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Resumen y Abstract Vi

Resumen

La tuberculosis (TBgontindasiendo urgrave problema de salud publica mundial. En Colombia, el
linaje mas prevalente es el Euroamericano. El aunderitocirculacion del genotipo Beijingn el
territorio nacionalel cual se asocia con resistencia a medicamertiggervirulencia causando la
muertede los pacienteses motivo de investigacidiha variante Beijing.ike SIT190 es la @B
prevalente en Colombia, seguido del Beijdigsico SIT1. Losmecanismos patogénicos y
modulatorios son desconocid®.presente trabajo compaebcomportamiento de lasepas 323
(Beijing-Like) y 391 (BeijingClasico), en un modelde TB pulmonar en rahesBalb/c. El curso

de la enfermedad fue diferente para gpd@o de animales, los infectados con Beijiilge tuvieron

una mortalidad del 100% al dia 45 pogeccidn PI), con altas cargas bacilares y neumonia masiva
mientras que el total des infectados con Beijin@lasico murieron hacia el dia 60 Pl peunonia

y necrosis. Se realiz6 RNgeq dualparadeterminar el perfil de expresion génica a los dias 3, 14,
28 y 60 PI. En los ratones infectados con Beifiigsico se sobreexpresaron genes asociados con
respuesta proinflamatori@omparado cotos infectados con Beijind.ike que sobreexpresaron
genes asociados con respuesta antiinflamagieado ambas cepas inductoras de respuesta inmune
no protectora.El genotipoBeijing-Like causé enfermedad agug fulminante y, BeijingClasico
caus6 TB cronica pe severaA nivel bacteriano, corl RNA-seq de Mtb selogré ~33% del
transcriptoma completa los dias 3, 14, 28 y 60.Ml perfil de expresion fue diferente para 323
Beijing-Like y para 391 Beijing Clasicevidenciando que las variaciones a nivel faiguio
desencadenan un fenotipo diferente en el hospedador.

Palabras clave:Tuberculosis, Genotipo Beijing, Balb/c, Virulencia, Respuesta Inmune



viii Virulencia, respuesta inmuie-vivoy transcriptémica de Mtb genotipo Beijin

Abstract

Tuberculosis (TB) is a serious global public health problem. In Colombia, th@regatent lineage

is the Euroamerican. The increased circulation of the Beijing genotype which is associated with drug
resistance and hypervirulence causing death in patients is intriguing. The B&@n§IT190

variant is the most prevalent in Colombtialjowed by the ClassicaéBeijing SIT1. The pathogenic

and modulatory mechanisms triggered by these strains are unknown. In the present work, the course
of pulmonary TB was compared in the Balb/c mouse model, in mice infected with Bakimg

(strain 323 and ClassicaBeijing (strain 391). The course of the disease was different for each group

of animals, those infected with Beijiigke had a mortality of 100% by day 45 pdstection (PI),

with high bacillary loads and massive pneumonia, and thosetéafevith ClassicaBeijing 100%

died by day 60 PI from pneumonia and necrosis. Dual B&pwas performed to determine the
global gene expression profile at days 3, 14, 28 and 60 PI. In mice infected with CBBsging|

genes associated with a gndlammatory response were overexpressed and in those infected with
Beijing-Like, genes associated with an anflammatory response were overexpressed, both strains
inducing nonrprotective immune responses. Beijibidke caused acute and fulminant diseasé an
ClassicalBeijing caused chronic but severe TB. Modulation at the bacterial level was consistent
with the type of disease caused in each group of animals, causing the premature death of the animals.
At the bacterial level, the RN&eq of Mtb achieved ~3% of the complete transcriptome at days

3, 14, 28 and 60 PI. The expression profile was different for 323 Bijkegand for 391 Classic

Beijing, showing that variations at the regulatory level trigger a different phenotype in the host.

Keywords: Tuberculosis, Beijingsenotype, Balb/c, Virulence, Immne Response
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Int roducci - n

La tuberculosis (TBEontinta siendaun grave problema de salud publica a nivel mundsiluna
enfermedad infecciosa causada por la bacteridMycobacterium tuberculosis(Mtb) que
frecuentemente causa enfermedad pulmonar, es una enfermedad cronica adquirida principalmente
por via aérea, sin embargo, esta se puede presentar de forma extra pulmonar causando TB en casi
todos los 6rganos del cuerpo, siendo un patégeno altameinso infectando cerca de dos billones

de personas a nivel mundidl]. El bacilo es expulsado al medio ambiente por personas con TB
activa en gotas de saliva producidas por tos o estornudos, estas bacterias infectan a nuevas personas
a partir de la inhalacion de estas y aunque solo del 5 al 10% de imstgsinfectados desarrollan

la enfermedad, se estima que cerca de 1,7 millones de personas infectadtsdasarrollan TB

en algun momento de su vida. Adicionalmente, existen condiciones asociadas al paciente que se
consideran factores de riesgo p&agpresentacion de TB, que hacen que este niUmero se pueda
incrementar dadas las comorbilidades que deprimen el sistema inmunitario del hospedador tales
como: desnutricion, alcoholismo, tabaquismo y enfermedades como el cancer, diabe®A/IH

y otras efermedades inmunosupresoras; asi como condicionesesmmidmicas asociadas a la
presentacion de esta enfermedaldscoma pobreza, hacinamiento, desplazamiento, no acceso a
servicios de salud y por ende el no diagnéstico oporyuel no tratamientofectivo; todos estos

factores configuran el cuadro epidemiolégico de esta enferm{@dald

En el inicio de la década de loss9a TB se declar6 como una emergencia sanitaria mundial por la
OMS vy es la Gnica emergencia mundial que permanece vigiatiglo a lacirculacionde cepas
multidrogorresistentes (MDR), resistentes a rifampicina (R) e isoniazida (H), principales
medicamentos de primera linea; cepas extremadamente o extensivamente reGi&)tegue
ademas de ser resistenteR e Htambiénson resistentes @ialuier fluoroquinolona yal menos

un farmaco adicional del grupo A (Fluoroquinolorasdaquilina y Linezolid]4] medicamentos

de segunda lineagpas totalmente resistentesltrarresistentgXXDR), que somesistenteatodos

los medicamentosantituberculosos conocido8deméada aparicion de la pandemia del VBIDA

ha emgorado la situacigrpor lo quela TB continua como una de las principales enfermedades
infecciosas que causa una alta morbilidad y la mé&s alta mortalidad a nivel ndebétial a2un solo
agente infecciosfb,6].

l.I. Datos histéricos de la TB

De acuerdo con los resultados de la bisqueda de material genétidtb,den restos 6seos
momificados de personas pertenecientes a diferentes culturas antgpidsan logrado hacer
inferencias sobre los origenesMtb y su asociacion con TB en humanos y animales. Se cree que
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esta bacteria se encuentra en la tierra desde hace mas de 150 millonesydse piesilaque el

ancestro ddtb co-evoluciond con los primeros hominidos hace alrededor de tres millones de afios
[7,8]. Se han identificado acidos nucleicos del patégeno en momias provenientes de diferentes
culturascon antigiiedades de 2000 a 5000 §8p®n Colombia se han identifido &cidos nucléicos

deMtb en huesos y dientes de cadaveres prehispénicos que datan de los afios 1200 at666 DC
hallazgo interesante, los restos de estas personas presentaban lesiones tipicas de TB en los huesos o
mal de Potf7,10].

Cuando se inici- l a descripci-n de |l a TB en | a ar
Hipdcrates quien describié la enfermedad como fatal, facil de contagiarse y que ocurria en personas

de entrel8 y 35 afios, la creencia era que esta enfermedad era de origen genético, sin embargo,
Aristételes consideraba la enfermedad como contaghesgéeriormente el mismo Hipdcrates hizo

una descripci-n m8s precisa e nacibneseqlosepulmdnesser v que
causando dolor de pecho, tos, fiebre y expectoracion cofilplusA inicios del siglo XVII se
present- un brote epid®mi co en Europa fALa gran pl .

afios y se constituyé como la principal Ggads muerte de la época en dicho contindraemayor

tasa en la mortalidgobr TB en el continente americano fue de @@fuertes/100.000 habitantes en
poblacién nativa americana hacia 1886, gracias a que fueron obligados a vivir en confinamiento,
superand con creces las tasas epidémicas en el continente edi@bedunqgue inicidmente se

crey6 que la TB fue introducida al continente americano con la llegada de los conquistadores
europeos, hoy se sabe que la enfermedad se encontraba en el continente mucho antes gracias a la
presencia de DNA del patdgeno encontrada en restos dsqmblaciones nativas del continente

[13,14]

También en ediglo XVII se hacen las primeras descripciones patolégicas y anatdmicas deséa TB
sefala lapresencia de tubérculos o granulomas en los pulmones y se nombra la enfermedad
of icial mente como ATubercul osiso describiendo ade
denominaron en su momento corfili:Inflamacién (ii): Ulceracion \iii ): Tisis[15]. Robert Koch

en 1882 hizo la descripciéetioldgicade la TB en su mas famosa presentacion en Bedim (
aetiologie der Tuberculose}ultivd la bacteria emn medio de cultivo de papa y agatesarrold

nuevas tinciones bacterianas basadas en azul de m§tigehd} logré reproducir la enfermedad en
cobayos y gracias a espodo establecesus clasicos postuladgsie permiterimplicar el origen
infeccioso de las enfermedadiss publi@d en 189(018]. Koch gancel premio nobel de medicina

en 1905[19]. Después de establecgrorigen infeccioso de la TBnel921 se realiz6 la primera
aplicacion de la vacuna BCG gracias a la atenuacion de la virulendityatsacterium bovis
realizada por Calmette y Gueram Franca [20], la cual hace parte de los esquemas actuales de
inmunizacion en nifiogsta vacunavita la presentacion de formas graves de la enfermedad como
la TB meningeaEn 1943inicia la era de la quimioterapia partir de la purificacion de la
estreptonicina obtenida de cultivos del hon§treptomyces grisepgosteriormente se desarrollaron
otros antibidticos como el acide pminosalicilico en 1949 , isoniazida en1952, pirazinamida en
1954, cicloserina en 1955, etambutol en 1962 y rifampicina en[22§3
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I.Il. Tuberculosis en el mundo

Para el 2019 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estimd que se presentatanundo

10.0 millones de casos incidentes de TB y 1.2 millones de muertes debidas a la enfermedad en
pacientes VIH negativos y 250.000 adicionales en pacientes VIH positivos, haciendo de esta
enfermedad ugraveproblema de salud publica a nivel mundgtuacion que se empeopar el
aumentalela circulacionde bacteriasesistetesaantimicrobianos de primera y segunda lifzza

este mismo afio se estim6 que 500.000 personas con TB se encontraban infectadas con bacterias
monoresistentes a la rifapicina y el 78% de estos pacientes estaban infectados por cepapa®n

(MDR), entre los casode MDRTB, se estimé que el B0 de estos pacientes estaban infectados

con cepaXDR-TB [22]. En laFigura I-1., se muestra el mapa mundial de incidencia de TB para el

2019 enel que se observa qles paises con mayores tasas de incidencia se encuentran en el Africa
subsahariana con incidencias de mas de 300 casos/100.000 habitantes en alguncs pafses, a

en paises del pacifico occidental; en América latina, para este afio, los paises con mayores incidencias
fueron Perl y Ecuador con incidencias de-299/100.000 habitantes, Colombia se mantiene como

un pais de incidencia media de TB cor®5casod.00.000 habitantd23].

Estimated TB incidence rates, 2019

Figura |- 1. Tasas de Incidencia estimadas por la OMS por pais a nivel mundial afio 2019. Tomado de WHO
TB report 2020 [22].
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[.Il.1 . Tuberculosis en Colombia

De acuerdo con los datos de la OMS, Colombieoesiderado un pais con carga media alta de la
enfermedad Del afio 2013 al afio 2019, se ha evidenciado un aureertotasa de incidencia de
24 46 casos100.000 habitantes en 2013 a72@n 2019. B el aino2019 senotificaronal sistema de
vigilancia ensalud publica (Sivigilal5.034 casosde TB detodas las formas, de los cuales 13947
fueron casos nuevos, panna incidencia nacional de 2¢asos /100.000 habitantéss tasas de
incidencia mas altas se presentaron en: Amazonas (66,47), Risggaldd), Meta (46,56),
Barranquilla (44,09) y Buenaventura (43,70). Mientras qaalépartamentos con mayor carga de
la enfermedad para 20f9eron Antioquia (587 casos), Valle del Caucd&L6 casos) y Bogota
D.C. (1140casos)24].

El 64.79% de los casos se presentaron e snasculinoEl mayor nimero de casos se presenté

en el grupo entre 25 a 34 afios (3254 casos), seguido por el grupo de 65 y mas afios (3090 casos).
Segun el tipo de TB predana la forma pulmonar con el &3% de los casos, mientras que la forma

de TB extapulmonar mas frecuente fueTiB pleural (44%). ka coinfeccion TBVIH fue del 119%

[24] .

Al afio en Colombia mueren alrededor de 1000 personas por TB; seqstimachos de los casos

de la enfermedad se concentran en poblacién vulnerable: Pacientes VidicédH 00), indgenas

(5 de cadal00), habitantes de calle (% cadal00) y reclusos (@le cadalQ0) [25]. La tasa de
incidencia nacional paso6 de ser 25/100.000 habitantes en 2010 a ser de 26/100.000 habitantes en
2019, en l&Figura 1-2. se muestra el npa de las tasas de incidencia de los departamentos para el
2018[26].

En cuanto a la resistencia a medicamentos, la OMS estimé que para el 2017 se reportaron en el pais
420 case de MDRTB, pero se diagnosticaron menos del 60% de los casos, teniendo asi un grave
problema de subregistro en el pais. Se estima que para el 2050 el 25% de las muertes causadas por
bacterias resistentes a antibiéticos seran ocasionaditipqrues e®l agente etiol6gico causante

de enfermedades respiratorias con mayores tasas de resi@énhcia
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Tasa de incidencia de tuberculosis por entidad territorial,
Colombia, 2018
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Figura |- 2. Incidencia de tuberculosis en Colomlifio 2018. Fuente Sivigilas]

l.I'll . Taxonomia de la Familia Mycobacteriacea

El géneroMycobacteriunrse clasifica taxonémicamente de lgwsénte forma: Dominio: Bacteria,

Filo: Actinobacteria Orden: Corynebacteriales SubOrden: Corynebacterineae Familia:
Mycobacteriacea.El filo Actinobacteria estd compuesto principalmente por bacterias Gram
positivas con alto contenido de G+C en sus genf@8dJUna forma clasica de hacer la clasificacion

de las especies de este género es por lasdasagecimiento de las bacterias dividiéndolas en: i)
Rapidas crecedoras (Requieren menos de 7 dias para formar colonias visibles) y ii) Lentas
crecedoras: (Requieren mas de 7 dias para formar colonias viggbles)

Clasicamente, la clasificaim de especies del géndviycobacteriunse basaba en las diferencias en

la secuencia de la subunidad ribosot@f sin embargo, este marcador genético confiere poca
variabilidad entre las especies, es un gen pequeiio de aproximadamente 1500 pb ylasntiene
regiones hipervariables Ay B ubicadas en el primer tercio del gen, sin embargo la region que confiere
mayor variabilidad es la region hipervariable A, gracias a la cual se han clasificado la mayoria de las
especie$31]. En la region hipervariable B se pueden presentar tres tipos principales de variaciones:
en la hélice 1&i): Una insercién de 14 nucleétidds): Una inserciéon de 12 nucleétidogin):

Ninguna Inserciér{32]. Gracias a este blanco molecular, se lograron diferenciar muy bien las
bacterias lentas crecedoras de las rapidas crecedoras, la mayoria de las rapidas crecedaras tienen
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hélice 18 muy corta sin secuencias de insercion, mientras que las lentas crecedoras poseen una
insercion de 12 nucledtidos en la regidén hipervariable B, algunas especies lentas crecedoras como
M. terraey M. nonchromogenicugenen una insercion de Micleo6tidod33,34]

En resumen, usando el gen 16S como marcador polimérfico para clasifica@épeties tenemos
que:(i): Una hélice 18 corta es marcador genético de las bacterias rapidas cre€ediay un
pequefio grupo de especies lentas crecedoras que estan relacionadas con elMosipigelas

cuales comparten la misma secuencidaaegion hipervariable B con una secuencia corta en esta
region.(iii): La regién hipervariable B con una insercion de 12 nucle6tidos es caracteristico de las
Micobacterias lentas crecedorés): Un pequefio grupo de bacterias lentas crecedoras reldatona

con el complejod. terraetienen una insercion mas larga de 14 nucleétidos en la region hipervariable
B [34,35]

Es importante resaltar que la clasificacion taxondmica de este y muchos otros génerossteosrgan
eucariotas y procariotas esta en constante cambio de acuerdo con el analisis de nuevos blancos
moleculares y con el refinamiento de las técnicas de secuenciacion y andlisis de genomas; en la
actualidad y segun la mas reciente clasificacién taxonéaeicgénero basada en la secuenciacion

de 150 cepas del género en donde se analizaron 1941 proteinas core (nucleares o centrales)
especificas del género Mycobacterium y 136 proteinas core del filo Actinobacteria; se logré
establecer que este género estastituido por cinco grupos monofiléticos o clados principales:
fiTuberculosisSi mi ae, 0 ATerrae, 0-Vatchg D Vilkb b e-Ebeliidywae it um
cuatro nuevos miembradycolicibacterg e n . nov. ( dMyalitibacillisgenr noa e 0 )
(cl ado i &Nyeobcipacteriumg e n . nov. ( eM aacdcoa éfgEpbacternides u m
gen. nov. ( cChelahad )Adibidnalrmeate ganeradviycobacteriunes el género tipo

de la familia Mycobacteriaceae y a él pertenecen las principales especies causantes de enfermedad

en el ser humano taleemoM. tuberculosisy M. leprae. [29].

Estos a su veze siguen agrupando en LENTOS CRECEDOR##®Bdlicibactergen. Nov. Clado

A T e r Miaokcibacilusgen. Nov. Cl ado ATr i vMyeobaet@&iunglade!| g®ner o
iTubersumibaed) y RCPI DO MycobaR&@iESYER B&. lado
Abscessughelonae Wycolicibacteriumg e n . Nov. Cl-Vaadcoc afieFoo)r.t ui t um

l.IV . Generalidades dda Familia Mycobacteriaceae

La FamiliaMycobacteriaceaestd conformada por los géneros: MycobacteriMiygolicibacter
gen. nov.,Mycolicibacteriumgen. nov.,Mycolicibacillus gen nov.,Mycobacteroidegen. novy
Amycolicoccu$29].

Esta familia esta catituida por bacilosrectos o ligeramente curva@xido alcohol resistentes,
aerobios o microaerdfilos, tienen un tamafio @&0.6 x1 -10 uM, pertenecen al filum
Actinobacteria y las especies patdgenas representativas del génrdsioerculosisy M. lepreae
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[29]. No poseen pilis ni flagelos, lo que hace que sean inmdviles, no Bsperaspero tienen un
alto nimero de granulos citoplasmatices;se colorean con la coloracideGram,aunque pueden
ser consideradosomo Gram positivos,tienen altocontenido de lipidos y acidos micdélicos en la
pared celularse consideran bacil@ido alcohol resistentes [26on aerobios o microaerofilos
(requieren oxigeno para sobrevivir), si se someten a crecimiento en presentiatlel® CO2 su
crecimiento se ve favorecido y la temperatura éptima de crecimiento es d8@ 27 Mtb es una
especie de crecimientento, crece después de 7 dias de incubacion, debido a diengo de
generacion o de duplicaciés de24 a 48 horagspor loqueparaobservar colonias visibles en medios
de cultivo solidos se debe esperar de dos a ocho sef8has

[.IV . l. Pared celular de las Micobacterias

La pared celular de lasnicobacteria®s una de las mas complej8e. caracteriza por tener en su
estructurade dentro hacia afuerd): una capa de peptidoglicano (formada por cadenas-de N
acetilglucosamina, y residuos de-ghicosiimuramico), (ii): Arabinogalactano;(iii): Acidos
micolicos, que conforman la micomembrana o membrana externa de los acido alcohol resistentes y
(iv) cépsula presente en las micobacterias patég¢d@ks El peptidoglicano estd unido
covalentemente al Arabinogalactano el cual actiia como Unico sitio de unién de los acidos micdlicos
formando el core o centro de la pared celular formada por el complejo acido micdélico
arabinogala@nopeptidoglicano;entretejidos en esta estructura se unen diferentes lipidos libres
como los fosfatidil inositol manosidos, los lipomananos, y los lipoarabinomananos. Se conectan
capas adyacentes de cadenas de glicano conectadas por péptidos peguafsesgenciadlanil
d-isoglutamitmesediaminopimelated-alanild-alanina y se unen al residudatttoil de cada acido
N-acetilmuramico, los péptidos que salen de las cadenas de glicano, se entrecruzan con el grupo
carboxilo de los @ila en la cuarta @sicion y en elextremo del grupo amino del
mesodiaminopimelato en la tercera posicién laFigura 1-3 se muestra esquematicamente fia
estructura de la pared celular micobacteriana con la descripcion de los lipidos que la cqafijrman
Ademas, entre la membrana citoplasmatica y la pared bacteriana se itha yiedalizar el
periplasma y porinas en la membrana externa, por lo que la pared de las bacigwiadcohol
resistentes es mas gram negativa que gram positiva.
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Figura |- 3. Esquema de estructura de la pared celular de las Micobactesmsimbolos azul claro
representan residuos de arabinosa, los simbolos rojos representan residuos de galactosa, losasésbolos
representan residuos de manosa y los circulos negros representan residuos de gldacgzinBtiemanano,

el d-glucano yel dmanano son polisacaridos capsulares. Las cadenas de acido nsedticestran en verde
oscuro. LM: lipomanano; ManLAMlipoarabinomanano protegido con mano&&;: arabinogalactano; PG:
peptidoglicang TDM: Trealosa Dimicolatos, TMM: Trealosa Monomiatos, SL: Sulfolipidos, PAT:
Poliaciltrealosa, PIM: Fosfatidil Inositol Manosidos, DAT: 2,3-Qdaciltrealosa, PDIM: Ftiocerol
dimicocerosatos, PGL: Glucolipido fenélico, MPM: Mandsil-fosfomicocétido.Tomado de Jackson M.,
2014 [41].

l.V. Complejo M. tuberculosisMTBC

La TB es causada por los miembros del compijoobacterium tuberculosifMTBC), la especie

Mtb es la que se aisla con mayor frecuencia en humanos. Por mucho tiempo se creyé que esta
enfermedad era causada por un patégeno de caracteristicas Gnicas, ya que su genoma era reconocido
como altamente conservado y sin evidencia de transferencia horizeng@nds; sin embargo,
actualmente se sabe que la variante lisa de MVBCanettj considerada como el miembro mas
ancestral del complejo, lleva a cabo procesos de transferencia horizontal de genes y procesos de
recombinacion entre cepas diferentes, ca@nfdole una mayor variabilidad genética con respecto a

los demas miembros del complejo. Hasta el momento, no hay evidencia de transmisiéon humano
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humano de esta bacteria, de hecho, solo se han reportado alrededor de 60 casos Unicamente en el
continente afdano, sugiriendo que el origen de esta bacteria es ambiental, aunque aun no se ha
logrado identificar unaservorio especifico. pesar deque M. canettitiene la facultad de llevar a

cabo la transferencia horizontal de genes, no se ha encontrado evilenicigpueda hacer otros
miembros del MTBC, lo que impide que esta sea una fuente de variabilidad genética para los
miembros de este complg?,43]

Los miembrosdd complejoMTBC pueden ser clasificadas en dos grupos: (i) Los adaptados a
humanos tales comdtb sensustricto, cuya diferenciacion entagslamientos clinicos esta dado por
sutiles diferencias gendmicas que dan origen a los linaj®s wfricanum [44], que circula
Unicamente en el continente africano, y este a su vez se divide en dos grupos de acuerdo con sus
caracteristicas bioguimicas y geogréfidds,africanumsubtipo | con propiedades similared/la

bovisy M. africanumsubtipo II, con propiedades similared/a tuberculosid45] y (i) Miembros
adaptados a anaies tales comavl. microti [46], M. bovis[47], M. pinnipedi[48], M.fimungd

[49], M.forygi® [50], M.fAsuricatta® [51], AChi mp an 458]eM. taprae[53] ¥ uM$i O
canettd [54] de vida libre. Todas estas especies conforman el llarfVei®C. Las especies
adaptadas a animalpseden causar enfermedad en los humanos a partir de transmisién zoonética.
Sin embarg, en general la clasificacion taxonémica de las especies del gdymybacteriunesta
sometida a constantes modificaciones y actualizacioieeacuerdo con los analisis genétigda
variaciéon en sus hallazgos. La mas reciente publicaci6Rigjas MA y cols, en 2018 en la
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiol@d], en la cualbasados en la
secuenciacion de genomas completos de cepas ATCC de cada especie del complej@rgposteri
ensayos de hibridacion digital DNBNA para la determinacion de identidad de Nucledtidos
Promedio y célculo de distancias filogendmicas entre otros andlisisispramla union de las
especies del MTB®. tuberculosisM. africanum, M. bovis, M. gaae, M. microti y M. pinnipedii

como sinénimos heterotipicos §tb y, recomiendan el uso del términar para diferenciarlas,

mi entras quM. | aasnMtaupnig & M.s dise/dghiersconsiderar como cepas

de la especidMtb pero denomindas de la misma forma, ya que estas tres Ultimas naidhan
publicadas adecuadamente para su validacién. Por lo tanto, se propone nombrar los miembros del
complejo MTBC de la siguiente maneid: tuberculosisvar. TuberculosisM. tuberculosisvar
africanum,M. tuberculosis var bovis,M. tuberculosisvar BCG, M. tuberculosis var capraeM.
tuberculosiszar microti,M. tuberculosivar pinnipediiM. tuberculosisvar canettiiM. tuberculosis

var mungi,M. tuberculosisvar orygis,M. tuberailosis var uricattaeM. tuberculosivar dasieM.
tuberculosisvar chimnaze¢b5].

El patégendMtb inicié su expansion clonal en el continente africano-gwmuciond con el hombre

[42,56] Inicialmente se crey6 que MTBC se origind en hospederos animales, sin embargo, con la
disponibilidad de metodologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS) y la secuenciacion de
genomas completos (WGS), se ha logrado determinar que las cepas anastMERBC se
separaron filogenéticamente de las cepas adaptadas a animales antes de la transicion demografica
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neolitica, es decir, antes del inicio de las migraciones humanas desde el continente africano a otros
continentes[57], dando como resultado la dispersion dguabs miembros del MTBC vy la
adquisicion de cierta especificidad en cuanto el predominio de determinados genotipos en
determinadas regiones geograficas; sin embargo, este fendmeno se ha visto alterado por la capacidad
de las personaspara navegar y comesti estrategias qules ha permitido interactyacon
poblaciones distantes, lo que se ve reflejado en la adaptacién bactegean@os poblacionales,

dando paso a la diferenciacion de las cepas bacterianas en grupos que dan origen a los linajes,
sublinags, familias y genotipd®8,59] De hecho, la presencia de material genético de MTBC, en
lesiones 6seas de momias pertenecientes a diferentes culturas, quke digéos de antigliedad y

gue provienen de civilizaciones egipcias, europeas, asiaticas, africanas y precolombinas en el
continente americano, soportan esta observacion que ha sido ampliamente descrita en la literatura
[60] indicando una posible esvolucion con el hombid 4,61,62]

A pesar de la estabilidad del genomawtb debido, entre otras razones, a la muy baja capacidad

de intercambio de material genético irdspecie e inteesgecie[63] y a la limitacion en el proceso

de transduccion, @édo a que el locus CRISPRé&peticiones Palindrémicas Cortas Agrupadas y
Regularmente Interespaciadaestringe la adquisicion de DNA a partir de bacteriéfdéds.

Llama la atencion la evidencia existente que indica que pequefas variaciones como mutaciones
(SNPs, deleciones mserciones principalmente) y cambios a nivel regulatorio, muchas veces
inducidos por presiones selectivas ambientales o inducidas por los mismos humanos, se produzcan
grandes variaciones en el fenotipo bacteri@@ciasa las observaciones realizadapaatir de

diversos estudios en animalb,66], en modelos celulard$7,68] y en estudios en humanos
[69,70], se ha podid evidenciar la variabilidad en el fenotipo de la enfermedad, mostrando la
existencias de cepas hiper, hipo y normovirulef@as/ 1] variabilidad en el perfil de resistencia a
antibidticos aun en cepas del mismo genotipprgsenca de las mismagn una poblacion
circunscritg[72,73], se concluye que a pesar de la alta conservacion en los genomas de las distintas
cepas, los cambios puntuales que se producen impactan significativamente el fenotipo de la bacteria
y de la enfermedad en los modelos evaluados.

Diferenciasen la virulencia y en el perfil de resistencia, impactan negativamente en la eficacia del
tratamiento, lo que obstaculiza alcanzar la meta de la disminucién del nimero de casos incidentes y
prevalentes de TB en el mundo y por ende las muertes por estaextdd, que son desencadenadas

por los diferentes genotipos Wb anteriormente mencionadfss].

[.V. I. Métodos de tipificacion molecular, evolucion y clasificacion del

complejo M. tuberculosis
La Epidemiologia Moleglar deMtb, ha sido util para establecer diferencias a nivel genético y
determinar asi la dinamica de transmision de la enfermedad. Las técnicas de epidemiologia
molecular permiten establecer transmision reciente de cepdbdeeactivaciones enddgenas y
reinfecciones, pseudoinfecciones, brotes, evaluacion de los programas de TB y georreferenciacion
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de linajes. El conocimiento generado a partir de este campo, ha sido muy util en los programas de
salud publica sobre todmpaies desarrolladdg4].

Las técnicas de tipificacion ddtb mas usadas a nivel mundial son: RHEB 110 A Restri ct
fragment Length Pol gentalgdgituddenos Fiadhmertos dedRestricci®ny
Spoligotyping (espoligotipado) y MIRUBNTR #fA Mycobacteria I ntergeni
Vari abl e Number Tandem Repeatso (Uni-daidhdes Repet
Variables RepetidasneTandem). El nivel de resolucién de cada metodologia va a depender de la
region gendmica a tipificar y de la cobertura del genoma por cada una de ellas.

RFLP-1S6110: esta técnica se basa en el polimorfismo generado por la diferencia en la longitud de
los fragmentos de ADN digeridos con una enzima de restriccién. En el clslsdauleerculosissu
aplicacion en tipia utiliza la deteccion de la secuenc&l18 Hasta hace poco tiempo fue
considerada como el método estandar o prueba de referencia figicadal complejoVitb, cuya
metodologia fue estandarizada por Van Embden JD, [[@)3La variabilidad en el nimero de

copias de 1611Q asi como su localizacién en el cromosodeMtb, genera un alto polimorfismo

entre las cepas de diferentes origenes, lo cual posibilita la diferendi@6]oil polimorfismo
encontrado entre las diferentes cepas puede explicarse por la capacidad de transposicién del
el emento, se asume gque unha transposici-n fAnat ul
un determinado patrén. Las caracteristicasgpecificidad de especie, estabilidad en el tiempo y

alto grado de polimorfismo son las 3 caracteristicas requeridas para permitir su utilizacién en
Epidemiologia. Se han descrito cepadite carentes de K&L10.y también una baja proporcion de
aisladoscon escasas copias de613Q En ambos casos el poder discriminatorio del método
disminuye por lo que se recomienda utilizar otros métodos para la diferenciacién de estos aislados
[77,78]

Las principales desventajas de esta metodologia son: la gntidacl de DNA requerido, la
dificultad en su realizacién, laaja capacidad deomparacion intelaboratorios y el bajo poder
discriminatorio en aislamientos clinicos con pocas copias|&140[79].

Spoligotyping y MIRUSVNTR son dos métodos de tipificacion basados en PCR, por lo que
requieren poca cantidad de DNA gendmico. La region polimorfica que se tipifica con spoligotyping

es el locus DR (Direct Repeats) descrito por Kamerbeek y cols., @firB99Actualmente sabemos

qgue el locus DR eMtb pertenece a los Locus CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeat$80], la presencia de estos locus en los genomas bacterianos fue descrito por
Ishino y cols., en 1987 dh colia partir de la clonacioyla secuenciacion del geap responsable

de la conversion des isoformas de la enzima fosfatasa alcdBid al realizar el anterior proceso

notaron la presencia de regiones repetidas de 29 nucleétidos espaciadas por regiones no,repetidas y
gracias a la subsecuente secuenciaciorvat@os genomas bacterianos, estas estructuras fueron
reconocidas como regiones CRISPRdAterminar su estructura y funcion, concluyeron que estas
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regiones gendémicas se encuentran en nimero variable dependiendoitayespe esta region actla

como una especie de sistema inmune bacteriano, ya que una vez un fago infecta una bacteria, se
incorporan los &cidos nucleicos de dicho fago al locus como regién no repetida o espaciador e impide
una nueva infeccion actuando com un fsi st e ma i nbactaniano[6dleLa me mor i a o
tipificacion del locus DR se lleva a cabo a partir de la amplificacion por PCR y posterior hibridaciéon

con sondas complementarias de las secuencias espaciadoras fijadas en una membrana de nylon por
medio de una hibridacion renga, lo que permite identificar la presencia o ausencia de los
espaciadores 1 a 4&I locus Estos resultados pueden ser facilmente digitalizados con codigos
binarios lo que facilita la comparacion de resultados entre labos@ioprincipalbeneficioesla
clasificacion erdinajesy familias de aislados de MtBin embargo, es el método de tipificacion de
masbajo poder discriminatorio, por lo que es necesario realizar otro método como MIRURB

[82]. Con respecto a la construccion de filogenias y a la determinacion de relaciones evolutivas, este
en un marcador muy poco robusto, ya que solo se analiza una pequefia region genémica, dando como
posible resultado, la evolucién convergente en las cepasaatas, como se evidencio en un estudio

que utilizo los patrones existentes de la base de datos Sp[@BB4

El método MIRUSVNTR fue descrito por Supply y cols., en 1984] y consiste en determinar el
namero de VNTRs en cada locus MIRUS. En el genomidttie existen 41 de estos locus, de los
cuales 24 son los mas pobnficos, inicialmente solo se utilizaba un set de 12 o 15 locus para esta
metodologigd84,85]

El Spolygotyping, junto con MIRUSNTR son las metodologias utilizadas actualmente para
genotipificacion. Aunque estos métodos de Epidemiologia Molecular son muy utiles a nivel
epidemiolégicoy estudios de brotess necesario el uso de otros marcadores genéticos para estudios
de relaciones evolutivas, ya que estos generan el fenémeno dggemtia genéticgja que se

basan en pequefias regiones del genonMtlleque son altamente polimaréis con altas tasas de
cambio. B laFigura 1-4.,se esquematizan los diferentes blancos moleculares usados en los métodos
de epidemiologia molecular pdigificacion deMtb [86].
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Figura I- 4. Cromosoma de M. tuberculosis con blancos moleculares y métodos de tipificacién de cepas y
aislamientos clinicos. MIRUENTR, Spoligotyping, RFLPIS6110, identificacion de SNPs en genomas
parciales o completos. Autoria propia

Las relaciones evolutivas deTBC han sido estudiadas y abordadas desde diferentes perspectivas

y marcadores moleculares, gracias a esto, se ha logrado establecer que Mtb es un patdégeno con una
reducida variabilidad genética, y estas diferencias solo pueden ser determinadas usaodadméto

di ferenciaci-n de alta resoluci-n tales como L
desecuencia larga), detectados a partir de la hibridacion con un set de arreglos de DNA o por PCR,
identificando deleciones largas en el genoma. Sin gjoba pesar de la robustez de este marcador

a nivel epidemiolégico, no posee suficiente resolucion para la diferenciacion entre cepas
estrechamente relacionadas. La metodologia mas robusta para la reconstruccion de filogenias es la
tipificacion de SNPs (8gle nucleotide Polimophisms) en secuencias de genomas completos, actual
prueba de oro, o la identificacion de SNPs en secuencias mul{i8¥;88]

Actualmente se sabe que MTBC se divide en dos grandes grupos de linajes denominados
Afancestraleso y Aimodernoso,; l os linajes ancest:H
la region ThD1, mientras que los modernos si poseen esta dg§B2joEn la region TbD1 de los

genomas de linajes ancestrales, se encuentra un nimero importante de genes derarfphiflia
(Mycobacterial Membrane Protein Large 7), que dodif para proteinas micobacterianas de
membrana, implicadas en el transporte de componentes de la pared celular como PDIM (Ftiocerol
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dimicocerosato) y policétidos especificos, como también en la expulsion de medicamentos
antituberculosos al exterior dedélula, por lo que estan implicadas en la resistencia a antibiéticos,
de tal manera que los linajes modernos pierden esta capacidafjgurdal -5., se muestra la mas
reciente reconstruccion filogenética de MTRBR2].

Basandose en la reconstruccion filogenética de MTBC por SNPs, en genomgdstas se
determiné que existen Ithajes filogeogréaficos, denominados dePl1Los linajes modernos, son
monofiléticos, es decir que todos comparten un Gnico ancestro comun a diferencia de los linajes
ancestrales. A este grupo pertenecen los sigui¢inggss: Linaje 2 (Oriente Asiatico) el cual
comprende el genotipo Beijinginaje 3 (Oriente Africano y Centro de Asia) y Eihaje 4 (Euro
Americano). Por el contrario los linajes ancestrales son parafiléticos, a este grupo pertenecen: el
Linaje 1 (Oriente Africano, Filipinas y Borde del Océano indidajiaje 5 (Occidente Africano 1);

Linaje 6 (OesteAfricano 2); Linaje 7 (Etiopia) Anteriormente, usando LSPs y secuenciacion
multilocus, no se habia logrado identificat@aje 7 [42,74]

*
Lineage 4 Tb D 1 100/100 /
Europe, America, /
Africa
‘Modern’ .
Lineage 1
MTBC East Africa, The
99/100 1061100 Philippines, Rim of
100/100 / e Indian Ocean
100/100 ;3’5'95
100/100 M. conettii
100/100 A 100/100
’ 100/100%
Lineage 3 /
East Africa,
Central Asia 7R 100/100
West African 1
Lineage 2 Lineage 5
East Asia
— West African 2 A“"_“""
0.0050 Lineage 6 strains

Figura | - 5. Arbol de minima expansién basada en SNPs obtenidos de la comparacion de secuencia de
genoma completo de 220 cepas de MTBC [38].

Mas recientemente, g&gro identificar la presencia de un linaje adicional que circula exclusivamente

en | a regi-n de | os grandes | aglomae &Rubndac ont i nent e
Ugandd', el cual se obtuvo a partir de un paciente masculino de 77 afios, quienigpd®/é&ganda,

pero vivia en Ruand®0]. Usando el test Deeplex® MyEB en el cual se determina el genotipo

(spoligotyping), deteccién simultanea de resistencidebaoa a 15 farmacos, determinacion de

especie (evalia ~100 especies del género Mycobacterium), se determiné que el aislamiento
bacteriano era resistente a rifampicina (Mutacién Asp435Tyr enpybrecibié tratamiento de
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segunda linea para tuberculosisncmoxifloxacina, kanamycina, protionamida, etambutol,
clofazimina, izoniacida y pirazinamida, el paciente fallecié después de 20 dias de tratamiento,
posteriormente se logré establecer que el aislamiento clinico eraDH3RuUéS dia secuenciacion

y andlsis del genoma, se logestablecer que esta cepa ddexn 189 SNPs del ancestro comin mas
cercano del MTBC M. canettiy s e cat al og- c¢ o mdgandadSeiidéntificaaopn e 8 R
in silico las mutaciones Ser94Ala éthA( r esi st encia a i zoniacida),
identificaron las mutaciones Ala378 embBy Ala205 engidB las cuales no se asociaron con
resistencia a etambutol ni a estreptomicina, el espoligotipo de esta cepa no habia sido previamente
reportado en la base de datos internacional SITVIT2 y tenia el patrdn
1111100000000000000000000000000001110000000. EHguea |-6 se muestras la construccién
filogenética de 241 cepas de MTBC a partir de la identificaciéon de 43.442 SNPs mostrando la
relacion evolutia del recientemente descrito Linaje 8 y su cercania Morcanettii [90].
Posteriormente se identifico klnaje 9 el cualse encuentrgeorreferenciado eAfrica oriental

[91].
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Figura |- 6. Arbol filogenético de maxima verosimilitud construido a partir de 241 genomas de MTBC
mostrando las relaciones evolutivas de los linajes ancestrales y modernos de MTBC [81].

El Linaje 9 del complejaMTBC, sedecribio a partir de un estudio de genémica comparativa de 696
genomas de los cuales el 95% se aislaron de pacientes provenientes de Africa subsahariana y, 5% de
los genomas de pacientes de origenafricana 365 genomas correspondian al Linaje 5, 326
genomas correspondieron al linaje 6 y 5 genomas no pudieron ser clasificados en ninguno de estos
dos linajes. Al contrsuir la filogenia, se encontrd que los 5 aislamientos no clasificados, formaron un
clado hermano al linaje 6; los pacientes de los queske@i estas bacteripsovenian del oriente

africano (Djibuti, Somalia y un paciente de origen europeo), mientras que los aislamientos del linaje

5 y 6 provenian del occidente africano del centro del continente. Los 5 genomas no clasificados
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presentaron na distancia de 1,191 SNPs al linaje 832 SNPs al linaje 5 y491 SNPs a los
genomas asociados a animales, clasificasts & aislamientos como Linajd®L]. Enlafigura | -

7 se muestra la filogenia construida con 424 genomas. @dricanum demostrando la formacion
del clado hermao al linaje 6 denominado corhdnaje 9.

1e-04
RD7, RD8, RD10

REGION

* Central Africa

*  EWestAfrica
East Africa
Non African
South Africa

*  WWestAfrica

DR

* DR

* pan-susceptible

RD9

Lineage 5

Del713, Del715

—— = = = = M caneffi

Figura |- 7. Filogenia construida a partir de 424 genomaddafricanumanalizados junto con genomas
asociados con animales de referencia. Tomado de Coscolla M {8d#dls.,

En cuanto a las diferencias entre los primeros 7eiiyae han logrado establecer marcadores para

cada uno, de acuerdo a LSPs, as? por ejempl o el
del eci -n en RD9 y en RD711,; el l i naje Occident
RD702; el linajelndoOc e 8 niicnaajfe L1606 posee deleci-n en RD9 vy

Africano y denaje @86 pesaefidel eciones en TbD1
Asiatico posee deleciones en ThDRD105, RD181, RD150 y RD142 y algunas familias de este

linaje poseen deleciones en RD207 (responsable de la perdida de los primeros 34 espaciadores en el
locus DR del genotipo Beijindg®2].
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El l i naje Eur oamer i ¢ an oelinafeddetermipados god delecomemgnias n d e
regiones RD115, RD122, R4 (Diferencia el sulinaje RD rio), RD182, RD183, RD193, RD219,

RD726 y RD76[93]. Adicionalmente, las cepas de este linaje presentan una delecion de 7 pb en el
genpksl/15 que codifica para PDIM, que es el lipido mas apolar y mas importaMtbdgl linaje

4 se caracteriza por presentar deleciongskef/15122,115, 182, 183, 193, 219, las que son mas
frecuentes en cepas provenientes de los continentes americanmpeo, mientras que las
deleciones 174, 726 se encuentran con mayor frecuencia en cepas de Africa Occidental. La delecion
761 en cepas de Africa del sury la 724 en Africa central, ademas la identificacion de las cepas de
este linaje se puede realizanr pa identificacion de SNRsnkatG463/gyrA 95[94].

La secuenciacién de genoma completo (WGS) es el método mas robusto para la construccion de
filogenias, basado en la identificacion de todos los SNPs presentes en los genomas a estudiar. Esta
metodologia permite determiniar silicolos MIRUS, patrones depBligotyping, 1$5110,LSPs, y

detecta ademas mutaciones y tipos de mutaciones presentes en el genoma. Por las razones expuestas
esta metodologia se convierte en la herramienta de eleccién tanto para epidemiologia molecular
como para el estudio de relacisravolutivaq95].

Los primeros estudios de iderntdicion de SNPs, se llevaron a cabo a partir de la secuenciacion
multilocus, usando un set de genes implicados en diferentes procesos metabdlicos de la bacteria.
Estos andlisis se realizan a partir del alineamiento de las secuencias de dichos genestificaa id
mutaciones puntuales entre cepas y luego se establece si dicha mutacion produce o no cambio en el
aminoécido codificado. Las mutaciones a nivel de SNPs e indels, pueden tener efectos a nivel de la
sintesis de proteinas y expresion génica. LossSMPmayor importancia son los no sinébnimos, ya

gue cambian el marco de lectura de las proteinas, produciendo cambios funcionales importantes,
estas mutaciones confieren un impacto importante en el fenotipo, linaje y resistencia a
medicamentos, por mutacies de novo en MTB{®6]. Entre mayor nimero de SNPs no sinénimos,

mayor es el cambio evolutivo de la cepa, pfamplo,Gutacker y col., establecieron las relaciones
evolutivas deMitb analizando 5069 cepas, comparando la secuencias de 7 genes con las secuencias
de los genomas de las cepas H37Rv y CDC1pérmitiendoidenificar nueve clusters o grupos
genéticos y 227 SNPs no sindninfi@g]. Sin embargaa pesagueseanalizaron un gran niumero de

cepas, las filogenias reportadas son sesgadas y convergentes, debido a la pobre cobertura del genoma
[98].

En el 2009 Comas y colsanalizaron l10sSNPs de 97 cepas di#b, a partir de la secuenciacion

directa de una region de 70 kbp, que corresponde a 89 genes, encontrando 339 SNPs que
determinaron unélogenia congruente con las correspondientes filogenias obtenidas por MIRUS
VNTR, Spoligotyping y LSP. A pesar de la concordancia encontrada en las filogenias determinadas
por las diferentes metodologias, gldBgotyping fue el método menos adecuado [@w@nferencias
evolutivas, ya que aunque infiere resultados evolutivamente importantes, las cepas son agrupadas en
grandes grupos, por lo que la informacion a nivel de clados y familias no es confiable; en cuanto a

10
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MIRUS-VNTR la informacién es mucho maenfiable si se usa el set de 24 locus, puesto que
clasifica las cepas deltb mejor y proporciona informacién evolutiva importante, por lo que la
secuenciacién multilocus es el método mas robusto para definir grupos filogenéticos de bacterias
genéticamentenonomorficas comiitb [92].

Se han identificado sets de SN§ue son informativos de cada linaje; el estudio de 259 cepas de

Mtb provenientes de diferentes partes del mundo, identifico 34.127 SNPs obteniendo los 7 linajes
existenteg98]. EI méximo numero de SNPs encontrado en este estudio al comparar dos cepas, una
adaptada a humanos y otra a animales fue de 2.188 SNPs, mientras que al comparar cepas adaptadas
ahumanos el resultado fue 1856 SNPs, de los cuales 387 SNPs fueron homoplasicos (convergentes).
Su aparicién esta dada por: (i) adicidn incorrecta de bases durante la secuenciacién, (i) mutaciones
recurrentes y (iii) seleccion positiva. De acuerdo a esmsdtados, eMtb son pocas las posiciones
variables, lo que confirma la teoria de la expansién clonal de este microorgpts9ed

En un trabajo realizado en el 2013 por Rose y cols., se identificaron los SNPs con informacion
filogenética importante para cada linage,cepas adaptadas a humanos y se obtuvieron 13.086 SNPs,
estudiando 28 cepas de MTBC procedentes de diferentes origenes geograficos y pertenecientes a los
linajes 16. En este estudio se analizaron los SNPs no sinénimos y sinénimos conservados en esta
polacién, los que son especificos de cada linaje y estan relacionados con cambios evolutivos
temprano$100]. Los SNPs generados de novo, se han encontrado en genes que producen resistencia
a antimicobacterianos y que estan relacionados con cambios evolutivos recientes, dstajlae ex
hip6tesis que los cambios evolutivos tempranos de los patégenos disminuyen el fitness del
microorganismo. Sin embargo, se ha probado que es un patégeno con alto fitness a pesar de la
frecuencia de mutaciones en genes de resistptRiaEn MTBC, se presenta el fendmerm lds
mutacionescompensatoriasen las regiones determinantes de resistencia a medicamentos, en
regiones promotoras o0 en otros genes que confieren virulencia, lo que hace que ciertos linajes de
MTBC tengan mayor circulacién que otros a nivel mundial,102]

Se han encontrado 319 SNPs especificos en los linajes modernos (Linajes 2, 3, y 4); para el linaje 1
se identificaron 463 SNPs; Linaje 2: 124 SNPs; Linaje 3: 353 SNPs; Linaje 4: 163 SNPs; Linaje 5:
698 SNPs y linaje 6: 674 $$. La mayoria de mutaciones puntuales que se encontraron en este
estudio fueron no sindénimas, por lo que se categorizaron funcionalmente y la mayoria de ellas se
encontraron en genes regulatoridatl, Rv0275KdpDBlal, SirR, VirS, Rv3167¢/ Rv3830¢[100].

Los trabajos rncionados anteriormente, indican que el andlisis de SNPs a partir de la secuenciacion
de genoma completo, es la forma mas robusta de construir filogenias, indicando que la tuberculosis
se origind en el continente Adano, ceevolucionando con eHomaosagens que disperso la
enfermedad g@as a las migraciones humanalsgstablecimiento de rutas de comercio y a que este
patdégeno sufrid un proceso de adaptacion a determinadas poblaciones humanas, por lo que cepas de
MTBC de los linajes 5 (Occidente Afdno ), 6 (Occidente Africano Il) y 7 (Etiopid)asta hace
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poco se creia, estabadaptados Unicamente a habitantes de dichas zonas geograficas y a dichas
razas sienddos linajes 2 (este asiatico) y 4 (Euroamericalos)de mayor capacidad de adaptacio
dispersiény circulacién a nivel mundialestan asociados con alta virulencia y resistencia a
antibiéticos Sin embargo, recientemente se ha reportado la presendia teéerculosisvar
Africanum en Brasil, a partir de un aislamiento clinico obtenido a partir de una paciente con TB
pulmonar la identficacionse realiz6 por secuencién del genl6Sy secuenciacion parcial del gen
Hsp65[103]. Por otra parte, en 2016 se hizo el primer reportd.deberculosis/ar Africanumen
Colombia, a partir de la secuenciacién por lllumina de un aislamiento clinico obtenido en el pais
[104].

El genotipo Beijing, perteneciente al linaje 2 (Este asiatico), se origind en la provincia de Beijing en
China, de alli se dispersé a los paissiaticos vecinos (Mongoli€orea del Nortg/ Vietnanj,

siendo el responsable del mayor nimero de casos @m EBoriente asiaticfd05]. Este genotipo

esta asociado a alta virulencia y resistencia a medicamentos de primera y segunda linea, siendo
MDR) o XDR, este es un patdgeno exit@n términos evolutivos, puesto que, a diferencia de otros
genotipos, causa tuberculosis en personas de todas las razas. Posee una copia intgutaddébgen

gue le permite produckDIM, el cuales un importante factor de virulencia, asociado azali@n

en la modulacién de la respuesta inmune del huésped, produciendo una respuesta tipo Th2 no
protectora. Sin embargo, el perfil de resistencia a antibibticos, la expresion de genes de virulencia y
la modulacién de la respuesta inmune, son variables kestaislamientos clinicos de este genotipo
[106].

El segundo linaje mas disperso a nivel mundial es el Linaje 4 Euroamericano, se pueden encontrar
aislamientos clinicos de este linaje en cualquier pais del mundo, aunque comoreuloaiick, es

mas prevalente en Europa y las Américas, la diferenciacion de este linaje esta dado principalmente
por las regiones de diferenciacidadelecion erpks1/15e identificacion por foligotyping. Este

linaje se caracteriza por la ausenciaatedspaciadores &b y sus sublinajes mas importantes son
HARLEM, LAM, T, Sy X[107]. Aungue este linaje estd ampliamente diseminado a nivel mundial,

la virulencia de los aislamientos clinicos es variable, asi como el perfil de resistencia a antibiéticos
[108].

Los linajes on mayor restriccion en su localizacion geogréfica son los linajes Occidente Africano

1, Occidente africano 2 y el linaje de Etiopitb co-evolucion6 con el Homo Sapiens origindndose

estos 2 linajes en el continente africano, las cepas de estos Beagepararon del ancestro comun

de Mtb casi simultaneamente con las cepas adaptadas a aniMalbevisy M. canetti) y de

acuerdo con estudios genomicos, se sabe que la adquisicion de esta bacteria no fue a partir de
animales domésticos, sino por unqaso de especiacion, lo cual dio origen a los diferentes linajes
filogeograficog42].
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I.VI. Genotipo Beijing: origen, descripcion, clasificacion
presencia global

El genotipo Beijing, perteneciente al linaje 2 o del Este asiatiddtides un grupo filogeogréfico
responsable de TB en por lo menos un cuarto del total de casos a nive]l§l®bhdlie descrito en

1995 por Dick Van Soolingen y cols., a part dn analisis poblacional de aislamientos clinicos
circulartes en China entre 1992 y 1994, quea@cterizaron por compartir el mismo patréon RFLP
1S6110,con 15 a 20 copias de esta secuencia de insercion y, en el estudio del locus polimérfico DR
estas cpas mostraron un espoligotipo significativamente diferente a los aislamientos de otras
regiones del mundo, caracterizado por poseeammgate los espaciadores 35 d4kb]. Las cepas

con estas caracteristicas genotipicas son conocidas como Beijing tipicas o clasicas, sin embargo, se
pueden encontrar aislamientos clinicos con diferencias en los patrones de bandeo 86 RELP

y con ausencia de espaciagldiferentes entre los espaciadores 35 a 43, dichas cepas son conocidas
como Beijing Atipicas o Beijindgjke [110]. Por otra parte, hay otro grupo de cepas que se han
denominado eemg imMRYveudoms cuales se caracteri za
este linaje, peral indagar sobre deleciones en las regiones de diferenciaciore$R&)ificamente

RD207 y RD105 se observa que estas cepas tienen una delecién mas corta (mas o menos 100 pb
menos) a la delecion presente en las cepas Beijing tifdita$ Adicionalmente, cepas de este

genotipo fueron identificadas en la década de los 90s en la ciudad de Nueva York en pacientes VIH+
enbb otes en hospitales y c¢c8rcel es, en ese momen
posteriormente se identificd que estas hacian parte de un pequefio sublinaje de la familia Beijing,

por lo que es comun encontrar en la literatura la denominacion de WgB&§2,113]

Se cree que el éxito del genotipo Beijing para mantenerse en circulacion a nivel global esta
determinado por varias causas; una de ,eilasacunacion con el bacilo atenuade M. bovis

Calmette Guerin (BCJ)L14], ya que la inmunizacion con esta vacuna ha sido ampliamente utilizada

en la region siaica en donde este predomiresta hipétesis ha sido formulada a partir de varios
estudios en los que se ha determinado que, por lo general a los paciestgse se les aisla han

sido vacunados previamente, mientras que en pacientes infectados cgermtgms bacterianos,

pueden o no estar vacunados, por lo que se postula que la presencia de cicatriz de la vacuna BCG,
es un factor de riesgo para contraer tuberculosis causada por el genotipo Beijing, especialmente en
areas en las que este es endéifdios,115]

Las cepas del genotipo Beijing, se han asociado con brotes de tuberculosis multirresistente (TB
MDR) a nivel global, causad@or migraciones poblacionales, comercio entre paises y facilidad en

el desplazamiento alrededor del mundo. El linaje Beijing posee ventajas selectivas, en comparacion
con otros linajes del MTBC tales com@): aumento en la capacidad de adquirir resiséenc
medicamentos,(ii): alta capacidad mutagénica y aumento en la transmisibilida@i)e
hipervirulencig116]; estas dos ultimas caracteristicas se observan més frecuentemente, en las cepas
de evolucion reciente, principalmente las encontradas en paises latinoamericanos, paises del sur de
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Africa y Europa Oriental, a diferenci@ das cepas ancestrales, las cuales en su area de influencia
principal Este asiatico, presentan perfiles de susceptibilidad a antibiéticos variables y virulencia
disminuida[109].

Genotipicamente y basandose en la identificacion o tipificacion de polimorfismos de secuencia larga
(LSP), cuyo tamafioaria entre 224y 11.985 pb, ehhje 2 se caracteriza por la presencia o delecion

de diferentes LSP que clasifican este genoppo;ejemplo; todas las cepas hasta ahora estudiadas
tienen la delecibn RD105 y la delecién RD263te ultimaesponsable de la pérdida de los primeros

34 espaciadores en el locus DR Direct Repeats presente en todos los mienMid3QIEl17]. La

RD181 es caracteristica de casi todas las cepas de la familia Beijing y es un marcador de evolucién
temprana mientras que las RD150 y RD142 pueden 0 no estartpseserlichas cepas siendo asi
caracteristicos de cepas de evoluciéon mas rediehig

El ardlisis de los LSP se ha logrado a partir de la amplificacion por PCR de estos, secuenciacion
parcial, total o a partir de la deteccion por hibridacién de sondas. Como se trata de grandes deleciones
gendmicas, estas son responsables de la delecién parutdl ale genes ddlycobacterium
caracteristica que influencia las variaciones en la virulermceste linaj¢119].

Los hallazgos destas deleciones gendmicas principales son: RD 105 de 4267 pb, que deleciona por
completo los gene®kv0072que codifican parte de una proteina transportadora permeasa no
caracterizada tipo AB(120] y Rv0073 que codifica para una proteina de union a ATP
transportadora de glutamina tipo ABC y deleciona parcialmente los #0963 1que codifican

para una posible madurasa imica de tipo Il, gen no esencial para el crecimiento in vitro de la
bacteria[121] y Rv0074que codifica para una proteina hipotética conservadcontrada en la
fraccion membranal de la bacteria por espectrometria de masas, no esencial para el crecimiento in
vitro [122].

La delecion RD207 de 7399 pb, es la principal responsable de la pérdida de espaciadores en el locus
DR (Direct Repeats) de este genotipo, es evidenciada en el espoligotipo caracteristico de 9
espaciadores 35 a 43 y a su vez es la responsabldaled&n parcial de 7 genes y la pérdida de la
secuencia de insercion@81Q Los genes delecionados por este RD sBm2814csubunidad de
transposasa requerida para la transposicion @ELIERv2815cTransposasa putativa paré619.0

gue se fusiona coRv281l4cposible responsable del cambio en el marco de lectura durante la
traduccion[123]; Rv2816¢ Rv2817¢ Rv2818, Rv2819cy Rv2820¢ codifican para proteinas
hipotéticas conservadas, que corresponden a posibles islas gendmicas espekifitdsedeulosis
[124,125] Por otra parte, la RD181 es una delecion gendmica de 711 pb, que delecionaedns gen

el Rv2262aue codifica para una proteina hipotética conservada de funcion desconBeizi263

gue codifica para una posible enzima oxidorredudfic®s]. La RD142 es una delecion de 2851 pb,
region en la que se encuentran ubicados 4 genRs1@P0y Rv119] que codifican para proteinas
hipotéticas;Rv1192proteina de funcion desconocidaigl posible factor sigma alternativo de la

RNA polimerasasigL [126,127] La RD 152 es una delecion de 11985 pb, resgiale de la pérdida
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de 12 genesutl, picD, y wag22que son miembros antigénicos pertenecientes a la familia de
proteinas PEPGRS Rv1754roteina conservada rica en proliRy1756¢ Rv1757csubunidades
transposasas putativas para 1S61R0.1760posible triacilglicerol sintetasa, responsable de la
acumulacion de lipidos de pared celulRy1761cposible proteina transportadora de extremo
hidrofébico involucrada en procesos de metabolismo lipidico de pared cBNI&62@roteina de
funcién desconocidaRv1763y Rv1764transposasas putativas para la insercion @é418y,
Rv1765qroteina hipotética conservada del citosoMdeuberculosig67,69]

Otro marcador importante para la clasificacion del genotipo Beijing es la presencia de una copia
intacta del gemksl5/1, el cual es un marcador genético cominmente detectado en las cepas Beijing
de origen asiatico (81); este gen codifica para un facteirdiencia lipidico de la pared celular
denominado Ftiocerol Dimicoserosato (PDIMI28,129] es el mas apolar de la pared de la beGter
relacionado estructuralmente con el glicolipido fendlico y su estructura es tan densa, que ha sido
denominada la CERA de la pared cel{l®7]. EL PDIM se encentra presente en todas las especies

del complejoMtb y en algunas micobacterias no tuberculosas (MNT), siempre y cuando sean
patégenas para humanos y animales. Todas las cepas que producen ptiocerol dimicocerosatos o
ptiocerol ptioceranatos, también stitan sustancias estructuralmente relacionadas como los
fenolftioceroleqd130]. En teoria las cepas b virulentas poseen una copia completa de este gen

y producen PDIM, sin embargo, cepas de como H37Rv y CDC1551, poseen una delecion de 7 pares
debases en este gen que afecta la produccion tanto de PDIM como del Peptido PGLs; las cepas del
linaje 2 producen estos dos lipidos, lo que posiblemente esta relacionado con su exacerbada
virulencia sobre todo en las cepas de evolucion moderna, estmh@osigrobado en estudios en
modelos animales (Ratén y Cobayo) y celulares (Macréfagos) usando cepas virulentas (HN878)
deficientes erpks15/10 cepas transfectadas con este gen (CDC1551, H37Rv, Erdman), cuyo
fenotipo resulta en cepas con mayor virulegoia respecto a su contraparte silveftfd,132]

Otros marcad®s genéticos para la clasificacion de las cepas Beijing en sublinajes ancestrales o
modernos como la presencia de un locus NTF (Noise Transfer Function) intacto con la RD181 intacta

es caracter2stica de | as cepasse geBdipo,asinesth geuas o
encuentra delecionada | as cepas son cll183%i fi cad:
Lascepas mas modernas de la familia Bgijse caracterizan por la presencia de 1 o 2 copias de la
IS6110en la regién cromosomal NTF y por la presencia de mutaciones de Unico nucleétido (SNPs)

en los genes que codifican para enzimas de reparacion de DNA que son exclusivos del genotipo
Beijing Mut2y Mut4[134]; enMut2 se produce una mutacion en el codén 58 produciendo el cambio

de glicina por arginina GGA (Gly) por CGA (Arg), y en el gdat4 se produce un cambio de

Arginina por Glicina en el codon 48 CGG (Arg) g86G (Gly). Las cepas que no presentan SNPs

en estos genes, son denominadas como cepas mod&HaS6]

De acuerdo a estudios filogeograficos recientes, a partir de analisis de\NWNRR e identificacion
de SNPs en secuencias de genomas completos de 4987 cepas pertenecientes al genotipo Beijing
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provenientes de 99 paidd46] se sugirid que este linaje se origind en la zona nororiental del este
Asiatico en el norte de China, Corea y Japdn, hace aproximadamente 6600 afios y se determiné que
este genotipo se divide en 6 sublinajes o grupos principales o complejos clonales (CC): CC1, CC2,
CC3, CC4, CC5 y CC6 y un sublinaje basal BL7. Con estos 7 s@slisaj construyd un arbol
filogenético de minima expansion (MStree), que los agrup6 en 3 brazos principales. Posteriormente,
se indagod por la presencia de 186130, en la region NTF estudiando un subgrupo de 337
aislamientos y se determin6 que los comglejonales 1 a 5 (CGLC5), se clasificaron como cepas
modernas tipicas por la presencia de esta secuencia de insercion y, que las cepas pertenecientes al
CC6 y BL7 se clasificaron como variantes Beijing Ancestrales Atipicas, por la ausencia de una o
dos opias de la 16110en esta regiofil16]. Ademas, estos sublinajes tienen dismatrones de
dispersién a nivel mundial, CC1 (Asia central alrededor del mar negro), CC2 (Rusia y Oriente
Europeo), CC3 (Oriente Asiatico, Océano Pacifico y Américas), CC4 (Africa oriental y sur y océano
Pacifico), CC5 (Dispersion hacia el océano pacifii@onesia y Polinesia) y CC6 y BL7 (oriente
asiatico, Norte América y Méxicdn laFigura I-7., se muestra se muestra la distribucién mundial

de los complejos clonales del genotipo Beijibg7].
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Figura |- 8. Distribucién mundial de los complejos clonales y el linaje basal del genotipo Beijing en donde
cada circulo corresponde a un pais y el tamafio del circulo corresponde a la cantidad de aislados clinicos.
Tomado de Merker M. y cols 201504].

Como se puedevidenciar, dependiendo de los marcadores empleados, se obtienen resultados
diferentes de filogenia del linaje 2, por lo que no hay un consenso con respecto a la caracterizacion
del mismo. Con el animo de unificar la clasificacion de este linaje, rewiente se realizé un

andlisis evolutivo y comparativo con todos los marcadores empleados por los diferentes estudios
[138]. En esta investigacion, se analizo el genoma de 1.398 cepas del linaje 2 provenientes de 32
paises y adicionalmente se incluyeron los datos de 13 estudios independientes. Después de excluir
regiones repetitivas, elementos movilgenes de la familia REPE, genes asociados a resistencia a
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medicamentos y SNPs artefactuales asociados a indels, se emplearon 39.786 SNPs para reconstruir

la filogenia de maxima verosimilitud; los resultados obtenidos dividen el linaje 2 en dos clados
filogenéicos: proteBe i j i ng Yy 8Beicjoiong LG c-Bejirrgse cdracterizanl ad o p
por la delecién RD105 y un patrén spoligotyping atipico para Beijing, conteniendo espaciadores

entre los espaciadoresAB§[138].

Las cepas del clado Beijing ficl8sico0 se carac
dentro del clado contiene los gemaatT2, mutT4y ogt intactos Pasos evolutivos subsiguientes
consistieron en adquirir la delecién RD181 y una mutacion eenehgtT4(coddn 48). Otro grupo
monofilético importante lo constituyen cepas con mutaciones en los metb4$(codon 48) yogt

(cod-n 37). Todas estas ramas son consideradas
grupo monofilético mayoritariq1212 cepas del estudio mencionado), contiene cepas con las
mutaciones emutT2(coddén 58) mutT4(codon 48)ogt (coddn 12) y la presencia de la secuencia

de insercion 16110en | a regi -n NTF,; estas cepas son cons
clado Beijing. Finalmente; el clado Beijing es dividido en 8 grupos de dos a 5 subgrupos
dependiendo del estudio

Por tal motivo, Shitikov y cols, proponen un método para la clasificaciéon del linaje 2, el cual incluye

los clados protdeijing y Beijing, y tene un mayor poder discriminatorio mayor, comparado con

los otros métodos de genotipificacion. Este método clasifica 10 grupos dentro del clado Beijing,
donde tres de ellos pertenecen al grupo Beijing
Ancestral 3) y siete pertenecen al grupo Beijin
African 2/RD142, Asian African 3, Pacific RD150, Europe/Russia BO/W148 outbreak y Central
Asia)[138].

[.VI. l. Epidemiologia de Genotipo Beijing

l.VL.ILI. Genotipo Beijing en el mundo

El genotipo Beijing del Este asiatico Mib es uno de los méaxitosos a nivel mundial junto con

cepas del linaje Euroaméricano. Aunque como se discutié anteriormente su origen es asiatico, hoy
lo encontramos en casi todo el mundo y mas de un cuarto de la epidemia global de TB es causada
por cepas de esta familiAunque hay paises en los que aln no se reporta, muy seguramente en
muchos de ellos es porque no se busca, si bien es dificil establecer una prevalencia o incidencia
mundial de este genotippor la novigilancia epidemiolégica de genotiposMéb por pais cmo se

hace en la mayoria de los eventos de interés en Salud publica, si se encuentran diversos estudios en
los que se reporta Beijing en todos los contingii@g).

Ademas @ ser un exitoso patdgeno emergente por su capacidad de infectar personas sin distingo de
nacién o raza como ocurre con otros genot{dd9], por ejemplo los del Occidente Africano y

Etiopia (Linajes 5, 67, 8 y 9 los cuales estan limitados geograficamente; el genotipongeiji
frecuentemente se encuentra en Brotes de TB, causando TB resistente a medicamentos y casi siempre
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se presenta como un patégeno con alta virulencia causando cuadros graves de la enfermedad
[112,113] que en muchos de los casos el desenlace eflf@al

Seg¥%n | a AAcci - nenHarcadoresganéticas decneeratgendracion y técnicas para

| a epidemi ol og?2a vy contr ol de Tubercul osi so, el
comportamiento o patrones de presentacion mur{@iaEndémico sin resistencia a medicamentos,

gue predomiaen el Oriente Asiaticdii): Epidémico resistente a medicamergag circulaen su

mayoria en la antigua Union Soviética, Cuba, Vietnam y Sur Africa y con circulacion poco frecuente

en Europa Occidentd(ii ): Epidémico pero sensible a medicamentogwdrdrculosos circulando en

su mayoria en Argentina y Malawiiy): Muy poca o infrecuente circulacién en algunos paises del

continente Africano y continente Europdd1].

La asociacion de MDRB y genotipo Beijing es variable ya que no solo depende de la poblacién

de estudio, sino del origen de los pacientes, el tamafio de la mues{iai2it43]y asi como hay

estudios en los que no se encuentra asociacion entre resistencia a medicamentos y TB, otros estudios
si han logradaestablecer dicha asociacifiv4,145]aungue como se mencioné anteriormente ya

estdn establecidos los patrones de circulacion, dependiendo del estudio, se pueden presentar
cualquiera de los patrones antes mencionados en cualquiejl4iglr

En Asia,esel genotipo magrevalente, hay estudios que reportan genotipo Beijing en mas del 50%
de los pacientes o cepas incluidas en los estudios, llegando inc($ ale los casos de TB con
este genotipo en paises como Chi#s,147] Mongolia[148], Vietham[149i 151] e India[152].

En Europa la presencia de cepas genotipo W/Beijing es variable, en la AhtiguaSoviética la
circulacion de estas ekacon el45%-56% de los aislamientos, mientras que en Europa Occidental

la proporcion es bastante baja <6% de los aislamientos. En el continente africano el genotipo Beijing
es poco frecuente, sin embargo, en la capital de Sur Africa, la proporcion es significatvament
mayor[141], estudios reportan prevalencias de genotipo Beijing de menos del 10% y en algunos
estudios asociados a pacientes VIH+ como por ejenmpdczambiqud153].

[.VI. 1. ll. Genotipo Beijing en el continente americano

Lospaisesqueonf or man Am®rica Latina o ANuevo Mundoo, c¢
region del mundo, por los colonizadores europeos provenientes de Espafia, Francia, Portugal,

Inglaterra y Holanda, gracias a las ambiciones expansionistas del imperio fraigide gior

Napoleon I} America, se divide en tres regiones principales: América del Norte, América Central

y América del Sur, pero la region Latinoamericana, que en su mayoderfominad@omo tal por

el colonialismo espafiol esta dividida en: Amédeatral (México, Guatemala, Belice, El salvador,

Honduras, Nicaragua, Costa Rica y Panama), América del sur (Colombia, Venezuela, Peru, Ecuador,

Bolivia, Paraguay, Uruguay, Chile, Argentina, Brasil, Guayana, Guyana y Surinam) y las islas del

caribe en laguales hay variabilidad de idiomas siendo las islas mas representativas: Las Antillas
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mayores (Cuba, Isla de la Espafiola (Republica Dominicana y Haiti) y Puerto Rico), Antillas
Francesas y Holandesas, Trinidad y Tobago entre[aBdf

Debido al proceso de colonialismo eugopno solo llegaron al continente americano las costumbres
sociales, religiosas e idiomaticas digjo continentetambién llegaron diferentes enfermedades que
fueron transmitidas a la poblacion nativa americana e incluso fueron las responsables ate diezm
dicha poblacién en su momento con enfermedades como la viruela y el sargby&pry,
posiblemente la tuberculosis. Sin emlzaigabemos que la TB estaba presente en el continente antes

de la invasién europea, gracias a los registros que se conocen actualmente de presencia de DNA de
Mtb en restos momificados precolombirj@8]. Es I6gico pensar, que la variedad de genotipos que

hoy conocemos en el continente, son producto no solo del colonialismo europeo, sino de la llegada
de esclavos africagptrayendo consigo sus respectivos genotipddtbedando como resultadma

amplia variabilidad genética.

Datos estados por la OMS en el afio 201b8uestran quel continente americano aport6 cerca del

3% de la carga mundial de TB, que corresponde a alrededor de 300.000 casos al afio. Los paises con
mayor tasa de incidenciars Haiti, Per( y Bolivia con 16099 casos por cada 100.000 habitantes
mientras que el resto de los paises del subcontinente tienen tasas de incidencia mé&fiadsdzb

por 100.000 habitantes a excepcionGiéle que se sitia como pais de incidendcglton 624

casos por 100.000 habitan{2s].

En Canada la mayoria de los repoitaplican poblacién migranteEn un estudio en Alberta se

reporté que el 21% de las cepas de pacientes con TB correspondian a genotipo Beijing las cuales en
su mayoria presentaban @afggrado de resistencia a antibi6tidqa$6][157]; en un estudio de
cohortes de pacientes con BB su mayoria migrantes se determind que el 19% de ellos estaba
infectado con cepas de genotipo Beijji§8]. Canada es un pais caracterizado por recibir una gran
cantidad de poblacién extranjera para ocupar su territorio y dada la alta calidad de vida de este pais
se considera que es un pais con baja incidatec TB junto con Estados Unidos, en estos paises la

TB por gemtipo Beijing se presenta en-29% de los casd457,158]

En Estados Unidos, el reporte de este genotipo se ha realizado a partir de brotes, por lo que la
proporcion es alta; uno de ellos en la ciudad de Nueva York en donde se aislaron cepas MDR en el
22% de logpacientes con diagnéstico de TB, posteriormente con la tipificacion con-FSELEPO

se demostré que estas cepas pertenecian al genotipo Beijing y se denominaron \WB®jji&m

otro brote en Houston Texas en el 25% de los pacientes estudiados 326 de 1283 pacientes estaban
infectados por este genotipb60], a pesar que el reporte de este genotipo en USA es en brotes
epidémicos, se ha comprobado la circulacion nacional de Genotipo Beijing en@obiagiante y

no migrantg161].
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Hasta hace pocos afios, se pesaba que la circulacién del genotipg Beif\mérica Latina era
infrecuente, sin embargo, con la realizacion creciente de estudios de tipificacion de ddfias de
usando técnicas de epidemiologia molecular clasica o secuenciacién masiva, se ha evidenciado un
aumento significativo en el reportée este genotipo en los distintos paises de la plataforma
continental y las islas del carif62].

Los estudios que se han llevado a cabo en américa Latina son dispersos y se han realizado por lo
general en grupos especificos de poblacion. En una revision dedatizada con el fin de obtener
informacién sobre laresencia del genotipo Beijing en América Latseobtuvo que: Solo el®%
(980/25.184) de las cepas tipificadas por distintos métodos pertenecian a genotip§1B&ijithgs

paises con mayor predomirdel genotipo Beijing son Cuba (26%, n=112), Pera (16%, n=634)

y Colombia (5%, n=100). Los genotipos presentes en Cuba son SIT1/Beijing clasico, y solamente
una cepa es SIT190/Beijige [164]. A pesar de que Cuba tiene una de las incidencias de TB mas
bajas de América Latind65], es el pais con mas presencia del genotipo Beijing con respecto a los
otros paises de la region y ha siépartado desde el afio 1995, en este pais se ha incrementado
significativamente la presencia de genotipo Beijing de usPa®n el afio 1995 a un.B% en 2010

[166] y ademas presenta alta resistencia a los antibioticos de primera linea, en especial a
estreptomicingl41]. La asociacion existente entre resistencia a antibidticos y el genotipo Beijing,
surgié a partir de la falla en los programas nacionales de control de TB, en la extinta Unidn soviética
y se cree quia aparicién de estas cepas en América Latina, se deba a un efecto fundador gracias a
las relaciones diploméaticas entre los ex paises soviéticos y [a6gla

Peru es el siguiente pais con mayor proporcion de genotipo Beijing en América Latina, con un 16%
correspondiente a 634/25123 cepas, todas obtenidas de pacientes de la ciudad de Lima y alrededores
(29.4% segurcenso 2018). Colombia es el tercer pais con mayor carga de genotipo Beijing 5%
(100/1989)163], el cual fue reportado circulando en el pais desde 1997, especificamente encontrado
en la ciudad portuaria d&uenaventura sobre el Pacifico Colombifitgs].

Ecuador tiene una prevalendiaja del genotip8eijing con 117% , a pesar de ser un pais limitrofe

y de fronteras abiertas con paises con predominancia alta del genotipo Beijing, como son Peru con
16% y Colombia con 5% y al igual que en Cuba y Colombia, las cepas Beijing del Ecuador tienen
una fuerteasociacion con resistenciaas lanimicrobianog169].

El resto de los paises de la region, (México, Guatemala, Panama) presentan una prevalencia por
debajo del 1%, también paises con gran poblacién como Brasil. Los paises del cono sur (Chile,
Argentina y Paraguay) histéricamente han tenido prevalencias rjasydeBeijing, sugiriendo la
ausencia de migraciones importantes de poblacién asiatica o de Europa Oriental. Las islas del Caribe
Oriental, tienen un comportamiento diferente a Cuba, posiblemente influenciado por el tipo de
migrantes provenientes de Hoflny Francia principalmenfé70i 173].
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Finalmente, hay que mencionar que la informacion eseanogsa con respecto al genotipo Beijing

en Honduras, Haiti, Bolivia y Paraguay erfFlgura 1-8., se muestra la distribucién en América
Latina del genotipo Beijing en comparacion con los demas linajes que circulan en cada pais del
continentg163].
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Figura |- 9. Distribucién de genotipos por pais en América Latina. Tomado de CG€mirgs Ml y cols., 2020
[163].

I.VILIII. Genotipo Beijing en Colombia

Los estudios de epidemiologia molecular describiendo la circulacion de genotipdtb aan
Colombiacorresponden astudios que involucran varias regiones del pais, sin embargo, el genotipo
Beijing esta geaeferenciado principalmente en la ciudad de Buenaventura y por el momento no
existe reporte de la presencia de este genotipo en el resto del pais. El genotipinpred, a
diferencia del encontrado en los otros paises de la regioén antes mencionados, es el SIT190/Beijing
like con el 79% de las cepas Beijing y es casi exclusivo de Colombia, con la excepcién de Cuba, que
reporté solo un caso causado por este gamoHpprimer estudio que detectd la presencia del
genotipo Beijing en Colombia se realizé en 1998, basado en patrones RFLP y encontré que 11/34
(32.4%) de loscasosquetenianfalla en el tratamiento correspondieron a la Familia Be[firra].

En 2010 Murcia y col., reportaron en Bogota el primer caso mortal de TB causado por el genotipo
66Be-i | kagd [140179], 1addrteria se aislé de esputo y de muestras de necropsia; todos
los aislamientos, tuvieron un patrén RFLE6110idéntico, por Spoligyping, estas cepas se
caracterizaron por la ausencia de los espaciade3dsy 40 y por MIRUSVNTR (Mycobacterial
Intersperced Repetitive Unitgariable Number Tandem Repeats) se obtuvo el patron huérfano
224326153223, de acuerdo a la base de datasstiglit Pasteur de La Guadaloupe (SITVITIZ)5].
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Estudios posteriores realizados en Cali encontraron también cepas pertenecientes al genotipo
Beijing-like, SIT190, asociados a TEMDR/XDR [176,177] En el afio 2012, &ezo y col.,
realizaron un estudio de genaotipificacién en aislamientos clinicos obtenidos en Bogota, encontrando
los siguientes genotipos: LAM/SIT42 (49.34%), Harlem/SIT62 (38.25%), T/SIT53 (13.82%) y
Beijing-like (1.06%)[178].

Puerto G y cols., genotipificaron 51 aislados Méb, obtenidos también de pacientes en
Buenaventuragncontandouna prevalencia de 41% de cepas de la familia B4{jing], este estudio
refirié que el 81% de aislamientos TBDR correspondié a pacientes previamente tratados, mientras
gue en pacientes no tratados se recuperaron 5 aisladDRB no hubo ningun dismiento
sensible[180]. Llerena P y cols., analizaron por spoligotyping 201 aislados clinicos colombianos
asociados a MDRB y se encontro que el 36,3% de lodaales pertenecian al linaje LARB.9%

al linaje Haarlem y el 11% al linaje Beijif81].

Otro genotipo Beijindike encontrado recientemente en el pais es el SIT406/Bdéikmgn un

paciente indigena del departamento del Cauca que también pertenece a la region pacifica del pais
[182]. genotipo que también se encontré en un paciente de Guadalajara, M8gicd odas las

cepas Beijingike tienen todo el espectro de resistencia, desde cepas monoresistentes hasta
extensivamente resistentes (XDR), fedincia del fenotipo reportado en otros paises, en los que no
hay asociacion a resistencia, excepto en Cuba donde también se encontr6 esta d46dipcion

En otro estudio recientealizado por NietdRamirez y cols., en el que se estudiaron aislamientos
clinicos enviados al CIDEIM entre 2002 al 2010 para la realizacion de pruebas de susceptibilidad a
medicamentos, se logré establecer a partir del analisis 37 cepas de genotipp Reijiestas
presentaban un alto grado de resistencia antibiéticos, sobre todo aquellas con SIT 190, los resultados
de la evaluacion de susceptibilidad a medicamentos mostraron que 30 de los 37 aislamientos
tipificados en el estudio eran MDR, 6 fueron XPR fue sensible a medicamentos antituberculosis,

36 aislamientos clinicos pertenecian al genotipo Beljikg SIT 190 y 1 aislamiento clinico
pertenecia al genotipo Beijing Clasico SIT 1, se determiné que todas las cepas Beijing tenian la
delecion en laegion de diferenciacion RD105 y adicionalmente se establecio que estos aislamientos
clinicos eran sublinajes modernos del genotipo Beijing a partir de la confirmacién de la presencia de
las deleciones en las regiones de diferenciacion RD207 y RD&3]L

Lamayoriadelosasld os Bei jing recuperados en-lkeJl74pa2s perte
176,1'P,180]sin embargo, poco se sabe de la enfermedad causada por este genotipo, que difiere del
genotipo ABeijing Cl&8sico0 en el pat[8]l. n que prese

Los datos de los estudios mencionados ratifican la apariciéitbdgenotipo Beijing en nuestro pais
como un nuevo patégeno emergente asociado-MDB / XDR. Las actividades comerciales, el
turismo y la movilidad de la poblacion de la ciudad de Buenaventura al resto del pais pueden
contribuir a la difusion del genotipoelfing [116].
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Las cepaifkBeedi j3i2n3g SI T 190 sebupneiada utilizandelsptataformas t u d i ¢
PacBio; las caracteristicas encontradas para este genoma fueron: (i) tamafio 4.411.216 bp; (ii)
contenido G+C: 65.6%; (iii) regiones codificantes para proteir237 4iv) genes codificantes para

tRNA: 45; (v) genesodificantes para rRNA: 3; (vi) SNPs (Polirfismos de Unico nucleétido):

2.1431787 se encontraron en regiones codificantes, 743 fueron mutaciones sindnimas, 1026 fueron

de perdida de sentido o missense y 18 de ellas fueron sustituciones sin seitidse(giones: 588

y deleciones: 569. Posteriormente, la anterior cepa junto con la ce[83p1

La mayoria de trabajos de investigacion de las variables fenotipicas en virulencia se han llevado a
cabo en el modelo murino, utilizando los diferentes linajed/déubeculosis El Raton (Mus

musculus) esl principal modelo animal utilizado para estos estudios, ofrece diferentes ventajas con
respeto a los demas animales de laboratorio, entre ellas estan: la facilidad de su manejo, el costo
respecto a los demas modelos y la respuestane uniforme. A pesar de que la inmunopatologia

gue se desarrolla en estos animales no es igual a la que se desarrolla en humanos, lo que se constituye
en la principal desventaja de su uso, este modelo ha ayudado a entender las caracteristicas
patolégcas desencadenadas por las diferentes cepétbde cual ha contribuido a la identificacion

de blancos terapéuticos, a la evaluacion de la actividad de diversos antibiéticos y a la identificacion

de cepas virulentas de diferentes especies bacteriat@smeichas otras aplicacior{é86].
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Pl anteamiento del probl ema

A partir del primer reporte de pacientes con tuberculosis causada por el genotipo Beijing en la ciudad
portuaria de Buenaventura en 19984], asi como emin estudio posterior que utilizé6 ademas de
RFLP, MIRUsVNTR y Spoligotyping para tipificar varios aislados clinicos de diferentes muestras
obtenidos de una paciente proveniente del mismo puerto, se pudo determinar que pertenecian al
genotipoBeijing-Like SIT190, que se diferencia del genotipo Beijing clasico (SIT 1) por la ausencia
del espaciador nimero 40 entre los espaciadores 35 a 45 del lof1L40PR

La aparicion de estudios posteriores que reportan la presencia y su asociacion con resistencia a
antibiéticos en casi todas las cepas de este genotipo, corroboran la alta asociacion de genotipo
Beijing-Like con resistencia multiple y extendida (MDR/XDRnadicamentos para el tratamiento

de TB[146,163,174]y probablemente la hipervirulencia de este patdgeno el cual actualmente es
considerado emergente en nuestro pais. El genotipo Beijingéseomstituyendo en un grave

problema de salud publien el paiglebido asu alta resistencia segun proyecciones de la OMS,
hacia el 2050 van a ser | as ,RsSpimEipatebcaausanesdea s o (
muerte a nivel mundigdll87,188][189,190] En el caso de TB, se cree que cerca del 20% de los
pacientes previamente tratados con los medicamentos antituberculosos de primera linea son MDR y

el 9.7% deestos son XDR191].

Si bien no existen estudios a nivel me@l para conocer la situacion real de la circulacion del
Genotipo Beijing en el pais, en los estudios publicados hasta el momento no se han reportado casos
fuera de la ciudad Portuaria de Buenaventura y no se reporta la circulacién del genotipo con SIT190
en paises vecinos como Ecuador y Peru que tienen circulacién de BéiBha@dicionalmente, ain

no se tiene una explicacién precisa de las particularidades de esta bacteria en el pais, la principal
hipotesis es que debido a que en el pacifico colombiano se encuentra uno de los principales puertos
comerciales en la ciudad de Buenaventura, este puede ser la puerta de entrada de estas cepas
provenientesie Asia.

Dado que de estas bacterias solo se conogergtipo y su perfil de resistencia a antibitticos y de
acuerdo con los escasos reportes que se tienen, la mayoria de los pacientes infectados eon Beijing
Like mueren de la enfermedatdl como sucedié con el primeasoencontrado en la ciudad de
Bogotade la paciente proveniente del puertdBdenaventurl40,168,174]
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Hasta el momento no se han reportado en el mundo estudios referentes a la interaccion huésped
patégeno (en modelos animales ni celulares) del genotipo BEijagcuya presencia en pacientes
colombianos se encuentra en aumento. En este estudio segqpaomaiar el conocimiento existente

de este genotipo emergente, de tal manera que los resultados obtenidos con respecto a la virulencia,
respuesta inmune y expresion diferencial de genes en el andlisis de transcriptoma a partir de tejidos
infectados enlaaton Mus musculysBALB/c, permitira generar el conocimiento necesario de la
biologia de este genotipo en este modelo animalgungue los resultados que se obtengan no seran
100% extrapolables al humano, por sus diferencias en inmunopatogengiigadnitiran disponer

de herramientas Utilgmra generar intervenciones que permitan el control de esta peligrosa bacteria,
gue circula en Américeen Estados Unidos, Cuba y Colombia, siendo este ultimo el pais con el

mayor numero de casos reportafiogs].
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Hi pot esi s

Mycobacterium tuberculosigenotipo Beijinglike es mas virulento en el modelo de tuberculosis
pulmonar progresiva murino comparado con las cepas de referencia y con el genotipo Beijing clasico
circulante en Colombia. Adicionalmente, los genes del patégeno presentan una exjjeesitmiad

gue favorece el establecimiento y rapida progresion de la patologia pulmonar y extrapulmonar
produciendo enfermedad grave en los animales y posteriormente la muerte.
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Justi ficaci - n

En el inicio de la década de los 90, la TB se declar6 como una emergencia sanitaria mundial por la
OMS, y aun permanece vigentel genotipo Beijing es uno de los genotipos mas virulentos que
circulan en emundo, se le atribuye alta capacidad de virulencia, resistencia multiple y extendida a
medicamentos, esté asociado con fallas en los tratamientos, brotes de tuberculosis multirresistente
(TB-MDR), hipermutabilidad y aumento de la transmisibilidad.

Varios estudios experimentales han proporcionado evidencia de que las cepas clinicas de MTBC
difieren en su capacidad de virulencia. Teniendo en cuentaseugesconocen los factores
determinantes de virulencia en el hospedador humano infectado condekgasotipo Beijing

Like, asi como la respuesta inmune del mismo y la modulacién de la expresion génica de la bacteria
y el hospedador durante la infecci@h presente estudio brinda la posibilidad de determinar estos
factores en el modelo murino, conocimieque es de gran importancia para comprender la biologia

de la infeccion de este importante patégeno emergente en & qragstas razones consideramos el
presente trabajo pionero en Colombia y esperamos proporcione importantes bases fundamentales
parael control de cepas con el genotipo Beijlrige en Colombia.
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Obj eti vos

Objetivo General

Caracterizar la virulencia y la respuesta inmune in vivdgleobacteriumuberculosisgenotipo
Beijing a partir de |l a infecci-n del model o de
analizar la expresion diferencial de genes determinantes de virulencia en fase aguda y crénica de la
enfermedad en el animal

Objetivos Especificos

- Evaluar en el model o ani mal de tubercul os
histopatoldgicas e inmunolodgicas de la virulencia in vivavijeobacterium tuberculosis
genotipos Beijing circulante en Colombia.

- Evaluar en ratén BALB/c la expresion diferencial de genédydmbacterium tuberculosis
genotipo Beijing circulante en Colombia, asociados a su virulencia en las fases aguda y
cronica de la infeccion.






Cap?2t.Aiegl amientos <c¢cl 2nicos ¢
Model o de TB pul monar prog:
Bal b/ c

1.1. Introduccion

1.1.1.Respuesta inmune aMtb

1.1.1.1. Respuesta inmune Innata

El proceso de infeccion pditb ocurre cuando cualquier hospedador infectado expulsa los bacilos

a través de la saliva al toser o estornudar, estas gotaswdecsal bacterias pueden permanecer en

el aire por largos periodos de tiempo, asi como son capaces de sobrevivir en superficies, favoreciendo
la infecciéon de nuevos hospedaddasscuales inhalan los bacilos, los cudlegan a los alvéolos
pulmonares parestablecer la infecciéBe sabe de numerosas variables que favorecen la infeccion

y posterior enfermedad pbfttb, se conocen entre ellas, variables genéticas y ambientales, asi como
distintos mediadores del huésped y del microorganismo, implicados eawesiktencia o
susceptibilidad a la infeccién por lo que incrementan el ridggta progresion hacia un estadi

activo de la enfermedad. Entender como estos distintos factores interactian determinando el
desenlace de la infeccion es fundamental parssefidide nuevas y mas eficientes terapias contra
esta enfermedafiL92].

Una vez entran los bacilos al microambiente pulmonar, inicia una interesante interaccion entre los
efectores inmunoldgicos del nuevo hospedador infectaddogdteria. Mtb es un patégeno que ha
incorporado a su estructura genética mecanismos para evadir el sistema inmune de la persona
infectada a través de estrategias sofisticadas y efectores moleculares que favorecen el proceso
infeccioso y que bien podriaervir como blancos moleculares utiles para el desarrollo de vacunas

y nuevos tratamientos antituberculosis (Antibiéticos, inmunoterapia, terapia génica dirigida etc.,)
[193].

Las células dendriticaslgs macréfagos alveolares residenses las células encargadas deireal
el proceso inicial de fagocitosis y procesamiento de antigenos. El reconocimiento se da a partir del
receptor de fagocitosis ubicado en la membrana de las células presentadoras de antigenos
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profesionales (CPAjue son lasreargadas deeconoce los anigenos del patégeno. Luego, las
proteinas de superficie del bacilo, activan las proteinas del complemento. La otra ruta que puede
tomar la respuesta de las células fagociticas, es reconocer los residuos de manosa del
lipoarabinomanan (LAM) por medio desloeceptores de manosa. Si la fagocitosis se realiza por
medio de los receptores de complemento, se produce una cantidad limitada de especies reactivas de
oxigeno para mediar la muerte de la bacteria, pero si la fagocitosis, es mediada por los rdeeptores
manosa, el bacilo es dirigido al compartimento fagosomal, el cual al unirse con el lisosoma, tiene la
capacidad de madurar y acidificarse para matar la bacteria, este proceso es mediado por proteinas
bacterianas que le permiten evadir la accion dedlatas presentadoras de antigdt®4 196]

Existen muchos otros receptores involucrados en el reconocimiento de antigenos bacterianos, que
van a cumplir diferentes funciones inmunes para el corgrta thfeccidn, estos receptores, pueden

estar ubicados en la superficie o en el citoplasma de las oghdados que reconocen los patrones
moleculares asociados a patogeffAMPS), entre los que se encuentran: Receptde superficie

celular TLRs(Toll like receptors), CRs (Receptores de complemento), MR (Receptores de manosa)

y DC-SIGN (Sefalizacién pofélulas dendriticas)entre los antigenos que estos receptores
reconocen estan: LM (Lipomanan), lipoproteinas, yhalesa dimicolatos. Los recepés
intracelulares tales como: NOD, TLR9, DAI, cGAS, AIM2, NLRP3, IFI16, STING, DDX41y
RNA Pol lll, se encargan del reconocimiento de acidos nucleicos y peptidodi€mnbo7,198]

Luego de todo este proceso de reconocimiento, entra en accion una respuesta inmune innata
proinflamatoria, caracterizada por la produccion de las citoquinasJTNFLIbL €2 ehtie otras

gue produce la quimiotaxis de mas macréfagos al sitio de infeccién y desencadenan la migracién

al sitio de infeccién de células Natural Killer (NK) y neutréfilastivando el sistema de

complemento para mediar la muerte del bacilo fagdoi por otra parte, los macrofagos producen

l a mol ®cul a ef eex)orud nackeam& s -dhe s’oaydudaNlr en el cont
la produccién de interleuquinas tales comhe12, IL-15 e IL-18 y la quimiotaxis de LT virgengs

L T oué secncuentran en las mucosas reconociendgepittacterianos no mediadpor

moléculas de MHC y permitiendo asi el aumetgaélulas TCD8+, que posteriormente formaran

el granuloma para contener la infeccj@@3].

Dado que la mayoria de las veces, la respuesta inmune innata es insuficiente para el control de la
infeccién, a media que aumentan la concentracion de Ags en las células, se activa la respuesta
inmune adaptativa, mediada por linfocitos B (Inmunidad humoral) y linfocitos T (Inmunidad
Celular); estos dos tipos de inmunidad, son activados en los 6rganos linfoidegcpsnyféna vez

el antigeno esta procesado por las CPA, este es presentado por medié de moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) a las células B y célulik99,200]

La respuesta inflamatoria constituye un mecanismo fundamental en el control y la eliminacion de
muchos patégenos, resultando claramente beneficiosa ceanalatdimitada. La Il-1 b es una
citoquina preinflamatoria importante en este proceso. La transcripcion del gen que codifica el
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precursor prdl-1Beta es inducido por PRRs (Patrones de reconocimiento de Receptores) como los
TLRs (Toll like receptors) ylgrocesamiento del péptido precursor entra en su forma agitia@as

a un complejo multiprotéico conocido como inflamosoma, en este caso el inflamosoma NLRP3,
activa la caspash que conduce a la maduracion y secrecion gk . €18, lad.dos citoquias
pro-inflamatorias més potentes para el control de la infeccién por esta via. La producciéh e IL

es controlada a través de sefales derivadas de la colonizacion microbiana y/o sefiales del tejido
inflamado derivados de dafios inducidos por este patggemp

Claramente, la infeccion padvitb, cuya principal célula hospedera es el macrof@§@ 204]
desencadena una potente produccién gk fA[205] e IL-12[206]. La IL-12 es primordial para el
establecimiento del otro componente de la respuesta, la inmunidad adaptativa, a través de la
induccién de los linfocitos Thl productores de 15fR07], siendocitoquina primordial para el

control del bacild208,209] ya que actlia sobre los macrofagos infectados activando su funcién
bactericida y por ende la liberacion de enzimas hidroliticas y especies reactivas de oxigeno toxicas
para las bacterias; sin embargb daio ocasionado al bacilo por estos efectores inmunes resulta
igualmente dafiino para las células y el tejido del huég#j211] EIIFN-0 t ambi ®n i nduc
producciéon de NO (Oxido Nitrico) producto de la actividad de la OxidocNiBintasa (iNOS), el

cual inhibe el crecimiento bacteriarjia12] y a su vez favorece la liberacién delR [213][214].

En los casos en que el control de la infeccion no edivafeG% de individuos infectados) las
evidencias sugieren que |l a respuesta inflamatol
positivo del inflamsomaque al parecer se controla en individuos con infeccién latepgeo que

persiste en sujeta®n enfermedad activa. No obstante, este escenario ha sido descrito desde hace
varios afios, actualmente se desconocen detalles acer¢as deecanismos homeostaticos
responsables de los distintos tipokdakvenir de la infeccion. Estudios recientes hagesdo un rol
inhibitoriodel IFN0 s obre | a -1b beoraceélenreseestd dlaigfeccion por

Mtb que es mediado por la inactivacién del inflamosoma pof246).

Mediadores importantes de este proceso son los Interferones de tipo | que son esenciales para la
defensa del huéspentraagentes virales, que en las fases iniciales de la infeccion fandaece
respuesta antiiral incluida la formacion del inflamosoma; pegue cuando sus niveles prevalecen

como en el caso de la infeccion pdtb este tipo de respuesta al parecer resulta deletérea para el
hospedador En distintos estudios tanto en animales como en humanos,-BlIFNa si do asoc
con tuberculosis exaceatia que cursa con niveles persistentes de este IFN en las primeras semanas

de la infeccién[216i218]. Se ha observado que la infeccion pulmonar inducida por cepas
hipervirulentas déltb esta asciada a altos niveles de IFN tipo | que comprende la respuesta Thl

[219].

EIIFN-b pr evi ene | dL-lefx pyr elsa -snelodiea ciioguoma amtndlambtdaria
cuya produccion es dependiente de la activacion anéode STAT3 que modula la liberacion de
IL-1 §220]. Estos fendmenos han sido demostrados tanto en modelos animales in vivo, como en
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monocitos humanos in vitf@21]. Otros estudios sugieren que la inhibicibnddlb en su mayor 2 a
es independiente die-10[217]. Los interferones de tipo | exégenos y lall, también son capaces

de inhibir otras citoquinas protectoras del huésped cori® Iz TNFU , mecani smo que par
estar mediado por la {0 [222]. Por su parte la H10 inhibe la respuesta Thl desencadenada por

Mtb a través de distintos mecanism{#23,224] Adicionalmente, el IFNb antagoni za | a
sefializaciéon del IFd r egul ando a | asubeagptar ylcamprametende i - n de

activacion de los macréfag§d25]. Sin embargo, las accionde los IFN tipo | parecen ser méas

complejas, evidenciado en acciones que en ocasiones son opuestas y distintas a las previamente
descritag216]. TantoelIFNb como khENiIi van | a c-iafematosayfadortkce que es p
la activacion del NLRP3216,219]y se ha observado que su secrecién autocrina es requerida
parcialmente para una produccion éptima dd.2|_por estimulacion de TLR17219]y TNF-U .

Estas acciones contradictorias parecen estar explicadas por los hallazgos de McNab y col., quienes
realizaron un estudio de la cinética de la accion de los IFN tipo | sobre los macréfagos infectados

conMtb, cuando estan preseaf@onto,después o previo a la infeccion.

En términos generales fue posible establecer que la accién inhibitoria de la respuesta inmune del
macrofago por el IFM, es a expensas de la inhibicién de los efectos deblFNen | os macr - f ag
infectados. Este estudtambién sugiere que mas alla de la accién del IFN tipo I-00|Los

macrofagos raramente producen grandes cantidades de la forma actid2d&llL-12p70, lo cual

sugiere que en el contexto de la infeccionMty existen una variedad de mecanisneagionados

con la regulacién a la baja de esta citoquina importante para la diferenciacién Thl de la respuesta
celular[217].

La Prostaglandina E2 (PEG2) también constituye un mediador importante en la regulacién de la
infeccién porMtb. Es inducida pola IL-1, mejora la actividad antimicrobiana de los macréfagos,
bloguea la accién de los IFN tipo | e inhibe el crecimiento bacteriano, pero este Gltimo mecanismo
no se conoce del tod8e cree que esta relacionado con la inhibicion de la muerte poriseios
macrofago. De manera importante el ejelilPGE2 IFN tipo | esta asociado con una presentacion
mas severa de la enfermedad en los hum@265227]

Existen variamnes genéticas entre los individuos que tienen roles significativos en esta compleja
red, por ejemplo, variaciones en la biosintesis de eicosarj@Riglsy polimorfismos de la IE1 b ,

gue se asocian con la predisposiciéiBa[229]. Lo anterior abre la posibilidad de quelividuos

gue son capaces de mantener la infeccion controlada pero presentan un incremento en la via de los
IFN tipo I, por una infeccién viral por ejemplo, pasaran de infeccion pasiva a tuberculosis activa
[230]. En la Tabla 1-1., se relacionan los principales receptores inmunes involucrados en el
reconocimiento de antigeno y las principales citoquinas involucradas en la respuesta pro
inflamatoria a Mtb



Tabla 1- 1. Principales receptores inmunes implicadas en el reconocimiento de antigdhdsilglerculosis

MOLE£CULASINVOLUCRADASEN LA RESPUESTA INMUNE INNATA A Mtb

RECEPTORES EN SUPERFICIE DE MACRE FAGOS

MOLE£CULA

FUNCIEN

CELULASEN LAS QUE SE
EXPRESA O SE INDUCE

Receptores de Manosa (Prote?na transmembranal tipo )

MR, CD206

Fagocitoss, Uni- n asuperficie de Mtb (ManLAM), sobreregulaci- n de PPAR-0y
receptor Nuclear del peroxisoma

Macr- fagos, C®ulas dendricas

capturadorade ICAM-3 de c®ulas dendrticas No Integrina
(Protena Transmembranal tipo I1)

DC-SIGN, CD-209

Mediador de fagocitosis en CDs, uni- n de ligandosy receptores, Fagocitoss, tr&fico
intracelularde part2culas ligando

C®ulas dendr#icas

Dectina-1 (Prote?na Transmembranal tipo 1)

b -glucan PRR

Regulador de respuesta Pro-inflamatoria, coestimulala producci- n de TNF-Ue IL-12p4

Macr- fagos, CRulas Dendricas,
neutr- filos

Receptorestipo Toll (TLRs)

Superficie (TLR2 y 4),
Intracelulares (TLR8 y
9

Inducci- n de unafuerte respuesta pro-inflamatoria a mtb mediada por TLR-2 y las
prote?nas adaptadorasMyd88 y TIRAP.

C®ulas Inmunes

Receptor de Complemento Tipo 3 CR1 (CD35) y CR4
(CD11c/CD18)

CR3, CD11b/CD18

Opsonizaci- n, fagocitosis

Monocitosy Macr- fagos

RECEPTORES CITOSE LICOSINTRACELULARES

Dominio 1y 2 de oligomerizaci- n de nucle- tidosNOD1,
NOD2

CARD4 y CARD15

Regulaci- n de respuesta pro-inflamatoria, sobrevivenciaintracelualr de Mtb en
macr- fagos

C®ulas Epitelialestipo |1 y MLB en c®ulas
hep8&ticas

Lectinas Solubles de tipo C o Colectinas

SP-A, SP-D y lectinas de
uni- n amanosa-MBL

Sistema inmune innato en pulm- n, modulan fagocitoss, favorecen fus- n
fagolisosomal, ML B reconoce carbohidratos de superficie actuando como opsoninay
promueve inflamaci- n

CITOQUINASY QUIMIOQUINAS

Respuesta proinflamatoria protectora, Involuacrada en laformaci- n y mantenimiento

Monocitos, Macr- fagosy C®ulas

Factor de Necrosis Tumoral TNF-U )
de granulomas. Dendrzicas
Interleuquina 1 Beta IL-1b Mediador en la sobre regulaci- n de moleculas necesarias para el control del Mth (l‘xb@ulaslnmunesen A SRR e L=
Interleuquina 6 IL-6 P_ropledailde;e pro inflamatoriasy anti inflamatorias, inducci- n de LT citot- xicosy Caulasinmunes
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1.1.1.2. Respuesta inmune adaptativa

Posterior al control inicial de la TB por parte del sistema inniin&tg cobran importancia los
linfocitos T CD4+ de memoria que son los responsables de generar una memoria inmunolégica de
tipo celular ante la presencia de bacterias del MTBC, esto amareez los bacilos migran hacia

los nodulos linfoides, alli los linfocitos son activados y sufren un proceso de expansion ante la
presencia de antigenos micobacterianos. La actividad protectora de los LT CD4+ puede iniciar tan
temprano como a los 5 dids la infeccion primaria, sin embargo, el establecimiento completo de la
respuesta ocurre entre las 2 y las 6 semanas posteriores a la infeccion primaria y tanto LT CD4+ y
LT CD8+, pueden proteger contra nuevas infecciones por Mtb.

A medida que aumentda concentracion de Ags en las células, se activa la respuesta inmune
adaptativa, mediada por linfocitos B (Inmunidad humoral) y linfocitos T (Inmunidad Celular); estos
dos tipos de inmunidad, son activados en los 6rganos linfoides periféricos y unantégeslo esta
procesado por las CPA, este es presentado porondedimoléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) a las células B y[199,200]

La células responsables de la iniciacion de la respuesta inmune adaptativa para la generacion de
memoria inmunoldgica contra el bacilo, son las células dendriticas (CDs), adtespr@sentadoras

de antigeno profesionales, son las encargadas del procesamiento de antigenos, o en su defecto el
transporte de bacterias viables a los nodulos linfoides que drenan a peémsdpresentar alli los
antigenos que actixa las células T se presentelos antigenos procesadokas células T virgenes

por via Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase Il (MHJ231]. Para que la generacion de
respuesta inmune de memoria efectiva contra Mtb sea generada, se requiere de la biodisponibilidad
de las moléculas necesarias para el funcionamientaadiece este proceso, sin embargo, se ha
evidenciado que diferentes genotipos de Mtb pueden alterar el funcionamiento normal de este
proceso Por ejemplo, fracciones lipidicas de cepas de genotipo Beijing, regulan negativamente la
expresion de moléculas MHC-II, impidiendo el procesamiento antigénico y el desarrollo de una
respuesta inmune celular de memoria mediada por linfocitos T ayudfiZig2gdn un modelo de
infeccion in vitro en macréfagos derivados de médula 6sea, estimulados con extractos solubles de
diferentes genotipos de Mtb, se determiné que a diferencia de la cepa de laboratorio NB7Rv y
bovis BCG, las células estimuladas con genotipo Beijing, fueromapames de producir la
maduracién de CD por medio de la inhibicién en la expresion de moléculas asociadaslah MHC
ademas de la inhibicion en la produccion delfLy TNFU[232]. En general el éxito de una
respuesta inmune celular de memoria contra Mtb, radica en la induccion de una respuesta potente y
sostenida de los linfocitos fue esté caracterizada por la Induccién de Células T Helper CD4+, las
cuales promueven faroliferacion de LT citotdéxicos CD8+, este balance es interrumpido por cepas
genotipo Beijing, desencadenando al final TB complicada en el hospé2ia8i@34] En laFigura

1-1., se esquematiza globalmente la intervencion del sistema inmune innato y adagubéeive
reconocimiento de Mtb por células inmunes y la infeccion de células fagociticas para el control y/o
progresion de la TB.
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Figura 1- 1. Esquema general de respuesta inmune innata y adaptativa a la infecdvrtygmiculosis
Tomadode: New vaccines for tuberculosis Kaufmann y cols., [224]

1.1.2. Generalidades de Modelos animalesla-Vitro para el estudio de la

virulencia de Mtb
La virulencia de Mtb se define como Al a capaci
sobrevivir y multiplicarse dentro de las células del hospedero, la capacidad de inducir una respuesta
inflamatoria granulomatosa, la capacidad de superar laasief del huésped y persistir en el tejido
del huésped en un estado latente (incluso por afi3,235] Con el fin de indagar sobre los
diferentes sucesos bioquimicos que ocurren durante el proceso de infeccién y enfermedad, se han
utilizado diferentes modelos-intro e invivo, para simular los procesos de infecc&indagar sobre
los actores génicos y protéicos involucrados.

La virulencia deMtb se puede cuantificar en el laboratorio utilizando modelos celulares y Modelos
animales (Raton, Rata, Cobayo, Conejo, Primates no humanos, otros modelos animalespdt! prin
criterio para la eleccion de un modelo animal es principalmente la similitud en el desarrollo de la
patologia y en la respuesta inmune a la del hurf@gjo
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1.1.3. ModelosIn-Vitro para estudios de virulencia y respuesta inmune

El primermodelo que se contempla para evaluar hipétesis planteadas sobre la infeccidn y respuesta
inmune generada por Mtb, es el modelo celular in vitro. Existe una variedad de lineas celulares de
referencia de macréfagossicualesoninfectadas polasbacteria, y ademas poseda capacidad

de establecer un nicho infeccioso intracelutradiendo su actividad inmune protectora en el
hospedador infectado. Los modelos in vitro de infeccion son claves para comprender los mecanismos
patogénicos desencadenados por Mtb y la patologia que desencadenan diferentdsseeystses

la mayoria déas vecegpor el tipo de citoquinas que se produdarantda infeccion de estas células

[236].

Las infecciones en células in vitro se vienen realizando desde los afinsaffio cepas con
diferentes niveles de vilencig en fagocitos presentes en exudados peritoneales de cobayos sanos
[237]. Hoy en diase tienen lineas celulares de referencia de monocitos y macréfagos que han
permitido dilucidar la capacidad replicativéog mecanismos inmunes desencadenados parlidtb
mayoria de las lineas celulares de monocitos y macrofageenen de ratones, primates y
humanos [236]. En laTabla 1-2., se relacionan las principales lineas celulares utilizadas para
estudios de respuesta inmune in vitro y virulencia de Mtb.

Son numerosas las ventajas iddajar con cultivos celulares, la principal de ellas, los bajos costos

en el mantenimiento de las lineas celulares (con respecto a los modelos animales), la disponibilidad
en relativamente poco tiempo de una gran y homogénea poblacion celular, disizahitdi

reactivos y anticuerpos, realizar estudios de tamizaje a gran escala, diferenciacién de las células con
una variedad de citoquinas, investigacion del rol de la respuesta inmune desencadenada por las cepas
de Mtb, induccion y activacion de inflamasmmgeneracion de células mutantes, mdltiples
manipulaciones genéticas, relativa facilidad en la obtencidon de lineas celulares y cultivos primarios
provenientes de cualquier especie anif2ab].
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Tabla 1- 2. Principales lineas celulares utilizadas para estudiofirin de respuesta inmune generada por
cepas de Mtb, estudios de virulenciavitro, citotoxicidad, capeidad replicativa, origen, caracteristicas fisicas

de la linea celular.

LINEA ESPECIE DE FENOTIPO ORGANO — USOSY
CELULAR ORIGEN CELULAR ORIGEN PROPIEDADES
RAW 67.4 BALB/c Monocitos/Macrofagos Liquido Células

Transformados por el Ascitico. Adherentes.
virus de Leucemia Tumor Pinocitosis,
Murina inducido por fagocitosis,
virus de la citotoxicidad
Leucemia
Murina de
Abelson
J 774 BALB/c Macrofagos Células Células
reticulares de Adherentes.
Sarcoma Fagocitosis,
sintesis de IL-1P,
productoras de
Lisozima.

MH-S BALB/c Macrofagos alveolares  Alvéolos Células
transformados con Pulmonares adherentes y en
virus SV40 suspension.

Actividad
fagocitica,
Productoras  de
IL-1B
AMIJ2-C11 C57BL/6 Macrofagos Alveolares = Alvéolos Células en
Pulmonares suspension.
Actividad
Fagocitica,
expresion

Los principales parametros evaluados en estudiagtio son:

constitutiva de
MHC-TI,

1 Determinacion de UFCs:Determinacion de la capacidad replicativa de las cepas bacterianas y
determinacion de la capacidad fagocitica y bactericida de las células a partir de la siembra en
placa y cuantificacion de la carga bacteriana.

1 Medicion de citoquinas:Cuantificando la cacentracion de citoquinas por ELISA, Citometria
de Flujo, Elispot, etc., o cuantificacion de la expresion de citoquinas y otros genes fREERT
0 RNA-seq

1 Evaluacion de alteraciones MorfolégicasCon preparaciones para Microscopia electrénica de
transferacia, o coloraciones basicas como Giemsa.

1 Viabilidad Celular: Usando coloraciones supravitales como Azul de tripan.
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1.1.4. Modelos animales para determinacién de virulencia y respuesta

inmune de Mtb
El estudio de las manifestaciones clinicas asociadas a virulencia en animales, se ha convertido en
una herramienta muy util para evaluar todo el espectro clinico de las enfermedades infecciosas
ademas de otros campos de investigacion en salud humanankkistentes modelos animales en
los que cepas o aislamientos clinicos de Mtb pueden ser estudiadas, entre ellos tenemos: Raton, Rata,
Cobayo, Conejo, peces e inclusive, animales grandes como el ganado vacuno, porcino y los primates
no humanog238]. La seleccién de la especie animal va a depender de diversos factores: el mas
importante como se mencioné antes es la patologia pulmonar, que debhe&ephrecido a la del
humano. Otro criterio muy importante es la infraestructura para el mantenimiento de los animales,
entre mas grande sea el animal, mayor espacio necesitara y por lo tanto se incrementan los costos de
mantenimiento, ademas hay modelag @frecen mayores ventajas para trabajar en ellos, por otra
parte, la bioseguridad de las instalaciones en las cuales se mantendran los animales deben garantizar
gue no se presentaran infecciones en investigadores y mucho menos en la comunidad que rodee
dichas instalaciong239].

Basicamente, los animales de laboratorio, pueden clasificarse en dos grupos: Los animales
ENDOCRIADOS y los animaleEXOCRIADOS. Los animales endocriados son aquellos que son
cruzados entre hermanos, por lo cumhbién se les conoce como animales consanguineos o
isogénicos (Inbred), su estatus genotipico, consiste en que los locus de todos los individuos son
homocigotos para el mismo alelo de un locus determinado y su descendencia posee el mismo alelo
idéntico, ets animales se obtienen después del cruce consecutivo por 20 o mas generaciones y
todos provienen de la misma pareja reproductora inicial, reduciendo en teoria en menos del 2% la
variabilidad genética (Heterocigosis residual). Por otra parte, los aniexalesados son aquellos

gue son cruzados al azar (Random bred) de tal manera que el grado de consanguinidad sea lo mas
alejada posible. Aunque las cepas de animales endocriados tiene la bondad de reducir al maximo la
variacion de los resultados experimaas por variaciones intrinsecas del animal, la investigacion

en animales exocriados reproduce el tipo de reproduccion humana, por lo que antes de elegir el tipo
de animal mas conveniente para la aproximacion experimental que se quiera llevar a cabo, es
necesario tener conocimiento sobre el background genético del animal y el tipo de[2dar2l ]

El inicio de la generacién de cepas de animales endocriados se desacialdd06 poG. M.
Rommebhuien llevé a cabo los experimentos de cruce entre herma@as/enporcellugCobayo).

A partir de estos experimentos, se empezaron a generar un gran numero de cepas endocriadas en
diferentes especies animales de mamiferoshiasf peces e invertebrad[#10,241] La primera

cepa endocriada de raton fue generada por C. C. Little in 1909, quien desarroll6 la linea de ratones
DBA (diluida, marrén yno aguti), otras lineas de ratones endocriados ampliamente utilizados en
investigacion son A/J, BALBc, C3H, C57BL/6 entre oti®40,242]

En cuanto a la nomenclatura, las lineas de consanguinidad de los animales se designan en letras
mayusculas, mindsculas o en combinacion y también puedelesominados con nimeros y las
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sublineas son los nimeros que se encuentran después de la barra (/), que por lo general es un nimero
0 cbdigo o una letra, es importante tener en cuenta que aunque los animales endocriados poseen una
alta homogeneidad geit entre individuos, se pueden inducir fuentes potenciales de variabilidad
como los son la contaminacién involuntaria (apareamiento entre cepas diferentes), las mutaciones
al eatori as 8 ytacseldcdon betesocigbtal (Be involucra mas de una pareja por
generacion en el stock de cria, los individuos con alta heterocigosidad con mayor fitness reproductivo
contribuyendo mas a la siguiente generacién), por lo que en realidad no se dispepasddec
animales completamente homocigotos, cualquiera de las anteriores causas de variabilidad genética
puede tener implicaciones muy importantes en los resultados obtenidos, poniendo en tela de juicio
su veracidad240,242]

Ratén: Es el modelo que se usa mas comunmente para estudios ldaciay desarrollo de
vacunas, el raton posee un 95% de homologia en su genoma al del humano, por lo que es usado para
el estudio de diferentes enfermedades que no pueden ser realizados en personas. Este modelo ofrece
grandes ventajas para su ug@i: esun modelo muy econémico y no requiere una infraestructura

muy compleja para su mantenimier(io; existe una amplia disponibilidad comercial de anticuerpos

y reactivos, (iii): los ratones pueden ser manipulados genéticamente para simular diferentes
condciones en humanosgiv): se pueden obtener cepas de ratones endocriadas, 10 que reduce la
variabilidad en los experimentds): La esperanza de vida de estos animales es acelerada, cada afio

de ratén equivale a 30 afios humanos, lo que permite hacandibett enfermedades crénicas en

todo su espectro como TB. El mayor inconveniente que presenta este modelo es que la patologia
pulmonar no es igual a la del humano a pesar de su homogeneidad, en ellos MTB no induce la
produccion de granulomas estructurgdouya formacién, esta mediada por el intercambio en la
produccion de citoquinas T helper 1 y T helper 2 (Thl y Th2) en fase aguda y latente de la
enfermedad.Sin embargo, es el modelo del cual se tiene mas informacion en cuanto a la
investigacion de patenicidad y respuesta inmune, lo que permite tener puntos de referencia para
poder comparar los hallazgos obtenidos de estudios de aislamientos clinicos deteftr86z212%]

Quiza el laboratorio con la mayor coleccién de cepas de ratone3tes dhckson Laboratories

Estados Unidos, los grupos de cepas de ratones mas comunmente pedidos a este laboratorio constan
de 8 cepas de ratones inmunodeficienBfs cepas de ratones endocriados, 7 cepas de ratones
hibridos, 1 cepale ratones exocriados y 17 cepas de ratones mutantes en diferentes genes. Los
ratones de este laboratorio son usados principalmente para la investigacion en Alzheimer y Céancer,
sin embarg, las cepas BALB/c y C56BI/6 son ampliamente utilizados para la investigacion en
enfermedades infecciosg3].

La cepa de raton BALB/c es utilizada para la produccion de anticuerpos monoclonales, esta
caracteristica es medida por la formacién de plasmacitomas después de la inyeccién de aceite
mineral. Como caracteristicas fiscdel animal, encontramos que es un raton albino, genotipo
HId/HId BALB/cByJ o BALB/cJ, la vida media del animal es de 18 meses. Es susceptible a la
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formacion de diferentes tipos de cancer, asi como también es susceptible a la infeckltin por
desarrollado una enfermedad progresiva, por lo que es ampliamente utilizado para el estudio y
caracterizacion de las fases de la enferm§2i@]. La primera cepa de este modelo fue criada por
Bagg en 1913 obtenido de un stock del dtistdor de mascotas Ohio, la cual fue subsecuentemente
endocriada por MacDowell en 1923; en 1932 este entregd la cepa endocriada a Snell y este la entrego
a Andervont quien mantuvo la cepa a partir de 1935, luego Andervont entrego la generacion 72(F72)
dela cepa en 1951 a NIH, quien en 1974 la entrego a Charles River. La cepa de ratén BALB/c
ademas puede ser utilizada para investigacion en: Inmunologia, estudios comportamentales y
parasitologid243].

Cobayo: Es un modelo mugensible a la infeccién por Mtb y es muy Gtil para estudios de virulencia,
desarrollo de vacunas y evaluacion de antibidticos. Es un modelo relativamente econémico, pero
mas costoso que el raton, sin embargo, la conformaciéon de granuloma y la patologizapels

muy similar a la del humano. La principal desventaja de este modelo, es la poca disponibilidad
comercial de anticuerpos y reactivos, por lo que hay que realizar metodologias para evaluar los genes
asociados a virulencia y respuesta inmune quenpbique el uso de est{86,238,244,245]

Conejo: Es un modelo naturalmente resistente a la infecciorvitbnpero con el uso de animales
endocriadogCruce entre padres e hijos) aumenta la susceptibilidad a la enfermedad. Aunque su uso
hoy en dia es limitado, este fue usado para la evaluacion de diferencias en la patologia y virulencia
entreMtb y M. bovisy estudios de virulencia de asilamientosicbe y cepas de referencia de Mtb.

Uno de los grandes beneficios del uso de este modelo es el amplio espectro de la enfermedad que
ellos desarrollan, ademas la patologia pulmonar es la més similar a la del humano fuera del modelo
primate. Los principalesnconvenientes del uso de este modelo son: La no disponibilidad de
reactivos y anticuerpos comercialmente, requiere una infraestructura mas compleja para su
mantenimiento aumentando los costos, y no hay mucha disponibilidad de animales endocriados, por
lo que se obliga al uso de los exocriados produciendo una amplia variabilidad en los resultados
[196,238,238]

Primates no humanos:aunque genéticamente es el animal mas similar al humano y desarrolla la
enfermedad progresiva con las caracteristtiagas iguales a las del humano, es un modelo muy
costoso, por lo que pocas instituciones pueden trabajar en este. El mecanismo de infeccion, la
eficacia de la vacunacion con BCG y el tratamiento son iguales al humano, convirtiéndolo en el
modelo mas ralsto para estudio de virulencia, desarrollo de nuevos antibidticos, analisis de nuevos
blancos terapéuticos y desarrollo de vacunas. Sin embargo, ademas del costo de mantenimiento, la
probabilidad de contaminacion del personal de laboratorio es mayowoguescotros animales,

puesto que los primates expectoran y expulsan bacilos. Se requiere de grandes in6culos para poder
inocular y los dispositivos para la infeccion experimental de estos animales son costosos y
complejos. Las principales especies de ptés usadas para estos estudios Btataca mulata
(Rhesus) yMacaca fasicularis(Cinomologus) siendo esta Ultima por su susceptibilidad mas
semejante a la del humano, la mas usadlanfulataes muy susceptiblglL95 197,246] En la
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Figura 1-2 se mustra un esquema de la correlacion entre las diferentes fakesrdfermedad en
distintos modelsanimales en comparacién con el humano.
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Figura 1- 2. Ciclo inmunlégico de la TB y su correlacion entre los diferentes modelos animales y el humano
Tomado de Ernst JD., 201247].

1.1.5. Modelo Murino de tuberculosis Pulmonar progresiva Cronica

Ratdn Balb/c

El modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva cronica (raton Béill®'ajiseddo con el

fin de tratar de simular en un organismo vivo la historia natural de la TB como ocurre en el humano.
Esta cepa de raton es naturalmente resistente a la infecciblitp@sta caracteristica permite que

el animal muestre unas fases de la enfdade las cuales estan determinadas por el perfil de
secrecion de citoquinas determinadas no solo por las caracteristicas del animal si no por la virulencia
de las cepas con las que se realiza la infeccion.

Como punto de partida, se requiere que los aesralinfectar seamachos jovenes, los cuales no
poseen los ciclos hormonales presentados por las hembras relacionados con la reproduccion y las
bacterias son inoculadas intratraquealmente con altas dddtb gdara lograr establecer la infeccion
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controlando el nimero de bacterias que ingresan a los pulmasiessta no sea la via natural de
infeccion[248].

En este modelo se establecieron dos fases claras en la progresion de TB (usando la cepa de referencia
H37RVv):

Fase Aguda (Dias 1 a 28 peanfeccion): Caracterizada por la produccion de citoguinas pro

inflamatorias tip Thl como 12, 1I-12 e IFN-0; estascitoquinas inducen la activacién de los

macroéfagos, desencadenando un alto flujo celular al sitio de infeccion, cuyo fin es contener y/o

eliminar losbacilos por la inducciéde la formacion de granulomas y la presentacion de antigenos
Micobacterianos por la induccién ddHC gracias al alto grado de diferenciacion de los LT a LT

CD4. Por otra parte, en los dias mas tempranos de la infesecidduce & produccion de un alto

nYamer o de LT o0, |l os cuales disminuyen r 8pi dament
produccion hacia el dia 120 piwgeccion[249].

Fase Crdénica o avanzada (Dia 20 a >120 pivdeccion):

Esta fase se caracteriza por la presentacion de signos, sintonlezgobaconcordantes con TB
Activa, caracterizada por la disociacion de las estructuras tipo granuloma que contenian la
multiplicacion de los bacilos y la aparicion de zonas de neumonia, en algunos casos y dependiendo
de la cepanecrosis tisular y fibrosipulmonar. Este cambio en el fenotipo de la enfermedad esta
desencadenado por un cambio en el perfil de expresion de citqquid@ndoseobservar un
balance tipo ThO (produccién de cantidades iguales-@edlllL-4 con alta produccion de IFd) o

una polarizacién hacia una respuesta inmune tipo Th2 caracterizada por la produccion de citoquinas
antiinflamatorias comoalL-4, IL-6, IL-10 y TGFb . La prde ths citoguinas antes
mencionadas inducen un aumento en la produccionT@bB, desencaehando unaespuestao

efectiva contra la TB, ocasionando dafio tisulgyoy lo tanto antagonizando la respuesta inmune
celular de memorif250,251]

Pardmetros para la determinacion de la virulencia irvivo de cepas de Mtb
Experimentalmente, se han definido y elegido los siguientes criterios para la evaluacion de la
virulencia de los aislamientos clinicos de Mtb:

1 Sobrevivencia: Se define por el tiempo en que tarda un animal en morir a causa de la
enfermedad, aunque actualm® se practica eutanasia antes que el animal ateraliendo a
signos clinicos sustitutos de desenlace por mortalidad.

1 Patologia pulmonar: Medicion de &rea de neumonia, porcentaje de necrosis tisular, infiltrados
celulares, area de granulomas y demé#lazgos patologicos de la enfermedad.

1 Carga bacteriana: Para medir que tanto se multiplica la bacteria en el huésped vivo, en general,
a mayor carga bacteriana, mayor virulencia, aunque pueden presentarse excepciones en cepas
muy inmunogénicas y por ende multiplicacion mas rapida del bsitilque desencadesignos
clinicos tempranos ni produzca mortalidad en el animal, esta medicion se realiza haciendo el
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recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de la bacteria en medios de cultivo sélidos
[238,245]

1 Medicidn de citoquinas:Medicionde citoquinas de tipo Thl, Th2 y T reg, la expresion de estas
citoquinas es variable entre aislamientos, por lo que es necesario hacer la medicién de todas para
definir el tipo de respuesta de cada aislamiento clinico. En todos los modelos in vivo se usan
estos criterios para los estudios de virulenelanétodo de cuantificacion de la expresion o
cuantificacion de las proteinas dependera del disefio del trabajo y la disponibilidad de
metodologias y recurs§$86,249]

1.2. Materiales y Métodos

1.2.1. Caracterizacion de aislamientos clinicos de genotifgeijing aisladas

en Colombia
Antes de empezar con las actividades relacionadas especificamente con el cumplimiento de los
objetivos planteados en el presente trabajo, se realizaron diferentes actividades y experimentos
encaminados a la caracterizacion ctetgp de las cepas incluidas en este estudio. Para la
confirmacion de genotipo bacteriano se realiz6: Spoligotyping y MRWER, para la
determinacion de la susceptibilidad de las bacterias a antibidticos de primera linea se realizé6 SIRE
BACTE®EI| TE y9para la deteccion genotipica de la susceptibilidad a antimicrobianos se
realizé Genotype® MTBDRIus2.0.

Por otra parte, y con el fin de tener una vision inicial de la virulencia (Capacidad replicativa y
secrecion de citoquinas generadas por la infe¢ale las cepas Beijing en un modglevitro, se
realiz6 un experimento de infeccién en macréfagos alveolares de rat@iVikil L L1 NGO

Como producto de la pasantia internacional émstituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién
Salvador Zubiranrela Ciudad de México, se realizo la caracterizacion morfoldgica de las cepas
Beijing y BeijingLike por microscopia electronica (MET). A continuacion, se describen las
actividades que se llevaron a cabo para la fase inicial del presente trabajo.

1.2.1.1. Consideraciones Eticas

El protocolo de investigacion para el desarrollo del presente trabajo fue aprobado por el Comité de
Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia bajo el acta de aprobacion
N° 011-104-15.

Adicionalmente fug@resentado bajo la ley mexicana NOM @810-1999 al Comité Interno para el
cuidado y uso de animales de laboratorio (CICUAL) del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién Salvador Zubiran y aprobado bajo el protocolo N° R&46:16 / 20.
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1.2.1.2. Cepas deMtb objeto de estudio

Las cepas d®itb utilizadas en el presente estudio pertenecen a la familia Beijing Linaje 2 o del este
asiaticq de acuerdo con la clasificacion de linajes basados en SNPs. Se utilizo el primer aislamiento
clinico colombiano reportaden Bogotéy tipificado como BeijingLike SIT 190 cepa 323islado

de una paciente de sexo femenino proveniente del puerto de Buenaventura reportado por Murcia y
cols.,[175]y un aislamiento Colombiano Beijing Clasico SIT 1 cepa 391 también aislada del puerto
de Buenaventura proveniente de un paciente éwerg masculino de 52 afios de origen
afrocolombiano quien padecia dB pulmonar, este aislamiento clinico fue gentilmente dopad

el grupo deMicobacterias de IRed Nacional de Laboratoriafel Instituto Nacional de Sal(ii85].

Por ultimo se utilizé o aislamiento clinico colomano con el genotipo mas prevalente en el pais
genotipo LAM9 codigo BO77bc SIT 156bmo control[252] sensible a todos los medicamentos
antituberculosis, obtenida de un paciente de 22 afios habitante de calle VIH+. Debido a la
optimizacién de recursos y al amplio reporte de la virulentigvo generada por la cepa de
laboratorio H37Rv en la literatura, no se incluy6é esta cepa en la cinética de infeccion para este
trabajo. Por otra parte, dado que el principal interés del pecgahajo es determinar la virulencia

y el perfil de expresion de genes de las cepas colombianas de genotipo Beijing y por los altos costos
del uso de herramientas de secuenciacion de nueva generacion (NGS), solo se realizé transcriptémica
y microscopia lectronica de las dos cepas Beijing 323 y 391.

1.2.1.3. Caracterizacién genotipica y fenotipica de cepas de Mtb

A SPOLIGOTYPING
La tipificacién de oligonucleotidos espaciadsrentre repeticiones directas (D&tabasada en
amplificacién del locus DR e hibridacion reversa con sondas complementarias a regiones
espaciadoras para determinar su presencia 0 ausencia en cepas de Mth, es una metodologia Gtil para
la identificacion de linajes y familias a las que pertenedsiamientos clinicos y cepas de Mtb
descrita polKamerbeeky cols., en 199779]. La regiéon DR esta compuesta pailtiples copias
conservadas de 36 pares de bases (repeticiones directas) separadas por espaciadores Unicos, para esta
metodologia solo se tipifican 43 espaciadores.

- Extraccion de DNA

Para la obtencion de DNA de las cepas de estudio se utilizo el &ittrdecion rapida de DNA
gendémico GenoLyse®. Brevemente, a 200 ul de buffer de Lislsyéhse le agregan entre 1y 5
colonias de un cultivo puro y se coloca en termobloque agitador a 95°C por minimol0 minutos,
posteriormente se adicionan 200 pl de huffe purificacion (ANB) y se centrifuga a 1000 rpm

por 10 minutos. Se tomar@®0 pl del sobrenadante en donde se encuentran los &cidos nucleicos
libres de detritos celulareen el Anexo A-2 se detalla el protocolo para hibridacion y detecgion

en laTabla 1-3., se relacionan las condiciones de PCR para amplificacion del Locus DR


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kamerbeek+J&cauthor_id=9157152
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- Amplificacién por PCR del locus DR.

Tabla 1- 3. Condiciones de montaje de PCR para amplificacion de los DR en cepas de Mtb

Primers
DRa : 506-GGT TTT GGG TCT
DRb : 56-CCG AGA GGG GAC

PROTOCOLO DE PCR
Concentracién

Reactivo Volumen 1X
final

Agua 14, 2
Buffer 10X 1X 2,5 ¢
MgClI2 1,5 mM 0,75
dNTPs 25 mM 2 ¢l
Primer DRa 20 pmolar 2¢l
Primer DRb 20 pmolar 2¢l
Taq polimerasa 0,04 unidades 0, 05
DNA Blanco 1,5 ¢
Volumen final 25 ¢l

PROTOCOLO TERMICO

Temperatura Tiempo Repeticiones
96°C 3 min 1X
96°C 1 min
55°C 1 min 20 X
72°C 30 seg
72°C 5 min 1X

A MIRUs-VNTR
La tipificacion de cepas por el método Mycobacterial Intersperced Repetitive-Manidble
Number in Tandem Repeats descrito originalmente por Supply y [288], que consiste en
amplificar por PCR 24 de los 41 loci MIRU presentes en el cromosoma de Mtb y de acuerdo al peso
molecular al comparar el tamafio del amplicén comparando con un patréon de peso molecular en
geles de agarosa después del corrido electroforético de dichostpsydieterminar el nimero de
repeticiones en tAndem de cada loci MIRU. En el presente estudio se utilizé el método automatizado
de alta resolucion que se basa en PCR multiplex y electroforesis ,qaquitata deteccion y célculo
de productos de amplificgdn en un software automatizado.

- Extraccion de DNA
Los acidos nucleicos no purificados se obtuvieron a partir de un hervido de colonias en un buffer de
lisis compuesto por TrBICl 10 mM y EDTA 1mM. Las colonias resuspendidas en 200 ul de esta
solucion & colocaron en un vaso de precipitado con agua destilada a temperatura de ebullicion sobre
plancha de calentamiento por 10 minutos, posteriormente los tubos se llevaron a centrifugar a 14.000
rpm por 2 minutos, el sobrenadante se transfirié a un tubalipnpviamente marcado y se almacend
a-70°C hasta su uso.
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- PCR Multiplex de los 24 Loci MIRU
A continuacién, se muestran las condiciones para el montaje de PCR con 8 mezclas riabiples:
1-4.

Tabla 1- 4. Condiciones parmontaje de PCRs multiplex para MIRUNTR.

Numero de
mezcla Mezcla 1 Mezcla 2 Mezcla 3 Mezcla 4 Mezcla 5 Mezcla 6 Mezcla 7 Mezcla 8
0424- 0577- | 2401-3690-{2163b- 1954 2347-2461
Loci 4-26-40 10-16-31 2165 4156 4052 2-23-39 20-24-27 3171
MgCI2 [C final] 3mM 2mM 1.5mM 3mM 1.5mM 2.5mM 1.5mM 2mM
H20 7.5 8.3 8.7 7.5 8.7 7.9 8.7 8.3
Buffer 10X () 2 2 2| 2 2 2 2) 2]
Sin Q 5X (W) 4 4 4 4 4 4 4 4
MgCI2 25 mM (Q) 1,2 0,4 0 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
DNTPs 5 mM (u) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 09
Primer F (W) 04 04 04 04 04 04 04 04
Primer R (H) 04 04 04 04 04 04 04 04
Hot Start Tag () 0,08 0,08 0,09 0,08 0,08 0,08 0,08 0,09
DNA (W) 2
Volumen final () 18
Protocolo térmico
Temperatura Tiempo N° Ciclos

95°C 15 min 1X

oc 1 m!n 30X para Mezclas 1, 2, 4,

59°C 1 min 7y8

72°C 1.5 min 35X para Mezclas 3y 5

72°C 10 min 1X 1X

4°C Forever 1X 1X

- Electroforesis Capilar
Para determinar el tamafio de los fragmentos de amplificacion de los diferentes Loci MIRU se utilizo
un secuenciador ABI 3100, 3100 Avant.
Se prepar6 el patron de peso molecular 0.2 uldeggMMar ker 1000 marcado con
formamida.

Se agreg6d 1ul de producto de PCR por cada pozo de una placa de lectura en el equipo antes
mencionado, se centrifugd laaph para eliminar las burbujas presentes y se llevé al médulo de
lectura.

Los resultados fueron exportados en un archivo de Excel y posteriormente se hizo el analisis de las
cepas para confirmacion de linaje, familia y relaciéon filogenética usando el ppsl/miu-
vntrplus.org/MIRU/miruinfo.faces

A Genotype® MTBDRPIlus 2.0

El GenoType® MTBDRplus 2.0 es un método molecular basado en PCR e hibridacion reversa en
membranas de nitrocelulosa con sonda lineal de productos de amplificacion biotinilados, utilizado
para la deteccion de resistencia a los antibidticos de primeral$im@azida y Rifampicina de
aislamientos clinicos de Mtb. La identificacion de cepas resistentes por este método se basa en la

ROX


https://miru-vntrplus.org/MIRU/miruinfo.faces
https://miru-vntrplus.org/MIRU/miruinfo.faces

Capitulo 1 87

identificacion de las mutaciones mas frecuentes ubicadas en los genes determinantes de resistencia

a estos dos antibioticos. Lesistencia a H se detecta en los gétas6 (codificante para Catalasa
Peroxidasajposicion315 yen el promotor del geinhA (codificante paraenoil ACP reductasa) y la
resistencia a Rifampicina se detecta por mutaciones presentes en la regién c8ttpd del gen
rp¢e¢fcodi ficante para | a subunidad b de | a ARN p
los reactivos para la amplificacion y la hibridacion. La extraccion de DNA a partir de los cultivos de

MTB se realizé con el kit Genolyse® signdo las instrucciones del fabricante. Para cada muestra

se hace una mezcla maestra compuesta por: 10AMdA, 35 uL de AMB y 5 uL de DNA en

solucion y se llevé al equipo de PCR convencional utilizando el protocolo térmico relacionado en la
Tabla 1-5.

Tabla 1- 5. Protocolo térmico GenoType® MTBDRplus 2.0

Temperatura °C Tiempo Numero de Ciclos
95 15 min 1X
95 30 seg 10X
65 2 min
95 25 seg 20 X
50 40 seg
70 40 seg
70 8 min 1X

Los productos de amplificacion semetieron al proceso de hibridacion siguiendo las instrucciones
del fabricante VER ANEXO A-3).

A SI RE BACWMBCEE 960
Para la determinacion fenotipica de resistencia se utilizé el método automatizado MGIT sigla en
inglés de Tubo Indicador de Crecimief@acteriano(Beckton Dickinson, Maryland USA). Es un
método cualitativo en el que se evallan los antibiéticos Estreptomicina (STR), Isoniazida (INH),
Rifampicina (RIF) y Etambutol (EMB). En lBabla 1-6., se muestran las concentraciones criticas y
las conentraciones de trabajo de cada antibidtico evaluado. Brevemente; este método consiste en el
crecimiento de aislados clinicos de Mtb en un tubo de medio de cultivo Middlebrook 7H9 que
contiene al final del tubo un compuesto fluorescente en paraiieacr del consumo de oxigeno
en presencia de metabolismo bacteriano y que ademas contiene 0 no una concentracion conocida de
antibidtico. Para el montaje de la prueba se realiz6 una suspension de colonias bacterianas puras a
partir de un cultivo en medio LLgwenstein Jensesn) en agua destilada estéril en un frasco con
perlas de vidrio, smezcl6 mediantedrtex por dos minutos para disgregar los grumos bacterianos,
posteriormenten esterilidade ajusta al tubo 1 de la escala de McFarland (B2dlQlas), s dej6
reposar la suspensién y se llevo el sobrenadante a un nuevo tubo estéril, se ajusté la concentracion
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al tubo 0.5 de la escala de McFarland (1.5#ulas), posteriormente se realizé una dilucién 1:5

de la suspension en agua destilada estérilitat @a esta dilucion 1:5 se realizé una dilucion 1:100.

Los tubos MGIT™ con antibidtico previamente suplementados con 800 uL de OADC (AlbUmina,
Acido Oléico, Dextrosa, Catalasa), se inocularon con 500uL de la suspension 1:5 y el tubo control
sin antibiétco se inoculé con 500uL de la dilucién 1:100. Los tubos Mlhoculados se
incubaron en el equipo BD BACTEC MGIT 960 SIRE (Tubo 1: Control de Crecimiento, Tubo 2:
Estreptomicina, Tubo 3: Isoniazida, Tubo 4: Rifampicina, Tubo 5: Etambutol) los resultados se
obtuvieron después de entre 4 y 13 dias de incubacion efe denobservan las gréficas de
crecimiento de las bacterias de cada tubo, cuando una cepa es resistente la curva de cdstimiento
tubo con el antibiéticoorrespondiente muestra crecimiento antes que el tubo control de crecimiento.

Tabla 1- 6. Concentraciones de antibiéticos para el método de deteccién fenotipica de resistencia a
antibiéticos BACTECM MGIT™ SIRE.

CONCENTRACI ONES DE LOS ANTIBI CTI COS PAF

Antibiético Concentracién Volumen de Concentracion final
Inicial del antibidtico de antibiético en
Antibiético adicionado a cada cada tubo de
tubo MGI TIMGITE
Estreptomicina 83 pg/mL 100 pL 1.0 pg/mL
Isoniazida 1.0 pg/mL 100 pL 0.1 pg/mL
Rifampicina 83 pg/mL 100 pL 1.0 pg/mL
Etambutol 415 pg/mL 100 pL 5.0 pg/mL

A MICROSCOPIA ELECTRONICA PARA EL ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL
DE CEPAS BEIJING AISLADAS EN COLOMBIA.

La microscopia Electronica de Transmision (MET) es una técnica de alta definicion encaminada al
estudio detallado de la morfologia de diferentaseas de células y tejidos. En esta técnica, una sonda
enfocada en electrones es escaneada sobre la superficie de un especimen (muestra), formandose una
imagen de alta resolucion a partir de los electrones transmitidos. El escaneo con un microscopio
electdnico permite obtener imagenes con calidad tridimensional y de gran profundidad. El estudio
ultraestructural de Mtb ha permitido identificar diferentes organelos a los cuales se les ha adjudicado
una variedad de funciones.

- Obtencion de bacterias
Las cepas criopreservadas en glicerol7®°C fueron descongeladas subiendo la temperatura
progresivamente, 1 hora20°C y 1 hora a 4 °C, una vez se descongelaron se tomaron 100 uL de
las bacterias suspendidas en glicerol y se inocularon en 10 ml de meiio TH9 {er Anexo A-
4 de preparacion de medios de cultivo) suplementado con OADC y se llevaron a incubacién a 37°C
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por 72 horas, al obtener evidencia visual de crecimiento bacteriano, se escal6 el cultivo a 60 ml de
medio 7H9 y se midié el porcentaje tlansmitancia cada 24 horas para determinar el inicio y el
final de la fase logaritmica de cada bactéiaexo A-5, Anexo A6). La cinética de crecimiento
bacteriano fue graficada con los puntos de la medicién diaria. Una vez estdhbléagddogaritmsa,

se repitio el experimento y se tomaron las bacterias en la mitad de la fase logaritmica de crecimiento
al dia 14. Una vez se obtuvieron las bacterias en fase logaritmica de crecimiento se llevaron a la
preparacion de muestras para microscopia eléecadNer Anexo A-7). Una vez procesadas las
muestras se observaron en el microscopio electrénico FEI Tecnai G2 Spirit Transmission Electron
Micoscope Hillsboro, OR, USA.

A Caracterizacion in-vitro de la virulencia de las cepas de estudio de Mtb (KILLING).
Un dia antes de la infeccion, las células se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 1x10
células por pozo y secubaon durante toda la noche a 37°C con 5% de.@@s célulasviH-S
adheridas fueron infectasl@on 5 x16bacterias por pozo (ML:5) e incubada8 horas a 37°C.
Posteriormente, las células fuedanadas 3 veces con RPMlEledio de cultivo celular Roswell
Park Memorial Institute completapn 1% de estreptomicina para eliminar las micobacterias libres
y posteriormente se agregard®0 pl de medio RPMiIc suplementado con Suero Fetal Bovino al
10% y se incub6 a 37°C por 1 hora (Dia 0), 24 horas (Dia 1), 48 horas (Dia 2), 72 horas (Dia 3) 0 96
horas (Dia 4). Después de cada periodo de incubacién, los sobrenadantes de los pozosaserrecupe
en pooles y posteriormente, los macréfagos infectados se lisaron con 100 pl de 7H9 conBBS al 0
mezclando vigorosamente y raspando en cruz el fondo de la placa durante 10 min a temperatura
ambiente. Las diluciones seriadas del producto de ligisestio 7H9, fueron plaqueadas en placas
de agar 7H10 y se realiz6 recuento de UFC a los 14 y 21 dias de incubacion.

Para la medicién de las citoquinas-@iLb , -101 TNFU , -b F B12p70), se recuperaron los
sobrenadantes de los macrofagos infectados siguientes tiempos: 1 hora (Dia 0), 24 horas (Dia

1), 48 horas (Dia 2), 72 horas (Dia 3) o 96 horas (Dia 4), los sobrenadantes recuperados fueron
filtrados y congelados-80°C hasta su procesamiento. La medicidon de citoquinas se hizo usando la
técnia de ELISA tipo sandwich usando los estuches comerciales disponibles Mousd TNF

( Mono/ Mono) ELI SA Set Cat; MoudédFENo 5 EERB8B E8D OptE
555138 (BD;MOusdlELI2AE)p70) ELI SA ;Yeusel-lBBELISABdt E1 AE)
Cat. No 555252 ( BDboudlslbl AEA)I SA Set Cat . No. 5596 (
siguiendo las instrucciones del fabricante. Ver protocolo compledmexo A-9.
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1.2.2. Materiales & métodos para cumplir con el objetivo especificdN® 1A Eval uar en el
model o ani mal de tuberculosis progresiva fArat
inmunoldgicas de la virulencia in vivo déycobacterium tuberculosigenotipos Beijing
circulante en Col ombi abo

1.2.2.1. Modeloin-vivode TB pulmonar progresiva crica ratén Balb/c

El uso de modelos animales para el estudio de la fisiopatologia pulmonar de la tuberculosis, es una
invaluable herramienta que ha permitido dilucidar los mecanismos utilizados por las diferentes cepas
de M. tuberculosigpara causar la efmedad. Las caracteristicas que se tienen en cuenta para los
estudios de virulencia en un modelo animal $p&l recuento de UFGi), Patologia (Histologia)
Pulmonariii) Sobrevidajv) Determinacion de la expresion de genes que codifican para psotein
asociadas a la respuesta inmune desencadenada en el raton ante la infeddibn(gBi-PCR,
Transcriptémica). El modelo de tuberculosis pulmonar progresiva crénica ratén Balb/c es un modelo
gue permite evidenciar el progreso de la TB pulmonar a plarta velocidadiereplicacion de las
bacterias, la sobrevivencia de los animales, el estudio de los cambios tisulares de los 6rganos
afectados y la determinacion del tipo de respuesta celular generado por los animales que
desencadenan o no una enfermextadplicada. A continuacion, se describen los procedimientos y
experimentos llevados a cabo para la infeccién y seguimiento de animales con las cepas de estudio
para la determinacion de la virulencia y respuesta inmuwizdnen este modelo animal.

Parael presente trabajo se utilizaron ratones machos de la cepa Balb/c de 6 a 8 semanas de edad y
22 gramos de peso. Esta cepa de raton es producida y mantenida en el Departamento de Investigacion
Experimental y Bioterio (DIEB) del Instituto Nacional de CiesdViédicas y Nutricién Salvador

Zubiran. En la&Figura 1-3.,se muestra el resumen experimental y relacion de las actividades para la
determinacion de virulencia-vivo enratones infectados con las cepas de estudio y éralzdas

1-7 a 211 se muestra la relacion del numero de animales a utilizar en cada experimento.

Célculo de la muestra.

El calculo de la N por experimento para el presente trabajo se realizé mediante una férmula
establecida badaen las incidencias seriadas de los procedimiee®slecir, cuantos animales se
requieren para llevar a cabo los procedimientos experimentales que brinden la suficiente informacién
sobre la virulencia de cepas de Mtb en el aniynaki poder determinail eimero de ratones
necesarios por tiempo de sacrificio

X=N/((A/100) x (B/100) x (C/100))
Donde:
X= Numero final de animales necesarios 0 numero de animales del cual debemos partir.
N= Numero minimo estadistico que permite concluir los objetivos prtysues el proyecto
A= 100- b% de incidencia 2 (p.ej.: muertes por enfermedad, sx humanitario)
D=100- d% de incidencia 4 (p.ej.: muertes por anestesia en la infeccion)
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Tabla 1- 7. Nimero de animales a infectar en experimento de inmunopatologia

INMUNOPATOLOGIA
Grupo/Cepa Cinética de sacrificio Ratones/grupo Total
dias post infeccion
-Beijing-Like 323 1,3,7,14,21, 28,60y 120 7 por cepa por 168
-Beijing Clasico 391 tiempo de sacrificio
-LAM BO77bc

Tabla 1- 8. Nimero de ratones a infectar en experimento eleabitacion

EXPERIMENTO DE CO -HABITACION (CONVIVENCIA)

Grupo/Cepa Cinética de sacrificio Ratones/grupo
dias posinfeccién
Modelo de -Beijing Like 323 30y 60 dias 14 por grupo
convivencia para  -Beijing Cléasico por cepa

la evaluacion de 391
transmisibilidad.  -Cepa LAM
BO77bc

Tabla 1- 9. Namero de ratones a infectar en experimento de R&A

SECUENCIACION DE TRANSCRIPTOMA COMPLETO

Grupos Grupo/Cepa Cinética de sacrificio  Ratones/grupo
dias postinfeccién
Secuenciacién de - Beijing Like 323 Dia 3,21y 60 7 ratones por
transcriptoma de - Beijing Clasico 391 tiempo de
cada uno de los -Cepa LAMBO77bc sacrificio por
aislamientos clinicos cepa

Total

84

Total

63

Tabla 1- 10. Consolidado de numero de ratones a infectar en los experimentos por duplicado

N° De Experimentos Numero de
ratones
Experimento 315
Repeticion 315

Total 2 experimentos 630
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Tabla 1- 11. Nomero minimo de animales requeridos (6 animales) para asegurar la cantidad necesaria de
muestras que nos permitan hacer los experimentos

Distribucion de muestras por tiempo de sacrificio
cinética Inmunopatologia

PD: Pulmén derecho, PI: Pulmén izquierdo, UEidades Formadoras de Colonias, HIST: Histologia,

Raton PD P Izq BAZO
1 UFC HIST
2 UFC HIST Si
3 UFC BM
4 UFC BM
5 UFC HIST NO
6 UFC UFC
7 BM BM

Distribucion de muestras por tiempo de sacrificio
Convivencia

Raton PD P 1zq BAZO
1 UFC HIST
2 UFC HIST Sl
3 UFC HIST
4 UFC HIST
5 UFC HIST NO
6 UFC HIST
7 UFC HIST

Distribucion de muestras por tiempo de sacrificio
Transcriptomica

Raton PD P Izq BAZO
1 BM BM
2 BM BM
3 BM BM
4 BM BM NO
5 BM BM
6 BM BM
7 BM BM

BM: Biologia Molecular, BAZ: Bazo
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Resumen experimental objetvo N°1Ev al uar en el model o ani mal de tub
BALB/ co0 | as bases histopatol - g ivicoddesMyabacterimutuberdulosisi ¢c a s

genotipos Beijing circulante en Colombia
1,3,7,14, 21, 28,60 y 120 PI
» Siembra de homogenizados de pulmdén
UFCs en tejido y/o0 bazo para recuento de UFCs
Estudio Histolégico Tincién con HE y cuantificaciéon de
Pulmonar granulomas y neumonia

Curvas de sobrevida de
los animales

Seguimiento de animales hasta muerte SRR
o eutanasia ’

A s
Q\‘ 3 ® .9 Infeccién

-
-
o B —
-
-
-

- 323Beijing-Like
N - - 391 Beijing-Clasico 4 Experimento de co- Convivencia de animales sanos con
X k. Intratraqueal - LAMBO077bc P habitacién animales infectados con cada una de las
6 animales por grupo - cepas
experimental
-
Determinacién de qRT-PCR: iNOS, TGF-j3, IL-10, IFN-y,
citoquinas ) TNF-ae I1.-12
e )
Expresion global de » RNASeq de hospedador al dia 3, 14, 28y
genes del ratén 60 PI

R. Hernandez-Pando. Immunology. 1996 Sep;89(1):26-33.

Figura 1- 3. Resumen experimental para cumplir el objetivo especifico N°1 del presente trabajo
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1.2.2.2. Procedimientos para la obtencién de bacterias y estandarizacion del in6culo
bacteriano

Las cepas de Mtb se encontraban criopreservadas en glicfiGa Para la recupeiida de las

cepas en cultivo, se sacaron del ultracongelador y se coloc&@iCapor 1 hora y luego se dejaron

a-4°C hasta su descongelacion.

Una vez descongeladas, se tomaron 100ul de la suspension descorgebadarths y se inocularon

en 10ml de medio de cultivo 7H9 suplementado con Tyloxapol Premium @fexo A-4 de

preparacion de medios de cultivo) y se llevé a incubar con agitacion a 37°C con 5%jpie €O

horas. Una vez pasadas las 48 horas de incubacion, el cultivo se escal6 a 65dit de métivo

7H9 suplementado con Tyloxapol Premium, y se llevo a incubacion a 37°C al 5% de CO2 en

agitacion. Las cepas se recuperaron en la mitad de la fase logaritmica de crecireieAteko

A-5) y se hicieron alicuotas del cultivo que se congel@08C por 72 horas, posteriormente se

descongelaron 3 alicuotas para verificar la concentracion de las mismas haciendo diluciones seriadas

de la suspensién bacteriana, posteriormente las diluciones se sembraron en placas de agar 7H10, se

incubaron a 37°@or 14 a 21 dias y se realiz6 recuento de UFCs, de acuerdo a la dilucién sembrada,

las UFCs se multiplicaron por un factor de dilucién y se calcul6 la cantidad de batteriaaéxo

A-6).

1.2.2.3. Inoculacién intratraqueal de ratones Balb/c

El dia de la infecdin, se calcula el nimero de dosis necesarias para (NUmero de animales) las
infecciones de acuerdo con la concentracidn de los stocks bacterianos de manera tal que se obtengan
250000 bacterias en cada 100 pl de solucién salina suplementada con TyloxapioinPde cada

cepa bacteriana.

Una vez se tiene ajustada la concentracion de las bacterias, estas seeéiggaamdasal bioterio

en donde se realiza la infeccién para que las suspensiones bacterianas no pierdan la cadena de frio.
En el bioterio losanimales se anestesiaron con vapor de sevoflurano (100 uL por ratén) dentro de
una camara de acrilico de 20x20x20 cm, para su inoculacion intratraqueal (v.it.) los animales se
colocaron sobre una placa de icopor revestida con papel aluminio y se lessigstacisivos con

una banda de caucho, se introdujo una canula de calibre 22G x1.0" w/ y punta roma de 1.25 mm por
la traquea y se infectaron con 2810 UFC de las cepas ti#tb 391 Beijing Clasico,323 Beijing-

Like y LAM BO77bc Los animales utilizaas para los estudios relacionados con Micobacterias se
alojaron en cajas ventiladas bajo presion negativa y aire suministrado a través de filtros HEPA y
manipulados bajo Bioseguridad Animal Nivel 3.

1.2.2.4. Seguimiento y curva de sobrevida de ratones Balb/c

La sobrevida de los animales se llevo sobre la totalidad de los animales infectados para los tres
experimentos (Cinética, Transcriptomica, Convivencia), el sacrificio programado de acuerdo a la
cinética de sacrificio en los dias patognomonicos establesgd@s/6 a cabo, pero estos decesos no

se contaban en la sobrevida. A partir de la infeccidn se hizo seguimiento diario del estado de salud
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de los animales, si se observaba deterior en el estado de salud de los animales (Disminucién de >20%
del peso corpmal, piloereccién, distanciamiento social, disminucién en la movilidad, fiebre) se hacia
sacrifico humanitario y se registraba el deceso para ese dia. Usando el programa estadistico
GraphPad Prism 8 se construy6 un archivo de sobrevida; si no se encairtgglvadeceso, se
ingresaba un cero y si se encontraban animales muertos o se hacia eutanasia humanitaria se colocaba
el nimero de animales fallecidos en la columna de cada cepa.

1.2.2.5. Cinética de sacrificio

Grupos de @Gnimales para el experimento de Inmuriofogia se sacrificaron a los dias 1, 3, 7, 14,
21, 28, y 60 poinfeccion y se sacrificaron grupos de ehimales para el experimento de
Secuenciacién de Transcriptoma completo a los dias 3, 14 y 28f@oson.

Para la eutanasia de los animales estdsyectaron con Pentobarbital 210 mg/kg intraperitoneal.

Se sacrificaron por exanguinacién, posteriormente se expuso la cavidad peritoneal y toracica
haciendo diseccion del animal haciendo colgajos de la piel de dicha zona teniendo la precaucién de
no cotar el peritoneo, luego se corta el peritoneo y se abre la caja toracica de manera tal que queden
expuestos los pulmones, la traquea y los érganos abdomiBalpmzécon una Pinza de élly el

bronquio derecho y se cortémlimoén derechel cual se colocén criotubo d& ml previamente
identificado con la fecha, cepa y raton e inmediataradntacené temporalmenéaun contenedor

con nitrégeno liguidoposteriormente se perfundadn una jeringa de 5 ml con aguja el pulmén
izquierdo coretanol absoluto a través de la traquea del animal teniendo cuidado de no cortarla ni
perforarlacon la aguja, una vez perfundid®g cortéel pulmén ye colocéinmediatamente en un

tubo Falcon con etanol absoluse (realizéeste procedimiento en 3 anirealde cada grupo, para el
procesamiento histologica@e fijaronen etanol absoluto pdo menos 72 horas, los pulmones
derechos no perfundidos de los oB@nimales se colocaron en criotubos previamente identificados

y se almacenaron en nitrégeno liquidara su transporte. Para diferenciar los pulmones para
histologia pulmonar de cada raton 1, 2 y 3 de cada punto de sacrificio séxBitéolo el pulmén,

(i) R2 Pulmén y coraz6fiji) R3 pulméngcorazén y traquea ya que todos los érganos van alanism
Falcon con etanol. Después de recolectar los pulmones se procedié a recolectar el bazo el cual fue
colocado en criotubos individuales de 2 ml y almacenados inmediatamente en nitrdgeno liquido.

Para el almacenamiento permanente de los 6rganos, los&baganizaron en crio cajas las cuales
se guardaron a70°C hasta el procesamiento de los mismos, UFCs y experimentos de biologia
molecular.

1.2.2.6. Determinacion de unidades formadoras de colonia (UFC) en pulmones y
bazos de ratones Balb/c.
Los 6rganos almacados a70°C (Pulmones y bazos), se sacaron del ultracongelador y se colocaron
en tina de hielo antes de comenzar su procesamiento. A cada tubo con cada 6rgano se le agreg6 una
perla de Silice y Zirconio con filo y se les agreg6 PBSdren 005% y se homgenizaron tres
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veces consecutivas en el equipo FasTPrppr 20 segundos cada vez con intervalos de 3 minutos,
posteriormente se llevaron a sonicar por 45 segundos a 20kHz para disgregar los cumulos
bacterianos, una vez se homogenizaron los tejidosealizaron diluciones en base 10 del
homogenizado usando PBS-Tween 0,05% (desde i®asta 10) en una microplaca de Elisa,

cada dilucién fue sembrada posteriormentglecas de agar 7H10 y se incubaron a 37°C durante

14 y 21 dias para el recuento de UFCs, para el célculo de las colonias, se multiplic6 el nimero de
UFCs contadas por el factor de conversion de cada dilucion. Ver protocolo compietexenA-

10.

1.2.2.7. Procesaniento histolégico de tejidos

Para el estudio histolégico, tres pulmones izquierdos fueron previamente perfundidos via IT con
etanol absoluto y almacenado por fi@ras. Se realizaron cortes parasagitales a nivel del hilio
pulmonar y los tejidos fueron colados en cassettes de plastico en un procesador de tejidos Spin
Tissue Processor Microm STP 120 (ThermoFisher Scientific). Los cassettes son embebidos en
parafina en la estacion de inclusion HistoStar Embedding Workstation (ThermoFisher Scientific)
posterormente los bloques son cortados en microtobeicd RM2135) en secciones demly
colocados en portaobjetos. Los tejidos son desparafinados y tefiidos en un tren de hematoxilina
eosina. El proceso se concluye colocando una gota de resina y un cubresbitesido.

El &rea de neumonia y granulomas fue determinada en micras cuadradas mediante un analizador de
imagenes (Q Win Leica, Milton Keynes). Adicionalmente se obtuvieron cortes de higados con la
misma metodologia para realizar la mediciéon deflarmacion inducida por la administracion de

los adenovirus recombinantes. Las mediciones fueron tomadas a ciego y los datos fueron reportados
como la media y la desviacion estandar de 3 ratones diferentes de cada tiempo en 2 experimentos
diferentes.

1.2.2.8. Expresién de citoquinas en homogenizados de pulmén por medio de gRT
PCR.
Se midio la expresion de citoquinas pro y antiinflamatpeiapulmones pulverizados con nitrégeno
liquido, de ratones infectados c883 BeijingLike, 391 BeijingClasico y corla cepaLAM B0O77bc
a los dias3, 14, 28 para todas las cepas y al dia 60 Pl para 391 Bélsgao La medicion de
expresion de citoquinas en estos tiemsas realizé con base en el andlisis histologico de los
pulmones basandose en los cambios en el progrdagd®logia pulmonar y de las UFCs para las
tres cepas. Se realizé extraccion de RNA a partir de pulverizados de pulmon con nitrégeno liquido,
usando el kit Quick RNA mini prep Zymo. Cat. R10Sluiendo las instrucciones del fabricante
con algunas mofticaciones (Ver protocolo completo émexo A-11). Posteriormentese hizo la
sintesis del cDNAAnexo A-12) y se amplificaron las citoquinas:-10, TNFU, BGF-» FN
iINOS e IL-12 de acuerdo con las condiciones mencionadas/Asmegb A-12.
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1.2.2.9. Modelo deconvivencia de ratones Balb/c

Para determinar la capacidad de las cepas de Mtb de infectar animales sanos, se utilizé el modelo de
co-habitacion o convivencia previamente descrito por MargGastillo y cols.[254] que consiste

en poner a convivir ratones sanos y enfermos en proporciones iguales durante el tiempo que duren
vivos los animales enfermos. Para este experimento se infectaron 14 ratones p@egeysieron

a convivir el mismo nimero de ratones sanos en cajas ventiladas bajo presion negativa y aire
suministrado a través de filtros HEPA. Para distinguir los animales infectados de los sanos sobre
todo en las fases iniciales d&{perimento, se hizuna marca en la cola de los animales sanos con
marcador de tinta indeleble, a los 60 dias y 90 dias de conviveadiezo sacrificio de los ratones

sanos y se recuperaron los pulmones para la realizacion de UFC&n@#er A-10) e histologia
pulmonar.Como la mayoria de los animalie$ectadogfallecieronantes del dia 60 post infeccién,

se iba tratando de mantener la proporcion de animales sanos y enfermos completando las cajas con
los ratones infectados para los otros experimentos.

1.2.2.10. Analisis estadistico

En general los resultados se reportaron como la media + desviacion estandar. La significancia
estadistica se determiné a partir de la aplicacion de analisis de varianza de mdultiples mediciones
(ANOVA). *P < 0.05; *P < 0.01; **P < 0.005; ***P< 0.001 cada observacién se analizd por
triplicado. Todos los experimentos de la cinéticaivoy el experimentan-vitro se hicieron por
duplicado.

1.2.2.11. Andlisis de expresion global de genes en pulverizados de pulmén por medio de
secuenciacion de transéptoma completo (RNA-seq).

Al observar los hallazgos de los experimentos de UFCs y la histologia pulmonar de los ratones

infectados con las cep8&23 Beijing-Like y 391 Beijing-Clasico y dado que para el momento se

encontraba activa la linea de investigacen NGS en el Departamento de Patologia Experimental

del INCMNSZ, se decidi6 hacer secuenciacide transcrippma completo (RNAseq) del

hospedadomurino Balb/c en ratones infectados con estas dos cepas. De acuerdo con los hallazgos

de la histologia patonar y del recuento de UFCs en pulmones para cada cepa, se decidio secuenciar

el transcriptoma completo de cada cepa de Mtb genotipo Beijing a un dia tempranéepogin

(D3), un dia intermedio (D14) y un dia tardio (D28).

1.2.2.12. Extraccién de RNA para secuenciacion

Se sacrificaron 6 ratones (solo infectados con cepas Beijing) por cepa y se extrajeron los pulmones,
los cuales fueron almacenados inmediatamente en nitrdgeno liquido y posteriormente se
almacenaron permanentement&@°C. Brevemente, para bxtraccion de RNA se macerarem

un mortero y pistilo previamente enfriados con nitrégeno liquido los dos pulmones de cada raton
(R1-R6) en presencia de nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino, posteriormente se hicieron
alicuotas de dicho pulveado en tubos eppendorf previamente enfriados y se almacenaron en
nitrégeno liquido y posteriormente -@0°C teniendo mucho cuidado de no dejar aumentar la
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temperatura de los pulverizados y evitar de este modo la degradacién del RNA, posteriormente se
reaiz6 extraccion de RNA usando una o dos alicuotas de pulmén cada vez siguiendo el protocolo
detallado en eAnexo A-11

1.2.2.13. Determinacion de cantidad y calidad del RNA previo al proceso de
secuenciacion
Una vez obtenido el RNA, se hicieron 3 alicuotas deehjiubos de PCR (0,2 ml). Una alicuota se
utilizé para medir la concentracién y la relacion 260/280 por espectrofotometria en el equipo
EPOCHM, la segunda alicuota fue utilizada para realizar electroforesis en agarosa al 2% con el fin
de evidenciar lantegridad de las subunidades ribosomales, si las extracciones tenian relaciones
260/280 cercanas a 2.0 y en el gel de agarosa se observaban claramente las subunidades ribosomales
sin signos de degradacion, se enviaron a la Red de Apoyo a la Investigadippara la medicién
de RIN (RNA Integrity Number) por medio de electroforesis capilar usando los Nanochips RNA
6000 en el equipo 2100 Bioanalyzer. Si el RIN de cada muestra extraida era 7.0 o superior, estas
muestras eran seleccionadas para el proceBiNdeseq. Para cada tratamiento, se secuenciaron 3
ratones independientes.

1.2.2.14. Envio de muestras a secuenciacion.

Una vez se obtuvieron todas las muestras que cumplieron las condiciones para el proceso de
secuenciacion, se enviaron a la RAI, en donde seralaiolas librerias utilizando el kit TruSeq®
Stranded mRNA de lllumina siguiendo las instrucciones del fabricante; posteriormente estas
librerias fueron cuantificadas por Fluorometria usando el Qubit dsDNA HS de ThermoFisher cat.
Q32851 posteiormente se evaluo el tamafio de los fragmentos de las librerias construidas usando el
equipo 2100 Bioanalyzer y el kit High sensitivity DNA Kit Agilent, Cat 5067462%a vez
verificadas las condiciones de las librerias construidas se secuen@argpasa utilizando el sistema
lllumina HiSeq2500 a partir de la preparacion de una mezcla equimolar de las librerias a una
profundidad de 100x, secuenciando tanto la hebra forward como la reverse siguiendo las
instrucciones del fabricante.

1.2.2.15. Analisis de resultados de RNAseq

Los resultados de las secuencias, fueron entregados digitalmente en formato FastQ y compartidos en
la nube del sistema Illlumina BaseSpace, en una cuenta creada especificamente para este proyecto. A
las lecturas o secuencias, se les luantrol de calidad (>20Q) usando el programa Tim_Galore
https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore/blob/master/Docs/Trim_Galore_User_Guide.md
version0.6.4y FastQCVersion 0.11.9Posteriormente, las lecturas obtenidas del control de calidad

se mapearon contra el genoma de referencislke musculugeportado en el NCBI (assembly
GRCm38.p6) usando el software BWA MHERB5] con los parametros establecidos por defecto

para el software. El conteo de lecturas se realiz6 usando el sdftisageountversion 0.11.1256]

y posteriormente a expresion diferencial de genes se obtuvo usando el programa ttiocondu
DESeq2 (version 3.1257] y considerando como genes diferencialmente sgoi@s aquellos con
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un valor de p <0.01, el listado de genes diferencialmente expresados se digitalizé en un archivo de
Excel.

Con el listado de genes diferencialmente expresados, se realizaron analisis de enriquecimiento a
través del andlisis de ontolagicon los genes regulados diferencialmargando el portal gratuito

en linea Gene Ontology (GO) http://geneontology.org/, este andlisis sé ceali fin de clasificar
funcional y jerarquicamente los genes diferencialmente expresados.

Se realizaron andlisis de enriqguecimiento usando el portal en linea KEGG
https://www.genome.jp/kegg/ usando WebGe$t&lEB-based Gene SeT AnalLysis ToOJKR58],

con el fin de analizar las vias metabdlicas a las que estabaadasolis genes diferencialmente
expresados. Tanto para los andlisis de enriquecimiento en KEGGse@@izé un punto de corte
de valor de p de 0.01.

Por otra parte, se realizaron analisis de sobrerrepresentacion, (@8AJo la plataforma InnateDB
https://www.innatedb.com/. Por dltimo, se realizé un analisis de interaccion por redes bioldgicas
usando la plataformaetworkAnalyst https://www.networkanalyst.calos datos crudos de
secuenciacion se depositaroretrepositorio gratuito del NCBiajo d bioproyecto PRINA635984.

Ver protocolo de andlisis en &hexo A-13.

1.3. Resultados

1.3.1. Caracterizacion genotipica y fenaotipica de los aislamientos clinicos de mtb

1.3.1.1. Genotipificacion de aislamientos clinicos por Spoligotyping y MIRUS/NTR
Los ensayos de tipificacion se realizaron con el fin de confirmar el genotipo de los aislamientos
clinicos objeto del presente trabajo.

Por Spoligotyping se confirmé que el aislamiento 323 pertenece al Linaje 2 (Este asiatico) genotipo
Beijing SIT 190 deominado en la base de datos internacional SITVIT2 como Bdifag
caracterizado por la ausencia de los espaciadofs W 40 de los 43 analizados por esta
metodologia.

El aislamiento clinico 391 pertenece al linaje 2 (Este asiatico) genotipo BRlijing caracterizado
por la ausencia de los espaciadoré® ldenominado en la base de datos internacional SITVIT2
como BeijingClasico.
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El aislamiento clinico LAM®BO077bc pertenece al linaje 4 (Euroamericano) sublinaje LAM9 SIT
150 caracterizado por la sencia de los espaciadores2ily 33 a 36 segun la base de datos
SITVIT2.

Por el método automatizado MIRWANTR (24 loci) se confirmd el linaje al cual pertenecian estas
cepas. En l&igura 1-4., se muestran los espoligotipos y los MIRU tipos analizados en el portal
VNTRplushttps://www.miruvntrplus.org/MIRU/index.faces
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Figura 1- 4. Patrones obtenidos por Spoligotyping y MIRUNTR para la confirmacion de linaje de las cepas
incluidas en el estudio en comparacion con la cepa de laboratorio H37Rv.

1.3.1.2. Determinacion genotipica y fenotipica de la resistencia a antibiéticos de primera

linea para el tratamiento de TB.
Con el fin de caracterizar por distintas metodologias las cepas del estudio, se verificé el perfil de
resistencia a antibiéticos. Por Genotype® MTRIDR, se obtuvo que la cepa Beijiigjasico 391
es MDR (Resistencia a Isiacida y Rifampicina), la resistencia a R se determind por la pérdida en
la hibridacion con la sonda del WT8 que corresponde a los codones 530 a 533 del gen, aunque no
hubo hibridacién con ninguna de las sondas MUT, la pérdida del WT es indicativo tincésia
R. Por otra parte, se detecto resistencia a H por la pérdida de hibridacion con la sonda WT que hibrida
en el coddérs315T1 y se observo hibridacion con la sonda MUT1 que corresponde a la mutacion
S315T1En cuanto 823Beijing-Like se obtuvo resistencia a rifampicina por pérdida/d@, pero
sin hibridacién con ninguna de las sondas MUT vy resistencia a H por pérdida de Wdacidibr
en MUT], detectando la mutaci@®@B815T1.

En cuanto a la cepa LAM9 B0O77bc se detecté gsi sensible a R y H, observando hibridacion de
todas las sondas WT y ninguna hibridacion con sondas myttantespara p anAy katG.
Adicionalmente se realiz6 la prueba fenotipica de susceptibilidad a antibiéticos BACTEC
MGIT™SIRE con el fin @ determinar la resistencia a los 4 antibiéticos de primera linea S, I, R E
individualmente; se obtuvo que la c&§28Beijing-Like es resistente a los 4 antibidticos de primera
linea/H, R, S, E) la cepa BeijingClasico 391 es resistente a S, | y R gépa LAM B0O77bc es
sensible a los cuatro antibidticos de primera linea.
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1.3.1.3. Caracterizacion morfologica ultraestructural de cepas Beijing por

microscopia electrénica dgransmision (MET).
Antes de realizar el procedimiense realiz6 una curva de crecimiento para aage, midiendo
cada 24 horasl porcentaje de transmitancia con un nefelémetro analogo con el fin de determinar la
fase logaritmica de crecimiento de las bacterias. Bridara 1-5 se muestran las curvas de
crecimiento para las cepas Beijing. Para el procesamiento de las cepas para MET se recuperaron las
bacterias el dia 12 después de la deteccidn de crecimiento, las mediciones iniciaron el dia 12 porque
a partir de ese dia gse presentaron cambios en etpataje (%)le transmitancia, la medici@e
cada punto se realizé cada Bdras.Para graficar los resultados, se obtuvieron los valores de
absorbancia, calculando el Legle la transmitancia, con los puntos de tiempo que comprenden la
fase logaritmica &l crecimiento, se calculé el tiempo de generacion de cada cepa a partir de la
regresion lineal y pendiente con los puntos de la fase log de la curva de crecimiento.

A 323 Beijing-Like B 391 Beijing-Clasico
100 .
1001 ~ 31,36 horas i
g = 41,8 horas g 20 . . @ ®
1095 e
K J
@ .
El[} 14 -g 101f .
T = o
) 105}
=102 -
102+ g
1[) 3 1 1 1 1 1 1 1 Il 1 1 1 1 1 l" 25 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 Il
D o> W VAL oD AL ok Y D D Al @
W o o VN0 P 00 g i oS AP e R AT ST ARG IS

Tiempo en horas

Figura 1- 5. Curvas de crecimiento de cepas Genotipo Beih§23 BeijingLike, B) 391 Beijing Clasico.

El crecimiento de las cepas fué seguido cada 24 horas por 21 dias, midiendo el % de Transmitancia, estos
valores fueron convertidos a absorbancia para obtengrdfisas de crecimiento y célculo del tiempo de
generacion (g) de cada cepa.

Las dos cepas fueron recuperadas al dia 12 de crecimiento, tiempo aproximado en que las bacterias
se encontraban en la mitad de la fase logaritmica de crecimiento (Metabiteativas) para

realizar las preparaciones para MET. Debido a que el genotipo Beijing de Mtb es un genotipo
emergente en Colombia, y el conocimiento de estas cepas es reducido y, dado que en el INCMNSZ
se dispone de un microscopio electronico de tramdmise decidié ahondar en el proceso de
caracterizacion, en este caso sobre las bacterias en cultivo para determinar sus caracteristicas
ultraestructurales. En I&3guras 1-6y 1-7., se observan las capturas fotogréaficas para las cepas 323

y 391 y en laFigura 1-8., se observarapturas fotograficas de la cepa de laboratorio H37Rv
(Imagenes cedidas por el Laboratorio de Patologia experimental del INCMNSZ).



102 Virulencia, respuesta inmuie-vivoy transcriptémica de Mtb genotipo Beijin

Adicionalmente eta Tabla 1-12 se hace una comparacion en cuanto a la presencia o ausencia de
organelos bacterianos entre las cepas Beijing y H37Rv. En la cepas3@@idente la presencia de
vacuolas lipidicas grandes, lo que sugitxepresencia dalepdésite de reserva de lipidps
posiblemente utilizados para su metabolisim@nte los procesos metabdlicos que reidibacteria

o0 involucrados en mecanismos de evasion de respuesta inmune y por lo tanto podrian actuar como
posibles factores de virulencia, las vacuolas lipidicas son mas pequefias en la cepa 391 y
pracicamenteinexistentes en H37RWtro elemento que llama visiblemente la atencién es la gran
cantidad de depdsitos de metales pesados (posiblementé Hjeemodrianacuarcomo cofactores

de procesos metabdlicos de la bacteria, estos depdsitos de metales@ervitkmtes en la cepa

391 y aln mas escasos en H37Ruv.

Se evidencio la estructura de la envoltura celglampuesta por una membrana celskguida de

varias capas de peptidoglicamodeada de una pared celylBormandouna estructura similar a

capsla de Mtb. La pared celular consistio en la presencia de dos capas distintas visiiolesjor
electrondensa y una capa exterior electron transparente que se cree esta compuesto por el complejo
Micolil -arabinogalactano unido covalentemente a pepiithogd. Se hicieron mediciones del grosor

de las mismaslastres cepasy a pesar de presentar diferentes perfiles en cuanto a la susceptibilidad

a antibidticossolo hubaunadiferencia significativa en la comparacion de medias en nanémetros de

la paredcelular entre H37Rv y la cepa Beijiitjasica 391 MDRIa cual es una bacteria MDR
(resistente a H, Ry S). Llama la atencién que la pared celular €&eg§RRy-like presenta un grosor

normal, casigual alde H37Rya pesar de ser un aislamiento clinkiaR. (Figura 1-9).

El citoplasma esta compuesto por una red compleja de sistemas membranosos, a este sistema se le
ha adjudicado el nombre de mesosomas, los cuales se forman por la invaginacion y bifurcacion de
la membrana citoplasmatica y se observan Unicamente en baGlospBsitivos, estas estructuras

se observan como elementos laminares tubulares o vesiauldiedos pouna membrana que las
envuelve La funcién de estaestructura esservir como potenciadesde la actividad metabdlica

de la micobacteriaesta estrctura puede variar en forma, estructura y localizacion dependiendo del
estadio metabdlico bacteriaf@b9]. Sin embargo, hay autores que afirman que esta estructura de
forma artefactualmente por el procesamiento de las muestras para MET por la fijacion quimica y el
procesade deshidrataciof260], estas estructuras se observan claramente tanto en los aislamientos
clinicos genotipo Beijing como en H37Rwviguras 1-6 A, 1-7 | y 1-8 B).

Es interesante resaltar la fase de actividad metabdlica en la que se recuperaron las bacterias, pues,
tanto para la cepa 323 como la 391 se observa un patrén de agrupamiento o formaciédele filas
bacterias con septos visibles y bacilos en elongagi@indican que las cepas se encuentraman

fase de replicacion activ&n lasfotografias Figuras 1-6, 1-7 y 1-8) se observa claramente el
material genético de los bacilos, dependiendo la forma en la que se vissalirdmbré como
cromosoma o nuctéde en las tres cepas.
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En laTabla 1-12 se relacionan los organelos intracelulares observados en los aislamientos clinicos
analizados por MET y su representatividad dentro de la célula.

cw

Figura 1- 6. Fotografias con MET deacterias de Mtb genotipo Beijifigke cepa 323A). Se observan las
grandes vacuolag/) y el mesosomgM). B). Mesosoma(M), C). Ribosomag(R), depdsitos de metales
pesadogMD) y granulos de polifosfatPG), D). Septoy polos celulareg). Vacuolas(V) y Nucleoide(N),
F). Agrupamiento de las bacterid3-H). Granulos de polifosfat(PG)y vacuolagV), I). CromosomdgC) o
nucleoide(N), vacuolagV), J). Vacuola(V), MesosomdM) y depdésitos de metalésID), K). Granulos de
polifosfato(PG)y Meso®ma(M), L). Nucleoide(N), Septo(S), Pared celulafCW) y membrana plasmatica
(MP).
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Figura 1- 7. Fotografias con MET de bacterias de Mtb genotipo Beij@i§sico cepa 3917). Pared celular
(CW), MembranaPlasmética(MP), Granulos de #lifosfato (PG) B). Material Intracelular(IM), C).
Elongacion BicteriangE) y vacuolagV), D). Septo(S), E). MesosomgM), F). RibosomagR), Nucleoide
(N) y Material intracelulatMI). G). MembranaM) y pared celula(CW) H). RibosomagR), I). Mesosoma
(M), J). Pared CelulafCW) y Granulos de Polifosfat(PG)K). Pared @lular(CW) y membrana Plasmatica
(MP) L). Septo(S).
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Figura 1- 8. Fotografias con METalbacterias de Mtbepa H37RvA). CromosomdC), Pared celular (CW)
B). Fotografia de un bacilo en el que se observa claramente el material gebstinosoma (C)C). Pared
Celular(CW) y CromosomgC) D). CromosomdC) E). Cromosom&C), F). RibosomaR), Nucleoide(N),
Pared CelulafCW), G). Membrang CM), Pared celula(CW), Cromosoma (Chl). Membrana CelulafCM).
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Tabla 1- 12. Relacion de organelos celulares observados por MET para cada aislamiento clinico.

ESTRUCTURA H37Rv 391 323
C: Cromosoma Presente Presente Presente
IN: Nucleoide Presente Presente Presente
R: Ribosomas Normal Normal Abundante
S: Septo Presente Presente Presente

(M: Mesosoma

Escasa Estructura Grande Estructura Grande
PG: Granulos de
[Polifosfato Escasos Presentes Grandes y Abundantes
V: Vacuolas

Estructuras Grandes y

Escasas Vacuolas Pequertias Deformantes
MD: Depositos de
[Metales Ausentes Presentes Abundantes
E: Elongaciéon Presente Presente Presente
IC: Material intracelular Normal Abundante Abundante

CW: Pared Celular
Evidente y de tamafio |Evidente y de tamafio|Evidente y de tamafio

Normal Normal Normal
PM: Membrana Evidente y de tamario |[Evidente y de tamafio|Evidente y de tamario
[Plasmatica Normal Normal Normal

Grosor de paredes celulares

154 *

Tamafio (nm)

Figura 1- 9. Comparacién del espesor de las paredes celulares
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1.3.1.4. Infeccidon de macrofagos alveolares deratoMH-S A KI L L1 NGO

Con el fin de obtener un acercamiento inicial sobre el comportamiento de los aislamientos clinicos

del estudio en un modelo de infeccidn (en este asidro) se utilizé6 una linea de macrofagos

alveolares adherentes de ratéon (Balb/c) -BIHATCC® CRL-201%E ) , esta | 2nea ¢ce€
ampliamente utilizada para estudios de replicacion y secrecidon de citoquinas. Las células se
infectaron con los aislamientos clinicos 323, 391 y LB 7bc, se realizo el Killing (Lisis) de las

células con SDS 0.1%UFCs dosdias: 0, 2, 3y 4 post infeccion con cada una de las cepas.

En los dias tempranos péasfeccion DOy D2se observa la capacidad fagocitica de los macréfagos,

la cual estd determinada no solo por el tipo de respuesta inmune generada por la célulasino de |
modulacion de la misma por parte de las bacterias infectantes.

Al DO postinfeccidn, no se observo diferencia en la cantidad de bacterias fagocitadas, tendencia que
se mantuvo hasta el dia 2 ptgieccion. Al dia 3postinfeccion se empezaé observar iferencias

en el nimero de UFCs entre las cepas. El objetivo en esta etapa del ensayo es determinar cudl es la
capacidad de sobrevivencia y capacidad de replicacion de las backenias de una célula que

tiene la capacidad de produsirmuerte.

En laFigura 1-10A., se observan graficamente los resultados obtenidos a partir de las UFCs al DO,
D2, D3 y D4 posinfeccion. La Cepa 323 BeijiAgike mostr6 la mas alta capacidad de
multiplicacién intracelular, desencadenada posiblemente por la reguladaittates de virulencia

propios de la cepgue le permiten evadir los mecanismos de muerterpcesamiento de antigenos

de los macréfagos en cultivo. El objetivo de incluir un aislamiento clinico LAM9 que es el genotipo
mas prevalente en el pais, fa sponer de un <control cl2nico i
medicamentos para comparar su comportamiento con el de las cepas Beijing, sin embargo, con estos
resultados se observa que después de 323 Beifiagel aislamiento clinico BO77bc muestra un
fenotipo virulentg con una alta capacidad de multiplicacion intracejwdadiferencia de la cepa

H37Rv y el aislamiento clinico 391 Beijir@lasicq siendo H37Rv la cepa con menor virulencia
(inferida por la capacidad replicativa intracelular).

Para detaminar la respuesta inmune generada por los macréfageS M#$pués de la infeccion con

las diferentes bacterias, se midieron las citoquinagnfieonatorias 11:12p70, IFNo y -O Ny | a
citoquina antiinflamatoria K10 por ELISA (Figura 1-10 B-E) en pools de sobrenadantes
obtenidos antes de realizar el proceso de Killing en dia tiempénpestion dado que el volumen

de sobrenadante era muy bajo no se pudieron hacer réplicas del experimento y se interpreta
cualitativamente la produccién de citoquinas.

En cuanto a la secrecibon dellb , s e o0 b s e r eamuyhajas cantdadps por gparte de
las células infectadas con todas las bactesiasdo indetetable lapresenciale esta citoquina en
los sobrnadante@o se muestran datosyin embargplas células infectadas con el aislamiento
clinico LAM-B077bc producen una cantidad superior del2p70 comparado coras otras
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bacterias al DO poshfeccion seguido de una cantidad importante de las citoquinas protectoras IFN

o vy -0 NeF | o s podtinfacsion3a cyal e$ una respuesta inmune protectora o benéfica para
las células infectadasin embargo, la presencia de estas citoquinas no neutraliza la alta capacidad
replicativa deesta cepa. & produccion de la citoquina TNF e s t a ricfécaon ecoméle | a
aislamiento clinico 323 Beijingike y su efecto no se ve reflejado en la carga bacteriana al B4 post
infeccion, demostrando que esta bacteria tiene la habilidad de evadir el efecto de esta citoquina.

Llama la atencién que al dia gbstinfeccion todas las bactesigproducen la citoquina anti
inflamatoria (respuesta no protectora}llQ, excepto 391 Beijin€lasicq y aunque esta bacteria
muestra una carga bacteriana mas baja que las cepas mas virulentas de este ensayo (323 y BO77bc)
y pese a la baja cantidad de citoquinas protectoras producidas por las células infectadas con esta
cepa, esta bacteria no es tan veloz en su replicaai@esar de inducir la produccién de una baja
concentracion de todas las citoquinas aqui evaly&iasa 1-10 B-E).
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Figura 1- 10. Resultadosi e i nfecci -n de macr - fagos aA) URE€sd paniraedsl kilthg al Dia @ Pemtfec¢id®,aDial2/Posy A Ki | |
Infeccidn, Dia 3 Post Infeccién y Dia 4 Paisfeccion. *B) Medicion de citoquinas en pooles de sobrenadantes obtenidos a partir del cultivo deféditislos

con las diferentes cepas en estudio dias 0, 3 y 4 post InfeEN&AUC) IL-12p70,D) IFN-0 E) IL-10.P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005; ****P < 0.001
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1.3.1.5. Cinética de infeccion con aislamientos clinicos colombianos en el modelo de TB
pulmonar progresiva cronica ratén Balb/c.

A Sobrevida
Se hizo seguimiento del estado de salud gogeimentaron las muertes espontaneas y/o sacrificios
humanitarios de los grupos experimentales de ratones infectados (323-B&ging91 Beijing
Clasico y LAM B077bc). El aislamiento clinico 323 Beijihike indujo prematuramente la muerte
de los animas, al dia 42 PI hahbidallecido la totalidad de los animales; el estado de salud de este
grupo de animales era bueno y estable hasta el dia 21 PI, pero a partir del dia 28 Pl se observé un
marcado deterioro del estado de salud, induciendo caquexiaaciiniten el movimiento y
piloereccién disminuyendo aceleradamente la poblacion de ratones sobrevivientes. Los animales
infectados con el aislamiento clinico LAM B0O77bc presentaron deterioro en el estado de salud desde
el dia 21 PI, sin embargo la sobrevigaextendié hasta el dia 60 Pl cuando fallecieron los Ultimos
ratones. Por ultimo los animales infectados con el aislamiento clinico 391 B&#isigq
comenaron a morir despues del dia 45 post infeccion, dia a partir del cual se observo el deterioro en
el estado de salud, estos animales a pesar de no presentar signos marcados de enfermedad fallecian
subitamente hasta el dia 68 elque fallecio el ultimo animal, €ia Figura 1-11 A se observa la
grafica de sobrevida, en donde se observan diferenciadigticamente significativas en la
sobrevida entre los aislamientos 323 y BO77bc y 323 y 391.

A Carga bacilar en homogenizados de pulmén y bazo
Entre el dia 7 y 14 Pse produjo el crecimiento marcado en el nimero de bacterias del aislamiento
clinico 323 BeijingLike seguido de LAM BO77bc, al igual que en el experimento in vitro estas dos
bacterias fueron capaces de sobrepasar los mecanismos inmunes del hosped#idicgreau
Aunque el crecimiento bacteriano del aislamiento 391 Beijing clasico no fue tan acelerado, esta
bacteria tambiéprodujouna alta carga bacteriana en las UFCs, el cremiento acelerado a partir del
dia 14 PI se correlaciona con la muerte dealumales, ya que posiblemente al dia 28 Pl la carga
bacteriana estaba causando afectaciones organicas determinantes de muerte prégnaduia (
11B). La presencia de bacterias en bazo indica que los aislamientos de Mtb tienen la capacidad de
causar TB gtrapulmonar, en este caso se encontraron bacterias en bazo a partir del dia 14 PI, de
nuevo 323 y BO77bprodujerora mayor cantidad de bacterias en este érdaignra 1-11 C), sin
embargo hacia el dia 28 Rlcepa_LAM BO77bc produjo una mayor cargadilar extrapulmonar.
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Figura 1- 11. Cinética infeccién de ratones Balb/c con aislamientos clinicos colombi&)d2orcentaje de
sobrevidaB) Recuento de unidades formadoras de colonia en homogenizados de fRIm@05; **P <

0.01; ***P < 0.005; ***P < 0.001C). Recuento de unidades formadoras de colonia en homogenizados de
Bazd'P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005; ****P < 0.001.

A Histologia y morfometria de pulmones de ratones infectados con aislamientdicos
colombianos.

Se procesaron histolégicamente 3 pulmones derechos perfundidos con etanol, ales8ltatones
distintos de cada punto de sacrificio (Dia 1, 3,7, 14, 21, 28, €dnlel fin de observar el progreso
de la patologia pulmonar desalada por los animales a dias de infeccion tempranos, intermedios y
tardios. En laFiguras 1-12a1-14 se observan los principales hallazgos y cambios patognomaonicos
en los dias claves de la cinéti€agura 1-12. Progreso del dafio histol6gico desencadenen
animales infectados con aislamiento 323 Beiliiige: A partir del dia 14 Pl se observa la presencia
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de granulomasumerosod-igura 1-12 A. Otro hallazgo histolégico es la presencia de Alveolitis
(flecha erFigura 1-12 B) e inflamacion perivasculdFigura 1-12 C) caracterizada por la presencia

de células inflamatorias alrededor de la luz vascular. Hacia el dia 21 Pl los granulomas aumentan en
namero y tamafio en coexistencia con parches de neur@niea(1-12 D), enlos quese evidencia

la presen@ de macréfagos espumosos produciendo un cambio ya notorio en la arquitectura
pulmonar Figura 1-12 F). Hacia el dia 28 Ppredomina la inflamacidn tisular con areas extensas

de neumonia, hallazgo bien correlacionado con la disminucion en la sobrelidadienales y las

altas cargas bacterianas en este dia. Eiglara 1-15 A y B segrafica el area de granulomas y
porcentaje de neumonia.

En los ratones infectados clancepa391 Beijing clasicq fueron los Unicos en los cuales fue posible
hacer la cinética hasta el dia 60 PI. Histolégicamente, el progreso del dafio tisular fue mas lento que
con los demas aislamientos clinicos, formando estructuras granulomatosas a partir del dia 14 PI
(Figura 1-13 A y B) asi como alveolitisRigura 1-13 C) conservando la arquitectura pulmonar.
Hacia el dia 21 PI se observaron granulomas grandes y en mayor cartdaa {-13 D.F), sin
embargola mayoria de estas estructuras fue inexistente hacia el dia 28n®ntoaen el cual se
empez6 a observar la presencia de parches neumohicnsal 1-13 G-l), caracterizados por
presentar un gran nimero de macro6fagos espumosos, aungque estos hallazgos indican que hay una
TB activa, los ratones no estaban visiblemente arfer ya erel dia 60 PI, en el dltimo grupo de
ratones sobrevivientes, se observd la presencia de necrosis tisular, cambiando por completo la
arquitectura pulmonar y correlacionada con la muerte de los animales-igora1-15A y B se

grafica el area@granulomas y porcentaje de neumonia.

En pulmones de ratones infectados con LAM B0O77bc se encontré un hallazgo poco comin y es la
formacion temprana de estructuras granulomatosas a partir del driguiPd (L-14 A-C), los cuales
aumentaron en nameratgmanio al dia 14 Pl sin formacion de parches de neunfeigiad 1-14

D-F), sin embargo, aunque hacia el dia 21 Pl aln se observaban granulomas bien conformados
(Figura 1-14G), se empezaron a formar parches de neumbigar@ 1-14H-1), la cual sextendi6
rapidamente hacia el dia 28 Pigura 1-14J-K) produciendo la pérdida en la arquitectura pulmonar
(Figura 1-14L). En laFigura 1-15 Ay B segrafica el area de granulomas y porcentaje de neumonia.

En este caso se Iaganalizar el pulmén del tilno animal sobreviviente al dia 60 PI, en el que se
observo una neumonia masiva.

A Transmisibilidad de Mtb por medio del uso del modelo experimental de
transmisibilidad o convivencia de animales sanos con animales infectados con
aislamientos clincos de Mb.

Se usO el modelo de transmisibilidad para determinar qué tan infecciosas son los aislamientos
clinicos evaluados en el presente estudio, colocando igual nUmero de animales sanos y animales
infectados cada uno corb21® bacterias en la misma caja aisladpasaconvivir. Luego de 60 y

90 dias de convivencia, se real@&acrificio de los animales sanos para realizacion de WA (

anexo A10) e histologia pulmonar. No se obtuvo crecimiento bacteriano ni a los 60dia®9de
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sacrificio. Como se observd en los resultados de sobrehadaratones infectados con los
aislamientos clinicos de este estudio, sobrevivieron maximo 60 dias; después de los 30 dias para el
caso del aislamiento clinico 323 Beijthike y aproximalamente después de 45 dias para los otros

dos aislamientos clinicpdue imposible mantener la proporcion de animales sanos y animales
infectadosdebido da rapida disminucion en la sobrevida, lo que pudo influir en la no transmisién

de las bacterias. Agsar de no obtener crecimiento bacteriano en el experimento de UFCs, se realizd
el procesamiento histologico de los pulmones perfundidos con etanol absoluto sin observar cambios
sugerentes de infeccion con Mtb

Histologia Pulmonar 323 Beijing-Like

D 14 PI

D 21PI

D 28

Figura 1- 12. Hallazgos histopatolégicos en pulmones de ratones infectados con 323-Biigintincion H

E. A-B). Las flechas muestran estructuras granulomatosas al dia ©}. Piflamacioén perivasculam).
Parche de neumonig). Granuloma grande dia 21 ). Panoramica pulmonar con arquitectura conservada,
pero con parches de neumoa Neumonia y presencia de macrdéfagos espumosos (flé¢Ha) grandes
areas de neumonia.
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Histologia Pulmonar 391 Beijing-Clasico

Figura 1- 13. Hallazgos histopatolégicos en pulmonesatenes infectados con 391 Beiji@asico, Tincion

H-E. A-B). Las flechas muestran estructuras granulomatosas pequefias y en baja cantidad al @ia 14 PI,
Inflamacion peribronquial). Granuloma grande dia 21 B, Vista de numerosos granulonf@sgranuloma
grande, inflamacion peribronquial y alto flujo de células inflamatoGas Neumonia y presencia de
macréfagos espumosbisl). grandes areas de neumordid.) . Extensas &reas de neumonia con presencia de
necrosis tisular y pérdida de arquiteetpulmonar.
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Histologia Pulmonar LAM B077bc

Figura 1- 14. Hallazgos histopatoldgicos en pulmones de ratones infectados con LAM B0O77bc. Tincién con
H-E. A-C). Formacién temprana de numerosos granulo@adnflamacion perivascular 14 PE). Vista de
numerosos granulom#y. granuloma grande, inflamacién peribronquial y alto flujo de células inflamatorias
G) NeumoniaH-I). grandes areas de neumordid.). Extensas areas de neumonia y pérdida de arquitectura
pulmonar.
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Figura 1- 15. Graficas de cuantificacion de area de granulomps. porcentaje de neumori. en pulmones
infectados con los aislamientos clinicos colombianos. *P < 0.05; **P < 0.01; **P < 0.005; ****P < 0.001.

A Cuantificacién de citoquinas en pulverizados de pulmones de ratones infectados con
aislamientos clinicos colombianos de Mtb.
Con el fin de determinar qué tipo de respuesta inmunoldgica se indujo a partir de la infeccién con
los aislamientos clinicos de Mtbe cuantifico la expresién de citoquinas pro y-enfithmatorias
por gRT-PCR y el andlisis de resultados se realiz6 por cuantificacion relativa usando como gen de
referenciaRplpQ

Se cuantificd iINOS, una enzima de produccién temprana duranfedeion con Mtb cuya funcién

es la de activar los macrofagos para que se produzca la fagocitosis de bacterias y actia
sinérgicamente con IFN y -0 pddeluciendo una respuesta inmune pro inflamatoria benéfica
para el hospedador infectado, a lo largolaleinética de infeccion se expres6 iINOS en bajas
cantidades, la mayor expresion de esta se dio al dia 7 Pl por parte del aislamiento 32BiBijing
(Figura 1-16 A). Al dia 3 PI hubo una expresion importante del8_por parte de los animales
infectad® con los aislamientos clinicos Beijing, sin embargo, la produccion de esta citoquina no se
mantuvo a lo largo del tiempo, por lo que la activacion de los macréfagos en las fases iniciales de la
infeccién pudo ser transitor{&igura 1-16 B).

La otra cibquina preinflamatoria de expresion temprana fue lalR, siendo el mayor pico de
produccion de la misma al dia 7 Pl por parte del aislamiento 323 seguido del 391, en general, esta
citoquina junto con iINOS se producen en respuesta a la infeccion peoM# fin de activar los
macroéfagos para favorecer el proceso de fagocitosis, pero al observar los niveles de expresion asi se
alcancen a observar diferencias significativas entre las bacterias, en general los niveles de expresion
de estas es bajo, sin bango, llama la atencion qué @slamiento clinico 391 Beijinglasicq

mantiene los niveles de expresion de estas hasta el dialEQura(1-16 Ay B).
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La mayor expresionde TNE s e di o por parte de | os ani mal es
B0O77c, siendcel dia 28PI el de mayor expresiéon de la misnidura 1-16 C), los aislamientos

clinicos Beijing expresaron la mayor cantidad de esta citoquina al dial&f éXpresion de esta

citoquina es cruciapara laformacién de granulomas, estas edtrtas fueron observables
tempranamente al dia 7 PI, correlacionandose con la produccidtadgtequina e IFN Figura

1-16 C y D). H aislamiento BO77bc mantuvo altos niveles de expresion de esta citoquina a lo largo

de lacinética, sirembargo, la expresion de estas no evit6 el rapido progreso de la patologia pulmonar

y lamuerte prematurde los animales infectados con este aislamiento clinico.

Por otra parte, la medicion de las citoquinas-iaftamatorias I1-:10 y TGFb , p e remminere de't
el perfil de la respuesta inmune desencadenada por las bacterias utilizadas en la infeccion, los
aislamientos clinicos que hasta el momento han mostrado un fenotipo mas virulento 323 y LAM
BO77bc mostraron un alto nivel de expresion de edtaguinas en los dias tempranos Pl (Dia 3y

7) (Figura 1-16 E y F), contrarrestando el efecto inflamatorio que pudiera tener la baja expresion

de enzimas y citoquinas de fase agudal@le iINOS), BO77bc y 323 mostraron mayor expresion

de TGFb Figura 1-16 F) y 391 Beijing clasico, expres6 tempranamente en mayor cantiee@ IL
(Figura 1-16 E).
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Figura 1- 16. Mediciénde la expresion de citoquinas por gRTR.A) iNOS y las citoquinaB) IL-12,C) TNF-U D) IFN-0 E) IL-10yF) TGRb e n

de infeccion con aislamientos clinicos colombianos de ratén Balb/c. La medicion de la expresion se realizé por med?€ReydR Cuantificacion de la

n®tica

expresion se realizé por cuantificacion relativa usando como gen de refepip@idl analisis estadistico se realizé con ANOVA de dos vias. *P < 0.05; **P <

0.01; **P < 0.005; ****P < 0.001.
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1.3.1.6. Expresién global de genes ante la infeccibn de ratones Balb/c con
aislamientos clinicos colombianos genotipo Beijing

En el momento del disefio del experimento se tuvo en cuenta las caracteristicas del modelo de TB

pulmonar progresiva crénica; en este, cuasel usa la cepa de referencia H37Rv los dias claves en

los que hay cambios histolégicos determinantes de la infeccion son dia 3 (infeccion temprana), dia

21 (formaci-n de granul omas @Al atenciao) y fase

los aislamientos clinicos genotipo Beijing, mostraron un fenotipo virulentar@yprogresiérmas

rapida de la enfermedad en los animalesnando granulomas a partir del dia 14 Pl y adelantando

su fase activa hacia el dia 28 PIl. Con las observacabienidas a partir del recuento de UFCs y

los hallazgos histolégicos pulmonares eligieron como dias determinantes en la progresion del

cuadro pulmonar los dias 3, 14, 28 y 60 PI.

Los pulmones de tres animales diferentes infectados con 2xdi@ras se pulverizaron con
nitrégeno liquido y se les realiz6 extraccion de RNA, se verifico la cantidad y calidadsded

antes deser enviadoa secuenciacion. La calidad de las librerias (RIN) se verificé por electroforesis
capilar antes del proceso deegenciacion el cual se realizé usando la plataforma Illlumina en la Red
de Apoyo a la Investigacion RAI, instituto adscrito a la Universidad Nacional Auténoma de México,
secuenciando ambos extremos (paired end); en todos los parametros de control dieledtida
secuenciacion se obtuvieron buenos resultados para el analisis bioinforAétictinuacion en la
Tabla 1-13, se relacionan las muest®sviadas &ecuenciacion con su respectiva concentracion,
relacion 260/280 y RIN.
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Tabla 1- 13. Relacién de la cantidad y calidad de las muestras enviadas &&Nd&l hospedador, ratones
Balb/c infectados con cepas Beijing

, Ratones ., . .
niscimte | fossen | evados 3| TR 260080 | RIN S e
secuenciar
D3 R1 117.24 2.107 830 || 1\
R2 165.22 2.115 860 || I
R3 84.88 2.141 820 || 1 i
o D14 R1 68.34 2.063 880 || |
Be”'gg'suke R2 224,25 2.089 890 |l | |
R3 414.68 2.025 910 | |
D28 R1 475.84 2.031 760 |l 111
R2 158.30 2.045 8.40 I [T |
R3 364.48 2.047 920 |l I
D3 R1 150.45 2.067 930 |l | i}
R2 113.08 2.086 840 || |
R3 236.51 1.999 930 |l I 1
D14 R1 213.01 2.020 90 || | 1
R2 319.45 2.012 90 || 118
Beijing-Clasico R3 189.78 2.047 910 || |1
891 D28 R1 175.29 2.061 g10 || | |
R2 179.62 2.022 910 || | 1
R3 475.84 2.031 g10 || I'N
D60 R1 364.98 2.047 g10 |l | 1
R2 158.30 2.045 790 |l |
R3 111.38 2,038 910 |l I

Después de realizar el procedimiento de limpieza, control de calidad, mapeo tgaetranea de
referenciavius musculugassembly GRCm38.p6se determind el listado de genes diferencialmente
expresados, utilizando la herramienta DESeq 2 Bioconductor del paquete estadistico R comparando
el nimero de genes diferencialmente expresadosal8id 4, 28 y 60.

Para determinar la expresion diferencial de genes a los diferentes dias Pl en ratones infectados con
las dos cepas de estudio, se comparo el listado de genes obtenido para cada uno dedadadias us
como control el dia 3 PI, egbeoceso se realiz6 tanto para los genes sobreexpresados como para los
genes con expresion negativa.

En laFigura 1-17 A se observan los resultados del nUmero degsobreexpresades ratones
infectados con 323 Beijingike y en laFigura 1-17 B, se olservan loggeneson expresion negativa

para ratones infectados con la misma cEpacuanto a los genes sobreexpresados se obtuvo que al

Dia 14 PI se sobreexpresaron 98 genes, al dia 3 Pl se sobreexpresaron 602 genes y al dia 28 PI se
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sobreexpresaron 13&ges, se compartio la expresion de un grupo de 349 genes entre los dias 3 y
14 PI. En cuanto a los genes con expresion negativa en ratones infectados con 32BiBegiag

obtuvo que al dia 3 Pl no hubo genes diferencialmente expresados, al dia lidiseolt29 genes

con expresion negativa, al dia 28 Pl 147 genes con expresion negativa y entre los dias 14 y 28 Pl se
compartio la expresion de 473 genes regulados negativamente.

323 Beijing-Like

(5

?
D14 D3 D28

D14 D28

Figura 1- 17. Representacién global de la expresion diferencial de genes en pulmones infectados con 323
Beijing-Like a los dias 3, 14 y 28 PA) Genes sobreexpresad83.Genes expresados negativamente

En cuanto a los ratones infectados con la cepa 391 Béijagro, se obtuvo quee sobreexpresaron

150 genes al dia 14 PI, 102 genes al dia 28 Pl y 395 genes al dj&60ePibs dias 14 y 28 Pl se
compartio la expresion de un conjunto de 339 genes. Con respecto a los genes con expresion negativa
se obtuvo que atlia 14 Pl se expresaron negativamente 97 genes, al dia 28 se expresaron
negativamente 137 genes y al dia 60 Pl se expresaron negativamente 468 genes; entre el dia 14 vy el
dia 28 Pl se compartio la expresidn negativa deggéd@qFigura 1-18).
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391 Beijing-Clasico

A B

395 468

D14 D28
D14 D28

Figura 1- 18 Representacion global de la expresion diferencial de genes en pulmones infecta8®% con
Beijing-Clasicolos dias 1428y 60PI. A) GenessobreexpresadoB) Genes expresados negativamente

Posterior a labtencién del listado de genes diferencialmente expresados, se realizaron analisis de
enriquecimiento funcional del listado de genes obtenido usando los repositorios Gene Onthology
(GO), la cual es una base de datos de conocimientos biolégicos que pesuitkir la funcién de

los genes y los productos de los mismos, ademas permite ubicar ontolégicamente la informacion
genética de acuerdo a su funcién molecular, su participacion en procesos bioldgicos y su localizacion
dentro de las células. Permite ettabr una relacion jerarquica entre las relaciones de los genes a
través de nodos, en donde a medida que avanza la clasificacién jerarquica, los genes hijos van a tener
funciones cada vez mas especializadas y por ultimo permite hace la anotacién gemnétinmes
ontolégicos. Un andlisis adicional se realizd en el repositorio KEGG en el que se indaga sobre las
vias metabdlicas en las que estan involucrados los genes diferencialmente expresados a través de
una jerarquia de rutas metabdlicas y establecetdade dichas vias hasta la participacion de los
productos génicos (proteinas).

Para 323 Beijing.ike, el analisis de enriquecimiento en KEGG al dia 3 Pl mostr6 genes
involucrados en la presentacion y procesamiento de antigeno, asociados a funcizoesaiag,
genes involucrados en la respuesta a la infecciorstaghylococcus aureuasma y rechazo de
transplantegrincipalmentgFigura 1-19 A). Adicionalmente, el andlisis de solyepresentacion en

GO (limite significativo 1,3) evidencié genes relacionados con respuesta inmune incluyendo
complejos protéicos asociados a MiHCgenes asociados a la respuesta celular a interferones de
tipolyll(IFN-o e -bl) EN e st a rdecthlp ante &ainfecciénde gatdgenos intracelulares
(Figura 1-19B).
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Figura 1- 19. Andlisis de enriquecimiento con KEGG y GO de los genes diferencialmente expresados
durante la infeccion con 323 BeijingLike comparando eldia 3 Pl vs dia 14 Pl A) Cada circulo en la

grafica representa una via metabdlica KEGG, en el eje Y se encuentra el nombre de cada via y el factor de
enriquecimiento se indica en el eje Xfactor de enriquecimiento es la proporcién del numero de genes
diferencialmente expresados anotados en cada via en relacién con la proporcion de todos los genes
mencionados en la misma via. Un factor de enriquecimiento més alto significa un enriquecimésn
significativo de los genes diferencialmente expresados en una via determinada. El color del circulo representa
el valorg, que se obtuvo a partir del valor@ajustado después de miltiples pruebas de hipétesis, que van de

0 a 1. Un valog mas pegefio indicé una mayor confiabilidad de la importancia del enriqguecimiento de genes
diferencialmente expresados en cada via. Los tamafios de los circulos representan el niumero de genes
enriquecidosB) Representacion del andlisis de enriquecimiento en ratosénfectados con 323 Beijing

like al dia 3 PI. El umbral representa 1.3-18 del valor de p ajustado, el cual se calculé de la distribucién
hipergeométrica. Las barras mas largas representan una proporcién mas grande de genes enriquecidos en una
via especita.
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Figura 1- 20. Analisis de redes de interaccion génica en ratones infectados con 323 Beijiniige al dia 3

Pl. Lasinteracciones proteifaroteina se realizaron usando la herramienta Networkanalyst en la plataforma
Innate[B. Esta red se construy6 con los genes sodgalados al dia 3 PI. Los circulos representan los hodos
(genes) y las lineas representan las interacciones entre los nodos (genes). El grado de un nodo, es el nimero
de conexiones que tiene con otros nodos. hados con mas alto grado actian como ejes importantes en la

red. La intermediaci -n nBetweennesso mide el

con mayor intermediacién actiian como importantes cuellos de botella en la red. Llos odjos resaltan los

4 nodos principales en nivel e intermediacion.

n¥mer o

Un analisis adicional se realiz6 utilizando la plataforma innateDB. Esta es una base de datos publica
de genes y proteinas con evidencia experimental que permite indagar sobre las vias de sefializacion
involucradas en la respuesta inmune innata en humanws)os y bovinos ante la infeccion con
microorganismos patdgenos; a partir de los analisis de enriquecimiento, los datos se analizaron

usando la herramienta Networkanalyst mostrando grandes nodos de interacciéimgéhiceando

de
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vias de sefalizacién @dadas a respuesta inmune, con el predominio de respuesta inflamatoria,
especificamente los genkdbkgy Hsp90. El gen méas expresado al dia 3 Pl con 323 Beijkey

fue el gene Tnfrsf8 (Fold change: 7.79) el cual es un miembro de la superfamiliapderescde

TNF, el segundo gen mas sobre expresado fue la quimid@Xi@a9(Fold change:7.7), involucrada

en el crecimiento, movimiento y activacion de la respuesta inmuraffanmatoria de las células e
implicado directamente en la formacién de granalsnen infecciones por Mtb. Otros genes
sobreexpresados que codifican para quimioquinas fu€6h3 (Proteina inflamatoria de
macréfagos MIP-1 }) CCL4 CXCl16e 7 (IL-7), todos involucrados en respuesta inmune pro
inflamatoria, como se espera en las fasiegales de infeccidén por Mtb. Otro gen sobreexpresado es
SHARPIN,cuya funcién es la induccién en la produccién de citoquinasnfieamatorias en
respuesta a lactivaciéon de los TLRs en macréfagos y es requerida en la activacién 6ptima del
inflamasoma\LRP (Figura 1-20).

Al dia 14 PI las vias metabdlicas mas enriquecidas fueron: Biosintesis de AmiiROBKI
fosforilacion oxidativa, VEGF, vias de sefializacion de calcio y vias de sefializacion de MAPK
(Figura 1-21 A). Por otra parte, los analisis en @@straron genes relacionados con la union de
proteinas, actividad mitocondrial, remodelacion de vasos sanguineos y actividad esfingosina kinasa
(Figura 1-21 B). La interaccion proteinproteina analizada con networkanalyst mostré genes
involucrados en leespuesta inmune en nodos de interaccion; por ejemplo, ENdéff-old change:

1.09) que codifica para una tirodimasa asociada a membrana implicada en el control del
crecimiento celular y al control de la funcién de lallk(Figura 1-22).
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Figura 1- 21. Analisis de enriquecimiento con KEGG y GO de los genes diferencialmente expresados durante
la infeccién con 323 Beijindtike comparando el dia 14 Pl vs dia 3 R).Los elementos enriquecidos en la

via KEGG se midiron mediante el factor de enriquecimiento, el valor q y el nimero de genes, como se
menciona en las figuras 26 y 27. Se enriquecieron diferentes vias el dia 14 freBjeErir&juecimiento en

GO en ratones infectados con 323 Beijirige dia 14 PI.

Otro importante centro de interaccion es el §emarca2gl cual esté involucrado en la activacion
transcripcional y la activacion y represion de genes seleccionados para la remodelacion de la
cromatina (Alteraciones en la topologia del DNA).

El gen Fyres miembro de la familia de oncogenes de la proitgisin-kinasa que codifica para una
proteinakinasa asociada a membrana celular implicada en el control del crecimiento celular y esta
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Figura 1- 22. Andlisis de redes de interaccién génica en ratones infectados con 323-Bikgirad dia 14 Pl

También se encontrd sobreexpresado eSgd® (Fold change: 1.3)Tabla 1-14) que codifica para

una esfingosina kinasa responsable de suprimir lamaftédn y la activacion de los macréfagos.
También se sobreexpresaron los geBasnalcand Rras2,relacionados con la sefializacion del
calcio y de las MAPK que estan implicados en el silenciamiento de la respuesta inflamatoria durante
la infeccidon con Mtbsugiriendo que a estas alturas de la cinética de infeccion se esta produciendo
un cambio en la regulacion de la respuesta inmune, polarizando la respuesta hacia una de tipo anti
inflamatoria no protectora que puede estar favoreciendo el rapido proglasenfiermedad en los
animales.
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Tabla 1- 14. Genes diferencialmente expresados a los 14 dias Pl en pulmones de ratones infectades con 323
Beijing-Like.

Entrez ID Name Biotype Description Log FC | p-value
17739 TrnP tRNA tRNA proline, mitochondrnial 0.66 0,0008
17977 Ncoal Protem Nuclear receptor coactivator 0.44 0.0199
23874 Farsb tRNA Phenylalanyl-tRN A synthetase, beta subumit 048 0,0077
55936 Ctps2 Protein Cytidine 5 -triphosphate synthase 1.27 0,0000
56632 Sphk2 Protein Sphingosine kirase 2 0.38 0,0000
69721 Nkirasl Protem NFKB mhibitor mteractions 046 0,0022
71056 4933405E24Rik |[ncRNA Non coding RNA 040 0,0077
74453 Ctap53 Protein Ciha and flagella associated protein 53 052 0,0004
75138 4030526L06Rik |ncRNA Non coding RNA 0,84 0,0000
75388 Boll Protein Boule homolog, RNA binding protein 052 0,0102
75784 Ctap200 Protem Cila and flagella associated protemn 299 0,55 0,0054
75888 4930573H1 8RiklncRNA RIKEN c¢DNA 4930573H18 0,74 0,0000
76933 If2712a Protein Interferon alpha-inducible protein 27 ke 2A 0,55 0,0004
330401 Tmecl Protein Transmembrane and coiled coil domains 1 043 0,0030
664942 Gml3858 Predicted gene|Cancer susceptibility candidate 4 pseudogene 0.48 0,0040
668253 Dleu2 IncRNA Long non coding RNA 042 0,0069

100504464 |E230016K23Ri{iIncRNA Long non coding RNA 0,72 0,0000

102632404 |Gml5396 IncRNA Long non coding RNA 0,30 0,0062

102635296 |Gm32673 IncRNA Long non coding RNA 0.60 0,0027

102636584 |Gm32673 IncRNA Long non coding RNA 042 0,0061

108167382 |LOC108167382|IncRNA Long non coding RNA 0.85 0,0093

Después de un mes de infeccién (dia 28 PI) y del marcado deterioro en el estado de salud de los
animales, se encontrdé un nimero menor de vias de sefalizacion activadas que el dia 14 PI, al dia 28
algunas de las vias enriquecidas se compartieron en gstaletia infeccion, lo que indica que hubo

un ligero cambio en la respuesta dalmal (Figura 1-23 A). Una de las vias que permanecieron
activadas fue la de las MAPK, la sobreexpresion de supresores inmARE andMAPK12que

sugieren una respuesta ainflamatoria sostenida.

Los analisis de enriquecimiento ontolégico mostraron un perfil genético similar entre los dias 14 y
28 PI, el perfil genético en esta etapa de la enfermedad esté relacionado con la unién dg faoteina
actividad mitocondrial y el remodelamiento de los vasos sanguineos. En este caso, no hubo actividad
de la esfingosinéinasa, indicando un cambio hacia una respuestinftamatoria(Figura 1-23

B).
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Figura 1- 23. Andlisis de enriquecimiento con KEGG y GO de los genes diferencialmente expresados
durante la infeccion con 323 BeijingLike al dia 28 vs dia 3 PI.A) Los elementos enriquecidos en la via
KEGG se midieron mediante el factor de enriquecimiento, el valor q y el nimero de genes, como se menciona
en las figuras 26 y 27. Se enriquecieron diferentes vias el dia 28 frente al d&) BriRlquecimiento en GO

en ratones infectados con 323 Beijilike dia 28 PI

Los genes con mayores interconexiones en el analisis en Networkanalyst al dia 28 Fyfuanoh
Smarcados cuales estan involucrados con hipertension arfarialonar(Figura 1-24).

En sintesis, ®0s resultados indican que al inicio de la enfermedad de los animales infectados con
323 BeijingLike (dia 3 PI) se produce una fuerte expresion de genes involucrados en respuesta
inmune preinflamatoria, la cual disminuye hacia el dia 14 Pl y posteriotense reactiva hacia el

mes PI. Esta evolucion en la respuesta inflamatoria pesteeinducida por el mantenimiento en la

via de sefalizacion de MAPK y por la perdida en la actividad de la esfingmsasa. Este perfil



130 Virulencia, respuesta inmuie-vivoy transcriptémica de Mtb genotipo Beijin

de expresion coexiste con lalarhaciéon pulmonar extensiva y las altas cargas bacilares cuyo
desenlace final es la muerte prematura de los animales.

Figura 1- 24. Andlisis de redes de interaccion génica en ratones infectados con 323-Bikiirag dia 28 Pl

Los ratones infectados con 391 Beijitasico, desarrollaron una enfermedad de curso mas crénico,
logrando sobrevivir hasta el dia 60 PI, por lo que aderladia 3, 14 y 28 PI, se secuenciaron los
pulmones de tres animales al dia 60 PI. Los analisis de enriquecimiento en KEGG revelaron que los
genes sobreeexpresados estuvieron involucrados en la presentacion y procesamiento de antigeno, en
la respuesta a lafeccion porStaphylococcus aueuasma y rechazo a trasplantes. Los andlisis de
enriquecimiento observados con esta cepa en la fase temprana de la enfermedad son muy similares
a los de 323 Beijindtike (Figura 1-25 A). Los andlisis en GO también mostranon perfil de

expresion génica muy similar relacionado con la respuesta inmune entre ambos aislamientos clinicos
(Figura 1-25B).

De nuevo en el analisis de redes biolégicas se observé la sobreexpresion de genes muy similares
formando parte de los nodos superiores de interaccion, mostrékgaandHsp90ablcomo los

genes mas significativamente involucrados en la respuesta inBaidebe resaltar que se encontrd

la expresion dSHARPINen ambos aislamientos clinicos cuya funcién principal es la induccion de

la expresion de citoquinas para la activacion de los TLR en los macréfagos y la 6ptima activacion


































































































































































































































































































































































































































































