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RESUMEN

La tuberculosis (TB) es una enfermedad pulmonar o generalizada causada por
micobacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis (M.tuberculosis),
siendo el M.tuberculosis el agente mas comun en humanos. Es una de las
enfermedades mas antiguas que afecta al hombre y hoy en dia contintia siendo
una de las que causa mas morbi-mortalidad en el mundo. Es por esto que un
diagnéstico rapido, accesible y confiable es una de las prioridades en la lucha
contra la TB.

La “antigua” o “vieja” Tuberculina (OT, del nombre en inglés Old Tuberculin),
introducida por Koch (un filtrado del caldo de cultivo de M.tuberculosis) y
posteriormente el Derivado Proteico Purificado (Tuberculina mejorada por
Florence Seibert), fueron utilizados por muchos afios en pruebas cutaneas
como herramienta diagnostica. En la actualidad, como alternativa a esta
prueba, se han aprobado pruebas ex vivo basadas en el principio de que
células T de individuos sensibilizados con antigenos de M.tuberculosis
producen interferbn gamma (IFN-y) cuando se reencuentran con esoS
antigenos. Estas pruebas serian mas sensibles y especificas que la Prueba
cutdnea a la Tuberculina (PCT). Sin embargo su costo elevado limita su uso,
especialmente en paises en desarrollo como el nuestro.

El Derivado Proteico Purificado (PPD, del término en inglés Purified Protein
Derivative) es una mezcla compleja, pobremente definida, de compuestos
secretados y somaticos que incluyen principalmente proteinas, y en menor
proporcion lipidos, glucolipidos y acidos nucleicos, obtenidos por filtracion de
cultivos de cepas de M.tuberculosis y posterior precipitacion con acido
tricloroacético o sulfato de amonio. Produce hipersensibilidad tardia cuando se
lo administra por via intradérmica al hombre y animales de laboratorio
previamente sensibilizados con bacilos tuberculosos.

La PCT tiene baja especificidad diagnostica ya que el PPD contiene antigenos
comunes a otras micobacterias patdgenas pertenecientes al complejo
M.tuberculosis, micobacterias no tuberculosas ambientales y la cepa vacunal
M.bovis BCG (Bacilo Calmette-Guérin).



Debido a las limitaciones del PPD es necesario el desarrollo de nuevos
reactivos especificos para el diagndstico de tuberculosis.

En el presente estudio se comparé la hipersensibilidad tardia producida en un
modelo animal de experimentacion (Cobayos cepa Short hair) por los antigenos
recombinantes (rAgs) ESAT-6, CFP-10, Ag 85B y MPT64, de M.tuberculosis,
frente a la producida por la tuberculina PPD 1-94 usada en la produccion
nacional.

Los genes que codifican los antigenos fueron amplificados por PCR (Reaccion
en cadena de la polimerasa) usando como templado ADN gendmico de
M.tuberculosis. Los productos de PCR fueron clonados en el vector pGEM-T,
introducido en E. coli y luego subclonados en el vector de expresion pRSET A e
introducidos en E.coli. Las proteinas recombinantes se purificaron por
columnas de niquel-agarosa.

Se sensibilizaron tres grupos de cobayos con M.tuberculosis, M.avium y BCG
Pasteur 1173 P2 respectivamente. Se realiz6 un ensayo cutédneo con los rAgs:
ESAT-6 CFP-10, MPT64 y Ag 85B y el PPD 1-94 en cada una de los grupos de
animales previamente definidos.

PPD presentd medida de reacciones cutaneas (induracion) similares en los 3
grupos de animales (medida del halo de reaccién mayor o igual a 5 mm).

Los cuatro rAgs produjeron respuesta de hipersensibilidad tardia de similar
intensidad en el grupo de cobayos sensibilizados con M.tuberculosis, no asi en
los grupos sensibilizados con M.avium y M.bovis BCG. Mientras ESAT-6, CFP-
10 y MPT64 produjeron halos inferiores a 5 mm, el Ag 85B respondié de
manera similar al PPD en esos 2 grupos de animales. ESAT-6, CFP-10 y
MPT64 serian especificos para M.tuberculosis.

La respuesta producida por 3 concentraciones de una mezcla de ESAT-6, CFP-
10 y MPT64 se compar6 con la producida por 3 concentraciones del PPD 1-94
en los mismos grupos de animales. La mezcla de antigenos recombinantes se
comportd de manera similar al PPD en el grupo de cobayos sensibilizados con
M.tuberculosis, observandose un aumento de respuesta con el aumento de la
dosis. Esto no fue observado para la mezcla de rAgs en los grupos
sensibilizados con BCG y M. avium.

ESAT-6, CFP-10 y MPT64 podrian ser candidatos para la produccion de una

tuberculina mas especifica que permita la diferenciacion de individuos

Xi



infectados con M.tuberculosis de individuos infectados con otras micobacterias
o vacunados con BCG. El uso de antigenos recombinantes permitiria también
estandarizar la produccion y el control de calidad de los reactivos usados para

los test cutaneos.
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I-INTRODUCCION

TUBERCULOSIS:

1-AGENTE ETIOLOGICO

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa, cuyo agente etiolégico
principal es Mycobacterium tuberculosis (M.tuberculosis) o bacilo de Koch.

M. tuberculosis es un bacilo aerobio estricto, sin movilidad, no forma esporas,
no produce toxinas y no tiene capsula. Es un microorganismo de crecimiento
lento, con un tiempo de replicacion de aproximadamente 20 horas. A esto se
atribuye la naturaleza cronica de la infeccion y enfermedad, dificultando el
diagnéstico microbiologico y la necesidad de un largo tratamiento con drogas
antituberculosas (Kaufmann 2001).

Se inactiva con rayos ultravioletas y temperaturas mayores a 60 °C.

Posee una pared celular rica en lipidos y glicolipidos, entre los que se destacan
los acidos micolicos, que le confieren la caracteristica resistencia de
decoloracion con alcohol-4cido después de la tincion con fucsina bésica
(Glickman et al. 2001). Aproximadamente 250 genes dentro del genoma de M.
tuberculosis estan involucrados en el metabolismo de los &cidos grasos.
(Kaufmann 2001). Ademas esta pared robusta contribuye significativamente a
la capacidad de M.tuberculosis de sobrevivir en los fagocitos y resistir contra la
defensa del huésped (Kaufmann et al. 2005a).

M.tuberculosis es uno de los miembros del Complejo Mycobacterium
tuberculosis (Malaga et al. 2008), el cual incluye 6 especies estrechamente
relacionadas: M.bovis (incluyendo bovis BCG Bacilo Calmette-Guérin),
M.africanum y M.microti y los recientemente incluidos M.canettii, M.caprae y
M.pinnipedii (Ahmad 2011).

Por extension se aplica también el nombre de TB a la enfermedad causada por
todas otras especies del complejo M.tuberculosis aunque presenten
diferencias fenotipicas e involucren distintos hospedadores (Gutierrez et al.
2005).



M.bovis, afecta principalmente al ganado bovino y es trasmitida al hombre a
través de la leche del animal infectado, M.africanum causa enfermedad en la
poblacion del Africa Occidental y M.microti en roedores y casos aislados en el
hombre (Caminero 2007).

El bacilo BCG (M.bovis atenuado) puede ocasionar raramente una enfermedad
clinicamente indistinguible de la TB en huéspedes severamente

inmunocomprometidos (Consenso.Sociedad.Argentina.de.Pediatria 2002).

2-EPIDEMIOLOGIA

La TB fue responsable de millones de muertes humanas en el pasado, cuando
no existian métodos de tratamiento adecuados para los pacientes enfermos.
Con el advenimiento de la quimioterapia y las medidas profilacticas se produjo
una drastica reduccién de la mortalidad, la cual fue mantenida por varias
décadas (Gay Ducati et al. 2006) . Sin embargo en este nuevo milenio continda
siendo la enfermedad infectocontagiosa crénica mas importante que existe en
el mundo causada por un tnico germen (WHO 2010).
La reemergencia de la TB en ciertos escenarios es basicamente la
consecuencia de una suma de factores, tales como:
e la pandemia del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) en los
comienzos de la década del "80,
¢ la aparicion de cepas de M.tuberculosis multirresistentes a drogas,
e cambios en la estructura social (como la desigualdad en la distribucion
de la riqueza),
e el incremento de inmigrantes de paises con alta prevalencia de esta
enfermedad a paises desarrollados,
¢ la transmision en ambientes de grandes conglomeraciones de individuos
( tales como prisiones, hospitales) y
e la degradacion de los sistemas de cuidados de salud.
(Zufiga Ramos et al. 2000; Caminero 2003; Gay Ducati et al. 2006; Caminero
2007; Garcia 2009).
La variacion en la eficacia de la Gnica vacuna aprobada contra la TB para uso

humano hasta la actualidad (BCG) (Colditz et al. 1994) y las limitaciones



propias de los métodos de diagnoéstico clasicos: estudios bacterioldgicos,
prueba tuberculinica y mas recientemente los métodos moleculares (Garcia
2009) y las deficiencias en la administracion de tratamientos contribuyen
también a que esta enfermedad contindie azotando a la humanidad.

Esta situacion llevo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a declarar en
1993 a la TB como una emergencia de salud a nivel mundial, recomendando
que se intensificaran los esfuerzos para tratar de implementar una estrategia de
lucha antituberculosa comun (Eliner 1997; Gay Ducati et al. 2006).
Actualmente, la TB es responsable de mas muertes humanas que cualquier
otro agente infeccioso simple. De acuerdo a la OMS, TB mata mas gente que la
malaria y el SIDA juntos (Gay Ducati et al. 2006).

La proporcién de la poblacibn que se infecta anualmente constituye la
incidencia de infeccion o riesgo anual de infeccion TB y se puede calcular por
pruebas tuberculinicas en una poblacion infantil (de Kantor et al. 2009).

Los epidemidlogos estiman que aproximadamente 2 billones de personas, un
tercio de la poblacion mundial, esta infectada con M.tuberculosis en forma
latente (WHO 2010). Los individuos infectados latentemente tienen un riesgo
del 10 % de desarrollar la enfermedad durante toda su vida, y este enorme
reservorio global de infeccion y enfermedad sirven como una continua fuente
de transmision.

Los ultimos datos de vigilancia epidemioldgica de la OMS informaron que
alrededor de 9,4 millones de nuevos casos y 1,7 millones de muertes (4700
muertes por dia) ocurrieron en el 2009 en todo el mundo por esta enfermedad,
a pesar de los esfuerzos invertidos para el control de la misma en la dltima
década (WHO 2010).
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Figura I-1- Tasa de incidencia de TB estimada por pais, 2009 (WHO 2010)

Las tasas de incidencia estan bajando a nivel mundial, excepto en la region del
Sur de Asia Sudoriental y Africa Sub-Sahara donde se mantienen estables
(Figura I-1).

Las tasas de mortalidad a nivel mundial disminuyeron un 35 % desde 1990 al
2009, y si contindan disminuyendo a este ritmo el objetivo del milenio de una
reduccion del 50% para el afio 2015 podria lograrse. La prevalencia también
esta disminuyendo a nivel mundial, pero el objetivo de reducir a la mitad la tasa
de prevalencia de 1990 para el afio 2015 parece estar fuera del alcance a nivel
global, aunque puede lograrse en la Region de las Américas, del Mediterraneo
Oriental y del Pacifico Occidental (WHO 2010).

En nuestro pais, la TB es un problema de salud publica importante. El
Programa Nacional de Tuberculosis del Ministerio de Salud de la Nacion
conduce actividades de control de esta enfermedad. La enfermedad es de
notificacion obligatoria lo que permite caracterizar la situacion epidemiologica.
La meta es conseguir una tasa de curacion superior al 85 % de los enfermos
diagnosticados con baciloscopia positiva, y una tasa de abandono inferior al 6
%.



En el 2009 se notificaron alrededor de 10.657 casos nuevos de todas las
formas de TB en todo el pais (26,6 casos/100.000 habitantes), siendo el 84,9 %
TB pulmonar y 13,5% TB extrapulmonar. Durante ese afio el 70 % de los casos
notificados en el pais tenia entre 20 y 64 afios, con tasas mayores en varones
gue mujeres.

La notificacion de los casos de TB también fue diferente en las 24
jurisdicciones del pais (Figura I-2), la tasa de notificaciébn mas alta del pais en
el 2009 fue en Salta (61,5 por 100.000) y la mas baja en la provincia de La
Rioja (6,0 por 100.000) (Ministerio.de.Salud 2010).

Figura 3: Notificacion de casos de tuberculosis de todas las edades.
Argentina por jurisdiccion. Numero y Tasa por 100 000 habitantes, 2003
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Figura I-2- Notificacién por provincia: TB de todas las formas. Nimero de casos y tasas
por 100.000 habitantes.(Fuente: Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER)
“Emilio Coni”, con base en los datos de los Programas del Control de la Tuberculosis de
las 24 jurisdicciones del pais. Ministerio de Salud. Argentina. Noviembre de 2010).

Desde el afio 2004 en nuestro pais mueren aproximadamente 800 personas al
afio a causa de esta enfermedad. Sin embargo la tasa del 2007 lleg6 a ser la
mas baja desde 1980, con 2,02 muertes/100.000 habitantes
(Ministerio.de.Salud 2010).

3-HISTORIA NATURAL




El bacilo M.tuberculosis habitualmente ingresa a los pulmones a través de la
inhalacion y puede propagarse desde su localizacion inicial a otras partes del
organismo mediante el flujo sanguineo, el sistema linfatico, las vias aéreas o
por extension directa a otros 6rganos. Asi la TB puede clasificarse en pulmonar
y extrapulmonar, siendo la pulmonar la forma mas frecuente.

El mecanismo de transmisién mas importante es la via aerégena, causando la
casi totalidad de los contagios (Caminero 2003). EI hombre enfermo, al hablar,
estornudar, y sobre todo al toser, elimina microgotas, en forma de aerosoles,
cargadas de micobacterias que pueden ser inhaladas por un sujeto préximo.
La infeccion es més probable con la exposicion sostenida a un foco bacilifero
Las microgotas, que contienen de 1 a 5 bacilos, pueden llegar y depositarse
en la regién alveolar. La zona de establecimiento preferente es la region
subpleural del I6bulo anterior, la mas ventilada del pulmon.

Cuando M.tuberculosis llega al alvéolo de un huésped inmunocompetente, los
macrofagos alveolares, las células natural killer (NK) y los neutréfilos
neutralizan y destruyen generalmente a los bacilos. Los sujetos expuestos que
desarrollaron este proceso limitado conforman la poblacion que en la practica
es indistinguible de la no expuesta (Caminero 2007).

Pero cuando el microorganismo es capaz de ocultarse dentro del endosoma
del macréfago con éxito, usando varios mecanismos para defenderse del
sistema inmune del hospedador (cambio de pH, inhibicion de superdxidos
toxicos y la apoptosis), comienzan a reproducirse en forma logaritmica hasta
que el macrofago estalla dejando en libertad a toda la progenie bacilar.
Entonces otros macrofagos son atraidos, fagocitan a los bacilos, y asi continda
el proceso (Kaufmann 2001).

Los macréfagos alveolares infectados y también las células dendriticas
infectadas pueden no destruir al bacilo, mas aun pueden servirle de habitat,
transportando al bacilo hacia el parénquima pulmonar y eventualmente al
drenaje de los nddulos linfaticos adyacentes. Alli es donde las células
dendriticas presentan a los antigenos micobacterianos en el marco de
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad activando a las distintas
poblaciones de células T. En este estadio temprano de la infeccion, ciertas
proteinas secretadas por M.tuberculosis tales como el antigeno de secrecion

temprano para células T (ESAT-6) y el antigeno 85 (Ag 85) servirian como



antigenos dominantes para estimular linfocitos T (LT) CD4+. Los LT CD4+
inician una respuesta inmune Thl y migran hacia el foco infeccioso en el
pulméon (Kaufmann et al. 2005a). Esto ocurre aproximadamente a las 3
semanas post infeccion, y en un individuo inmunocompetente se desarrolla una
respuesta inmune mediada por células contra el bacilo. Estos LT rodean y
activan a los macréfagos incrementando su habilidad para destruir a las
micobacterias que han ingerido. Esta respuesta inmune va acompafiada por la
aparicion de la hipersensibilidad tardia (DTH, del inglés Delayed-type
Hypersensitivity) o “tuberculinica”. Si la respuesta inmune es eficaz, los
macrofagos activados continuaran fagocitando y destruyendo los bacilos en la
lesién inicial y la infeccién quedara circunscripta (TB primaria) (Flynn et al.
2001).

Cuando la respuesta del organismo no es suficiente, la proliferacion bacilar
puede continuar. El Interferon gamma (IFN-y), en sinergia con el Factor de
necrosis tumoral (TNF-a), activan los macréfagos y también favorecen el
aislamiento del M. tuberculosis dentro del granuloma. En un estadio més tardio
de la infeccion también son estimulados los LT CD8+ que rodearan la parte
mas externa del granuloma (Kaufmann et al. 2005a). También LT y5 y células
T off CD1, forman parte de la respuesta inmune (Collins et al. 2001; Flynn et
al. 2001; Kaufmann et al. 2005a).

En un estadio posterior, el granuloma es rodeado de una pared fibrotica y
estructuras foliculares linfoides. De esta manera, puede persistir por décadas y
contener la infeccion tuberculosa en un estado adormecido (TB latente) por
privacion de oxigeno y nutrientes a la micobacteria, tanto tiempo como el
individuo permanezca inmunocompetente (Boon et al. 2002; Chan et al. 2004).

La TB latente también puede se reconocida por la reaccion DTH producida
por la prueba cutdnea a la tuberculina (PCT) vy, si la necrosis lesional fue
suficientemente intensa, puede quedar una calcificacion radiolégicamente
visible. No se considera a estos individuos como tuberculosos aunque
raramente la reinfeccion puede ocurrir (Kaufmann 2001).

Si el balance entre las defensas del huésped y la persistencia de la
micobacteria se inclina en favor del patdégeno, la activacién de la enfermedad

ocurre (Kaufmann 2004).



En resumen, la infeccion por M.tuberculosis puede resultar en una infeccion
asintomatica (TB latente), en TB pulmonar progresiva, en TB extrapulmonar
hasta la enfermedad grave que puede originar la muerte (Zufiga Ramos et al.
2000).

Solo una minoria de las personas infectadas con M.tuberculosis es capaz de
progresar a enfermedad clinica. En términos generales el 90 % de las personas
infectadas tendran controlados los bacilos en estado latente toda la vida, por
medio de sus defensas inmunes. Un 5 % presentard TB primaria progresiva y
otro 5 % presentara la enfermedad en estados tardios de la vida, lo que se

denomina TB de reactivacion o post-primaria (Caminero 2003) (Figura I-3).
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Figura I-3-Diferentes resultados de la infeccién por M.tuberculosis: entra al huésped por
inhalacion dentro de microgotas. Tres resultados son los posibles: 1) Erradicacién
inmediata de M.tuberculosis por el sistemainmune innato. Il) La infeccion se transforma
en enfermedad (TB activa), Ill). M.tuberculosis sobrevive dentro de los macrofagos y es
contenido dentro de los granulomas (TB latente) toda la vida (90 % de los casos), 0
sucede una reinfeccion o activacion (TB reactiva o post primaria, 10 % de los casos).
Adaptado de Kaufmann et al. Nat. Med. 2005; (4 Suppl):S33-44.




4-RESPUESTA INMUNE

La respuesta inmune contra la infeccion por M.tuberculosis es multifacética y
compleja, y dependeria del balance entra la inmunidad innata y la adaptativa.
El control de la infeccion estaria determinado por la interaccién entre los
macrofagos infectados y los linfocitos T (LT) (Tufariello et al. 2003).

La respuesta inmune es iniciada cuando las micobacterias llegan al espacio
alveolar donde se encuentran con los macrofagos. El surfactante A producido
por las células epiteliales alveolares, aumenta la interaccion.

M.tuberculosis induciria su propia fagocitosis utilizando diferentes receptores
del macrofago para adherirse y ser fagocitado.

La union ligando—receptor puede tener consecuencia disimiles, pues actla
tanto activando la funcion efectora del macréfago como asegurando la
supervivencia de la bacteria dentro del mismo (van Crevel et al. 2002).

Algunos componentes conservados de las micobacterias (PAMPS) pueden
interaccionar con los receptores tipo Toll e inducir la produccién de citoquinas
proinflamatorias que actian como indicadores o sefiales de infeccion (IL-1 y
TNF-a). Estas moléculas proinflamatorias, producidas también por células
epiteliales y endoteliales, estimulan y reclutan hacia el sitio de infeccion
diferentes efectores de la respuesta inmune innata (neutrdéfilos, células NK,
macrofagos, células dendriticas, linfocitos Ty B) (Rivas-Santiago et al. 2005).
La IL12 y la IL18, producidas por macrofagos y células dendriticas (CD), son
activadores de la respuesta Thl, ya que inducen a las células NKy LT CD 4+ a
producir IFN-y; y a éstos ultimos también a producir IL2. Estas citoquinas
activan y reclutan méas macrofagos al sistema (Flynn et al. 2001).

Algunas citoquinas como la IL8 atraen los neutréfilos, los cuales pueden
fagocitar las bacterias sin la capacidad de eliminarla, evitando la diseminacion
de la misma.

Los macrofagos y las CD ademés de actuar como células efectoras, son
células presentadoras de antigenos; migran a los nodulos linfaticos donde
ocurre la presentacion de los antigenos de la micobacteria a las diferentes

poblaciones de linfocitos (Garcia et al. 2004).



Las células T aff CD 4+ y CD8+ reconocen a los antigenos micobacterianos en
el contexto de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de
clase Il'y clase | respectivamente (Smith et al. 2000; Lewinsohn et al. 2006).
Las células T o CD4- CD8- reconocen los glicolipidos presentados por
moléculas CD1 (Porcelli 1999) y los LT yé reconocerian pequefios antigenos
fosforilados (Kaufmann et al. 2005a).

Las células NK y los LT CD 8+ citotbxicos comparten enzimas como
granulosina, granzimas y perforinas que al ser liberadas pueden inducir la lisis
tanto de células blanco como de M.tuberculosis.

M.tuberculosis, al igual que otras bacterias patégenas intracelulares
facultativas, provocan en el huésped principalmente una respuesta inmune
mediada por células (Mackaness 1964), por lo que se cree que los anticuerpos
juegan un rol menor en la proteccion contra el bacilo (Johnson et al. 1997). En
vacunos la IgG 1 anti M.bovis se correlaciona con un aumento de la patologia
(Welsh et al. 2005). Sin embargo, Glatman-Freedman, sugiere que una elevada
respuesta serologica anti-polisacaridos tales como la lipoarabinomanosa
(LAM) puede ser protectiva contra la TB en nifios (Glatman-Freedman 2006).
Los diferentes tipos de linfocitos activados inician la respuesta adaptativa
especifica, migrando a la circulacion (la cual se manifiesta por la prueba
tuberculinica), y retornan al sitio de infeccion en el parénquima pulmonar para
contener la infeccion formando parte del granuloma (Garcia et al. 2004).

El granuloma, marcador histopalégico de TB, incluye también células B,
endoteliales, fibroblastos y probablemente también células del estroma, la
proporcién de los diferentes tipos celulares difiere con el tiempo de formacion
del mismo. El granuloma puede prevenir la diseminacion de la bacteria
sirviendo de barrera entre ésta y el resto del pulmon, y también funcionar como
un microclima inmunoldgico donde se facilita la interaccion entre macrofago,
células T y citoquinas. Puede actuar también como un reservorio de las
micobacterias por un largo periodo de tiempo. Si las bacterias se multiplican en
forma excesiva, se produce una pérdida de la estructura del granuloma,
necrosis y formacion de cavidades. Por el contrario, si un nimero limitado de
micobacterias sobrevive nos enfrentamos a lo que se conoce como TB latente
(Tufariello et al. 2003).
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5-DIAGNOSTICO

La prioridad de los Programas de Control, en paises con alta incidencia, es el
diagndstico temprano y el tratamiento apropiado de los casos de TB pulmonar
bacilifera para cortar asi la cadena de transmisiéon de esta enfermedad
(Dominguez et al. 2006; de Kantor et al. 2009).

La TB pulmonar puede ser diagnosticada por sus sintomas, por radiografia de
torax, y otros parametros clinicos, y puede ser confirmado por estudios
microbiol6gicos. La microscopia directa de esputo es rapida y barata, pero
tiene una sensibilidad de solo 50-60%. El cultivo de M.tuberculosis es el
método diagndstico de referencia, aunque requiere entre 6 a 8 semanas en
medios convencionales y 3 a 4 semanas en medios liquidos con equipos de
lectura automatizada. Ademéas en un 10-20 % de los casos diagnosticados el
bacilo no puede ser aislado (Andersen et al. 2000; Simsek et al. 2010).
M.tuberculosis produce una fuerte respuesta inmune tras la infeccion por la
estimulacién de LT CD4+ y LT CD8+, como también de otras células del
sistema inmune, determinando una respuesta de tipo 1 (Thl) dominada por
interferon gamma (IFN v) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)) (Amicosante
et al. 2010). La respuesta inmune llamada DTH ha sido usada por mas de 100
afnos para identificar sujetos infectados con M. tuberculosis por el uso de la
PCT. Cuando los antigenos micobacterianos denominados “tuberculinas” son
inoculados por via intradérmica, los linfocitos T sensibilizados por la infeccion
previa con M.tuberculosis son atraidos al area de inyeccion y sintetizan
citoquinas que causan vasodilatacion, edema, induraciéon y migracion adicional
de células inflamatorias (monocitos y macrofagos) al sitio (de Kantor et al.
2009).

Hoy en dia la deteccion de TB latente aln esta basada en la PCT (Simsek et al.
2010) y el tipo de tuberculina que se utiliza es el Derivado Proteico Purificado
(PPD del nombre en inglés Purified Protein Derivative) (Figura I-4).

El PPD contiene proteinas que son comunes a los integrantes del complejo
M.tuberculosis, entre ellos a BCG utilizado en la vacuna homénima, y a algunas
micobacterias ambientales, lo que le resta especificidad a la PCT (Gonzalez-
Martin et al. 2010).
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Con el fin de mejorar el diagnoéstico se han desarrollado y aprobado nuevos
métodos diagndsticos basados en la cuantificacion ex vivo de la respuesta
inmune celular. Estos métodos denominados genéricamente con el acrénimo
IGRASs ( del inglés Interferon Gamma Release Assays) se basan en el principio
que las células T de individuos sensibilizados producen IFN- y cuando ellas se
reencuentran con los antigenos de M.tuberculosis (Tufariello et al. 2003)
(Figura I-4).

Actualmente existen versiones comerciales como el quantiFERON-TB
(Cellestis, Victoria, Australia) y el T-SPOT.TB (Oxford Immunotec, Oxford,
Inglaterra). La primera generacion de quantiFERON-TB, aprobada por la Food
and Drug Administration (FDA) en el afio 2001, media la liberacién de IFN-y en
respuesta al PPD. En el afio 2004, la FDA aprobé la segunda generacion de
este test diagndstico denominado quantiFERON-TB Gold, que a diferencia de
la primera generacioén, no utiliza como antigenos micobacterianos al PPD, sino
antigenos méas especificos como son ESAT-6 y “Culture Filtrate Protein”-10
(CFP-10). Estos antigenos son codificados por genes localizados en la region
RD-1 del genoma de M.tuberculosis. Estas proteinas estan presentes en todas
las especies patdgenas del complejo M.tuberculosis excepto en BCG y en la
mayoria de las micobacterias ambientales, por lo tanto no habria reaccién en
individuos vacunados o sensibilizados con micobacterias no patégenas.
Recientemente la FDA ha aprobado la tercera generacion de este test,
denominada quantiFERON-Gold in Tube (QFT-IT), que incorpora un tercer
antigeno micobacteriano: el TB 7.7 (Connell et al. 2008; Miranda et al. 2010).
El T-SPOT.TB, a diferencia del quantiFERON, utiliza sangre entera y mide la
cantidad de células productoras de IFN-y (Kobashi et al. 2010; Miranda et al.
2010).
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Figura I-4: Pruebas diagnésticas in vivo y ex vivo. Ambas, in vivo (PCT) y ex vivo
(pruebas con sangre) dependen de la liberacion de citoquinas inflamatorias de las
células T previamente sensibilizadas con antigenos micobacterianos. En la PCT los
antigenos son inoculados intradérmicamente, causando la infiltracion de linfocitos
especificos a esos antigenos y la elaboracién de citoquinas inflamatorias. La reaccién
inflamatoria resulta en la induracion caracteristica en el sitio de inyeccion. En la prueba
con sangre, las células mononucleares de sangre periférica son estimuladas in vitro y la
produccion de IFN-y de las células T sensibilizadas es medido mediante un ELISA.
TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral a; IL8: Interleuquina 8.

Adaptado de Andersen P. et al. The Lancet 2000 (356); 1099-1104

6-PRUEBA CUTANEA DE LA TUBERCULINA (PCT)

6-1 HISTORIA

La historia de la tuberculina se remonta al 4 de agosto de 1890, cuando Robert
Koch, en el 10° congreso internacional de Medicina realizado en Berlin,
anunciaba el descubrimiento de un agente curativo contra la tuberculosis. El
describia este “agente” como “un fluido traslicido amarronado” que no sdlo era
capaz de detener el crecimiento bacilar en el tubo de ensayo, sino también en
el animal enfermo (Sakula 1982; Gradmann 2001; Cardona 2006). La
inoculacion de cultivos de M.tuberculosis muerto no provocaba reaccion en
cobayos sanos, pero si pequefias dosis evidenciaban una reaccion inflamatoria
destructiva en el sitio de inyeccidbn mientras que dosis mas altas podian matar

los animales (Vilaplana et al. 2010).
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Tres meses més tarde Koch publicaba sus hallazgos en The Lancet (Editorial.
The nature of Dr. Koch’s liquid. Lancet 1890;2:1233) donde él afirmaba que el
fluido tenia un efecto sanador especifico sobre el proceso tuberculoso de

todas las clases en humanos (Kaufmann 2005).

Este producto, conocido como “Tuberculina de Koch” fue luego administrado a
pacientes con TB, y Koch afirmaba que este tratamiento resultaba en la cura de

la enfermedad ya establecida (Gradmann 2001; Kaufmann et al. 2005b).

El tratamiento de Koch consistia en inocular el fluido via subcutanea, en dosis
que aumentaban diariamente. Se creia que el fluido promovia la curacion a
través de su accion especifica sobre “el tejido tuberculoso vivo” en el cual el
bacilo estaba inmerso, pero no sobre el bacilo tuberculoso en si. Hasta
entonces Koch mantenia en secreto la naturaleza del fluido (Mazana 2009;
Vilaplana et al. 2010).

Recién a principios de 1891 revel6 que el fluido era un filtrado del caldo de
cultivo del bacilo tuberculoso al cual le dio el nombre de tuberculina (Kaufmann
et al. 2005b; Cardona 2006).

El escepticismo de algunos cientificos tales como Billroth, Virchow y Sir Arthur
Doyle fue rapidamente confirmado, la tuberculina no tenia propiedades
curativas ni protectivas (Huebner et al. 1993). Pero no en vano Koch obtuvo la
tuberculina, ya que a pesar de su falla como sustancia terapéutica,

rapidamente lleg6 a ser importante para el diagndstico (Caminero 2003).

Varios investigadores vieron en la tuberculina una potencial prueba de
diagnostico. Basandose en las reacciones observadas en los pacientes que
habian sido tratados en un intento de cura, sugirieron la aplicacion local de la
misma, a fin de evitar las reacciones sistémicas, y proporcionar un método de
determinacion de hipersensibilidad retardada a la sustancia. El uso de la
tuberculina como agente diagndstico condujo al desarrollo de nuevos métodos
de administracion, los cuales eliminaban la reaccion generalizada y causaban

s6lo una reaccion localizada en el sitio de inyeccion (Huebner et al. 1993).

En general los nuevos procedimientos ensayados involucraban la
administracion de tuberculina dentro de la piel mas que dentro de tejidos

subcutaneos.
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A comienzos del siglo XX, von Pirquet fue el primero en introducir la PCT (Lee
et al. 2002). En su técnica, la tuberculina se dejaba caer gota a gota en la piel
limpia que posteriormente se raspaba. El observé que la sensibilidad del test

era menor al 100 % en las formas mas severas de la TB.

En la misma década, Moro utilizando una técnica sencilla que consistia en
frotar por la piel una “crema de tuberculina”, encontré que la sensibilidad era

comparable con el método de von Pirquet.

Mendel y Mantoux introdujeron casi simultdneamente (1909-1910) la técnica
intradérmica, permitiendo la administracion de una dosis exacta de tuberculina
con jeringa y aguja (Rieder 1999).

Aunqgue las tres técnicas han sobrevivido, en formas modificadas, la forma
intradérmica es la méas utilizada en todo el mundo y es la recomendada
oficialmente para uso en los estudios epidemiolégicos. A pesar de las
dificultades de esta técnica, es mas sensible y especifica que otros métodos
(Lee et al. 2002). La PCT requiere del uso de jeringas calibradas y una aguja
para la inyeccién de 0,1 ml de tuberculina diluida dentro de la capa mas
superficial de la piel en la cara anterior o posterior del antebrazo (Rieder 1999;
Lee et al. 2002; Caminero 2003).

La reaccion a la PCT se mide por el diAmetro de induracion visible y palpable a
las 48-72 hs posteriores a la inyeccion del antigeno (Figura I-5). Clinicamente,
la reaccion puede comenzar a las pocas horas después de la inyeccion de la
tuberculina con una induracién color rosada de la piel seguida de una reaccion
de DTH, la cual alcanza su pico maximo después de las 48-72hs y que puede

persistir por varias semanas (Mack et al. 2009).
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Figura I-5— Medida de lainduraciéon de la PCT. Reaccidn positiva, halo superior a 10 mm
Caminero, J. A. (2003). "Guia de la Tuberculosis para Médicos Especialistas."
Internacional Union Against Tuberculosis and Lung Disease”. Paris.

6-2 UTILIDAD E INTERPRETACION

La PCT ha sido utilizada en el diagnéstico de la TB por mas de 100 afios, y en
nuestro pais constituye una herramienta de utilidad para el Programa Nacional
de Control de la tuberculosis. Esté indicada para la evaluacion de los contactos
de los enfermos con tuberculosis bacilifera, como complemento del diagnéstico
de la tuberculosis infantil y para seguimiento del personal de salud inicialmente
tuberculino negativo que trabaja en &reas de alto riesgo de infeccion con el
bacilo de la tuberculosis.

Se basa en la inyeccion intradérmica del PPD y mide la inmunidad mediada por
células en la forma de respuesta de DTH.

Cuando el PPD penetra en la piel, una parte desaparece via linfatica y el resto
permanece en el sitio de inyeccion; las células dendriticas y de Langerhans
presentes en la piel se activan por mecanismos de la inmunidad innata y
fagocitan el material antigénico. Esto produce una reaccion inflamatoria con
participacion de células polimorfonucleares y algunas mononucleadas. En
individuos no sensibilizados esta reaccién inflamatoria desaparece en horas,
pero en personas sensibilizadas por la infeccion micobacteriana previa, esta

respuesta se incrementa y aparece una importante infiltracion perivascular
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linfocitaria atraida por las citoquinas liberadas por los LT circulantes “con
memoria” que han reconocido a los antigenos administrados en la dermis
(Caminero 2003).

La dosis estandarizada recomendada por la OMS y la Unién Internacional
contra la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias (UICTER), es 2 Unidades
Tuberculinicas (UT) de PPD en 0,1 ml.

Se ha adoptado como limite para considerar a un individuo infectado una
prueba tuberculinica con un tamafio igual o mayor a 10 mm. En los individuos
VIH (+) este limite es de 5 mm (de Kantor et al. 2009).

Ciertas condiciones biol6gicas tales como la coexistencia de TB con
enfermedades virales (inclusive VIH), ciertas inmunosupresiones provocadas
por farmacos, malnutricion o TB diseminada avanzada, suprimiran la respuesta
de DTH. Ademas una mala conservaciéon del PPD, o un error en la aplicacion o
lectura de la PCT, podrian dar un resultado falso negativo (LoBue et al. 2010).
La PCT pierde sensibilidad y especificidad cuando no puede diferenciar entre la
infeccibn con M.tuberculosis y la sensibilizacion con otras micobacterias
ambientales. También la vacunacion con BCG puede causar falsas reacciones
positivas, aunque si no es reciente la medida de la reaccion suele ser menor a
10 mm (de Kantor et al. 2009; Ahmad 2011).

6-3-TIPOS DE TUBERCULINAS

EVOLUCION DE LAS TUBERCULINAS

La preparacion de la tuberculina original de Koch consistia en un extracto de
los residuos de cultivos de M.tuberculosis, previamente calentados a 100 °C
por varias horas, filtrados y luego concentrados 10 veces por evaporacion, en
un solvente glicerinado. Este material contenia un gran numero de
carbohidratos y antigenos proteicos asi como antigenos del caldo vacuno
usado como medio de cultivo. Durante muchos afios las tuberculinas fueron
producidas de esta manera sin intentar estandarizarlas (Bass 1993; Bass
2001; Lee et al. 2002).

La antigua o vieja tuberculina (OT, del término en inglés Old Tuberculin) fue

adaptada rapidamente para la deteccion de tuberculosis activa y
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consecuentemente para detectar infeccion latente de TB (LTBI: latent
tuberculosis infection) en la poblacién “aparentemente” sana. Hasta 1932
fueron usadas inyecciones secuenciales de OT, hasta que D Arcy Hart
demostré que una dilucion 1:10 de OT era la concentracién adecuada para la
deteccion de infeccion con M.tuberculosis.

Fengers y colaboradores encontraron que preparaciones de micobacterias
ambientales, aviarias 0 bovinas, producian reacciones en personas no
infectadas, sugiriendo que las reacciones positivas con grandes dosis de OT
resultaban de la sensibilizacién con Micobacterias no tuberculosas (Lee et al.
2002).

Para ese entonces habia ya una clara necesidad de una tuberculina mas pura,
con mayor especificidad.

Florence B. Seibert, en el Instituto Henry Phipps en Filadelfia, determiné que
las preparaciones de OT contenian cantidades variables de proteinas y
polisacaridos y que las proteinas eran los antigenos relevantes de la PCT.

En 1934, ella desarroll6 una técnica de precipitacion con sulfato de amonio
para aislar proteinas de filtrados de cultivos autoclavados de bacilo
tuberculoso. Este nuevo tipo de tuberculina fue denominado Derivado Proteico
Purificado (PPD : Purified Protein Derivative) (Lee et al. 2002).

A pesar de su denominacion, ademas de proteinas en varios estadios de
desnaturalizacion, el PPD también contiene algunos polisacéridos y &cidos
nucleicos (Harboe 1981; Andersen et al. 2000; Bass 2003).

En 1939, Seibert y colaboradores prepararon un gran lote (PPD lote 49608)
que llegé a ser el estandar de referencia para los Servicios de Salud Publica
de Estados Unidos después de una cuidadosa estandarizacion (Seibert et al.
1941). En 1944 este lote fue renombrado PPD-S (S por “standard”), y en 1952
El PPD-S fue adoptado como estandar internacional por la OMS (Lee et al.
2002).

La disponibilidad de wuna gran cantidad de tuberculina purificada
cuidadosamente preparada, envasada y estandarizada es un prerrequisito para
estudios epidemiologicos de sensibilidad a la tuberculina.

La primera fuente de tal material fue producida en el Statens Serum Institute
(SSI) en Copenhagen, Dinamarca, cuyas tuberculinas purificadas designadas

con las letras RT y un numero de lote, han sido ampliamente usadas,
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especialmente en estudios subsidiados por la OMS. El lote preparado por
Magnusson y Bentzon en 1958 fue suficiente para 33.000 millones de dosis
(Magnusson et al. 1958). Designado como RT23, la nueva tuberculina fue
ampliamente estandarizada en animales por Guld y colaboradores (1958) y en
humanos comparada con otras tuberculinas ampliamente usadas a nivel
mundial (Guld et al. 1958).

El PPD RT-23 fue considerado desde entonces referencia de OMS.

A los fines précticos las dosis de PPD son expresadas en UT. Se define a la UT
como una cantidad definida de proteina (0,02 pg tanto para el PPD-S como
para el PPD RT-23) que produce una respuesta de DTH en individuos
previamente sensibilizados (Huebner et al. 1993).

La dosis 6ptima del PPD-S fue determinada en Estados Unidos por un estudio
con pacientes con alta y baja probabilidad de infeccion tuberculosa. Asi se
establecid para este PPD que una dosis de 5 UT mantenia la sensibilidad y la
especificidad (Edwards et al. 1960).

Durante los esfuerzos de estandarizar el PPD RT-23 frente al PPD-S, se lleg6 a
la conclusion que era imposible definir dosis que fueran equipotentes en todas
las situaciones, dado que la potencia relativa diferia con el tipo y nivel de
sensibilizacion de las poblaciones evaluadas (Comstock et al. 1964).

A pesar de estas diferencias, se acepto que una dosis de 2 UT de PPD RT-23
es aproximadamente equivalente a una dosis de 5 UT de PPD-S y estas son
las dosis respectivas que recomienda la OMS y The Internacional Union

Against Tuberculosis and Lung Disease (IUATLD).

TUBERCULINA USADA EN NUESTRO PAIS

Durante casi 40 afios, el SSI y la OMS suplieron a la comunidad mundial de
PPD RT-23, producto de alta y uniforme calidad. Desde inicios de la década de
los 80, CEPANZO, y luego el Instituto Panamericano de Proteccion de
Alimentos y Zoonosis, INPPAZ (OPS) recibia periédicamente del SSI ampollas
del PPD RT23 liofilizado, referencia de OMS, que era reconstituido a una
solucion de 1 mg/ml (equivalente a 50 000 UT/ml). Esa solucién concentrada
se distribuia a los laboratorios de referencia nacionales de los paises miembros

de OPS, donde se preparaba, a partir de esa solucién concentrada, el PPD
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2UT, para empleo en pruebas intradérmicas, de acuerdo a instrucciones
especificas. CEPANZO, y luego INPPAZ realizaba controles de calidad de
referencia a muestras del producto final (PPD 2UT) enviados por los
laboratorios nacionales de salud. El periodo de validez, una vez diluido a esa
concentracion, y correctamente conservado, era de 6 meses. En el afio 1993 el
SSI suspendio la entrega del PPD RT23 liofilizado a OPS/OMS, y por lo tanto,
también de la solucion proteica madre, 1 mg/ml, empleada para preparar PPD
diluido para pruebas de Mantoux en los Servicios de Salud Publica. Ante esta
situacion, algunos paises optaron por adquirir el PPD 2UT RT23, del SSI, o
productos similares de otros origenes. En Argentina, se establecié un convenio
entre el INPPAZ/OPS, el Instituto Nacional de Microbiologia (actualmente
AN.L.LS, Dr. Carlos G. Malbran) y el Laboratorio Central de Salud Publica de
la Provincia de Buenos Aires (La Plata) para la produccién de un lote estandar
de tuberculina PPD que pudiera satisfacer por varios afios la produccion
nacional de PPD 2 UT. Esta preparacion de tuberculina PPD, constituida por el
lote 1-94, se llevo a cabo entre fines de 1993 y principios de 1994. La cantidad
total producida fue distribuida en partes iguales entre las tres instituciones en
frascos ampollas conteniendo 5 ml de tuberculina a una concentracion de 2
mg/ml y 140.000 UT/ml.

6-4 ANTIGENOS ESPECIFICOS DE M.tuberculosis UTILIZADOS EN
NUEVOS REACTIVOS

Los antigenos de la tuberculina, derivados de micobacterias, han sido usados
ampliamente por médicos e inmundlogos, probablemente més que otras
preparaciones antigénicas microbianas. Los extractos de micobacterias
contienen muchos antigenos de composicién quimica variada (Daniel et al.
1978). Las proteinas de superficie y las proteinas secretadas activamente por
M.tuberculosis son importantes blancos para el sistema inmune durante la fase
temprana de la infeccién (Sorensen et al. 1995).

Algunos de estos antigenos son especificos de especie, otros son compartidos
entre varias especies y contribuyen cominmente a la reactividad cruzada

observada en las tuberculinas (Daniel et al. 1978; Harboe 1981).
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Previo a la identificacion del genoma completo de M.tuberculosis, varios
autores han descrito varios antigenos de M.tuberculosis en base su respuesta
de DTH (Nagai et al. 1981; Nagai et al. 1991; Young et al. 1992; Haslov et al.
1995; Oettinger et al. 1995; Manca et al. 1997a; Manca et al. 1997b). La
mayoria de estos antigenos se encuentran en el filtrado de cultivos de
M.tuberculosis (Brosch et al. 2002).

La identificacion de regiones del genoma de M.tuberculosis que estan
ausentes en BCG y en la mayoria de las micobacterias no tuberculosas dieron
una oportunidad para el desarrollo de nuevas herramientas de diagnéstico
(Brosch et al. 1998).

La secuencia genémica completa del M.tuberculosis H37Rv fue comunicada
por Cole y col en 1998, sefialando que estaba constituida por 4.411.529 de
pares de base (pb), con un alto contenido de guanina-citosina (65,6 %)y 3.924
genes que codifican para proteinas (Cole et al. 1998). Mas tarde se
identificaron 4 errores de secuenciacion cambiando el tamafio del genoma a
4.411.532 pb (Camus et al. 2002).

Las micobacterias agrupadas en el complejo M.tuberculosis se caracterizan
por tener un 99.9% de similitud a nivel nucleotidico, pero difieren ampliamente
en su tropismo por el huésped, fenotipos y patogenicidad. Se asume que todas
ellas derivan de un ancestro comudn. Algunas son exclusivamente humanas (M.
tuberculosis., M africanum, M canettii), o patdgenas para roedores (M. microti),
mientras otras tienen un amplio espectro de huéspedes (M.bovis) (Brosch et al.
2002).

La figura I-6 esquematiza la via de evolucion propuesta para el complejo
M.tuberculosis (Brosch et al. 2002).
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Figural-6- Esquema de evoluciéon propuesto para M.tuberculosis queilustra pérdidas
sucesivas de ADN (rectangulos celeste) en ciertos linajes. Brosch et al. PNAS 2002; 99:
3684-3689

Los analisis de hibridacion diferencial utilizados para comparar M. bovis y BCG
(Mahairas et al. 1996) y los analisis de microarreglos de ADN comparando el
genoma de M.tuberculosis H37Rv y BCG (Behr et al. 1999b) permitieron
identificar 16 regiones de diferencia (RD1-16), con una medida que va de 2 a
12,7 Kb, que estdn ausentes en BCG Pasteur compardndola con
M.tuberculosis H37Rv  (Gordon et al. 1999). Asi, de estas 16 regiones
suprimidas con respecto al genoma de M.tuberculosis, 11 pertenecen a M.
bovis y 5 son exclusivas de BCG. Una de esas 5 deleciones, designada RD1
(9454 pb) esta ausente en todas las cepas de BCG comiunmente usadas como
vacunas contra la TB en todo el mundo (Hsu et al. 2003). En la figura 1-7 se
muestra la delecion de las regiones de diferencia RD1 y RD2 en la evolucion de
algunas de las subcepas de BCG en donde se encuentran los genes que

codifican para algunas de las proteinas de interés en este trabajo.
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Figura 1-7- Genealogia parcial de subcepas de BCG. En los recuadros negros se marcan
las regiones de diferencia deleteadas RD1 y RD2 donde se encuentran los genes que
codifican las proteinas ESAT-6/CFP-10 y MPT 64 respectivamente.

La delecion de RD1 ocurri6 muy temprano durante el desarrollo de BCG,
probablemente antes de 1921 (Behr et al. 1999a). Por esta razon se sugirio y
luego se demostré6 que RD1 fue la mutacion primaria de atenuacion, la cual
resultd en la generacion de BCG a partir de M.bovis (Pym et al. 2002; Hsu et al.
2003; Lewis et al. 2003).

Esta region ha sido estudiada muy en detalle ya que los productos de sus
genes son de interés para el desarrollo de nuevas vacunas y también de suma
utiidad para los fines diagnésticos. Los antigenos secretados en forma
temprana como ESAT-6 y CFP-10 estan localizados en esta region y su
actividad inmunoldgica ha sido extensamente evaluada (Andersen et al. 1995;
Sorensen et al. 1995; Andersen et al. 2000; van Pinxteren et al. 2000; Brock et
al. 2001; Hanif et al. 2010).
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ESAT-6 y CFP-10 son importantes candidatos para el diagnostico por estar
ausentes en todas las cepas de BCG y ser antigenos inmunodominantes, pues
serian capaces de distinguir infeccion con micobacterias patdgenas de la
exposiciobn a micobacterias ambientales o vacunados con BCG (Ravn et al.
1999; Arend et al. 2000; Munk et al. 2001; Brock et al. 2004; Ravn et al. 2005).
Fuera de la regibn RD1, muchos antigenos han sido caracterizados y
estudiados en relacion a su capacidad inmunogénica: MPT64 cuyo gen se
encuentra en la region RD2 (Tavares et al. 2007; Kalra et al. 2010a; Kumar et
al. 2011) propuesto como un potencial diagnéstico en una prueba de parche
cutdneo (Nakamura et al. 1998; Nakamura et al. 2001) , el complejo Ag 85
formado por tres miembros : Ag 85A, Ag 85B y Ag 85C presentes en todo el
complejo M.tuberculosis y en otras especies del género Mycobacterium
(Kashyap et al. 2007; Dayal et al. 2008; Kashyap et al. 2010; Nagdev et al.
2010), MPT63, MTC28, MPT70 especificos del Complejo M.tuberculosis
(Lyashchenko et al. 1998), Rv3619c presente en la region RD9, el cual esta
suprimido en todas las cepas de BCG (Hanif et al. 2010).

La identificacién de todos estos antigenos especificos y su inmunogenicidad

dan la oportunidad de desarrollar nuevas tuberculinas.
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[I-OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la especificidad de la respuesta inmunocelular producida por antigenos
recombinantes de M.tuberculosis (ESAT-6, CFP-10, Ag 85B, MPT64) como

reactivos de la prueba cutanea en modelo animal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Obtencion de rAgs: clonacion del gen, amplificaciéon y expresion de
proteina recombinante.

2) Purificacion de proteinas recombinantes

3) Disefio experimental de modelo animal para evaluacion de rAgs por
medida de DTH.

4) Ensayo de especificidad de los rAgs. Comparacion de reactividad

cutanea frente a la Tuberculina PPD 1-94.
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[lI- MATERIALES Y METODOS

ANTIGENOS RECOMBINANTES:

Se emplearon las siguientes proteinas recombinantes: rESAT-6, rCFP-10 y

rMPT-64 seleccionadas de los antigenos recombinantes obtenidos en el

laboratorio de Tuberculosis del Instituto de Biotecnologia INTA, Castelar.

Ademas, se produjo en esta misma Institucion el rAg 85B, cuya produccion

forma parte de esta tesis y se detalla a continuacion.

Obtencién de rAqg 85 B:

Obtencién de cultivos de M. tuberculosis

Se utilizo6 la cepa de M.tuberculosis H37 Rv (cedida por el laboratorio de
Micobacterias de INEI-ANLIS Dr Carlos G. Malbran). Los bacilos se
sembraron sobre medio sélido Lowenstein-Jensen y se incubaron a 37° C
hasta el crecimiento de colonias claramente visible.

Obtencién de ADN micobacteriano

Se siguid la técnica descripta por D.van Soolingen y colaboradores (van
Soolingen et al. 2001). Brevemente; se tomaron con un ansa calibrada de
10 pl suficiente cantidad de micobacterias crecidas en Lowenstein-Jensen
y se transfirieron a un tubo de microcentrifuga Eppendorff de 1,5 cc
conteniendo 500 pl buffer Tris/HCI-EDTA (TE) .Se calentd el mismo a 80°C
durante 20 minutos para inactivar las células, luego se enfri6 a temperatura
ambiente. Se le agregé 50 ul de lisozima 10 mg/ml, se mezclé en vortex y
se incub6 toda la noche a 37° C. Luego se agreg6 una mezcla de Dodecil
sulfato de sodio (SDS) al 10 % y Proteinasa K y se incub6 en bafio
termostatizado a 65 °C, después de 10 min. se le agreg6 NaCl 5 M y una
solucion de Bromuro de (N-cetil-N,N,N,-trimetil) amonio (CTAB)/NaCl. Se
realizaron extracciones sucesivas con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1).
Los acidos nucleicos se precipitaron de la fase acuosa con isopropanol, se
lavaron con etanol 70% y se resuspendieron en agua bidestilada con 20

ug/ml de ribonucleasa A durante 1 hora a 37°C.
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La integridad, pureza y cuantificacion del ADN se analizd por electroforesis
en gel de agarosa (D1-LE Biodynamics) al 0,8 % (P/V), utilizando buffer
Tris-Acético-EDTA (TAE) de corrida, sembrando 1 ul de solucién de ADN.
El ADN se visualiz6 por tincién con bromuro de etidio (BE) y observacion a
la luz U.V. La cuantificacién se realiz6 comparando a la luz UV la

fluorescencia producida por cantidades conocidas de ADN.

-Amplificacién del gen por Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

El disefio de los primers se realiz6 de acuerdo a la secuencia nucleotidica
del gen que codifica para el antigeno 85B (gen Rv 1886c¢) en M.tuberculosis

obtenida del Tuberculist (Figura IlI-1). El gen tiene 978 pares de bases.

M.tuberculosis H37Rv|Rv1886c|fbpB 978 bp-SECRETED ANTIGEN 85-B
FBPB (85B) (ANTIGEN 85 COMPLEX B) (MYCOLYL TRANSFERASE 85B)
(FIBRONECTIN-BINDING PROTEIN B) (EXTRACELLULAR ALPHA-ANTIGEN)

atgacagacgtgagccgaaagattcgagcttggggacgccgattgatgatcggcacggca
gcggctgtagtccttccgggectggtggggettgeccggecggagecggcaaccgcgggcgeg
ttctcccggecggggetgecggtecgagtacctgcaggtgecgtecgecgtegatgggecgce
gacatcaaggttcagttccagagcggtgggaacaactcacctgcggtttatctgctcgac
ggcctgcgcegcccaagacgactacaacggcetgggatatcaacaccccggegttcegagtgg
tactaccagtcgggactgtcgatagtcatgccggtcggcgggcagtccagcttctacage
gactggtacagcccggcctgcggtaaggctggctgccagacttacaagtgggaaaccttc
ctgaccagcgagctgccgcaatggttgtccgccaacagggccgtgaagcccaccggcagce
gctgcaatcggcttgtcgatggccggctcgtcggcaatgatcttggeccgectaccaccece
cagcagttcatctacgccggctcgctgtcggecctgctggacccctectcaggggatgggg
cctagcctgatcggcctcgecgatgggtgacgccggeggttacaaggccgcagacatgtgg
ggtccctcgagtgacccggcatgggagcgcaacgaccctacgcagcagatccccaagetg
gtcgcaaacaacacccggctatgggtttattgcgggaacggcaccccgaacgagttgggce
ggtgccaacatacccgccgagttcttggagaacttcgttcgtagcagcaacctgaagttce
caggatgcgtacaacgccgcgggcgggcacaacgccgtgttcaacttcccgeccaacggce
acgcacagctgggagtactggggcgctcagctcaacgccatgaagggtgacctgcagagt
tcgttaggcgecggetga

Figura lll-1- Secuencia nucleotidica del Rv 1886¢ obtenida del Tuberculist. Se sefialan en
azul las bases elegidas para el disefio de los primers.

Para determinar la presencia y localizacion del sitio de clivaje del péptido sefial
se utilizé el programa SignalP (http:/www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) a partir
de la secuencia de aminoéacidos de la proteina 85B y teniendo en cuenta que

M.tuberculosis es una bacteria Gram positiva (Figura 111-2).
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M.tuberculosis H37Rv|Rv1886c|FbpB: 325 aa - SECRETED ANTIGEN 85-B FBPB
(85B) (ANTIGEN 85 COMPLEX B) (MYCOLYL TRANSFERASE 85B) (FIBRONECTIN-
BINDING PROTEIN B) (EXTRACELLULAR ALPHA-ANTIGEN)

MTDVSRKIRAWGRRLMIGTAAAVVLPGLVGLAGGAATAGAFSRPGLPVEYLQVPSPSMGR
DIKVQFQSGGNNSPAVYLLDGLRAQDDYNGWD INTPAFEWYYQSGLS1VMPVGGQSSFYS
DWYSPACGKAGCQTYKWETFLTSELPQWLSANRAVKPTGSAA IGLSMAGSSAMILAAYHP
QQFI'YAGSLSALLDPSQGMGPSLIGLAMGDAGGYKAADMWGPSSDPAWERNDPTQQ IPKL
VANNTRLWVYCGNGTPNELGGAN I PAEFLENFVRSSNLKFQDAYNAAGGHNAVFNFPPNG
THSWEYWGAQLNAMKGDLQSSLGAG

Figura lll-2- Secuencia aminoacidica del gen Rv 1886¢ que codifica para la proteina 85B
obtenida del Tuberculist.

El resultado obtenido del programa SignalP predice que el sitio de clivaje de la
proteina estaria localizado entre la posicion aminoacidica 40-41, segun los

graficos arrojados (Figura llI-3).

SignalP-HH prediction d(gram+ networksi: M.
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Fositian
>M. length = 70
# Measure Position Value Cutoff signal peptide?
max. C 41 0.617 0.52 YES

max. Y 41 0.647 0.32 YES
max. S 31 0.937 0.97 NO
mean S 1-40 0.655 0.51 YES
D 1-40 0.651 0.45 YES

# Most likely cleavage site between pos. 40 and 41: AGA-FS
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Figura IlI-3. Graficos arrojados del Programa SignalP para la prediccion del péptido
sefial.

Los oligonucleétidos usados para la amplificacion del gen por PCR fueron los
siguientes:

Primer directo o “forward” (85Bdir):

Fue disefiado de manera tal que no incluya la porcion del gen que codifica
para el péptido sefial y con una secuencia adicional de reconocimiento para la
enzima de restriccion Bam Hl (resaltado en azul)

5 GGATCCTTCTCCCGGCCGGGGCTG 3

Primer reverso: (85Brev)

5" AAGCTTTCAGCCGGCGCCTAACGAACTC 3
Disefiado con el sitio de restricciéon para la enzima Hind Ill. (resaltado en azul)
El calculo de las T.m para ambos primers se realiz6 de acuerdo a la siguiente

formula:

* Total de bases (sin incluir la secuencia de corte de enzima)
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Las T.m obtenidas fueron 65,08 y 65,84 para el primer directo y para el primer
reverso respectivamente, sin contar los sitios de restriccion adicionados.
Los primers liofilizados fueron obtenidos de Alpha DNA, Montreal.
Se reconstituyeron con agua tipo | estéril segun las indicaciones del fabricante.
Se alicuotaron en microtubos y se conservaron a —20°C.
Para la reaccion de PCR se prepararon volumenes finales de 50 ul
conteniendo 10mM de buffer Tris pH8, 2,5 mM de MgCl,, 100 uM de cada
desoxinucléotido trifosfato, 83 pmol de cada primer, 2 Unidades de la enzima
ADN polimerasa de Thermus aquaticus (Taq) y 5 ng de ADN cromosomal de M.
tuberculosis.
Se ensayaron distintas condiciones de amplificacién resultando ser la mas
conveniente:
-Paso inicial de desnaturalizacion de ADN (96°C durante 3 minutos) seguidos
de 3 ciclos con los siguientes pasos:
1° ciclo 96°C durante 1 minuto (desnaturalizacién)

66,5°C durante 1 minuto (unién de los primers al ADN molde)

72°C durante 2 minutos (extension)
2° ciclo 96°C durante 1 minuto (desnaturalizacion)

66°C durante 1 minuto

72°C durante 2 minutos
3° ciclo 96°C durante 1 minuto

65,5°C durante 1 minuto

72°C durante 2 minutos
Luego 27 ciclos de:
1°ciclo 96°C durante 1 minuto

65°C durante 1 minuto

72°C durante 2 minutos
-Paso final a 72°C durante 10 min. y finalmente a 4°C.
Se usO un termociclador automatico (marca Biometra Trio, Alemania).
Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa al 0,8% en buffer
TAE 1 con BE y el tamafio se verifico frente a un marcador de ADN (1 Kb DNA
ladder Promega).
Los fragmentos de ADN se purificaron del gel de agarosa utilizando los

reactivos de QIAquick Gel extraction kit (Qiagen).
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-Clonado del producto de PCR

Los productos de PCR fueron clonados en el vector plasmidico T (pGEM-T
easy Vector System 1, Promega), adecuado para la clonacion de productos de
PCR, ya que contiene en cada extremo 3’ del sitio de insercion una Timidina
(Figura I1I-4).
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Figura lll-4- Vector plasmidico de clonado pGEM-T Easy Vector

El vector plasmidico contiene el promotor T7 y los genes Amp'y lacZ. En este
ultimo se encuentra el sitio de clonado multiple.

En primer lugar se realiz6 la reaccién de ligacion del inserto (producto de PCR)
con T4 ADN ligasa, el buffer correspondiente conteniendo ATP y DTT vy el
vector pPGEM-T en una relacion inserto: vector 2:1. Se incubd toda la noche a 4
°C.

La transformacion se realizd en células competentes Escherichia coli (E.coli)
DH5a. (ver Anexo). Dichas células mantenidas a -70°C se incubaron en bafio
de hielo (0°C) con agitacién suave durante 5 minutos.

Cuidadosamente se transfirieron 45 pul de la suspension de células a un
microtubo con 5 ul de de producto de ligacién. Se dejo 1 hora a 0°C (bafio de
hielo) y luego se realiz6 un choque térmico durante 2 minutos a 42°C sin
agitacion. Se le agregd 200 pl de caldo Luria Bertani (LB) y se incub6 20

minutos a 37°C en camara estufa (proceso de recuperacion).
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Se sembraron 100 ul de ese cultivo, expandiendo con rastrillo hasta absorcién,
en placa de Petri conteniendo agar LB adicionado con 100 pg/ml de
Ampicilina, 0,1 mM de isopropyl-p-tiogalactopirandsido (IPTG) y 0,2 % de 5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosidasa (X-Gal). Se incubé a 37 °C durante
toda la noche.

La seleccion de los clones bacterianos transformados por el plasmido que
contienen el inserto se realizO por visualizacion de la actividad de la
—galactosidasa.

Las colonias de color blanco se sembraron en 5 ml de LB adicionado con
Ampicilina, y se incubaron toda la noche a 37°C con agitacion de 150 rpm.

El ADN plasmidico se extrajo con un kit comercial (Wizard plus sv Minipreps
DNA Purification system Promega) segun las especificaciones del fabricante.
Para verificar la presencia del inserto se hizo una digestion con la enzima Eco
RI, que flanquea el inserto, y se corrié en un gel de agarosa 0,8 % con BE en
buffer TAE 1X, y luego se observo a la luz U.V. de un transiluminador.

Los plasmidos de dos de las colonias que liberaron el inserto fueron enviados a
secuenciar (Servicio de secuenciacion INTA;Castelar) para determinar la

identidad del mismo.

-Subclonado en el plasmido de expresién

Para la induccién y expresion de la proteina se utilizé el vector pRSET A
(Invitrogen). Es un vector apropiado para la expresion de niveles altos de
proteinas en E.coli ,debido a la presencia de promotor T7, permitiendo una
regulacion externa del momento de la expresion por la induccion del agregado
de IPTG.

Ademas el vector agrega una cola de 6 histidinas al extremo N-terminal de la
proteina expresada, facilitando de esta manera la posterior purificacion de la
misma por resina de afinidad de niquel agarosa.

El ADN plasmidico (PGEM-T + inserto 85B) fue digerido con 2 enzimas de
restriccion: Bam HI y Hind lll (cuyos sitios se encuentran en los primers de

clonado) segun especificaciones del fabricante (New England Biolabs). Para la

32



doble digestion se utilizé el buffer de Bam HI, compatible con ambas enzimas
de restriccion.

Las muestras digeridas fueron sembradas en un gel de agarosa al 0,8 % para
la purificacion del inserto y luego se realizo la ligacion con el vector pRSET A,
previamente digerido con las mismas enzimas utilizadas anteriormente y
desfosforilado, en una relacién vector-inserto de 3:1.

Se transformaron células competentes E.coli BL21pLys, con los productos de
ligacion (PRSET A-85B) y con pRSET A + ligasa (control negativo). Se
incubaron las ligaciones con las bacterias descongeladas durante 1 hora en
bafio de hielo y luego se sometieron a un shock térmico de 42°C durante 2
minutos. Transcurrido ese tiempo se les adicioné 200 ul de caldo LB + 100
ug/ml de ampicilina + 25 ug/ml de cloranfenicol, y se agité 20 minutos a 37°C.
Luego se sembraron placas de agar LB suplementadas con ampicilina y
cloranfenicol.

Se eligieron al azar varios clones crecidos y se sembraron en caldo LB
+ampicilina+cloranfenicol a 37°C en agitacion toda la noche. Se extrajo luego el
ADN plasmidico con kit comercial (Wizard plus sv Minipreps DNA Purification
system Promega) y se realiz6 una digestion con las enzimas de restriccion
Bam HI y Hind 1ll. Las muestras digeridas fueron corridas en un gel de agarosa

0,8% con BE en buffer TAE 1X, y luego fueron observadas a la luz U.V

~Expresioén de la proteina recombinante

Se crecieron bacterias E. coli de la cepa BL21pLys previamente transformadas
con el plasmido recombinante (pRSET A-85B) en 5 ml de caldo LB
suplementado con 100 pg/ml de ampicilina + 25 pg/ml de cloranfenicol
mantenido a 37°C en agitacion durante toda la noche.

Se prepar6 un caldo LB de 50 ml suplementado con 100 pg/ml de ampicilina +
25 pug/ml de cloranfenicol y se le agreg6 500 pl del cultivo crecido durante toda
la noche. Se incubd en camara estufa a 37°C con agitacion hasta alcanzar la
fase exponencial (D.Ogpo nm = 0,320).

El cultivo se dividi6é en dos alicuotas de 20 ml cada una. Una de las alicuotas

se indujo con 200 ul de IPTG 100 mM. Ambas alicuotas fueron nuevamente
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incubadas a 37°C con agitacion. Se retiraron muestras de 5 ml de cada una a
distintos tiempos de incubacién: 0, 60,120, 180 minutos y toda la noche, con el
fin de optimizar la expresion de la proteina.

La misma secuencia de cultivos fue repetida, pero haciendo una induccion con
600 ul de IPTG 100mM.

Las muestras se centrifugaron a 10.000 rpm durante 2 minutos en centrifuga
(Eppendorf). Los pellets celulares se resuspendieron en 200 ul de buffer de
siembra PAGE 6X y se hirvieron durante 5 minutos. Las muestras fueron
analizadas por electroforesis en un gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)
al 12,5% en una cuba Mini-Protean (Bio-Rad). El gel fue tefildo con Coomassie-

Blue para visualizar las proteinas.

-Andlisis por SDS-PAGE y WESTERN-BLOT

Los pellets de los cultivos con y sin induccion fueron analizados en SDS-PAGE.
Las muestras se disolvieron en buffer de corrida (2% SDS,0,125 M Tris-CIH, pH
6,8, 1% 2-mercapetanol, 0,02 % azul de bromofenol y 10 % glicerol) y fueron
calentadas a 100 °C durante 5 minutos. Se sembraron 2 geles de poliacrilamida
al 12,5 % y se corrieron a 30 mA durante 1 hora.

Uno de los geles se tifi6 con Coomassie-Blue y el otro se utiliz6 para
electrotransferir las proteinas a una membrana de nitrocelulosa (BRL) a 100
mA durante toda la noche a 4 °C. La eficiencia de la transferencia se visualizd
con una coloracion transitoria con Rojo Ponceau.

La identidad inmunoldgica de la proteina recombinante fue probada mediante
Immunoblot.

Las membranas fueron bloqueadas con 5% leche descremada en TBS (50 mM
Tris-HCI, pH 8 y 150 mM NaCl ) a 4°C durante 1 hora con agitacion constante.
Luego fueron enfrentados con Ac. anti histidina (GE Healthcare) y Ac. anti 85B
(ac. policlonal de conejo, INTA) durante 2 hs a 4°C. Luego de 4 lavados con
TBS al 1 % se agregaron los segundos anticuerpos (IgG anti ratén e IgG anti
conejo) marcados con fosfatasa alcalina a una dilucion de 1/1000 y se
incubaron durante 2 hs mas a 4°C con agitacion. Por ultimo se revel6 con p-
toluidina 5-Bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (BCIP) y cloruro de tetrazolio nitroazul

(NBT) resuspendido en buffer, previo 3 lavados mas con TBS al 1 % y un

34



lavado con buffer de fosfatasa alcalina (BREFA) (100mM Tris-HCI, pH9,5, 100
mM NaC y 5 mM MgCl,). La reaccion fue detenida por agregado de agua

después de los 20 minutos.

-Purificaciéon de la proteina recombinante

Los pellets celulares obtenidos de un cultivo de 200 ml con una induccion de 2
hs con IPTG 1 mM fueron resuspendidos en PBS y buffer de lisis (100 mM
NaCl, 70 mM Tris-HCI pH 8, 10 % Glicerol, 0,5 % Triton X-100). Luego se les
agreg6 una punta de espétula de esferas de silica de 0,1 mm y se paso por
FastPrep FP120(Bio101-Savant, Holbrook, NY) durante 40 segundos a una
velocidad de 6.0. Posteriormente se centrifug6 a 12.000 rpm durante 20 min.

El sobrenadante fue separado del pellet y ambos fueron analizados por SDS-
PAGE al 12,5 %.

Los sedimentos fueron tratados con buffer de extraccion (70 mM Tris-HCI pH8 ,
400 mM NaCl, PMSF 1 mM, Glicerol 10 %, y 8M urea) durante 45 minutos en
agitacion, para solubilizar los cuerpos de inclusion y desnaturalizar las
proteinas. Luego se centrifugd a 20.000 rpm durante 20 minutos. El
sobrenadante se mezcl6 con 5 ml de resina Ni**-NTA (Invitrogen), previamente
equilibrada segun especificaciones del fabricante, con agitacion constante
durante 45 minutos.

Esta resina contiene el ligando &cido nitrilotriacético (NTA) unido fuertemente
con iones Ni**, que tienen alta afinidad por proteinas de fusién a las que se
adicion6 una cola con 6 residuos de histidinas, facilitando asi su purificacion.
La purificacion se realiz6 en columna. Luego de obtener el percolado, se
realizaron lavados sucesivos con buffer de lavado (70 mM Tris-HCI pH 8, NaCl
400 mM) conteniendo urea en concentraciones decrecientes: 8M, 4M, 2M y
1M. Por ultimo se lavo con buffer de lavado solo. Posteriormente se realizaron
las eluciones con soluciones de 250 mM, 500 mM y 1000 mM de imidazol en
buffer de purificacion (70 mM Tris.HCI pH 8 NaCl 100 mM) en la misma
columna.

Las fracciones obtenidas de cada elucion conteniendo la proteina de interés
fueron mezcladas y dializadas contra Buffer fosfato salino (PBS) pH 7,2 toda la

noche a 4°C, utilizando una membrana de celulosa con un limite de corte de
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3,500 Da (Cellu Sep TM). Luego fueron concentradas y valoradas con reactivo
de Bradford (Bio-Rad) y conservadas a -20 °C para su posterior analisis por
SDS-PAGE.

ENSAYOS DE DTH

-Cultivos v Cepas bacterianas

Se utilizaron las siguientes cepas bacterianas: M.tuberculosis H37 Rv, y
M.avium 8070 cedidas por el laboratorio de Micobacterias del INEI-ANLIS Dr.
Carlos G. Malbran, y BCG cepa Pasteur 1173 P2 Lote A Marzo 1973 (Staten
Serum Institute, Dinamarca).

Las cepas de M.tuberculosis y M. avium fueron sembradas en medio
Lowenstein-Jensen y crecidas a 37°C hasta la visualizacion de las colonias
caracteristicas.

Un ansa de cada cultivo se sembrd sobre la superficie de erlenmeyers
conteniendo 200 ml de medio liquido Sauton y se incubaron a 37°C durante
45 dias.

Los cultivos de BCG se realizaron con los procedimientos recomendados por
OMS para la produccion de vacunas BCG (OMS 1987b).

-Preparacién de antigenos y productos:

Al término de 45 dias un frasco de cultivo de cada cepa (M. tuberculosis, M.
avium y BCG) fue autoclavado a 121°C y latm por una hora. La masa bacilar
fue separada del sobrenadante de los cultivos por centrifugacion a 4000 rpm
por 60 min. El pellet de M.tuberculosis y M.avium fue conservado a -20°C
hasta su uso para la sensibilizacién de los animales. Los sobrenadantes de los
cultivos de BCG y M.avium fueron filtrados a través de una membrana
esterilizante (Millipore) de 0,22 um de poro y las proteinas presentes en los
mismos se precipitaron con el agregado de acido tricloroacético (TCA) (Anedra,
Argentina) a una concentracion final de 4 %. Luego de una incubacion a 4°C
toda la noche, se centrifugaron a 4000 rpm, a 4°C, durante 20 minutos. El

sobrenadante fue descartado y el precipitado obtenido se lavd 3 veces con
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TCA 1 % y luego con NaCl 5 %. El pellet se resuspendié con 200 ul de buffer
alcalino y 3 ml de buffer fosfato pH 7.2 (obtencion de PPD avium y de BCG).

Al mismo tiempo (45 dias) los sobrenadantes de otros dos frascos de cultivos
de M.tuberculosis y M.avium fueron separados de la masa bacilar sin
autoclavar. Las proteinas de los sobrenadantes fueron obtenidas de la misma
manera detallada anteriormente.

La concentracion de proteinas se determind con el reactivo de Bradford (Bio-
Rad) utilizando albumina bovina (Sigma) como estandar.

El PPD 1-94 2UT/0,1 ml lote N°22, fue producido en el Servicio Derivados de
Micobacterias del INPB de la A.N.L.1.S Dr. Carlos G. Malbran de acuerdo a las
normas de O.M.S para la produccion de tuberculinas (OMS 1987a).

PPD RT-23 2 UT/0,1 ml lote N° 1546A fue obtenido de Biol Argentina.

rAgs: fueron preparados en una solucion conteniendo 10 pg/ml para las
pruebas cutédneas de ensayo de antigeno Unico, y en la misma concentracion
para la prueba de mezcla de ags. Las diluciones fueron realizadas con buffer

fosfato conteniendo 0,3% de fenol y 0,01 % de Tween 80.

-Sensibilizacién de cobayos:

Todos los animales de experimentacion fueron obtenidos del Bioterio Central
del Instituto Nacional de Produccién de Biolégicos A.N.L.LS Dr. Carlos
G.Malbran.

Se utilizaron para este estudio cobayos machos de la cepa Short Hair con un
peso de 300-400g.

Todos los animales fueron sensibilizados via intramuscular en la pata posterior
derecha con 0,5 ml de una emulsién preparada para cada grupo de la siguiente
manera:

Grupo 1: 2 mg de M.tuberculosis muertos por calor + 2 mg de proteinas
obtenidas del filtrado de su cultivo (sin autoclavar) emulsionado con adyuvante
de Freund incompleto.

Grupo 2: 2 mg de M.avium muertos+ 2 mg de proteinas obtenidas del
filtrado de su cultivo (sin autoclavar) emulsionado con adyuvante de Freund

incompleto.
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Grupo 3: se sensibilizé también intramuscularmente con una suspension
de BCG viva cepa Pasteur 1173 P2 conteniendo 4 x 10 ® U.F.C/ml

emulsionada en adyuvante de Freund incompleto.

-Test cutéaneo:

Las respuestas de hipersensibilidad tardia fueron evaluadas 4 semanas
después de la sensibilizacion de los cobayos.

Se rasuré el pelo de cada animal en prueba en ambos flancos sin producir
abrasiones en la piel. Las inoculaciones de las diluciones se efectuaron segun
disefio de cuadrado latino, en un volumen de 0,1 ml por via intradérmica
utilizando 6 cobayos por experiencia. Se utilizaron 6 sitios por cada cobayo (3
en cada flanco). A las 24 hs. siguientes a las inoculaciones, se midieron con
regla milimetrada los halos longitudinales y transversales de la reaccién de
induracién. Los diametros de las reacciones fueron obtenidos como promedio
de ambas medidas + su desvio estandar.

El diseiio de cuadrado latino es utilizado en este tipo de ensayos, controla la
fuente de variacion en dos direcciones, hileras y columnas. De esta manera
nos aseguramos que cada inoculacion se haga en un sitio distinto en cada

cobayo.

-Ensayo de potencia relativa del PPD 1-94 frente al PPD RT-23:

Para este ensayo de prueba cutanea se utilizaron tres diluciones seriadas 1: 2
(a partir de 2 UT/0,1 ml, valor declarado por el productor) de cada uno de los
productos tuberculinicos: PPD 1-94 y PPD RT-23, segun disefio de cuadrado
latino detallado en tabla 1lI-1, de acuerdo al protocolo de prueba de potencia
utilizado de rutina en el control de los lotes de PPD para uso humano (de
Kantor 1980). Se aplic6 un modelo de calculo de lineas paralelas

(Farmacopea.de.los.Estados.Unidos.Mexicanos. 1994).
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Cobayo | Cobayo | Cobayo | Cobayo | Cobayo | Cobayo
1 2 3 4 ] 6
P1 M1 P2 M2 P3 M3
Flanco
izquierdo M3 P1 M1 P2 M2 F3
P3 M3 P1 M1 P2 M2
M2 P3 M3 P1 M1 P2
Flanco
derecho P2 M2 P3 M3 P1 M1
M1 P2 Mz P3 M3 P1

Tabla lll-1.Ensayo de potencia relativa del PPD 1-94 frente al PPD RT-23 : disefio de
cuadrado latino. P= Patron (PPD-RT-23), M= Muestra (PPD 1-94). Los subindices 1, 2 y
corresponden a las dosis baja, media y alta respectivamente de cada PPD inoculados en
cada cobayo (n=6).

-Ensayo de comparacién de reactividad de cada rAgs frente al PPD 1-94

Se realiz6 de acuerdo a lo descrito en el test cutdneo utilizando el disefio de
cuadrado latino detallado en tabla 11I-2.

El ensayo de rAgs simples se realiz6 utilizando una concentracion de 1
ug/dosis para cada uno, y 0,03 ug/dosis de PPD 1-94 (2 UT). Se ensayo en los
tres grupos de animales. En todos los grupos se inoculé 0,1 ml de PBS como

control negativo.

Cobayo | Cobayo | Cobayo | Cobayo | Cobayo | Cobayo
1 2 3 4 5 6
a f e d c b
Flanco
izquierdo b a f e d
f e d
d c b a f e
Flanco
derecho e d c b a f
f e d c b a

Tabla 1lI-2. Ensayo de comparacion de reactividad de cada rAgs frente al PPD 1-94:
disefio de cuadrado latino. Cada letra representa un Antigeno a una determinada
concentracion, de manera tal que cada uno quede inoculado en un sitio distinto en cada
cobayo.(a=85B, b=ESAT-6, c=CFP-10, d=MPT64, e=PPD 1-94, f=Buffer fosfato).
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Para la prueba cutanea de la mezcla de rAgs, se utilizaron tres diluciones
seriadas al medio de la mezcla (1, 0,5y 0,25 png), y 3 diluciones seriadas al
medio de PPD 1-94 (0,03, 0,015y 0,0075 ng, equivalentes a 2, 1 y 0,5 UT). El
mismo ensayo se realizd en los tres grupos de animales. El esquema de
inoculaciones se realiz6 igual que el detallado en la Tabla IlI-1, donde P
corresponde al PPD 1-94 y M a la mezcla de antigenos (1,2, y 3 corresponden

a las dosis baja, media y alta respectivamente).
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[V-RESULTADOS

Amplificacién y clonado del gen del antigeno 85B

Conociendo la secuencia del gen RV1886c (denominado también MTB59 6 Ag
85B) (GenBank o Tuberculist) se disefiaron los oligonucléotidos con sitios de
restriccion para dos endonucleasas que sirvieron como adaptadores para
facilitar el proceso de clonado direccional en el vector de expresion pRSET A.

Este vector, que se muestra en la Figura IV-1, presenta un sitio multiple de
clonado, permitiendo que el fragmento de interés clonado quede en fase con la
secuencia que codifica para 6 histidinas en la region N-terminal. Esto permite
purificar a la proteina recombinante por una columna de afinidad de niquel

guelado.

Figura IV-1. Mapa del vector de expresion pRSET A. Se sefialan los sitios de restriccion
utilizados para el clonado.

El clonado del gen y el posterior subclonado para expresar la proteina

recombinante se resume en el esquema mostrado en la Figura IV-2.
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Se disefié un experimento de amplificacion por PCR sobre ADN extraido de
una cepa de M.tuberculosis (segun materiales y métodos).

De esta forma se obtuvo un producto de tamafio esperado de 858 pb que
carece de la porcion amino terminal que codifica para el péptido sefal de

secrecion (Figura IV-3).

10.000 =
4.000 -

1.000 -

Figura IV-3. Gen Rv 1886¢ (Ag 85B) de 858 pb amplificado por PCR. Gel de agarosa 0,8 %
tefiido con bromuro de etidio. Calle 1: 1 Kb ladder Calle 2: control negativo (Primers)
Calle 3: producto de PCR a partir de la cepa de M.tuberculosis.

Luego este fragmento fue ligado en un vector T (pGEM-T-Easy) aprovechando
las adeninas que introduce la Taqg polimerasa en los extremos de los
fragmentos amplificados durante la extension de cadenas. Esta construccion se
utilizd para transformar bacterias competentes, E.coli DH 5 o, con el objetivo
de amplificar el plasmido.

Las bacterias transformadas se detectaron por la actividad de la
B—galactosidasa, una enzima codificada por el plasmido que usa como sustrato
cromogénico X-gal presente en el agar LB suplementado con ampicilina.
Cuando dicho compuesto es clivado se observa un color azul caracteristico. El
inserto interrumpe la secuencia codificante de la enzima en el plasmido, por lo
tanto las bacterias que lo contenian se observaron de color blanco, mientras
aquellas que poseian el plasmido sin inserto conservaron la actividad
enzimatica y se visualizaron de color azul.

Los clones positivos (colonias blancas) fueron cultivados en caldo LB a 37°C y
después de crecimiento de toda la noche se extrajo el ADN. Se les realiz6 una
digestion con la enzima Eco RI que libera el inserto del plasmido como control.

(pGEM-T tiene 2 sitios de corte para esta enzima que flanquean el sitio de
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clonado multiple). Se visualiz6 en un gel de agarosa al 0,8 % con BE. De los 16
clones positivos, solo tres liberaron el inserto después de la digestion (Figura
V-4).

Figura IV-4. Digestion de ADN plasmidico (pGEM-T) con Eco RI. Calle 1: 1 Kb ladder.
Calle 2y 9: ADN sin digerir (aprox. 4000 pb). Calle 3: digeridos con Eco RI. En las calles
5, 8 y 10 se observan las dos bandas: plasmido (aprox. 3000 pb) e inserto liberado por la
digestion enzimatica, banda aprox. en 1000 pb.

La secuenciacion del DNA amplificado por PCR de esas dos colonias elegidas
confirmd la identidad del gen clonado y verific6 que no se introdujeron
mutaciones en el paso de PCR.

El inserto de una de las colonias secuenciadas, posterior a la digestion con las
dos enzimas de restriccion elegidas (Bam HI y Hind 1l1), fue recuperado del gel
de agarosa.

Para subclonarlo en el vector pRSET A, previamente tratado con las mismas
endonucleasas y desfosforilado, vector e inserto fueron ligados usando ligasa
de fago T4 y ésta muestra fue usada para transformar bacterias competentes
E.coli BL21pLys. Se utiliz6 como control negativo bacterias competentes
transformadas con pRSET A sin inserto (wild type).

Las bacterias transformadas se plaquearon en agar LB suplementado con
ampicilina+cloranfenicol. Se observé una diferencia marcada de crecimiento en
las placas que contenian el inserto con respecto a las placas conteniendo
bacterias solo con pRSET A.

Se eligieron al azar varios clones crecidos. Después de la purificacion del ADN
y digestién con las enzimas de restriccion utilizadas previamente, las muestras

fueron corridas en gel de agarosa. Tres clones fueron positivos (Figura IV-5).

44



Figura IV-5. Digestién de ADN de clones crecido en LB con Bam HI y Hind Ill. Gel de
agarosa de 0,8 % tefiido con Bromuro de etidio. Calle 1, 2 y 3: se observan las dos
bandas obtenidas posterior a la digestion enzimatica, vector plasmidico (Aprox. 3000 pb)
y gen de interés (aprox. 1000 pb) Calle 4: 1 Kb ladder

Uno de ellos fue elegido para preparar el cultivo para la expresion de la

proteina recombinante.

Expresion de la proteina recombinante:

Para evaluar la expresion de la proteina recombinante se compararon dos
cultivos: uno con el inserto y otro de células sin transformar. Ambos fueron
crecidos en las mismas condiciones hasta la fase exponencial de crecimiento,
(DOs0o nm= 0,320) posteriormente cada uno fue dividido en dos y solo a uno de
ellos se le agrego el inductor para la expresion de la proteina.

Las bacterias fueron recolectadas por centrifugacion, el pellet fue analizado por
SDS-PAGE.

La figura IV-6 muestra los pellets de dichas células. Se destaca la presencia de

una banda de 30 kDa que se sobreexpresa en el control con induccion (calle 2).
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Figura IV-6. Evaluacién de la expresion de la proteina recombinante. Corrida en gel SDS-
PAGE 12 %. Calle 1: Marcador PM Calle 2: cultivo inducido 2 hs con IPTG Calle 3: Cultivo
sin induccion Calle 4: BL21 pLys sin transformar inducida con IPTG Calle 5: BL21 Plys
sin transformar, sin inducir.

Para corroborar que se trate de la proteina 85 B, se realizd un Western blot con
suero policlonal de conejo anti 85B. y un suero monoclonal de raton anti
histidina. En la figura IV.7 y IV-8 se observa una banda de 30 kDa que es
reconocida por ambos anticuerpos y que corresponderia efectivamente a la

proteina sobreexpresada 85B .
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Figura IV-7. Westernblot revelado con Figura IV-8. Western blot revelado
Suero monoclonal anti His. con suero policlonal anti 85B
Calle 1: Marcador PM (Bio.Rad 161.0325) Calle 1: Marcador PM(Bio.Rad 161.0325)
Calle 2: cultivo inducido 2 hs con Calle 2: cultivo inducido 2 hs con
IPTG IPTG
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Con el fin de obtener una buena cantidad de proteina recombinante se
pusieron a punto las condiciones de induccién. Se optimizo la cantidad de IPTG
y el tiempo de induccion. La mayor cantidad de proteina fue hallada cuando se
agreg6 IPTG a una concentracion de 1 mM y después de dos horas de
induccion (Figura IV-9, calle 5).
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Figura IV-9. Puesta a punto de la condiciones de induccidn de la proteina recombinante.
Gel SDS-PAGE 12,5 % teflido con Coomassie-Blue. Callel: cultivo control basal no
inducido Calle 2: cultivo sin induccién 1 hora Calle 3: cultivo inducido con IPTG 1 h Calle
4: Cultivo sin induccién 2 horas Calle 5: cultivo inducido con IPTG 2 horas Calle 6:
cultivo sin induccién toda la noche Calle 7: cultivo inducido con IPTG toda la noche.
Calle 8 y 9: Marcador de Peso Molecular.

Purificacion de la proteina:

Una muestra del pellet de un cultivo de 200 ml con induccién de 2 hs con IPTG
1mM fue disuelta en PBS y buffer de lisis para determinar la solubilidad de la
proteina de interés. Después de la sonicacion, los sobrenadantes y los pellets
fueron analizados por SDS-PAGE. La banda proteica de interés fue observada
en el pellet.

Con el objeto de solubilizar la proteina recombinante del pellet y facilitar su
posterior purificacion, se decidié agregarle urea 8M al buffer de lisis. El
polipéptido se purific6 mediante cromatografia de afinidad con quelatos
metalicos niquel-acido nitrilotriacético tal como se explic6 en materiales y
métodos.

Las fracciones eluidas obtenidas de la columna fueron analizadas en un SDS-
PAGE al 12,5 % para visualizar la pureza de la proteina obtenida. La proteina
fue visualizada en la fraccion 6 eluida con Imidazol 250 mM y en las seis

fracciones eluidas con Imidazol 500 mM. No fue visualizada en los tubos
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conteniendo las eluciones con Imidazol 1000 mM (Figura IV-10). Las fracciones
qgue contenian la proteina de interés fueron dializadas frente a PBS para
eliminar el imidazol antes de ser utilizada en las pruebas en animales. La
produccion de proteina recombinante cuantificada por el método de Bradford

fue de 4,5 ug/ml de cultivo.
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Figura IV-10. Purificaciéon de la proteina recombinante por cromatografia de afinidad con
guelatos metalicos Niquel acido nitrilotriacético. Gel de poliacrilamida de 12,5 % tefido
con Coomassie-Blue. Calle 1: Marcador de PM. Calle2: Pellet disuelto en buffer de
extraccion con urea 8M antes de pasar por la columna de purificacién. Calle 3: lavado
antes de eluir con imidazol. Calle 4: altima fraccién eluida con imidazol 250 mM. Calles 5
a 7: fracciones eluidas con imidazol 500 mM. Calle 8: fracciones eluidas con imidazol
1000 mM.

Ensayos de DTH en modelo animal: Pruebas cutdneas

El PPD RT-23, referencia de OMS desde 1960, ha sido extensamente
estandarizado en cobayos y en el hombre mediante la PCT. El resultado se
expresa en la medida de la induracion producida (diametro en mm del halo) por
la inoculacion intradérmica de una dosis de 20 UT/ml de PPD. Cuando esta

induracién es menor a 5 mm se considera “no reactivo”.

-Potencia relativa de PPD 1-94 frente a PPD RT-23

Para corroborar la bioequivalencia del PPD 1-94, en UT/ml, con respecto al
producto de referencia PPD RT-23 se realiz6 una prueba de potencia relativa

en animales previamente sensibilizados con M.tuberculosis.
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El valor hallado fue 117,6 % (LI: 89,9 LS: 153,7) %. En forma grafica se
observa que idénticas dosis de ambos productos producen la misma respuesta
(Figura IV-11).

20,0
£ 16,0
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o & PPD RT-
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e
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Figura IV-11. Potencia relativa de PPD 1-94 frente al PPD RT-23. La prueba
cutanea fue realizada en 6 cobayos sensibilizados con M.tuberculosis segun
materiales y métodos.Los animales fueron desafiados con 3 diluciones seriadas
de ambos PPDs (2; 1 y 0,5 UT/dosis). La potencia relativa del PPD 1-94 resulté
117,6% (LI: 89,9 LS: 153,7) % respecto del PPD RT-23 determinada por el modelo
de lineas paralelas.

-Reactividad de los Antigenos recombinantes de M.tuberculosis

La actividad “tuberculinica” y la especificidad a M.tuberculosis de las cuatro
proteinas recombinantes del complejo M.tuberculosis (tabla IV-1, Figura VI-12)
fueron evaluadas usando tres grupos de cobayos sensibilizados de la siguiente
forma:

Grupo 1: sensibilizado con M.tuberculosis muerto por calor + proteinas
secretadas al medio de cultivo.

Grupo 2: sensibilizado con M.avium muerto + proteinas de secrecion de
cultivo.

Grupo 3: sensibilizados con 2 x 10 ° UFC de BCG cepa Pasteur 1173 P2.

En todas las pruebas se utilizaron cobayos sin sensibilizacion previa como

control negativo del ensayo.
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rAntigeno | Masa molecular
kDa
ESAT-6 6
CFP-10 10
MPT 64 23
Ag 85B 30

Tabla IV-1- rAgs utilizados en el ensayo y su masa molecular expresada en kDa.
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Figura IV-12- Corrida en SDS-PAGE 12,5 % de los rAgs utilizados en la prueba cutanea.
Callel: Marcador PM. Calle 2: Ag 85B. Calle 3: ESAT-6. Calle 4: CFP-10. Calle 5:MPT64

Para evaluar la sensibilizacion de los animales, cada grupo fue desafiado con
los tres productos PPD de los distintos microorganismos (1-94, de BCG y de M.
avium, estas dos Ultimas producidas segun materiales y métodos) en una
concentracion de 0,03 ug/0,1 ml. Los valores promedios + sus D.S de los
didmetros de induracién hallados se resumen en la tabla V-2 y son

representados en la Figura 1V-13.
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Didmetro (mm) de induracion en cobayos
sensibilizados con
M.

Tuberculina | tuberculosis BCG M. avium
M.tuberculosis [15,3 + 1,3 11,7+2.8 111+ 11
BCG 10,7 +1,3 14,3 +1,6 9,5+1,6
M.avium 8,1+05 9,7+1,1 134+1,4

Tabla IV-2-Respuesta de DTH de las distintas tuberculinas desafiadas en los 3 grupos de
animales (6 animales por grupo) sensibilizados con M.tuberculosis, BCG y M.avium.
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Figura IV-13- Medida de la reaccion cutdnea 24 hs después de la inyeccién i.d de 0,03 pg
de PPD 1-94, PPD de BCG y PPD de M.avium en grupos de 3 animales sensibilizados con
las distintas micobacterias descriptas en materiales y métodos. Los datos estan
expresados como la media + su DS de 3 cobayos por grupo inoculados en ambos
flancos con cada dosis de PPD.

Las medidas de las reacciones cutaneas indicaron una sensibilizacion
adecuada en los tres grupos.
Este dato es importante para evaluar los resultados de los antigenos

recombinantes cuando son inoculados individualmente.
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La DTH producida por cada antigeno fue comparada con la producida con el
PPD 1-94 en todos los grupos de animales. Se tomé como medida de corte de
la prueba 5 mm, siendo interpretado como “no reactivo” un valor menor y como
“reactivo” uno superior.

La tabla 1V-3 muestra los valores promedios de los halos hallados para cada

antigeno en los distintos grupos de animales:

rAntigenos |M.tuberculosis BCG M.avium
CFP-10 6,8 +0,7 1,7+1,4 1,1 +1,7
MPT- 64 8,8 +4,2 2,2+1,5 3,2+1,3
ESAT-6 10,2 + 0,8 2,3+2,0 20+1,6
Ag 85B 10,2 + 0,8 11,8+ 2,5 58+0,3
PPD 1-94 10,4+ 2,0 11,6+ 1,0 7,3+2,0

Tabla IV-3- Medias + sus D.S del diametro de halo producido por 1 ug de los distintos

rAgs y 0,03 ug de PPD 1-94 (2 UT) en 6 cobayos por grupo sensibilizados con
M.tuberculosis, BCG y M.avium segun se describe en materiales y métodos.

Los valores en mm de los diametros de induracion producidos por 1 pg de cada
antigeno y por 0,03 pug de PPD 1-94 (2 UT) en los 3 grupos de animales se

muestran en la Figura IV-14; el valor promedio con sus correspondientes

desvios estandares se puede observar en la Figura 1V-15.
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Figura 1V-14 : Medidas de los diametros de los halos producidos por 1 pg de los

diferentes rAgs y 0,03 ug de PPD 1-94 (2 UT) en 6 cobayos por grupo sensibilizados con
M.tuberculosis, BCG y M.avium
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Figura IV-15: Representacion del didmetro de halo promedio + su D.S de 1 ug de rAgs. y
0,03 pg de PPD 1-94 en 6 cobayos por grupo sensibilizados con M.tuberculosis, BCG y
M.avium.

Los cuatro antigenos evaluados respondieron con una induracion superior a 5
mm (reactivo) en el grupo de cobayos sensibilizados con M.tuberculosis, a
diferencia de lo observado en los otros grupos de cobayos donde difiere de
antigeno a antigeno.

85 B es reactivo en los tres grupos de cobayos, al igual que PPD 1-94, sin
embargo ambos responden con halos més pequefios comparados con la
respuesta obtenida con el PPD especifico de cada especie (Tabla IV-2). Esto
indicaria que PPD y 85 B no serian especificos para M.tuberculosis (Tabla V-
3).

En cambio, ESAT-6, CFP-10 y MPT64 presentan baja actividad (menor a 5

mm) en los grupos inmunizados con BCG y M.avium.
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-Reactividad de una mezcla de Antigenos recombinantes frente al PPD
1-94

De acuerdo a los resultados obtenidos con los antigenos de forma individual se
realiz6 una mezcla de los tres antigenos que presentaron especificidad para
M.tuberculosis (ESAT-6, CFP 10 y MPT64). La misma fue evaluada en 3
concentraciones: dosis baja, media y alta (0,25; 0,5y 1 ng) frente a 3 diluciones
seriadas de PPD 1-94: dosis baja, media y alta (0,0075; 0,015 y 0,03, ug
correspondientes a 0,5; 1 y 2 UT respectivamente) en los 3 grupos de animales
sensibilizados.

Los tres grupos responden al PPD 1-94 de manera similar (Tablas V.4, IV.5 y
IV-6, Figuras IV-16, IV-17, IV-18), a diferencia de la mezcla de antigenos que
solamente produce una reaccion de DTH comparable (con diametros de
induracién similares) al PPD en el grupo de animales sensibilizados con
M.tuberculosis, mientras que en los animales sensibilizados con M.avium o
BCG esto no ocurre.

Estos resultados muestran que esta mezcla de antigenos es especifica para M.
tuberculosis y que al igual que para el PPD mostré una respuesta lineal

proporcional a la concentracion de las dosis en un rango de 1 a 0,25 ug/dosis.

Halo en mm
Producto Dosis |Cobayo 1|Cobayo 2 | Cobayo 3 |[Cobayo 4 | Cobayo 5| Promedio D.S
1 5 10 10 8 8,5 8,3 1,83
PPD 1-94 2 8 11 13 8,5 12 10,5 1,95
3 10 13,5 14 12,5 10,5 12,1 1,59
1 5 7,5 8 8 5,5 6,8 1,29

Mezcla

rAgs 2 9 8,5 7 8 8,5 8,2 0,68
3 11,5 12 11 14,5 9 11,6 1,77

Tabla IV.4; Medida de los halos en mm de las dosis baja, media y alta (1, 2 y 3
respectivamente) de PPD 1-94 y mezcla de rAgs ensayada en cobayos previamente
sensibilizados con M.tuberculosis.
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Figura IV-16: Respuesta de dosis crecientes de mezcla de rAgs. comparada con dosis
crecientes de PPD 1-94 en cobayos sensibilizados con M.tuberculosis. 1, 2 y 3
corresponden a las dosis baja, media y alta respectivamente. Las reacciones cutaneas
son expresadas como el promedio del halo + su D.S obtenido en un grupo de 6 animales.
El valor de potenciarelativa de los rAgs con respecto al PPD es 65,5 % (L1:42,5LS: 101

Halo en mm
Producto Dosis |Cobayol | Cobayo?2 | Cobayo3 | Cobayo4 | Cobayo5 [Promedio | D.S
1 7,5 6,5 7 8 8,5 7,5 0,71
PPD 1-94 2 8 8,5 7,5 8,5 8 8,1 0,37
3 9 11 10,5 11 10,5 10,4 0,73
Mezcla 1 2 1 2 1,5 2,5 1,8 0,51
rAgs 2 3 2 2,5 1 2 2,1 0,66
3 2 2 1 3 2 2 0,63

Tabla IV.5: Medida de los halos en mm de las dosis baja, media y alta (1, 2 y 3
respectivamente) de PPD 1-94 y mezcla de rAgs ensayada en cobayos previamente
sensibilizados con BCG.
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Figura IV-17: Respuesta cutanea de dosis crecientes de mezcla de rAgs. comparada con
dosis crecientes de PPD 1-94 en grupo de 6 animales sensibilizados con BCG. Las
reacciones cutaneas estan expresadas como el promedio + su D.S de la medida en mm
del halo observado.
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Halo en mm
Cobayo Cobayo |Cobayo |[Cobayo |[Cobayo
Producto Dosis |1 2 3 4 5 Promedio D.S
1 6,5 6 5 6,5 7 6,2 0,68
PPD 1-94 2 7,5 7 6,5 7 8,5 7.3 0,68
3 8,5 9,5 8,5 9 9 8,9 0,37
1 1,5 2,5 2 1 2,5 1,9 0,58
Mezcla
rAgs 2 2 1,5 1 2 2 1,7 0,40
3 2,5 3 1,5 2 1,5 2,1 0,58

Tabla IV.6: Medida de los halos en mm de las dosis baja, media y alta (1, 2 y 3
respectivamente) de PPD 1-94 y mezcla de rAgs ensayada en cobayos previamente
sensibilizados con M.avium
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Figura IV-18: Respuesta de dosis crecientes de mezcla de rAgs. comparada con dosis
crecientes de PPD 1-94 en grupo de 6 animales sensibilizados con M.avium. Las
reacciones cutaneas estan expresadas como el promedio + su D.S de la medida en mm
del halo observado.
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V-DISCUSION

La PCT ha sido usada por casi 100 afios como herramienta diagndstica y
epidemiolégica para detectar casos de TB. El PPD utilizado como reactivo
diagndstico en esta prueba in vivo estd compuesto por cientos de antigenos
desnaturalizados predominantemente proteicos (Klausen et al. 1994; Borsuk et
al. 2009) y contiene en menor proporcion polisacéridos, acidos nucleicos y
lipidos (Harboe 1981). Seibert y Munday demostraron en 1932 que las
proteinas eran el principio activo de las tuberculinas (Huebner et al. 1993).

La mayoria de los antigenos més inmunogénicos (Ag 85, ESAT-6, CFP-10,
MPT70) fueron encontrados en el sobrenadante de cultivos del complejo
M.tuberculosis. Andersen y colaboradores comprobaron que proteinas de
secrecion purificadas de cultivos de M. tuberculosis o M. bovis menores a 10
kDa y en el intervalo de 25-33 kDa eran moléculas que inducian una fuerte
respuesta inmune en animales (ratén y cobayo) infectados con M.tuberculosis
(Andersen et al. 1993).

La identificacion de regiones del genoma M.tuberculosis que no estan
presentes en BCG o en micobacterias no tuberculosas dieron la oportunidad
del desarrollo de nuevos reactivos de diagndstico mas especificos. Una gran
variedad de antigenos han sido usados, tanto en pruebas serolégicas como de
DTH, intentando reemplazar esta prueba, pero solamente los IGRAs (Ensayos
de produccién de Interferon gamma ) han sido aprobados hasta ahora. Aunque
estas pruebas parecen ser mas sensibles y especificas, su costo elevado no
permite un uso masivo, sobre todo en paises como el nuestro.

Para realizar este estudio comparativo con el PPD 1-94 de produccion nacional
se han elegido cuatro antigenos recombinantes (ESAT-6, CFP-10, MPT64 y Ag
85B) que han sido ampliamente estudiados por su capacidad inmunogénica, y
han demostrado inducir respuesta de DTH en cobayos previamente
sensibilizados con M.tuberculosis vivo o muerto o con BCG (Oettinger et al.
1997; Elhay et al. 1998; Lyashchenko et al. 1998; van Pinxteren et al. 2000;
Weldingh et al. 2008; Kalra et al. 2010b). Dos de ellos: ESAT-6 y CFP-10,
productos de dos genes localizados en la regién RD1, si bien no son exclusivos

de M.tuberculosis, estdn ausentes en todas las subcepas de BCG y en la
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mayoria de las micobacterias ambientales, y son utilizados en las pruebas “ex
vivo” (IGRAS) (Pai et al. 2008). MPT64, producto del gen Rv 1980c, localizado
en la regiébn RD2 del genoma de M.tuberculosis, estd ausente en la mayoria de
las subcepas de BCG (excepto en BCG Tokio, Moreau y Rusa). Este antigeno
ha sido propuesto como principio activo de una prueba cutanea con parches
(Nakamura et al. 2001). Por ultimo el Ag 85B, un integrante del complejo 85
que son las proteinas secretadas mas abundantes en los sobrenadantes de
cultivos (Nagai et al. 1991).

Para determinar la dosis de rAgs (ug) que produjeran una respuesta de DTH
concordante con la producida por 2 UT de PPD 1-94 en el desafio del modelo
animal se inocul6 una serie de diluciones de los mismos (datos no mostrados).
Se encontré que la dosis de 1 pg de rAg producia una reaccion cutanea del
orden a la producida por el PPD (0,03 pg/dosis = 2 UT). Los resultados de
DTH obtenidos asi con los rAgs individuales presentaron una sensibilidad
similar al PPD 1-94 (reaccion superior a 5 mm) en los animales sensibilizados
con M.tuberculosis, que resultan comparables con los datos publicados de
comparacion de rAgs de M.tuberculosis con PPD RT-23 (Elhay et al. 1998) o
PPD-S (Lyashchenko et al. 1998).

Existen discrepancias en la bibliografia en cuanto a la cantidad (ug) de rAg
utilizada para los estudios de DTH en cobayos. Haga (Haga et al. 1995) o
Aggerbeck (Aggerbeck et al. 2006) utilizaron cantidades infimas , entre 0.01 y
0,2 ug (similar a la dosis de PPD ) mientras que Hanif (Hanif et al. 2010) y
Lyashchenko (Lyashchenko et al. 1998) emplean 1 ng y 2 pg por rAg
respectivamente .Estas diferencias pueden deberse al tipo de sensibilizacion
(M.tuberculosis o0 BCG vivo o muerto) y/o la via utilizada (i.v. o intramuscular)
de los animales utilizados para las pruebas inmunoldgicas.

El PPD 1-94 no es un reactivo especifico para M.tuberculosis (reaccién positiva
en los tres grupos de animales: halos superiores a 5 mm), en cambio ESAT-6 y
CFP-10 resultan especificos para M.tuberculosis (halos superiores a 5 mm), no
dando respuesta positiva (halo menor o igual a 5 mm) en animales
sensibilizados con M.avium y BCG. Esto concuerda con los datos publicados

por van Pinxteren y Hanif (van Pinxteren et al. 2000; Hanif et al. 2010).
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MPT64 resulta también especifico para M.tuberculosis en este estudio dado
que la cepa de BCG utilizada para la sensibilizacion previa de los cobayos es la
cepa Pasteur 1173P2 (cepa vacunal utilizada en la produccién en nuestro
pais), que tiene deleteada la region RD2. Elhay y colaboradores también
obtienen una respuesta especifica a M. tuberculosis para MPT64 utilizando
cobayos sensibilizados con BCG Danesa 1331, a diferencia de los resultados
de Oettinger y colaboradores (Oettinger et al. 1997) que utilizan ademas de
ésta Ultima subcepa de BCG , la BCG Tokio que no tienen deleteada esta
region.

El Ag 85B presenta una reaccion de la misma magnitud que el PPD en los
cobayos sensibilizados con M.tuberculosis, M.avium y BCG: Estos ultimos
concuerdan con los obtenidos por Lyashchenko y colaboradores. (Lyashchenko
et al. 1998).

El PPD contiene cientos de antigenos desnaturalizados (epitopes) esto
explicaria la sensibilidad del reactivo. Para producir una reaccion concordante
con la reaccion obtenida con 2 UT del PPD 1-94 con los rAgs es necesario una
cantidad de proteina 33 veces mayor que la del PPD (1 nug de rAgs vs 0,03 ug
de PPD 1-94).

De acuerdo a los resultados obtenidos con los rAgs individualmente se decidié
hacer una mezcla de los 3 rAgs que resultaron especificos para M. tuberculosis
en una concentracion idéntica a la ensayada para cada uno en particular (1 pg
por dosis de 0,1 ml). 1 ug de la mezcla de rAgs tiende a dar como resultado
un halo en mm superior al méximo producido por un rAg simple (mezcla rAgs:
11,6 mm tabla IV-4, ESAT-6: 10,2 mm tabla 1V-3). El aumento de la respuesta
de la mezcla de rAgs, podria deberse a un mayor ndmero de epitopes
presentados.

Con la mezcla de rAgs producidos en este trabajo se logra mantener la
especificidad al M.tuberculosis, aunque a expensas de la pérdida de
sensibilidad, dado que para obtener un resultado concordante con el PPD es
preciso aumentar considerablemente la concentracion proteica.

Al igual que el PPD 1-94 la respuesta aumenta a medida con el logaritmo de la
dosis. Utilizando los datos obtenidos de comparar la mezcla de rAgs con el

PPD 1-94 en cobayos sensibilizados con M.tuberculosis se calcul6 la potencia
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relativa obteniéndose un valor del 65,5 % (LI: 42,5 LS: 101) % con respecto a
ese producto.

La potencia del PPD es dependiente de la distribucion de las moléculas de
tuberculoproteinas de distinto peso molecular, ya que todas no son igualmente
inmunogénicas (Landi et al. 1975). La variacion en la cantidad y calidad de
estas proteinas de un lote a otro, complican su estandarizacién y hacen que
su potencia sea diferente a igual concentracién proteica. En vista de que
resulta dificil una estandarizacion quimica de los preparados comerciales de
PPD, la OMS recomienda una estandarizaciébn biolégica mediante la
comparacion de los distintos preparados con un patron (estdndar) de esa
organizacion.

Nuestro Servicio produce tuberculina PPD 2UT a partir del lote PPD 1-94 2
mg/ml, producido en 1994 (Convenio OPS, ANLIS ex Instituto Dr. Carlos G.
Malbran y el Laboratorio Central de Salud Publica de La Plata), que ha sido
extensamente estandarizado en animales frente a la tuberculina PPD RT-23
referencia de OMS.

El PPD 1-94 fue producido en nuestro pais para suplir la falta de suministro de
PPD RT-23 por parte del SSI. La cantidad de proteina obtenida a partir de 43
litros de medio de cultivo fue de 6000 mg (140 pg de proteinas por ml de
medio). En términos de potencia relativa presenté una actividad de 70.000
UT/mg de proteina (Potencia relativa del PPD 1-94: 140 % (LI: 120,8 LS168 %,
Gltima valoracion realizada por el CNCCB de A.N.L.1.S en 2010) con respecto al
estandar PPD RT-23. De esta manera se establecié que una dosis de PPD 1-
94 (2UT) es de 0,03 pg de proteina, siendo el rendimiento en términos de dosis
de 4666 dosis por ml de medio de cultivo.

Comparando estos resultados con los obtenidos en la produccion de rAg 85B
en el presente trabajo (4,5 ng de proteina /ml de cultivo; 1 dosis= 1 ug) se
observé un rendimiento en dosis aproximadamente 1000 veces menor.

Para salvar estas diferencias seria necesario disefiar y optimizar un sistema de
produccion a gran escala de recombinantes, tal como propone Geisbrecht y
colaboradores para la obtencion del recombinante MPT64 (Geisbrecht et al.
2006), dado que los requerimientos de reactivo para pruebas cutdneas (cerca

de 2.000.000 dosis anuales para todo el pais) no es compatible con la
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purificacion de las proteinas nativas de las células de M.tuberculosis. También
otros rAgs especificos, tal como la proteina derivada del gen Rv3619c
(localizado en la region RD9) propuesta por Hanif y colaboradores, podrian ser
agregados a la mezcla (Hanif et al. 2010) para que esta mantuviera la
especificidad a M.tuberculosis. De esta manera utilizando mayor cantidad de
rAgs, tal vez se podria disminuir la concentracién proteica de la dosis
(presentacion de mas epitopes) tal como sugiere Lyashchenko y colaboradores
con la utilizacion de un coctel de rAgs (Lyashchenko et al. 1998).

Es posible que en los proximos 10 afios en los paises desarrollados la PCT
sea totalmente remplazada por las pruebas ex vivo (IGRAs). Sin embargo en
muchas partes del mundo no hay disponibles laboratorios con las instalaciones
requeridas para realizar este tipo de pruebas. Es por esto que en los paises no
desarrollados o en vias de desarrollo la PCT resulta sencilla y de bajo costo
economico. Ademas de esta PCT, un procedimiento de “baja tecnologia’ que
puede ser realizada por personal de salud entrenado, hay una gran experiencia
ya que fue estandarizada por la OMS desde 1951.

Ya existen algunos antecedentes de utilizacion de PPD recombinantes en
humanos con resultados prometedores: Campos-Neto y colaboradores han
evaluado un PPD recombinante en humanos, en un estudio de 26 pacientes
con TB y 25 personas sanas con PPD negativo (Campos-Neto et al. 2001). El
SSI ha producido dos reactivos recombinantes bajo normas de Buenas
Practicas de Fabricacion (BPF) para utilizacion en pruebas de Mantoux : un
dimero de ESAT-6 (Aggerbeck et al. 2006) y CFP-10 . Ambos han sido
estudiados en ensayos clinicos pilotos recientemente (Arend et al. 2008;
Bergstedt et al. 2010), pero aun no se producen como reactivos para uso
masivo.

La introduccion de esta técnica molecular en nuestro laboratorio nos permitiria
en un futuro producir un reactivo de antigenos recombinantes que pueda

reemplazar al PPD.
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VI-CONCLUSIONES

R/
°n

ESAT-6, CFP -10 y MPT64 podrian ser candidatos para el desarrollo de
nuevas tuberculinas mas especificas que permita la diferenciacién de
individuos infectados con M.tuberculosis, de individuos infectados con
otras micobacterias o vacunados con BCG.

La utilizacibn de antigenos simples aumenta la especificidad pero
disminuye la sensibilidad, dado que se necesita mayor cantidad de
proteina para obtener la misma respuesta, por lo que la formulacion de
una mezcla de antigenos especificos serian Optimos para el
inmunodiagndéstico en humanos.

El uso de antigenos recombinantes purificados permitiria también
estandarizar la producciéon y el control de calidad de los reactivos
utilizados para los tests cutaneos.
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VIII-ANEXO

SOLUCIONES Y BUFFERS

Solucion de Buffer TAE 50 X

Tris base 242 ¢
Acido acético glacial 5,71 ml
EDTA 50 mM pH 8 10 ml

Agua destilada tipol c.s.p 100 ml

Buffer de siembra (electroforesis en gel de agarosa)

Azul de bromofenol 25 mg
Glicerol 3ml
Agua destilada tipo | 7ml

Gel de poliacrilamida (Concentrador)

Acrilamida/Bisacrilamida 650 ul
Buffer Tris pH 6,8 1,25 ml
Persulfato de amonio (APS) 50 ul
Temed 10 ul
Agua destilada tipo | csp 5 ml

Gel de poliacrilamida 12,5 % (Separador)

Acrilamida/Bisacrilamida 3,113 ml
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Buffer Tris pH 6,8 1,875 ml

Persulfato de amonio (APS) 50
Temed 10
Agua destilada tipo | csp 7,5 ml

Buffer reservorio (5x)

Tris 32,2 g
Glicina 144

SDS 10

Agua destilada tipo | csp 2000 ml

Solucién salina de buffer fosfato pH 7,2 + 0,2

NacCl 8 g
KCI 02 g
Na2PO4H 1,42 g
KH2PO4 02 g
H20O dest. Tipo | c.s.p 1000 mi

PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES

Plaquear células E.coli en Agar LB. Dejar crecer toda la noche a 37°C. Picar
una colonia aislada e inocular en 5 ml de caldo LB. Dejar crecer a 37°C toda la
noche.

Diluir 1:100 el cultivo crecido en 100 ml de caldo LB y hacer crecer a 37°C con
agitacion hasta una DOeyp nm= 0,5 (aproximadamente 3 horas). Enfriar 5
minutos sobre hielo granizado y centrifugar 10 minutos a 4000 rpm a 4 °C.
Resuspender el sedimento con 100 ml de MgCl, 0,1 M.

Centrifugar 5 minutos a 3000 rpm a 4°C. Descartar el sobrenadante y
resuspender en CaCl, 0,1 M. Incubar 20-30 minutos sobre hielo. Centrifugar 5
minutos a 3000 rpm. Resuspender en 22 ml de ClCa; 0,1 M + 3,5 ml de
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Glicerina 86%. Alicuotar rapidamente en frio (250 ul por criotubo) y almacenar a
-70°C.

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Medio de Cultivo Sauton

Asparagina monohidrato 454 ¢
Acido citrico monohidrato 2,19 g
Fosfato bipotasico 0,50 g
Sulfato de magnesio heptahidrato 0,50 g
Citrato de hierro amoniacal 0,05 g
Glicerina 60 ml
Sulfato de zinc (1.4mg/ml) 1 ml
Agua destilada c.s.p. 1000 ml

Medio de Cultivo Lowenstein-Jensen

Medio base para 1000ml de huevos frescos:

Fosfato monopotasico 240 ¢
Sulfato de magnesio heptahidratado 024 g
Citrato de magnesio monohidrato 0,60 g
Asparagina monohidrato 3,60 g
Sulfato de zinc (1.4mg/ml) 16 ml
Verde de malaquita 04 g
Agua destilada c.s.p. 600 ml

Caldo Luria Bertani (LB)

Contiene por litro de agua destilada:

Triptona 10g
Extracto de levadura 59
Cloruro de sodio 59
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Se fracciona en frascos tipo Schott y se esteriliza en autoclave a 121°C durante

20 minutos.

Adgar Luria Bertani (LB)

Tiene la misma composicion por litro de agua destilada que el caldo LB més 15
g de agar . Se fracciona en erlenmeyers de 250 cc y se esteriliza a 121 °C

durante 20 minutos.

74



