, llamas, jirafas, conejos y seres humanos, entre
otros. La tuberculosis bovina es una de las enfermeda-
des mds importantes en el ganado.?? La presencia de
esta entidad plantea un impedimento en el desarrollo de
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Figura 1. Estimaciones sobre tuberculosis humana y bovina en Lati-
noamérica (A) Tuberculosis activa en humanos en 2004 por pais. Los ran-
gos corresponden al nimero de casos estimados por cada 100,000 habi-
tantes segun la Organizacion Mundial de la Salud.® (B) Prevalencia de
positividad al PPD en bovinos por pais.®

la ganaderia ya que amenaza la comercializacién del
ganado y sus subproductos entre regiones de un mismo
pais, asi como entre paises. Esta enfermedad es el origen
de pérdidas masivas en el drea agropecuaria,’’ y consti-
tuye también una amenaza para la salud de la pobla-
ci6n humana. Aqui presentamos un resumen de lo dis-
cutido durante la mesa redonda “Mycobacterium”,
dentro del XXXV Congreso de la Asociacién Mexicana
de Microbiologia, en Oaxtepec, Morelos, del 4 al 7 de
abril de 2006. En este foro se discuti6 sobre la TB hu-
mana y bovina en Latinoamérica como un problema re-
gional y se presentaron estudios realizados en nuestros
laboratorios, no sélo para comprender mejor los facto-
res involucrados en estas enfermedades sino también
para evaluar herramientas potenciales para su control.

TUBERCULOSIS HUMANA Y BOVINA EN
LATINOAMERICA

En América Latina, la TB humana y bovina constitu-
yen un problema de dificil erradicacién. Cerca de
350,000 casos de TB activa y mas de 50,000 muertes en
humanos son los estimados para la regién durante el
afio 2004.° Brasil, Perd y México son los paises con ma-
yor carga de casos activos (un 55% del total de casos
estimados), aunque no corresponden a aquéllos con ma-
yor incidencia de la enfermedad (Fig. 1A). De acuerdo
con estas estimaciones y con los datos notificados por
los distintos paises de la region, predominaria una falta
de deteccion de la enfermedad, lo cual pone en eviden-
cia la necesidad de contar con métodos de diagndstico
de facil implementacidon y bajo costo que permitan la
pesquisa de TB activa en nuestras poblaciones. El con-
tar con esta herramienta permitirfa brindar un diagnodsti-
co oportuno, disminuyendo asi las altas tasas de casos
fatales reportadas (en México, por ejemplo, de acuerdo
con los datos reportados, dicha tasa rebasa el 17%). La
TB bovina, por su parte, es una enfermedad de inciden-
cia variable dentro de Latinoamérica. De acuerdo con la
reactividad de bovinos a la prueba de hipersensibili-
dad de tipo retardado a la tuberculina o derivado pro-
teico purificado (PPD), existen regiones con muy baja
o nula prevalencia de TB bovina, tales como algunas
islas del Caribe, paises de prevalencia intermedia,
como México y varios integrantes de Centroamérica, y
paises con una prevalencia alta, como Argentina o Bra-
sil (Fig. 1B).%! Desafortunadamente, los paises produc-
tores del 70% de ganado en toda la regién son los de
mayor prevalencia de TB bovina.® Las pérdidas econé-
micas debidas a la TB son, por lo tanto, sumamente ele-
vadas, y la zoonosis representa un foco de infeccion
para humanos que no puede ser despreciado.%!0-13
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El patdogeno: componentes potencialmente virulentos pero con

utilidad para el diagndstico

Desde el descubrimiento de M. fuberculosis por Robert
Koch en 1882, resulté evidente que era ésta una bacteria
con una pared celular sumamente peculiar, con claras dife-
rencias respecto a las paredes celulares de otros organis-
mos (Gram-positivos y Gram-negativos). Hubo que desa-
rrollar una tincién especial a fin de poner en evidencia el
bacilo y, debido a la extrema impermeabilidad de su en-
voltura, resulté dificil encontrar antibidticos para comba-
tirlo. Una de las principales caracteristicas de la pared ce-
lular de M. tuberculosis es su alto contenido de lipidos
(hasta un 60% del peso seco de la bacteria).!3 Con la se-
cuenciacién de su genoma se puso en evidencia que M. fu-
berculosis contiene una gran cantidad de genes que codi-
fican para productos involucrados en la sintesis o el
metabolismo de lipidos (250 proteinas, en contraste con
unas 50 en Escherichia coli).> Los lipidos de pared celular
han sido considerados como factores de virulencia suma-
mente importantes,'> pero ninguno en particular es consi-
derado como un factor de virulencia esencial pues la pato-
genia del bacilo parece ser un fenémeno multifactorial
adn mal dilucidado. Por ello, definir factores de virulencia
y comprender mejor los eventos que desencadenan resulta
fundamental a fin de entender mejor la patogenia de la en-
fermedad y poder desarrollar nuevas herramientas para su
control. Muchos lipidos, ademads, se encuentran conjuga-
dos a azticares (glicolipidos) y presentan estructuras suma-

El hospedero: resistencia

Es un hecho que varias caracteristicas del hospedero,
tales como la edad, el funcionamiento del sistema inmune,
la desnutricién o la presencia de ciertas enfermedades son
factores clave para el desarrollo de la tuberculosis activa.
Pero ademas de estos factores, varios estudios han sugeri-
do que tanto en humanos como en animales podria haber
factores genéticos que predispongan a la enfermedad.!>!6
Esto resulta interesante en el caso de la TB bovina, para
cuyo control una herramienta prometedora seria la identi-
ficacién, caracterizacién y seleccién de bovinos natural-
mente resistentes. La capacidad de controlar con eficien-
cia una infeccién es un aspecto poco considerado en la
seleccion de las especies domésticas. La imperante necesi-
dad de proveer mayor volumen de alimento a la poblacién
humana, ha centrado la atencién sobre cualidades produc-

mente especificas e inductoras de una respuesta inmune
humoral que puede ser explotada para el diagndstico in-
munolégico de tuberculosis activa. Luz Maria Lépez Ma-
rin mostré cémo su grupo busca nuevos lipidos con acti-
vidad inmunosupresora en extractos de grasas del bacilo
tuberculoso. A partir de extractos de la cepa tipo de M. tu-
berculosis H37Rv, asi como de otros genotipos, se obtie-
nen fracciones con perfiles cromatograficos especificos. Se
rastrean los productos con actividad supresora sobre linfo-
citos T, in vitro, para luego investigar su identidad quimi-
ca. Mediante este procedimiento, el grupo de Lépez Marin
encontré dos glicolipidos que, sin mostrar citotoxicidad,
son capaces de inhibir la blastogénesis de linfocitos T mu-
rinos y humanos. El primero de estos glicolipidos fue iden-
tificado como 2,3-di-O-acil trealosa 0 DAT,'® producto pre-
viamente reportado como antigeno prometedor para el
diagnoéstico seroldgico de la TB humana, mientras que el
segundo de ellos, el de mayor potencia para inducir inmu-
nosupresion, es actualmente analizado a nivel estructural.
Otro de los hallazgos del grupo reside en haber encontrado
que M. fortuitum, micobacteria de crecimiento rapido y de
menor riesgo bioldgico, produce glicolipidos similares al
DAT de M. tuberculosis y puede por lo tanto servir como
fuente alterna para obtener estos reactivos de inmunodiag-
néstico, los cuales no son susceptibles de ser producidos
por técnicas recombinantes. !4

natural a la tuberculosis

tivas, sin considerar la resistencia natural de algunos indi-
viduos a las enfermedades. Por lo anterior se hace necesa-
ria la generacién de un mayor conocimiento sobre los me-
canismos de resistencia natural a ciertos patégenos, como
M. bovis. La resistencia natural a enfermedades se define
como la capacidad que tiene un individuo a no enfermarse
cuando es expuesto a agentes patégenos sin que haya ha-
bido previa exposicién o inmunizacién.'! El grupo de
José Angel Gutiérrez Pabello ha venido estudiando la re-
sistencia a la tuberculosis bovina utilizando la infeccién
de macré6fagos bovinos obtenidos de sangre periférica con
Mycobacterium bovis BCG en un modelo in vitro denomi-
nado ensayo microbicida.!” El control del crecimiento in-
tracelular de M. bovis virulento también fue evaluado, ob-
servandose que la proporcién de fagocitosis bacteriana fue
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de 1.4 £ 0.17 y 2.1 £ 0.54 bacterias/macréfago, mientras
que la multiplicacién bacteriana fue de 165 y 263.7% en
macréfagos de ganado genéticamente resistente (R) y sus-
ceptible (S) a pardsitos intracelulares, respectivamente
(multiplicidad de infeccién de 10:1).® De acuerdo con los
resultados obtenidos por Gutiérrez Pabello, los ensayos
microbicidas también han demostrado su utilidad en la
identificacion del fenotipo de resistencia en bovinos de
una poblacién convencional. Bajo estas condiciones, los
macréfagos de ganado clasificado como R y S difirieron
significativamente (P < 0.01) en el control del crecimiento
intracelular de M. bovis cepa 9926, virulenta, y M. bovis
BCG subcepa danesa (avirulenta). Los macréfagos R fue-
ron superiores que los macréfagos S en el control in vitro
de la replicacion bacteriana intracelular. El porcentaje de
fagocitosis de ambas cepas fue muy similar (+ 40%) por
macrofagos de animales de ambos fenotipos, sin embargo
la supervivencia intracelular de la cepa avirulenta BCG
fue de 63.1 y 144.9%, mientras que la cepa virulenta mos-
tré 104.9 y 167.6% de supervivencia en macrofagos de
animales resistentes y susceptibles, respectivamente. Otro
de los hallazgos en el laboratorio de Gutiérrez Pabello a
este respecto ha sido que el fenotipo de resistencia o sus-
ceptibilidad a tuberculosis bovina estd relacionado con la
apoptosis. La apoptosis es un proceso fisiolégico cuyo ob-
jetivo es eliminar del organismo las células dafiadas o no
deseadas y juega un papel importante en la patogénesis de
las enfermedades infecciosas. Gutiérrez-Pabello y colabo-

radores’ demostraron por primera vez la induccién de
apoptosis en macréfagos bovinos infectados con una cepa
virulenta de M. bovis utilizando diferentes multiplicida-
des de infeccion. Sin embargo, en estos estudios no se ana-
liz6 este fendmeno asociado al fenotipo de resistencia o
susceptibilidad de los donadores. Con el objeto de contes-
tar esta interrogante, los macréfagos de bovinos Ry S fue-
ron infectados con M. bovis virulento y BCG utilizando
una multiplicidad de infeccién de 10:1. El proceso apop-
tético fue caracterizado mediante la identificacién de la
condensacion de la cromatina utilizando una tincién con
yoduro de propidio, y la fragmentacién del DNA de las cé-
lulas infectadas mediante la técnica de TUNEL. Los resul-
tados demostraron que M. bovis indujo apoptosis en los
macréfagos de ambos fenotipos, independientemente de la
virulencia de la cepa, a partir de las 8 horas post-infeccién
y este fendmeno mostré una tendencia a incrementarse con
el tiempo. Por otra parte, se observd que la cepa patdgena
indujo un mayor grado de apoptosis que BCG, mientras
que las células de los bovinos R mostraron una mayor pre-
disposicion a sufrir los cambios compatibles con apoptosis
(Esquivel Solis, et al. manuscrito en preparacion). Estos ha-
llazgos indican que los macréfagos de animales resistentes
controlan mejor el crecimiento intracelular de M. bovis y
que son mds propensos a sufrir apoptosis que los macroéfa-
gos susceptibles, lo cual sugiere que el fenotipo de resisten-
cia del individuo puede jugar un papel importante en el
control de la diseminacion de M. bovis.

La prevencion de la TB mediante vacunacion

A partir de un aislado de M. bovis, los médicos france-
ses Albert Calmette y Camille Guérin desarrollaron el siglo
pasado una cepa atenuada (el Bacilo de Calmette y Guérin
o BCG) que es actualmente utilizada como vacuna para
humanos en numerosos paises. El BCG, que comenz6 a ser
utilizado en 1921, ha sido la vacuna de mayor uso en el
mundo. Pero la proteccién conferida por esta vacuna varia
enormemente, especialmente para el control de la tubercu-
losis pulmonar, para la cual se ha estimado un 50% de pro-
teccién en promedio.' El desarrollo de vacunas més efica-
ces resulta apremiante. Sin embargo, tomando en cuenta la
emergencia actual de la TB, numerosos expertos sefialan la
conveniencia de cubrir poblaciones con alta prevalencia
de la enfermedad con la vacunacién con el BCG, practica
que ha sido adoptada tanto en paises en desarrollo como
en grupos especificos de paises desarrollados.!® El caso de
la prevencion de la TB bovina resulta distinto. Para tal
efecto, se aplican medidas como la identificacién de ani-

males infectados, eliminacién y sacrificio, cuarentena de
los hatos, y decomiso de 6rganos y canales. Durante mu-
chos afios se ha puesto en tela de juicio la efectividad del
BCG para reducir la TB bovina, y un problema que ha im-
pedido su practica es la interferencia de la vacunacién con
la prueba de la tuberculina, lo cual condiciona la venta y
exportacién de animales y sus productos. Fernando Diaz
Otero evalu6 recientemente el grado de proteccién confe-
rida por el empleo de la vacuna BCG? o de proteinas del
filtrado de cultivo (CFP, de las siglas en inglés culture fil-
trate proteins) de M. bovis contra la TB bovina, asi como
el efecto inmunomodulador del interferén-gamma (IFN-y)
en la respuesta de bovinos inmunizados con CFP. Para ello
utiliz6 becerras Holstein de 8-12 meses de edad, sanas, y
evaluo la proteccién al reto con una cepa silvestre de M.
bovis (via intratraqueal) en 4 grupos de animales: un gru-
po control no inmunizado, un segundo grupo inmunizado
con CFP de M. bovis, un tercer grupo inmunizado con CFP
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de M. bovis + IFNy, y un cuarto grupo vacunado con M.
bovis BCG cepa Pasteur. De acuerdo con los resultados
obtenidos, aunque los tres grupos de animales tratados pre-
sentaron una reduccién en el grado y extensién de lesio-
nes con respecto al grupo control, fue la inmunizacién con
BCG la que mayor proteccion confirid, tanto por la reduc-
cién de las lesiones a nivel histopatolégico como por la
mayor produccién de IFN-y en células mononucleares de
sangre periférica. Dos animales del grupo vacunado con el
BCG se mostraron, inclusive, libres de lesiones, mostrando
que el uso del BCG podria ser una excelente herramienta
para disminuir la TB bovina.

CONCLUSIONES

En América Latina, la TB es actualmente un proble-
ma de salud grave que se encuentra lejos de ser erradi-
cado tanto en humanos como en bovinos. La identifica-
cion rutinaria del fenotipo de resistencia en los
bovinos, en conjunto con la seleccién y cruzamientos
dirigidos, ayudarian a incrementar el nivel general de
resistencia genética de los hatos lo cual tendria un im-
pacto econdémico favorable en la industria ganadera.
Para el desarrollo de mejores herramientas de control,
como nuevas vacunas y farmacos, es necesario ahondar
sobre el conocimiento de la bacteria asi como de su in-
terrelacion con el hospedero. El descubrimiento de nue-
vos factores de virulencia y de las vias biosintéticas co-
rrespondientes resulta de particular interés y entre
dichos factores resaltan los glicolipidos, ya que son
compuestos sumamente especificos. Sin embargo, ade-
mas del avance en conocimientos basicos, la situacién
actual de emergencia requiere que herramientas actual-
mente disponibles sean implantadas para mejorar el con-
trol de la TB. Una de las herramientas propuestas para
mejorar el diagndstico de TB humana fue el uso de gli-
colipidos como reactivos de diagndstico. Finalmente,
para controlar la TB bovina, nuestras conclusiones fue-
ron que el uso del BCG en bovinos deberd ser reconsi-
derado, puesto que, gracias al conocimiento actual de
los genomas, resulta ahora factible el desarrollo de mé-
todos que logren diferenciar con claridad los animales
vacunados con BCG de los infectados con M. bovis.
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