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Mycobacterium tuberculosis es el agente causal de la tuberculosis, una de las enfermedades infecciosas mas
letales en el mundo. La Unica vacuna disponible para su control es el BCG, sin embargo, falla en la proteccién
contra la tuberculosis pulmonar, siendo esta la forma mas frecuente y responsable de la diseminacién. La
identificaciéon de factores de virulencia del microorganismo causal pudiera ayudar en el desarrollo de un nuevo
candidato vacunal que sea capaz de neutralizar la accién de esos determinantes patogénicos. El empleo de
diferentes modelos animales ha permitido reproducir las etapas de la enfermedad, asi como medir o cuantificar la
virulencia de las distintas cepas circulantes de Mycobacterium tuberculosis. Las mutaciones génicas y otras
técnicas de biologia molecular han posibilitado dilucidar los genes especificos involucrados en la virulencia de
este microorganismo que codifican para multiples y complejos factores de diferente naturaleza.
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Introduccion

Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) es el agente
causal de la tuberculosis, una de las enfermedades infecto-
contagiosas mas letales y antiguas que afecta al ser humano
y que posee una amplia distribucion en el mundo, produciendo
cada ano la muerte de alrededor de 2 millones de personas
1,2).

En la actualidad la tuberculosis constituye una enfermedad
reemergente como consecuencia de la aparicion de cepas
multirresistentes a los farmacos tradicionalmente empleados
en el tratamiento de la enfermedad, ya que representa la
primera causa de muerte en pacientes con VIH/SIDA (3). Se
estima que en la actualidad un tercio de la poblacién mundial
esta infectada con el bacilo de tuberculosis, constituyendo
un reservorio a partir del cual se produciran futuros casos (4).

Desafortunadamente aiin no se conoce con claridad cuales
son los principales factores de virulencia de M. tuberculosis
involucrados en el desarrollo de la patogenicidad de este
microorganismo. Esto se debe a que M. tuberculosis no tiene
los factores de virulencia clasicos que poseen otras bacterias
patégenas, entre los cuales cabe mencionar las toxinas como
las producidas por Corynebacterium diphtheriae, Escherichia
coli 0157:H7, Shigella dysenteriae y Vibrio cholerae. Por esta
razén muchas investigaciones han estado encaminadas a
tratar de encontrar una definicién precisa de la virulencia de
M. tuberculosis mediante la busqueda de factores que sean
importantes para la progresion de la enfermedad (1).

El desarrollo de métodos para crear mutaciones en genes
especificos, asi como la secuenciacién del genoma completo
de M. tuberculosis ha ofrecido herramientas muy utiles para

* Master en Microbiologia. Departamento de Biologia Molecular. Instituto Finlay.

34

el estudio de la fisiologia y patogenicidad de este
microorganismo (5,6), ya que se ha logrado identificar una
serie de genes que desempenan un rol importante en la
virulencia de M. tuberculosis. Entre estos se encuentran los
reguladores que codifican para proteinas que se expresan
en la superficie de la célulay los que codifican para productos
involucrados en la sintesis o el metabolismo de lipidos de
pared celular asociados a la patogenicidad (1,7).

A pesar de que tradicionalmente los principales factores de
virulencia de muchas bacterias son proteinas codificadas por
genes contenidos en el cromosoma bacteriano, plasmidos o
bacteri6fagos, los lipidos de pared celular de M. tuberculosis
son considerados como atributos patogénicos sumamente
importantes (8), pero ninguno en particular es considerado
como un factor de virulencia esencial, pues la patogenia del
bacilo parece ser un fenébmeno multifactorial alin poco
dilucidado.

Muchos lipidos, ademas, se encuentran unidos a grupos
azucares (glicolipidos) y presentan estructuras sumamente
especificas e inductoras de una respuesta inmunosupresora
(7). Por ello, definir factores de virulencia y comprender mejor
los eventos que desencadenan, resulta una herramienta
fundamental que permitira comprender mejor la patogenia
de la enfermedad y desarrollar nuevas estrategias para su
control.

En el presente trabajo abordamos los principales elementos
estructurales, tanto de naturaleza proteica como lipidica de
M. tuberculosis, involucrados de manera directa en el
establecimiento de la infeccién y la produccién de dafos en
el hospedero.
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Modelos que permiten estudiar la virulencia de
M. tuberculosis

Aunque existe un conocimiento muy limitado sobre cémo M.
tuberculosis causa la enfermedad, la virulencia de esta
micobacteria puede ser medida a través de la identificacién
de los efectos que produce una bacteria modificada
genéticamente en el proceso patoldégico. Los términos
«mortalidad» y «morbilidad» se utilizan para describir la
virulencia de M. tuberculosis y pueden ser definidos de la
siguiente manera: la mortalidad es el porcentaje de animales
infectados que mueren y también se mide como el tiempo
necesario para que el animal muera después de haber sido
infectado.

En el caso de la morbilidad, esta se mide a través del analisis
histopatolégico, donde se aprecian las lesiones producidas
durante el proceso infectivo y resulta importante para
caracterizar clases de mutantes de M. tuberculosis, donde
no se produce una afectacién en la carga bacteriana o la
capacidad de sobrevivir de la cepa en los tejidos del
hospedero, sino en su habilidad para ocasionar dafos (1).

Otro parametro importante que se suele asociar con la
virulencia es la carga bacteriana, es decir, el nUmero de
bacterias presentes en el hospedero infectado después de
iniciada la infeccién. Esta informacién permite realizar una
comparacioén de la capacidad de diferentes cepas bacterianas
de sobrevivir a la respuesta del hospedero durante la
infeccion.

La virulencia de M. tuberculosis ha sido estudiada mediante
el empleo de cultivo de células, principalmente macréfagos y
mas recientemente células dendriticas (9-11) y neumocitos
(12,13), asi como a través de modelos animales. Si bien el
cultivo de células es mas facil de trabajar y ofrece resultados
mas rapidos, solamente se limita a describir las etapas
tempranas de la infeccién. Los modelos animales permiten
el estudio de todas las etapas de la tuberculosis. La eleccion
de modelos animales para estudios de virulencia es
importante, y los tres principales modelos que se emplean
para la tuberculosis son ratones, cobayos y conejos, cada
uno con sus ventajas y desventajas.

Los ratones son los animales utilizados con mas frecuencia
debido a que existen muchos estudios y reportes sobre su
genética (la existencia de lineas puras, entre ellos algunos
que poseen mutaciones en el sistema inmunolégico), la
disponibilidad de reactivos para medir los niveles de
citoquinas y sus bajos costos de mantenimiento en relacion
con otros modelos animales (14).

La progresién de la tuberculosis en los ratones difiere de los
seres humanos en que no se forman los granulomas
caracteristicos, sin embargo, los ratones por lo general no
son tan sensibles a la enfermedad como otros modelos
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animales y pueden desarrollar una infeccion crénica que es
muy similar a la producida en los humanos (15,16).

Los cobayos son muy sensibles a la infeccion por M. tuberculosis
y las etapas de la enfermedad, incluyendo las primeras fases de la
formacion de los granulomas que son similares a las de los
seres humanos (14). Las desventajas de este modelo
consisten en la falta de lineas puras de cobayos y reactivos,
asi como los altos costos de mantenimiento.

El empleo de conejos tiene como gran ventaja sobre los otros
modelos animales que los granulomas formados en el pulmén
durante la enfermedad muestran la misma progresion de
etapas, es decir, caseificacién, licuefaccion y la cavitacion,
como se observa en casos avanzados de tuberculosis humana
(1,17). Sin embargo, las desventajas de los conejos son
similares a los cobayos, pero el costo de su mantenimiento
es aun mayor.

Debido a que M. tuberculosis es un patégeno intracelular
que infecta primeramente a macroéfagos, estas células
fagociticas también se utilizan para analizar la virulencia de
cepas de esta micobacteria. Este tipo de células sirve como
modelo para el estudio de las primeras etapas de la infeccion,
que incluyen la fagocitosis de M. tuberculosis por los
macroéfagos residentes en los alvéolos pulmonares.

Los macréfagos que se emplean en estos estudios pueden
ser de ratones 0 humanos, debido a la alta disponibilidad de
reactivos que existen para ambos casos y pueden ser de
cultivos primarios o lineas celulares (1). Entre los macréfagos
de ratones méas empleados para el estudio de la virulencia
de M. tuberculosis se encuentran la linea J774 y las células
MH-S, siendo esta ultima una linea celular de macréfagos
alveolares inmortalizados cuyo comportamiento es muy
similar al de los macréfagos alveolares primarios de
ratén (18).

La utilizaciéon de células primarias de ratén permite la
preparaciéon de macréfagos de animales con mutaciones
definidas de modo que pueda estudiarse el efecto de la
interaccion entre los factores especificos del hospedero y
M. tuberculosis a nivel de macréfagos (19).

Los macréfagos de humanostambién han sido ampliamente
utilizados y tienen como gran ventaja que permiten estudiar
las etapas tempranas de la enfermedad. Algunos de los
macroéfagos de origen humano que se aplican para estos
estudios son cultivos primarios obtenidos a partir de
monocitos de periferia de sangre (MDMs), los cuales pueden
diferenciarse en macréfagos (1). También se utilizan con
frecuencia monocitos pertenecientes a la linea de células
THP-1 y U937 (20). Diversos estudios demuestran que los
macréfagos THP-1 diferenciados producen una respuesta muy
similar a la de los MDMs de humanos ante la infeccién por
M. tuberculosis (21) y ademas tienen como ventaja que
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muchos de los reactivos necesarios para su trabajo se
encuentran disponibles.

Métodos de analisis genético

La secuenciacion de todo el genoma de M. tuberculosis ofrece
nuevas herramientas genéticas para el estudio de la fisiologia
y la patogenicidad de este microorganismo. Antes de iniciarse
el proyecto de secuenciacion del genoma de M. tuberculosis,
ya se habian realizado numerosos estudios para la busqueda
de genes involucrados en la virulencia a través del desarrollo
de métodos que generaran mutaciones en genes especificos.
La eleccion de los genes que serian utilizados e inactivados
con el objetivo de estudiar la virulencia se basd,
fundamentalmente, en la existencia de mutaciones que
normalmente ocurren en la naturaleza y que afectan la
patogenicidad de cepas virulentas (5,22) o en la prediccién
de cuales genes pudieran ser importantes en la virulencia de
M. tuberculosis, por inferencia con estudios realizados con
otras bacterias patégenas (23).

Los estudios genéticos iniciales se enfocaron en la creacion
de mutaciones en micobacterias no patégenas de crecimiento
rapido debido a su relativa facilidad de trabajo ya que no
requieren de instalaciones que posean nivel de bioseguridad
3y la ejecucion de los experimentos es relativamente rapida.
La principal especie micobacteriana que se empled para
estos estudios fue Mycobacterium smegmatis, a partir de la
cual también se desarrollaron diversas cepas recombinantes
que expresaban diversos genes pertenecientes a M. tuberculosis
(24, 25). Algunos de estos trabajos evidenciaron la presencia
de muchas caracteristicas comunes entre ambas especies
micobacterianas que fundamentaron el empleo de M. smegmatis
como modelo para el estudio de diversas micobacterias patégenas
como M. tuberculosis (26, 27).

En la actualidad los métodos empleados para el andlisis de
genes de virulencia se basan en la aplicacién de diversas
técnicas tales como:

1. Inactivacion directa de genes
2. Inactivacién global de genes
3. Complementacion de genética
4. Métodos antisentido

Factores de virulencia de M. tuberculosis

Lavirulencia de M. tuberculosis puede ser medida durante la
infeccion de macréfagos y animales mediante diferentes
herramientas. El uso combinado de estas técnicas y otras
que permiten identificar mutaciones en los genes, han
posibilitado conocer aquellos que desempenan un papel
importante en la patogenicidad del microorganismo y cuyos
productos estan relacionados con la virulencia del mismo.
Se han estudiado numerosos factores de virulencia de
M. tuberculosis.
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Entre los factores de virulencia proteicos se encuentra la
proteina Hspx, la cual es analoga de la proteina de 16 kDa.
Esta proteina es considerada como un importante elemento
controlador de la latencia de M. tuberculosis, debido a que la
sobreexpresién de la misma inhibe el crecimiento del
microorganismo (28). Otros elementos importantes son
Esat6/CF-10, proteinas de filtrado celular cuyos genes
estructurales estan contenidos en la regién RD1, la cual esta
presente en todas las cepas virulentas de M. tuberculosis y
M. bovis (29).

Por otra parte, la lipoproteina de 19 kDa induce la expresion
y secrecion de ciertos péptidos antimicrobianos a través de
TLR’s en células epiteliales de pulmoén, los cuales son
capaces de eliminar a la micobacteria. Sin embargo, se
observé que cepas avirulentas no inducen la expresion de
este tipo de péptido y es posible que la presencia de esta
molécula esté ligada a factores de resistencia natural y pueda
variar entre individuos debido a polimorfismos genéticos.

La senalizacién de TLRs en forma prolongada por M. tuberculosis
y lalipoproteina 19 kDa, inhibe ciertas respuestas del macroéfago
al IFN-y, particularmente aquellas relacionadas a la expresion
de MHC-Il y la presentacién de antigenos. Esta inhibicion
posiblemente promueve la evasion del M. tuberculosis a la
respuesta inmunitaria mediada por las células T, lo que implica
la persistencia de la infeccién en la enfermedad (30).

Se conoce ademas que OmpA, proteina familia de las porinas
y encontrada en M. tuberculosis H37Rv, juega un papel
fundamental en la respuesta bacteriana frente a condiciones
de pH acido (31). Otro de los factores de virulencia
proteicos reportados son HBHA, MTP40 y el complejo
antigénico 85 (Ag85).

También se conocen factores de virulencia de naturaleza
lipidica, entre ellos los glicolipidos, lipoglicanos y
polisacéridos. Se ha descrito que estos compuestos confieren
protecciodn, lo cual esta basado en hallazgos de que estas
moléculas son potentes factores de virulencia que proveen a
M. tuberculosis ventajas en diferentes ambientes. El
lipoarabinomanano y los fosfatidilinositol manésidos, son los
mayores contribuyentes a la evasién de M. tuberculosis a la
respuesta inmune del hospedero debido a que ambas
moléculas participan en la inhibicién de la activacién de los
macrofagos infectados (32).

Otro estudio relacionado con la seguridad y la potencia
vacunal de algunos mutantes de M. tuberculosis como
candidatos vacunales contra la tuberculosis demostré que la
delecion de varios genes involucrados en la patogenicidad y
virulencia confirié a los mutantes la capacidad de generar
respuestas inmunes protectoras frente al reto con
M. tuberculosis en modelos animales, comparable a la
obtenida por la vacuna BCG. Algunos de los genes
delecionados fueron purC, leuD, proC, erp, phoP, hbhA, entre
otros, asi como la regién de diferencia (RD1) que contiene
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genes estructurales para 9 proteinas, dentro de las que se
incluyen ESAT-6 y CFP-10, consideradas como altamente
inmunogénicas (33).

Por otro lado, un estudio sobre la inactivacion del gen phoP,
responsable de la supervivencia de M. tuberculosis
intracelularmente, demostré la elevada atenuacién que se
obtenia al inactivar este gen que codifica para el factor
transcripcional del sistema de dos componentes phoP/phoR.
Este estudio demostré que phoP regula funciones esenciales
requeridas para la virulencia y persistencia de M. tuberculosis,
por lo que se destaca su potencial aplicacién como candidato
vacunal contra la tuberculosis (34).

En la actualidad se ha logrado determinar una serie de genes
involucrados en la virulencia de M. tuberculosis, mediante la
utilizacion de diferentes modelos de experimentacién animal
y diversas técnicas de biologia molecular. El empleo de la
bioinformatica y la protedmica, asi como la secuenciacion
completa del genoma de M. tuberculosis, han permitido
corroborar la funcién de los productos codificados por estos
genes en la patogénesis de la tuberculosis. Estos resultados
evidencian que la patogenia del bacilo es un fenémeno
multifactorial donde estan involucrados, de forma directa o
indirecta, moléculas con diferente funcion y localizacién en
la célula bacteriana.
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Mycobacterium tuberculosis: virulence factors

Abstract

Mycobacterium tuberculosis is the causative agent of tuberculosis, one of the most lethal diseases worldwide.
BCG is the only available vaccine for tuberculosis control, but at the same time it fails in the protection from
pulmonary tuberculosis, which is the most common and responsible form of dissemination. The identification of
virulence factors of the causative organism could help in developing a new vaccine candidate capable of neutralizing
the action of these pathogenic determinants. The use of different animal models has allowed to reproduce the
stages of the disease and to measure or to quantify the virulence of different circulating strains of M. tuberculosis.
Gene mutations and other molecular biology techniques have made possible to elucidate the specific genes
involved in virulence of this organism, that encodes many complex and different factors.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, virulence factors, genes.
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