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Resumen:

Causada por Mycobacterium bovis, la tuberculosis bovina es una enfermedad que afecta
al ganado y a otras especies, incluidos los humanos. M. bovis reside principalmente en
macrofagos, por lo que la supervivencia de los bacilos dentro de los macréfagos esta
relacionada con la virulencia. El aislamiento y la identificacion de cepas son importantes
para el control de las enfermedades causadas por M. bovis. Se sabe poco sobre la
virulencia de las cepas de M. bovis circulantes en las poblaciones de ganado. En este
estudio se compard la supervivencia intracelular de cepas de M. bovis de genotipos que
se encuentran en altas y bajas frecuencias en los bovinos en Mexico. Se identificaron
cuatro genotipos de alta frecuencia y cuatro de baja frecuencia a las cuales se sometieron
a ensayos de supervivencia intracelular en macréfagos bovinos. La proporcion de
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fagocitosis fue de aproximadamente 63% para todas las cepas. No hubo diferencias entre
los grupos de alta y baja frecuencia en cuanto al promedio de las unidades formadoras de
colonias (UFC) en fagocitosis y supervivencia. Sin embargo, el promedio de UFC de
fagocitosis si difiri6 de UFC de supervivencia en ambos grupos. El crecimiento
intracelular fue diferente entre las cepas de baja y alta frecuencia, pero también entre las
cepas de baja frecuencia. El promedio de crecimiento intracelular no fue diferente entre
las cepas de alta y baja frecuencia. Estos resultados sugieren que la supervivencia
intracelular y la virulencia de las cepas de M. bovis evaluadas no estan relacionadas con
la frecuencia de los genotipos en una poblacién bovina.
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Introduccion

La tuberculosis bovina (TBb) es una enfermedad bacteriana cronica causada por
Mycobacterium bovis, bacteria obligada patdgena intracelular y de crecimiento lento, que
se caracteriza por producir granulomas en diferentes 6rganos, especialmente en los
pulmones y los ganglios linfaticos de diferentes especies animales y de los humanos®4),
En el ganado bovino, la formacion de granulomas (es decir, tubérculos) puede ocurrir en
cualquier tejido corporal, aunque las lesiones son mas frecuentes en los ganglios linfaticos
[retrofaringea medial (29.4 %), mediastinica (28.2 %), traqueobronquial (18.0 %),
mesentérica (2.9 %), parotida (2.4 %) y caudal cervical (2.4 %)], y menos frecuentes en
los pulmones (8.0 %)©®9). La enfermedad provoca una reduccion de alrededor del 10 al
20 % en la produccion de leche y carne, lo cual limita la venta de los animales infectados
y sus productos. Por lo tanto, el control de la tuberculosis bovina es una prioridad de la
industria ganadera nacional para asegurar el potencial productivo del ganado y permitir
la exportacion de sus derivados®%),

Como en muchos paises del mundo, México tiene un programa nacional de control y
erradicacion de la tuberculosis bovina. En bovinos de carne este programa ha reducido la
prevalencia a <0.5 % en el 85 % del territorio nacional; sin embargo, en las areas de
ganado lechero el programa no ha logrado un control adecuado y la prevalencia es alta
("‘16 %)(12,13).

El papel de la variabilidad genética bacteriana en el resultado de la infeccién con M. bovis
sigue siendo incierto. Hasta principios de la década de 1990, cuando se introdujeron las
huellas de ADN, se creia que el complejo M. tuberculosis era un grupo de bacterias
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altamente conservadas genéticamente, con diferencias fenotipicas limitadas que influian
en la patogénesis. Sin embargo, los datos epidemioldgicos sugieren que las diferencias en
la transmisibilidad y la virulencia entre cepas estan relacionadas con sus genotipos®49),

Mycobacterium bovis es un patogeno intracelular que reside principalmente en los
macrofagos. Por lo tanto, se pueden utilizar modelos de macrofagos in vitro para
determinar la supervivencia intracelular, que a su vez se asocia con la virulencia de las
cepas de M. bovis. Por ejemplo, en un estudio se encontr6 que las cepas virulentas
sobreviven més que las cepas avirulentas en macréfagos bovinos“®. EI modelo in vitro
también ha sido validado para la evaluacion de la patogenicidad o virulencia de
micobacterias con genes inactivados o para la identificacion de genes asociados con la
virulencia®,

Algunos bovinos manifiestan una resistencia natural a la TBb. El criterio aplicado para
clasificar un animal como resistente se basa en la capacidad de sus macrofagos para
permitir el crecimiento de la cepa avirulenta de M. bovis BCG (Bacilo Calmette-Guérin)
in vitro; cuando este crecimiento es superior al 65 % se considera el animal susceptible y
cuando es inferior al 65 % se considera resistente®Y. En el mismo estudio se demostro
que, en comparacion con animales susceptibles, los macr6fagos de animales resistentes
controlaron mejor el crecimiento intracelular de los patégenos B. abortus y Salmonella
dublin. Los macrofagos de animales resistentes y susceptibles difieren en su capacidad de
control la multiplicacion intracelular de M. bovis®®. Por lo tanto, el uso de la evaluacion
in vitro de la supervivencia intracelular bacteriana en macrofagos de un donante resistente
pueda proveer informacidn sobre la virulencia bacteriana.

La genotipificacion de M. bovis para el andlisis filogenético se ha realizado mediante
diferentes métodos: polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP);
amplificacion aleatoria de ADN polimorfico - reaccion en cadena de la polimerasa
(RAPD-PCR); espoligotipado; y unidades repetitivas micobacterianas intercaladas -
namero variable de repeticiones en tindem (MIRU-VNTR). Entre estos métodos se ha
identificado gran diversidad de cepas, con genotipos de baja y alta frecuencia®?29.

El método aleatorio de RAPD-PCR proporciona resultados comparables a los del RFLP,
pero evita el uso de materiales radiactivos peligrosos, es menos costoso y mas facil y
rapido de realizar. Por ejemplo, mientras que RFLP puede requerir semanas para obtener
resultados, RAPD-PCR se puede completar en <5 a 8 h. En comparacion con PCR
dirigida, RAPD-PCR no requiere el conocimiento de la secuencia constante para
desarrollar cebadores. Los oligdmeros monocatenarios de 10 nucleodtidos de secuencia
arbitraria se utilizan individualmente para realizar PCR®). Con el advenimiento de la
epidemiologia molecular se han desarrollado métodos mas rapidos y confiables para el
diagnostico de TBb. Estos brindan informacion sobre la estructura genética que permita
establecer las relaciones entre cepas. EI método mas popular para el genotipado de M.
bovis es el espoligotipado y ha resultado atil en un gran numero de estudios con una
amplia gama de objetivos y especies animales. En comparacion con otros métodos, el
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espoligotipado es facil de realizar, requiere cantidades muy pequefias de ADN, es robusto
y altamente reproducible, y puede realizarse con muestras clinicas. Mé&s aun, el
espoligotipado es muy util en cepas de M. bovis con algunas copias del elemento de
insercion 156110, como es el caso en cepas de ganado®?. EI MIRU-VNTR es una
herramienta molecular basada en la amplificacion por PCR de 41 loci diferentes de la
secuencia de ADN de Mycobacterium que funcionan como marcadores moleculares. Este
herramienta permita dar seguimiento rapido, objetivo y de alta resolucién en brotes o
emergencias epidemioldgicas®®).

En un estudio previo realizado por nuestro grupo sobre la genotipificacion de cepas de
M. bovis de ganado de diferentes regiones de México se identificd la presencia de
genotipos (espoligotipo y MIRU-VNTR) de alta y baja frecuencia?22*2%), Estos hallazgos
llevaron a plantear las siguientes preguntas: ¢Son las cepas de baja frecuencia menos
virulentas que las de alta frecuencia? Y si es asi, ¢es esta la razon de la baja frecuencia de
algunos espoligotipos en la poblacién? El objetivo de este estudio fue comparar la
supervivencia intracelular de cepas de M. bovis que tienen genotipos de alta o baja
frecuencia en bovinos mexicanos usando un modelo de macrofagos procedente de ganado
con una resistencia natural a esta bacteria.

Material y métodos

Este proyecto se aprobd por el Comité de Bioética del Departamento de Ciencias
Naturales de la Universidad Autbnoma de Querétaro con el numero de registro
47FCN2016.

Caracterizacion molecular de cepas

Se utilizaron cepas de M. bovis, previamente caracterizadas genéticamente por
espoligotipado y MIRU-VNTR®%2?2)_ Para los propésitos de este estudio, se seleccionaron
cuatro cepas con un genotipo de alta frecuencia y cuatro con un genotipo de baja
frecuencia de un conjunto de cepas obtenidas de bovinos en diferentes regiones de México
(Cuadro 1). Primero se seleccionaron los espoligotipos de alta frecuencia y
posteriormente se identificaron sus tipos de MIRU-VNTR mas frecuentes.
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Cuadro 1: Frecuencia de espoligotipo y VNTR-tipo de las cepas de M. bovis utilizadas

en el estudio
Codigo SB VNTR Estado de origen ID Frecuencia
SB0673 023404625334  Coahuila 77 155
SB0971 433363325242  Aguascalientes 833 70 Alta
SB0669 002060703320  Estado de México 351 124 frecuencia
SB0140 242352524244 Hidalgo 559 71
SB1495 403403625133  Coahuila 776 1
SB1118 452300824234  Estado de México 694 1 Baja
SB0290 403363525142  Querétaro 301 1 frecuencia
SB0131 252252323224  Hidalgo 906 1

Preparacion del indculo

Las cepas experimentales de M. bovis se replicaron en medio Middlebrook 7H9 (BBL™,
Middlebrook 7H9 Broth Base, Becton; Dickinson Mycrobiology Systems, Cockeysville,
MD, EE. UU.) con enriquecimiento OADC y 0.5 g/L de Tween 80 (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, EE. UU.). Se incubaron las cepas a 37 °C bajo agitacion constante durante
12 dias. Para el analisis, las bacterias se conservaron en alicuotas de 1 ml en medio RPMI
(Medio RPMI 1640, Invitrogen™ Co., Grand Island, NY, EE. UU.), suplementado con
0.1 mM de aminoécidos esenciales, 1 mM de piruvato de sodio, 2 mM de L-glutamina,
20 mM de bicarbonato de sodio NaHCO3 (CRPMI), y 15% de suero bovino fetal (Gibco™
Invitrogen Co., Grand Island, NY, EE. UU.) a -70 °C. Para cada in6culo bacteriano, se
cuantificaron las unidades formadoras de colonias (UFC) mediante diluciones decuples
en serie sembradas en placas de agar Middlebrook 7H10 (Bacto® Mycobacteria 7H11
Agar, Difco Laboratories, Detroit MI, EE.UU.) con enriquecimiento OADC (BBL™
Middlebrook OADC Enrichment, Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD,
EE.UU.).

Macrdéfagos derivados de monocitos bovinos (MDMB)

Con jeringas conteniendo soluciéon &cido-citrato-dextrosa (ACD), se extrajo sangre
venosa periférica de la vena yugular de un bovino sano previamente identificado como
resistente®”). Los macrofagos se obtuvieron a partir de células mononucleares de sangre
periférica (CMSP). Las CMSP se aislaron mediante centrifugacion en gradiente en una
suspension Histopaque -1077 (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EE. UU.). Los sedimentos
celulares se lavaron y suspendieron en CRPMI. Las células se cultivaron en placas de
ultrabaja adherencia (Corning® Costar®, EE. UU.) a 37 °C con 5% de CO,. Después de 2
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h, se eliminaron las células no adherentes y los monocitos adherentes se cultivaron en
CRPMI mas 12% de suero autélogo durante 12 dias para permitir su diferenciacion en
macrdfagos©@®29),

Ensayo microbicida

Los ensayos bactericidas se realizaron segtn un protocolo establecido®?, con algunas
modificaciones. Estos ensayos han sido Utiles para la clasificacion de fenotipos de ganado
susceptible o resistente utilizando la cepa avirulenta M. bovis BCG y un punto de corte
de 65 % de la replicacidn bacteriana. Se infectaron monocapas de macréfagos en cultivo
celular en placas Terasaki con M. bovis con una multiplicidad de infeccion (MOI) de 10:1.
Posteriormente, se centrifugd a 200 xg durante 10 min y se incubd a 37 °C con CO; al
5% durante 4 h en atmésfera humidificada para permitir la fagocitosis. A continuacion,
las células se lavaron cinco veces con CRPMI reciente, mas un 12% de suero aut6logo
para eliminar las bacterias extracelulares, y se incubaron de nuevo a 37 °C. Se considero
este momento del cultivo como tiempo 0 h. Las células se lisaron para su analisis a 0 y
24 h (tiempo 1) después de la infeccion. La fagocitosis bacteriana se calculé midiendo las
diluciones en serie de bacterias intracelulares vivas liberadas de los macréfagos después
del tratamiento con Tween 20 al 0.5%. El crecimiento bacteriano se calculd como la
relacién entre el nimero total de bacterias intracelulares al final y el namero total de
bacterias al comienzo del ensayo, expresado como una proporcién. Los resultados son el
promedio de tres experimentos independientes, cada uno con tres repeticiones internas.
Los andlisis estadisticos se realizaron con la prueba no paramétrica de Friedman y la
prueba de comparaciones multiples de Dunn con un nivel de significancia de 10 %, y la
prueba t de Student para comparar los UFC con un nivel de significancia 5 %.

Resultados

La proporcion de fagocitosis fue de alrededor del 63 % para todas las cepas, lo que indica
que los macrofagos fagocitaron un nimero similar de bacterias en cada cepa. Se contaron
las unidades formadoras de colonias (UFC) en los ensayos bactericidas que mostraron
permisividad de los macrofagos para la replicacion de cepas de campo con genotipos de
baja frecuencia y mayor UFC/ml en el tiempo de supervivencia (tiempo 1). En la cepa
BCG durante el tiempo 1, la cantidad de UFC disminuyé en comparacion con el tiempo
de fagocitosis (tiempo 0). El mismo escenario se observd con la cepa de genotipo de alta
frecuencia en que la cantidad de UFC/ml fue mayor, mientras que en BCG, la cantidad
de UFC/ml disminuy0 (Figura 1).
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Figura 1: Unidades formadoras de colonias (UFC) de cepas de M. bovis con genotipos
de alta (+) y baja (-) frecuencia, cuantificadas a las 0 (T0) y 24 (T1) horas después de la
infeccion de macrdfagos de bovinos con un fenotipo resistente
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Se realiz6 una comparacion del promedio de UFC por grupo utilizando la prueba t de
Student. No se encontraron diferencias (P>0.05) entre los grupos de alta y baja frecuencia
ni en fagocitosis (TO) y ni en supervivencia (T1) (Figura 2). Dentro de cada grupo se
realizd un analisis estadistico utilizando la prueba t de Student pareada para comparar el
promedio de UFC entre la fagocitosis y la supervivencia, en lo cual si hubo diferencias
(P<0.05) (Figura 3).

Figura 2: Comparacién de los promedios de UFC de cepas de alta y baja frecuencia en
el tiempo O y en el tiempo 1
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Figura 3: Comparacion de los promedios de UFC en el tiempo 0y el tiempo 1 en cepas
de alta y baja frecuencia
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El anélisis estadistico se realizé utilizando la prueba t de Student para datos apareados. Los
asteriscos indican diferencia (P<0.05) entre los tiempos.

En el ensayo de crecimiento intracelular en cepas del genotipo de baja frecuencia, la cepa
906 fue la que presentd la mayor supervivencia (214 %), mientras que la cepa 776 tuvo
la més bajo (153 %). EIl crecimiento intracelular en la cepa 694 fue de (205 %) y el
crecimiento en la 301 fue de (172 %) (Figura 4). En los grupos de alta frecuencia, la cepa
777 tuvo el mayor crecimiento (208 %), mientras que el menor correspondié ala 833
(169 %). El crecimiento en la 351 fue de 207 % y el crecimiento de la 559 fue de (187
%). La cepa control (BCG) mostrd un crecimiento del 57 %, lo cual valida el ensayo
porgue confirma la resistencia del fenotipo bovino resistente.

Figura 4: Crecimiento intracelular de cepas de M. bovis de baja y alta frecuencia 'y M.
bovis avirulento (BCG) en macrdfagos de bovinos con fenotipo resistente
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En las comparaciones del crecimiento intracelular entre cepas individuales se observé una
diferencia (P<0.01) entre la cepa de baja frecuencia 776 y la cepa de alta frecuencia 351.
La cepa 776 (SB1495) se colectd de un bovino del estado de Coahuila, mientras que la
cepa 351 (SB0669) correspondi6 a un bovino del Estado de México. Hubo diferencias
(P<0.01) entre las cepas de baja frecuencia 776 (SB1495) y 694 (SB1118), y entre la cepa
de BCG atenuada y las cepas de campo analizadas (P<0.01) (Figura 4). No hubo
diferencia (P>0.05) en la comparacion de los promedios de incremento intracelular entre
las cepas de alta frecuencia y las de baja frecuencia (Figura 5).

Figura 5: Comparacion de los promedios de crecimiento intracelular de cepas de alta y
baja frecuencia. Analisis estadistico mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon.
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Discusion

Se ha demostrado que el genotipo de las micobacterias es uno de los factores que
contribuyen a la gravedad de la enfermedad y que puede desempefiar un papel en la
aparicion de farmacorresistencia, susceptibilidad, respuesta del huésped vy
transmisibilidad. Sin embargo, se desconocen los factores genéticos que determinan la
asociacion de diferentes linajes micobacterianos con diferentes niveles de gravedad de la
enfermedad®®3Y, La alta frecuencia de ciertos genotipos de cepas puede ser indicativo
del movimiento de ganado infectado en ausencia de adecuadas medidas de control
sanitario. Por otro lado, la baja frecuencia de algunos genotipos puede deberse a la falta
de representatividad en el muestreo; es decir, el nimero de aislamientos analizados es
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mas bien una consecuencia de su disponibilidad debido a una baja prevalencia en la
region. Este sugiere que la escasa o nula presencia de ciertos genotipos en algunas
regiones sea mas una consecuencia de la pequefia cantidad de aislamientos aportados y
no de una ausencia real®?,

En los resultados del presente estudio, la proporcion de fagocitosis no fue diferente entre
las cepas evaluadas; sin embargo, si se encontraron diferencias estadisticas entre las cepas
de campo y la cepa BCG atenuada de M. bovis. La BCG mostré menor supervivencia (65
%) que las de campo, lo cual confirma que los macréfagos usados en los ensayos
provenian de un bovino con fenotipo resistente y que las cepas de campo eran mas
virulentas que la BCG. Estos resultados coindicen con estudios anteriores®V. Los
resultados de un estudio sobre el Brucella abortus sugirieron que las diferencias en la
adhesion bacteriana a células entre el ganado resistente y el susceptible podria estar
relacionada con los componentes de la pared celular en este bacteria, lo cual tiene
mecanismos distintos a M. bovis para evadir la respuesta inmune y la eliminacion por
macrdfagos®®. En otro estudio®®, se realizaron ensayos bactericidas utilizando una cepa
de campo y encontraron resultados similares a los del presente estudio en cuanto a la
diferencia de supervivencia con respecto a la cepa BCG atenuada, con un crecimiento del
165 % en macrofagos de bovinos resistentes. Los macrofagos que se obtuvieron de
bovinos con genotipo resistente produjeron una mayor cantidad de 6xido nitrico (NO) en
comparacion con los macrofagos de bovinos susceptibles. En bovinos, el NO juega un
papel importante en la eliminacion de patégenos intracelulares por macréfagos®@’29,

El M. bovis virulento tiene varias formas de evadir los mecanismos bactericidas del
sistema inmunoldgico innato. Uno de los mecanismos mas conocidos e importantes es el
“estallido respiratorio” para la eliminacion de bacterias fagocitadas, aunque M. bovis
tiene la capacidad de evadirlo®?. Ademas, M. bovis puede evade la eliminacion al
interrumpir la maduracién de los fagosomas, impidiendo su fusion con los lisosomas, y
también parece inhibir la presentacion de antigenos al reducir la expresion de moléculas
MHC 113334,

En los resultados del presente estudio se encontraron diferencias estadisticas entre tres de
las ocho cepas de campo, entre los grupos de frecuencias altas y bajas, y dentro del mismo
grupo de frecuencia baja. Esto sugiere que las cepas evaluadas difieran en cuanto a sus
virulencias, y que la frecuencia del genotipo en el ganado no esta relacionada con la
virulencia de la cepa, cuando se evalla con la metodologia aplicado en este estudio. Una
limitacién en el presente estudio fue que el nimero de cepas evaluadas no alcanzé la
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representatividad. En un estudio previo se intentd asociar los espoligotipos con la
virulencia en bovinos por medio de relacionar el espoligotipo con el nimero de lesiones
y el grado de lesion en la canal®?. Los resultados mostraron que los espoligotipos SB0273
y SB0520 tenian alta virulencia y baja frecuencia. Otro intento a relacionar la virulencia
con diferentes genotipos usé un modelo de tuberculosis pulmonar progresiva en ratones,
y encontrd que los genotipos de animales salvajes eran méas virulentos que los aislados de
humanos o ganado®®; sin embargo, se propone que el M. bovis es muy virulento en el
modelo de raton536),

En los rebafios de Irlanda del Norte, se han identificado diferencias en el genotipo de
patdgenos por el tamafio del brote y la proporcion de casos con lesiones visibles en la
canal. Estos resultados sugieren que los genotipos de M. bovis, aunque estan
estrechamente relacionados, pueden variar en términos de transmisibilidad. Los genotipos
demuestran diferencias en el grado en causan lesiones visibles, en sus patrones de
respuesta inmune y en sus niveles de virulencia. Sin embargo, los factores genéticos que
determinan la asociacion de diferentes genotipos de micobacterias con diferentes grados
de gravedad de la enfermedad siguen siendo en gran parte desconocidos. En M.
tuberculosis se ha encontrado que entre sus seis genotipos principales existe una variacion
en inmunogenicidad, virulencia y patologia, y que hay evidencia de una coevolucion
huésped-patdgeno en las regiones donde se establecen estos genotipos®©”.

La gran diversidad genética de las cepas del complejo M. tuberculosis (CMTB) sustenta
un importante escenario natural, donde estas cepas (particularmente M. bovis) se han
diversificado. Este es un interesante contexto epidemiol6gico y evolutivo en el que
pueden surgir nuevos genotipos que luego se diversifican para adaptarse mejor al huésped
bajo una variedad de factores ambientales y antropogénicos©®.

En los paises de alta incidencia, la aparicion de una cepa exitosa en cuanto a su
epidemiologia se ha atribuido a la virulencia debido a las caracteristicas codificadas en el
genoma bacteriano; sin embargo, estas caracteristicas estan relacionadas con genes
distintos del genotipado®®. Esto se debe a que estos métodos de genotipificacion cubren
solo una pequerfia parte de los aproximadamente 4,000 genes contenidos en los 4.4 Mb
del genoma micobacteriano y no estan directamente relacionados con la virulencia®®.
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Conclusiones e implicaciones

Los resultados de este estudio contribuyen a la comprension de la interaccion huésped-
patdgeno. Las bacterias intracelulares intentan sobrevivir al ambiente hostil presentado
por la respuesta inmune donde uno de los efectores principales es el macréfago. Estos
resultados ayudan a validar el ensayo microbicida como una herramienta para evaluar, en
cierta medida, la virulencia de patdgenos bacterianos de vida intracelular, ademas de
sugerir que los genotipos de las bacterias no estan directamente relacionados con la
virulencia.
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