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1. RESUMEN

Se ha observado que el subcultivo produce cambios en la virulencia de los
microorganismos, por gjemplo ¢l virus de la rabia y Mycobacterium bovis BCG. Este
ultimo ha sido usado como vacuna contra la tuberculosis por los ultimos 100 aiios,
sin embargo en algunos casos su eficacia ha resultado ser muy baja. Estudios
gendémicos de M. bovis BCG y sus variantes han demostrado diversos cambios
genéticos. Es posible que la baja eficacia de BCG sea debida a que este es un
aislamiento de M. bovis y no de M. tuberculosis per se, las cuales son similares pero
no son las mismas. El objetivo de este trabajo fue observar los cambios genéticos y
de virulencia que se producen en aislamientos de M. tuberculosis sometidos a pasaje
serial en medio liquido.

Para determinar si cambios similares pueden ser observados en M. tuberculosis se
seleccionaron seis aislamientos, incluyendo M. tuberculosis H37Rv, una cepa
Beijing y cuatro aislamientos que carecen del locus de fosfolipasa (plcd-plcB-plcC).
Estas cepas fueron sometidas a subcultivo en medio liquido Middlebrook 7H9 con y
sin bilis. Después de 100 pases llevamos a cabo un analisis de RFLP 186170 para
determinar de manera rapida si hubo cambios genéticos. Por otro lado se verificaron
los cambios utilizando analisis de microarreglos de su ADN genémico. Los cambios
en la virulencia fueron hechos midiendo el efecto citotoxico de las cepas parentales y
aquellas sometidas a subcultivo sobre una monocapa de macrgfagos THP-1, Solo se
observaron pequeiios cambios en la composicion genética en algunos aislamientos,
La citotoxicidad fue menor en aquellas cepas que se sometieron al pasaje serial, El
cambio mas visible fue el cambio de posicion de una de las bandas de 1S67//0 de
1,400 pb a 1,600 pb en la cepa Beijing subcultivada en ¢l medio con bilis.



6.5. Spoligotyping.

El método descrito en este protocolo esti basado en el polimorfismo d¢ ADN
presente en un locus cromosomal particular, la region del “Repetido Directo”. Esta
region consiste de secuencias repetidas directas de 36 pb, las cuales estan inter-
dispersadas por espaciadores de ADN no repetitivos cada uno de 35-41 pares de bases
en longitud. El método detecta la presencia o ausencia en la regién DR un total de 43
espaciadores de secuencia conocida que son detectados por hibridacion de espaciadores
de ADN amplificados por PCR sobre un conjunto de oligonucléotidos inmovilizados.
Ese método se denomina Spoligotyping (de “tipificacion de oligonucledtidos de
espaciadores”). Este ensayo se llevo a cabo con el mismo objetivo que el RFLP: analizar
los cambios que se puedan producir en este locus por efecto del subcultivo (Hermans et
al., 1992).

Para la PCR se utilizaron iniciadores que reconocen las secuencias constantes del
locus DR. El producto de PCR se hibridé en una membrana comercial que contiene
inmovilizados de forma paralela 43 oligonucledtidos sintéticos, correspondientes a los
espaciadores del locus DR de la cepa M. ruberculosis H37Rv y M. bovis BCG
(ISOGEN Life Science, Usselstein, The Netheriands). El resultado de la hibridacion se
detecté mediante quimioluminiscencia y exposicion autorradiografica. Se obtuvieron asi

los patrones caracteristicos de cada cepa.

6.6. Ensayos de Citotoxicidad.
Para analizar ¢l estado de virulencia de las cepas de M. tuberculosis se realizaron
ensayos de citotoxicidad sobre una monocapa de macréfagos humanos derivados de la

linea celular monocitica THP-1.
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6.6.1 Cultivo y Mantenimiento de la Linea Celular THP-1.

La linea celular THP-1 es una linea celular de monocitos humanos originada de un
paciente con leucemia monocitica aguda (ATCC: TIB-202), y ha sido ampliamente
usada para el estudio de la patogénesis de M. tuberculosis (Raynaud et al., 2002; Paul et
al., 1996; Zhang et al., 1998, 1999; Riendeau y Kornfel, 2003; Theus et al., 2004, 2006;
Castro-Garza et al., 2007).

La células THP-1 se mantuvieron en medio de cultivo RPMI (Gibco/Invitrogen,
Grand Island, N.Y., USA) adicionado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) (Equitech-
Bio, Kerrville, Texas, USA) y 1 mM de piruvato de sodio (Sigma Chemical Co, St,
Louis, MO, USA). La linea celular crece en suspension y el subcultivo se realizo cada 4
dias con un inéculo de 1 X 10° células por mililitro. Los cultivos fueron observados
diariamente al microscopio para comprobar su buen estado.

6.6.2. Transformacion de la Linea Celular THP-1.

La linea celular THP-1 ¢s transformada a células con caracteristicas de macrofagos
mediante la adicion de ésteres de forbol (Tsuchiya et al, 1980). Previo a la
transformacion, las células se cultivaron en ausencia de piruvato de sodio por al mengs
tres pases. Los cultivos de 4 dias de crecimiento fueron concentrados por cenirifugacion
en tubos conicos de polipropileno de 50 ml a 1,000 X g por 5 min a temperatura
ambiente (TA). Posteriormente la densidad celular se ajusté a 4 X 10° células/ml con
medio RPMI-SFB adicionado con 2 pl de una solucion 10 pM de Forbol-12-miristato-
13-acetato (PMA) (Calbiochem Bioscience, Darmstadt, Alemania) por cada mililitro de
medio y se distribuyo 1 ml de la suspension celular a cada pozo de una microplaca de 24
pozos. Los cultivos se incubaron a 37 °C por 48 h en atmdsfera de CO; al 5 %, luego se

retird el medio de cultivo con vacio suave y se agregd 1 ml de medio RPMI-SFB fresco
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incubandose por otras 48 h en las mismas condiciones, después de hacer este proceso los

monocitos estaban transformados a macro6fagos y listos para los ensayos a realizar (fig.

4

Figura. 4. Macréfagos derivados de la linea celular

6.6.3. Determinacién de la Capacidad Citotéxica de las Cepas de M. tuberculosis.
Las cepas de las micobacterias a utilizar se descongelaron y su densidad fue ajustada
a 4 x 10° bacterias por ml con medio RPMI completo, previamente calentado a 37°C. La
infeccion se llevod a cabo en microplacas de 24 pozos (Costar Corning, N.Y., USA)
conteniendo 4 X 10" células por pozo, se agregé a cada pozo 1 ml de la suspensién
bacteriana para lograr una multiplicidad de infeccion 1:10 (célula:bacteria) y se
incubaron a 37° C y 5 % de CO,. A las 24 h post-infeccion los cultivos se lavaron dos
veces con medio nuevo precalentado a 37°C. Posteriormente, a los dias 1,4y 7 h de
incubacion se les retiré el medio y se les agregé 1 ml de formalina neutra al 10 % para
fijar la monocapa para su posterior observacién por microscopia de contraste de fases y
medicion del efecto citotoxico de las micobacterias sobre las células. Se utilizé una

microplaca diferente en cada punto del tiempo para evitar que el vapor del formaldehido
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afectara al resto de las células en cultivo. Los cultivos fijados se mantuvieron a 4°C
hasta completar todos los tiempos de incubacion. Posteriormente todos los cultivos
infectados se procesaron juntos para cuantificar la citotoxicidad.

6.6.4 Cuantificacion de la Citotoxicidad por el Método del Cristal Violeta.

Para determinar la citotoxicidad se utilizo la técnica de Cristal Violeta (CV) (Gillies,
et al., 1986) con modificaciones (Castro-Garza, et. al., 2007).El fijador se retiro de las
microplacas y se tifieron las células por 30 min con 500 pl de CV al 0.1 % a temperatura
ambiente y moderada agitacion. Posteriormente las placas se sumergieron por 15 min en
flujo de agua. Las microplacas se dejaron secar al aire y el colorante tomado por las
células se solubilizé con 1 ml de Tritén X-100 al 0.2 % por 30 min a temperatura
ambient¢ y moderada agitacion, y finalmente se pasaron 100 ul de cada pozo a una
microplaca de 96 pozos y se leyo la Absorbancia a 600 nm en un lector de microplacas
(EIA multi-well reader, SIGMA Diagnostics, St. Louis, MO, USA). Se calcul6 el
porcentaje de citotoxicidad teniendo como referencia cultivos testigo no infectados, el

cual se define como un cultivo con 0 % de citotoxicidad.

6.7. Subcultive de las Cepas de M. tuberculosis.

6.7.1. Determinacion de la Concentracion Ideal de Bilis para el Subcultivo.

Este experimento se realiz6 con la finalidad de determinar la concentracion de bilis y
glicerol con la cual se obtiene un buen crecimiento de las micobacterias. La adicion de
bilis (Difco, Detroit, MI, USA) tuvo el proposito de imitar el medio de cultivo en el que

Calmette y Guerin desarrollaron el subcultivo y posterior atenuacién de la cepa M. bovis
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BCG (Calmette y Guerin, 1909). El uso de caldo papa dextrosa (Sigma) también se

utilizo con el mismo objetivo.
Para lo anterior se prepararon los siguientes medios de cultivo:

Middlebrook 7H9 (OADC), bilis de buey al 50 %

Middlebrook 7H9 (OADC), bilis de buey al 25 %

Middlebrook 7H9 (OADC), bilis de buey al 10 %

Caldo papa-dextrosa, bilis de buey al 50 %

Caldo papa-dextrosa, bilis de buey al 25 %

Caldo papa-dextrosa, bilis de buey al 10 %

Middlebrook 7H9 (OADC), bilis de buey al 7.5 %, glicerol al 5 %

Middlebrook 7H9 (OADC), bilis de buey al 5 %, glicerol al 5 %

Middlebrook 7H9 (OADC), bilis de buey al 2.5 %, glicerol al 5 %
*  Middlebrook 7H9 (OADC), bilis de buey al 5 % , glicerol al 0.5 %

& Middlebrook 7H9 (OADC), bilis de buey al 2.5 %, glicerol al 0.5 %

& Middlebrook 7H9 (OADC), bilis de buey al 1 %, glicerol al 0.5 %

&  Middlebrook 7H9 (OADC), bilis de buey al 0.5 %, glicerol 0.5 %

%  Caldo papa-dextrosa, bilis de buey al 1 %, glicerol 0.5 %

$  Caldo papa-dextrosa, bilis de buey al 0.5 %, glicerol 0.5 %

SN #% JN SR 4% 4N 4% @M
'%a"'v‘-tvnvu!"vgﬂ

Para el cultivo en estos medios se tomd una asada del cultivo joven en medio
Lowestein-Jensen y se depositdé en 10 ml de medio liquido. Se incubaron los tubos a
37°C por 7, 14, 21 y 28 dias. Se observé la presencia de turbidez y se registré el
crecimiento por cruces.

6.7.2. Determinaciéon del Tiempo Idoneo para el Subcultivo de las Cepas. Curvas de
Crecimiento.

Las suspensiones bacterianas de un cultivo liquido se ajustaron a una absorbancia a
600 nm de 0.5 a 0.7 (equivalente a 10" UFC). De las suspensiones ajustadas se tomaron
10 pl de cultivo y se sembraron en 10 ml de medio M7H9 contenidos en matraces
erlenmeyer de 50 ml. Los cultivos se realizaron por triplicado. Se incubaron los matraces

a 37°C en agitacion constante. Posteriormente s¢ tomaron alicuotas de 500 pl cada 24 h

y se midi6 la absorbancia a 600 nm en el espectrofotometro MBA 2000 (Perkin-Elmer,
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Norwalk, CT, USA). Las lecturas se tomaron por espacio de 18 dias. Finalmente se
grafico la densidad dptica contra el tiempo.
6.7.3. Obtencion de Clonas de las Cepas

Las cepas de M. tuberculosis se sembraron en medio liquido M7H9 hasta obtener un
crecimiento comparable al estindar 1 de McFarland. Los tubos del cultivo liquido se
agitaron para homogenizar y se hicieron diluciones seriadas tomando 100 pL del cultivo
y 900 pL de solucion salina. Se sembraron las diluciones 2, 3 y 4 sobre placas de medio
Middlebrook 7H10. Se homogenizaron sobre la placa utilizando una varilla L. Las
placas se incubaron por dos semanas a 37°C en incubadora de CO,. Al cabo de este
tiempo se inspeccionaron las placas y la presencia de colonias aisladas de M.
tuberculosis. De cada cepa se tomé una colonia aislada como clona individual y ésta se
resembro en medio liquido para amplificarla. Este procedimiento se realizé 3 veces.
6.7.4. Subcultivo de las Cepas Clonadas.

Una vez determinado que el tiempo al cual las mayoria de las cepas alcanzan una
densidad optica detectable era de aproximadamente 5 dias y que la concentracion de
bilis en ¢l medio liquido que permitié ¢l crecimiento de las bacterias fue de 0.5 %.se
procedid a iniciar el pasaje serial. A partir de las cepas clonadas se tomo una asada y
inocularon en 7.5 ml de medio liquido M7H9 conteniendo Tween 80 y adicionado con el
suplemento ADC en matraces erlenmeyer de 50 ml. De la misma manera se sembrd otra
asada en el mismo medio liquido pero conteniendo bilis de buey al 0.5 %. Los cultivos

se incubaron a 37°C y se mantuvieron en agitacion constante a 150 rpm (fig. 5).
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Figura. 5. Condiciones de cultivo de las cepas de M. tuberculosis

para el pasaje serial. Fotografia del agitador donde se llevo a cabo el
pasaje serial de las cepas de M. tuberculosis .

Una vez que se observo crecimiento visible en cada matraz se retir6 del agitador y se
mantuvo sin agitacion hasta que todos los matraces mostraron una densidad bacteriana
similar (aproximadamente 5 dias). Para realizar el pasaje se tom6 una gota con una
pipeta pasteur estéril del cultivo en fase logaritmica y se transfiri6 a un matraz
conteniendo medio nuevo. Nuevamente se incubé en agitacion constante y asi
sucesivamente hasta que todos los cultivos, tanto los normales como los adicionados con
bilis, completaron un total de 100 pasajes. Cada 10 pases se tom6 una alicuota de cada

cepa y se deposité en medio M7H9 con glicerol al 5 % para criopreservar las cepas a -

70°C.

39



6.8. Determinacion de los Cambios Genéticos y/o de Virulencia de las Cepas de M.
tuberculosis Subcultivadas.

Una vez completado el pasaje serial 100 veces, las cepas de M. tuberculosis fueron
sometidas, al 1gual que su contraparte parental, a la extraccion de ADN, preparacion de
un stock y conteo de las UFC/ml.

Para conocer los cambios genéticos y de virulencia que sufrieron las cepas de M.

tuberculosis por efecto del pasaje serial se llevaron a cabo los siguientes ensayos; todos
ellos fueron ya descritos anteriormente.
& RFLP para [S6110
& Spoligotyping
& Ensayos de citotoxicidad
2

& Analisis de Microarreglos

6.8.1. Verificacién por PCR de las Deleciones Reportadas en el Ensayo de
Microarreglos.

Para verificar las deleciones reportadas en el ensayo de microarreglos se diseiio una
serie de iniciadores utilizando el software Primer Select (Lasergene DNASTAR,
Inc.)(tabla 4)

6.8.2. Ensayo de PCR.

Para amplificar los genes ausentes segun el anélisis de los microarreglos se llevaron a
cabo reacciones de PCR utilizando 25 pl de mezcla de reaccion la cual contenia 5¢ nM
de cada primer, 10 mM Tris-HCI (pH 8.8), 1.5 mM MgCl,, 200 pM de la mezcla de
nucleotidos, 1 U de Taq polimerasa y 50 ng del templado de ADN; el volumen se ajusto
con agua miliQ estéril. Como control positivo se utiliz6 ADN de M. tuberculosis

H37Rv. Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador MJ Research (MJ
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TABLA 4

Oligonucléotidos utilizados para verificar las deleciones reportadas en el analisis de
microarreglos de las cepas subcultivadas.

Gen

Iniciadores

Producto
esperado en pb

Programa de
amplifcacién

Rv3i737
Rv3323
Rv0552
Rv0064
Rv2102
Rv3017
Rv3018
Rv3019
Rv2951
Rv2952
Rv2953
Rv2954
Rv2955
Rv2956
Rv2957
Rv2958
Rv3738
Rv2226
Rv2222
Rv2942
Rv2944
Rv2%45
Rv2946
Rv2947
Rv2948
Rv2949
Rv2950
Rv2650

Rv2651

3737A 8’ CGACTGGGCGGCTGCTGAAAC 37
3737B 5° GCCGCGCCGAGTCCGATGAG 3°
3323A §' GACAACCGCCGCATCACC 3'

3323B §' GGCCGTTAACGAATCCATAGC 3’
0552A 5' GGGTGCCGGGTGCGTCAT 3°

0552B 5' CGGCCAAAAGCGGAAGAATC3’
0064A 5° CGACCCGACCAACAACGCTAACG 3’
0064B 5° GTGCCGGGCCCAAATACCTGAT-3"
2102A 5' CCGCCCGAGAGCTATCACTGGACT 3°
2102B 5" CCGGCGGGCTGGGGACATT 3’

3017A 5" ACCCCGGAACGACCCCACCCTAAT ¥’
3017B 5 TACAGCTACCCGGCGATGACG 3'
3018A 5° GCCGCCGCAACCATAACCCCATTC 3*
3018B 5° CGACACCGGCGCCACACTGC 3’
30194 §° GCCCCATCTCGAGCCAACAT 3*
3019B 5° GCCGATATCGCCAGTGAGCA 3'
2951A 5° GCCGGACGCGACCCAATG 3°

2951B 5° TGAGCCCGCGCAAAACCTT 3!

2952A 5° TGGGCGGCAAGCAGGTG 3'

2952B 5" GCAGGTCGGCGTATGGGAAGTA 3°
2953A 5' CGGGGCGTGCGGATGAT 3°

2953B 5 AGACCCAGCGTTGCGAGAATGA 3’
2954A 5" GGCGCTGGCGTGGATGTGT 3°

2954B 5° CCAGGGTCGGCAGGTTCAGC 3’
2955A 5’ GGGCGATCCGGATGTTAGAGT 3°
2955B 5' CGGCCGCCACGAAAAAGT 3

2956A 5° GAGGTTTCGCGCCGCTATTCTG 3’
2956B 5' ACTGCTCTGACCGGCGTTTCCTG 3'
2957A 5’ CATGAACCGCGGCGTGGACCT 3°
2957B §* GAGCCCGCCGAATTCGTTGTAGCT 3’
2958A 5" GACAGACCGGCCGATTATTTATGC 3°
2958B 5° TGCCGCCACGCCTTCAGT 3'

3738A 5' CAGGCGGCCACCACGATGAGTAT 3°
3738B 5’ CGCCAGGACCGCAAAGACGAT Y
2226A 5’ GTGCCGGCCGAGTTGTTGGA 37
22268 5' CGGATCTTGCGGGTCGTCAC 3'
2222A 5" CACCCGGCCAGCAGGAGAT 3

2222B 5’ GCAGCACGGCGAATGTCAGATA 3’
2942A 5" TGCCGGGCTAGGTGTCTTTGTG 3°
2942B 5 ACCGCGCCGCTCATCTGTT 3*

2944A 5° GCCCGCGCCGAGAACTG Y’

2944B 5" CGGGGCCAAAAACACGAC 3

2945A 5" GTCCGCTGTTCTGGTGGTGCTA 3°
2945B 5’ TTGCGCTTGGAGGTTCGTGAC 3'
2946A 5’ TTGCGGGATTGGGGTGTGCT 3’
29468 5’ GGCCGGCCTCGATGAAGTG 3’

2947A 5 GCCGGGGTGGTTGTGCT 3°

2947B 5° CCGCGGGGAAGGCTCAT 3°

2948A 5° CGGCGCCGGTAACTCCAGA 3’

2948B 5’ GCCGATTCCAATAGCCCTTAGC 3’
2949A 5° AGGTCGGAACTCGGAACACTTATT 3’
2949B 5" GGCGGGCAACGGCTCTC 3*

2950A 5° ACCGGCGCCGAACGAGTA ¥’

2950B 5° GGCCCCATCCACCACCAA 3’

2650A 5' CTACCTGGGGGCGTTCGTCAAG 3°
2650B 5* GGCGGCGTCACCCTCAATC 3°

2651A 5 ACGAGGCCCTGGCGAATGTGAA 3°
265 1B 5" CGGCTAGCGAACGGGAAACGACT ¥’
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TABLA 4 (continuacién)

Producto Programa de
Gen Iniciadores .
esperadoen pb  amplifcacién
Rv0074  0074A 5* GGCGCTGCGGGAGGAGTATC 3 426 C
0074B 5* TGGGCAACAATCGCTTCAACAAC 3
Rv1672 1672A 5' GGCAAGCCCCACGCACAAT 3 4
1672B 5" GCCGACGATCAGCCCAGACA 3 %0 B
Rv1673 1673A 5' CCGGCGCCATGGACTACGA ¥
1673B 5* GGTGGGGCGAGCAGGATGT 3' 358 C
Rv1674 1674A 5' CGGGACGGCAAACGGGTGAT ¥’ . &
1674B 5' CGTCGAGTCGGCGGGCAGAA 3 4
Rv2434  2434A S’ TCGCGCTGATCGGCATAGGTT 3°
2434B 5' CGGCCGGCTGAGATTGGTAAA 3’ 319 c
Rv2544  2544A S’ CTCACCGCCACCGCCCAGAT 3 (85 e
2544B 5' CGCCGAGAATGTGCTACCGAAGTC 3°
Rv3i41 314]1A 5* GCGCCGGATAACAGCCAA ¥ . "
3141B S’ GAATCTCGCCGCCAGTGAA 3’
Rv1765 1765A §' AGGCGTTTCTGCGTCTGGTTGAG 3’ o "
1765B 5° GGTGTGCCCGGTGGTGATACG 3’

Research Inc., Watertown, MA) utilizando los siguientes programas de amplificacion:

A: desnaturalizacién a 95°C por 4 min, 30 ciclos a 95°C por 30s, 55°C por 30s y 72°C

por 45 s, seguido por 72°C por 5 min.

B: desnaturalizacion a 95°C por 4 min, 30 ciclos a 95°C por 30s, 58°C por 30s y 72°C

por 45 s, para finalizar con un paso a 72°C por 5 min.

C: desnaturalizacion a 95°C por 4 min, 30 ciclos a 95°C por 30s, 60°C por 30s y 72°C

por 45 s, para finalizar con un paso a 72°C por 5 min.

Los amplicones fueron visualizados por electroforesis en un gel de agarosa al 1.2 %

en solucién Tris-acetato-EDTA y los tamafios de los amplicones se compararon con un

marcador de 100 pb (Promega).
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7. RESULTADOS

7.1. Anailisis de la Region Cercana al Locus PLC.

El genoma de M. tuberculosis contiene cuatro genes altamente relacionados que
codifican enzimas fosfolipasa C. Los tres genes que codifican para estas proteinas, plcA,
pleB, 'y plcC, estan localizados en la posicién 2351 del mapa genémico de M

tuberculosis H37Rv y estan arreglados en tandem (fig. 6). El cuarto gen, pleD, esta

localizado en una region diferente.
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Figura 6. Representacion esquematica de la localizacién del locus PLC
en la cepa H37Rv,

Para determinar la extension de la delecion del locus PLC se amplificaron primero
los genes mas cercanos a este locus. En la tabla 5 se muestran los resultados de la
amplificacién, encontrandose que en todas las cepas de M. tuberculosis seleccionadas

los genes estaban presentes, a excepcion del gen Rv2352 que no amplificéd en la cepa
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DR-689. Esto indica que la delecion en el locus PLC no involucré ofros genes

conservados adyacentes (fig 7).

TABLAS

Amplificacion de los genes mas cercanos al locus de PLC.

Gen 0488 1177 1289 1389 DR689

cysK
moeW
dnaG
dgt
ghyS
amiA2
bex
phoH
narkU
Rv2326
dnal
kreA
Rv2345
Rv2346
Rv2347
Rv2348
Rv2352

+ + + + o+
+ + + + + +
+ 4+ o+ o+ o+

o+ + A+ o+ o+ o+ + o+
o4+ + 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+
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Figura 7. PCR para la bisqueda de los genes mas conservados adyacentes al
locus PLC en lacepa de referencia H37Rv y una de las cepas en estudio
RIVM 97-1289.

7.2, Caracterizacion Genética de la Delecién del Locus PLC:

El prefijo Rv o Mt para los ORF’s descritos en el siguiente texto se refieren a la
designacion de genes de M. tuberculosis H37Rv o M. tuberculosis CDC1551,
respectivamente. Para determinar la extension de la delecion en el locus PLC en las
cepas de M. tuberculosis estudiadas se amplifico y secuencid la region cercana usando
los iniciadores LGB-L y LGB-U como se muestra en la figura 8. La cepa DR-689
presentd un elemento 1S6770 con la secuencia repetida e invertida derecha insertada en
el nucleotido 201993 correspondiente a RV2348 y la completa pérdida de la region
plcA pleB—pleC. Se intenté amplificar el otro extremo de la secuencia 1S6//0 y no se
consiguid, aunque los ORF’s de los genes adyacentes Rv2352, Rv2353 y glyS fueron

identificados por PCR (ver fig. 8). M. tuberculosis RIVM 971289 presentd la region
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repetida e invertida derecha insertada en la posicion 212117 que corresponde a la region
intergénica cercana a PPE40 (Rv2356). En ninguno de los casos se observd que el
proceso de transposicion de IS67/70 produjera una secuencia repetida e invertida. La
localizacion de las inserciones IS6//0 en el gen plcC del resto de las cepas del
Laboratorio de Kristin Kremer ya habia sido publicada (Viana-Niero et al., 2004) y fue
confirmada en el laboratorio para este trabajo; también reportamos los cambios de
secuencia del ADN en el otro extremo (fig. 8). La cepa RIVM 97-0488 tiene el elemento
1IS6110 insertado en el nucledtido 2630531 de la secuencia del genoma de M.
tuberculosis CDC1551 de un ORF denominado MT2421. El resto de la secuencia es
casi idéntico al gen codificado por MT2422, con excepcion de dos extensiones de 64 pb.
El gen MT2422 idéntico en esta seccion a RV2352 (PPE38) de H37Rv. La secuencia
repetida e invertida del elemento IS6//0 en RIVM 97-1389 fue localizado en el
nucledtido 2630123 (secuencia de CDCI1551) la cual corresponde a una region

intergénica, seguida por los ORF’s completos de MT2420, MT2421 y MT2422.
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Figura 8. Region de PLC de las cepas M. tuberculosis H37Rv y CDC1551 y cambios
genéticos en las cepas APLC usadas en este estudio. Las regiones ausentes estin
representadas en cuadros negros; en cuadros grises se muestra la presencia del elemento
repetitivo insertado. En el panel superior se presenta el mapa fisico de los cambios en las
cepas DR-689 y RIVM 97-1289 comparadas a H37Rv, y el panel inferior se presentar lo
cambios en los aislamientos RIVM 97-488 y RIVM 97-1389, los cuales son mas
similares a CDC1551.
7.3. Anailisis de Microarreglos en las Cepas Parentales.

La tabla 6 presenta la lista de ORF’s que por el analisis de microarreglos han sido
probablemente suprimidos en las cepas parentales analizadas, con la excepcion de la
region plcA-pleB—plcC que ya se habia descrito antes. La mayoria de ellos codifica para

proteinas hipotéticas aunque algunos genes que estan implicados en el metabolismo de

los lipidos también se encontraron suprimidos como se muestra en la tabla 6. Se observé
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que muchos de estos ORF's suprimidos estaban asociados con la insercion de elementos
1S6/70. Interesantemente, Rv2816¢c, ausente en DR-689, es el sitio de insercion para el
tnico elemento 1S6110 en BCG Pasteur (Kivi et al., 2002). M. tuberculosis CDC1551
también comparte dos sitios de insercién con DR689, Rv1758 y Rv2816¢c. Algunas
proteinas con importancia inmunoldégica o patogénica no se encontraron, entre ellas las
proteinas simifares a ESAT-6, esxQ y esxR, las cuales han demostrado ser altamente
inmunogénicas. M. tuberculosis DR-689 presentd la delecion del fragmento Rv2816¢-
Rv2820c, que incluye a Rv2819c. Este ultimo gen codifica para una proteina con
funcién desconocida que esta sub-regulada en M. tuberculosis H37Ra con respecto a
H37Rv y es la tinica proteina previamente asociada a posibles cambios en la virulencia
que encontramos en este estudio(Rindi ef al.,, 2001). Comparando las deleciones ya
publicadas por otros autores con las observadas en las cepas estudiadas aqui,
encontramos un patron similar a las reportadas en San Francisco (Tsolaki et a., 2004).
Sin embargo cuando comparamos los patrones de RFLP para IS6//0 de nuestras cepas
con aquellas con similares deleciones de las reportadas en San Francisco no hubo
relacion entre ellas, con la excepcion de DR-689, la cual posee un patrén de delecion
similar a las cepas 47, 55, 67, 69, 95 y 97. Todas estas cepas ticnen deleciones de
RD10S, 149, 150, 152, 181, y 207. Todas estas cepas pertenecen a la familia Beijing
aunque se desconoce su relacién epidemioldgica. Para corroborar estos resultados
nosotros verificamos estas deleciones en una serie de cepas Beijing de la base de datos
de Holanda (Kremer er al/, 2004), incluyendo NLA 009501317, NLA009600299,
NLA009800636, NLA0O00017383, NLA009500592, NLA000017914, NLA000016362,
NLA 000017583, y NLA009801500. La tnica cepa que compartié todas las deleciones

cromosomales fue NLA009500592, la cual tenia un patron de RFLP idéntico a DR-689.
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TABLA 6

Genes ausentes de los aislamientos parentales de M. tuberculosis, aparte de la region

PLC.

Aislamiento g;',;l:': Descripcién del gen Posible funcién o categoria funcional
RIVM Rv000S gvr8 Almacén y procesamiento de informacién: replicacion,
970488 recombinacton y reparacion de ADN

Rv1354c Proteina hipotética Proceso celular: mecanismos de traduccion de sedales

Rv1355¢c moeY Metabolismo: Melabolismo de coenzimas

Rv1356¢c Proteina hipotética -

Rv2101 helZ Almacén y procesamiento de informacidn: Trasenpeidn, probable

Rv2167¢ Proteina hipotética ;":::;aaﬁe transposasa (1S6//0)

Rv2271 Proteina hipotética -

Rv2272 Proteina hipotética Probable proteina trans-membrana

Rv2273 Protefna hipotética Probable proteina trans-membrana

Rv2274¢ Proteina hipotética -

Rv2275 Protefna hipotética -

Rv2276 cypl2} citocromo P450 121 CYP121

Rv2277¢ Proteina hipotética Metabolismo: Produccién de cnergia y conversidn

Rv2278 Proteina hipotética Transposasa putativa para IS6/10 (fragment0)

Rv2350¢ plcB fosfolipasa C 2 plcb

Rv2357¢ gh's Almacén y procesamiento de informacion: Traduccién, estruclura

ribosomal y biogénesis

Rv2479¢ Proteina hipotética Probable transposasa (1S6/10)

Rv3017¢ Esq. Proteina como ESAT-6

Rv3019¢ esxR proteina secrelada como ESAT-6

Rv302l¢ PPEA47 -

Rv3022¢ PPE48 -

Rv3135 PPES0 -

Rv3323¢ moaX Melabolismo: Metabolismo de coenzima

Rv3324¢ moaC3 Metabolismo: Metabolismo de coenzima

Rv3819 Proteina hipotética . '
RIVM Rv0244c fadES Metabolismo: Metabolismo de lipidos
97-1239

Rv0287 esxG Proteina como ESAT-6

Rvl}516¢ Proteina hipotética Procesos celulares: Mecanismos de transduceion de seflales

Rv0552 Proteina hipotética Poco caracterizada: Prediccidn de funcién general

Rv1037c Esxt Proteina putativa como ESAT-6

Rv1519 Proteina hipotética -

Rvi520 Proteina hipotética Procesos celulares: biogénesis de la envollura celular: membrana

RvI755¢ pleD :’:;;xapasa C4 (fragmento) pleD

Rv2226 Proteina hipotética -

Rv2283 Protefna hipotética -

Rv2284 LipM probable esterasa

Rv2285 Proteina hipotetica -

Rv2286¢ Protefna hipotética z

Rv2350¢ plcB fosfolipasa C4 (fragmento) pkD

Rv2353¢ PPE39 .
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TABLA 6 (continuacion)

Alslamiento g;'.;;": Deseripeién del gen Posible foncién o categoria funcional
Rv2357c ghsS Almacén y procesamiento de informacién: Trduccidn, estructura
ribosomal y biogénesis
Rv2596 Proteina hipotética -
Rv3017¢ Esq. Proteina como ESAT-61
Rv3019¢ esxR proteina secretada como ESAT-6
Rv3021c PPE47 -
Rv3022c PPE43 =
Rv3142¢ Proteina hipotética .
Rv3516 echAlY Metabolismo: Metabolismo de los lipidos
Rv3517 Protcina hipolética -
Rv3611 Proteina hipotética -
Rv3737a
(PPE)
Rv3737b
(PPE)
RIVM Rv1524 Proteing hipotética Metabolismo: Transporte y metabelismo de carbohidratos
= Rv1525 wbbi2 Probable ramnosil ransferasa
Rv1526¢c Proteina hipotética Metabolismo: Transporte y metabolismo de carbohidratos
Rv1527¢ Pphks§ Metabolismo: Metabolismo de los lipidos
Rv1731 gabD} Metabolismo: Produccion y conversion de energia
Rv1755¢ pleD fosfolipasa C4 (fragmento) pkeD
Rv2350¢ pleB fosfolipasa C4 (fragmento) pkcD
Rv2645 Proteina hipotética .
Rv2646 Proteina hipotética Almacén y procesamiento de informacién: Replicacion,
recombinacién y reparacién del ADN
Rv2650¢ Proteina hipotética Esta seccion es RD1 | —¢] fago phiRVZ (Rv2650c-Rv2659¢)
Rv2651¢ Proteina hipotética -
Rv2652¢ Proteina hipotética -
Rv2653¢ Proteina hipotéuca -
Rv2655¢ Proteina hipotética -
Rv2656¢c Proteina hipotética -
Rv2657¢ Proteina hipotética . )
Rv2658¢c Proteina hipotética C
Rv2659¢ Proleina hipoiética Almacén y procesamiento de informacién: Replicacién,
recombinacién y reparacion del ADN.
Rv3017c Esg. Proteina como ESAT-61
Rv3019¢ esxR Proteina secretada como ESAT-6
Rv3021c PPE47 -
Rv3022¢ PPEA48 -
Rv3135 PPESO -
Rv3425 PPES7 =
Rv3651 Proteina hipotética -
DR-689 Rv065 Proteina hipotética -
Rv0071 Proteina hipotética Posible madurasa
Rv0072 Protefna hipotéuca probable proteina de transporte transmembranal de glutamina.
Transportador ABC
Rv0073 Proteina hipotética Procesos celulares: Mecanismos de transduccion de sefiales |

probable proteina transportadora de glutamina con unién a ATP
transportador ABC
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TABLA 6. (continuacion)

Aislamiento ﬁ;‘;;‘: Descripeion del gen Posible funcion o categoria funcional
Rv0788 purQ Metabolismo: Metabolismo y transporte de nugledtidos
Rv1316c Ogt Almacén y procesamiento de informacion: Replicacion.
Reparacion y recombinacion de ADN

Rv1573 Proteina hipotética probable proteina de fago phiRV1

Rv1574 Proteina hipotética

Rv1575 Proteina hipotética Esta seccidn es RD 3 - el fago phRV | (Rv1573-1586¢)

Rv1576¢c Proteina hipotética -

Rv1577¢ Proteina hipotética -

Rv1578¢c Proteina hipotética E

Rv1579¢ Protefna hipotética »

Rv1580¢c Proteina hipotética -

RvI581¢ Proteina hipotética -

Rv1582¢ Proteina hipotética -

Rv1583¢ Protefna hipotética -

Rv1584c Proteina hipotética -

Rv1585¢c Proteina hipotética -

Rv1586¢ Proteina hipotética Almacén y procesamiento de informacion: Replicacién,
recombinacion y reparacion de ADN

Rv1672¢c Protefna hipotética Metabolismo: Transporte y metabolismo de carbohidratos

Rv1673c Proteina hipotética Metabolismo: Produccitn y conversion de energia

Rv1755¢ plcD fosfolipasa C4 (fragmento) plcD

Rv1758 cutl probable cutinasa

Rv1760 Proteina hipotética -

Rvi76l¢ Proteina hipotética -

Rv1762¢ Proteina hipotética -

Rv1765¢ Proteina hipotética -

Rv1793 esxN Proteina como ESAT-6

Rv2015¢ Proteina hipatética -

Rv2263 Prote(na hipotética Posible oxidoreductasa

Rv2137¢ Proteina hipotética -

Rv2349¢ pleC fosfolipasa C 3 picC

Rv2350c plc8 fosfolipasa C 2 plcB '

Rv2357¢ ghys Almacén y procesamiento de informacién: Traduccion estructura
ribosornal y biogenésis

Rv2434¢ Proleina hipotética Poco caracterizada; funcion desconocida

Rv2544 {ppB Posible lipoproteina conservada

Rv2774¢ Proteina hipotética -

Rv2816¢c Proteina hipotética Poco caracterizada: funcién desconocida

Rv2817c Proteina hipotética Poco caracterizada: funcion desconocida

Rv2818¢c Proteina hipotética -

Rv2819¢ Proteina hipotética Poco caracterizada: funcidn desconocida

Rv2820c Protcina hipotélica Poco caracterizada: funcién desconacida

160697
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7.4. Subcultivo de las Cepas de M. ruberculosis.
7.4.1. Determinacion de la Concentraciéon Ideal de Bilis para el Subcultivo.

Para probar la concentracion de bilis en los medios de cultivo en que se llevaria a
cabo el subcultivo se eligio la cepa de laboratorio H37Rv y al azar otra de las cepas a
estudiar: RVM 97-0488. En la tabla 7 se muestra el resultado, la turbidez se registrd de
manera visual y se expresé en cruces. El medio mas adecuado para el crecimiento de las
micobacterias fue el M7H9/OADC con una concentracion de bilis y de glicerol de 0.5 %
ya que como s¢ muestra en la tabla 7, en el dia 7 ya se observé crecimiento. Esta
concentracion de bilis fue la ¢legida para llevar a cabo el subcultivo y asi tener un medio
liquido que emule el medio utilizado por Calmette y Guerin en el que subcultivaron M.
bovis BCG (Calmette y Guerin, 1909). No se observo crecimiento en los medios en que

se utilizo caldo papa.-dextrosa por lo que esta base fue descartada.

TABLA 7.

Crecimiento de M. tuberculosis RIVM 97-0488 y H37Rv en distintos medios de cultivo.

Medio de cultivo Crecimiento 14 dias 21 dias 28 dias
7 dias
Middlebrook 7H9/OADC, bilis de buey — - - —
50%, glicerol 5%
Middlebrook TH9/OADC, bilis de buey - - - ==
25%. glicerol 5%
Middlebrook 7H9/QADC, bilis de buey - - - -
10%, glicerol 5%
Caldo papa-dextrosa, bilis de buey 50%, = = - -
glicerol 5%
Caldo papa-dextrosa, bilis de buey 25%, - -_ - -
glicerol 5%
Caldo papa-dextrosa, bilis de buey 10%, = = = =
glicerol 5%
Middlebrook 7H9/OADC, bilis de buey — — — -
7.5%, glicerol 5%
Middiebrook 7H9/OADC, bilis de buey . - - -
5.0%, glicerol 5%
Middlebrock 7H9/OADC, bilis de buey - — - -
2.5%, glicerol 5%
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TABLA 7. (continuacién)
Caldo papa dextrosa, bilis de buey 7.5%, — - — =
glicerol 5%
Caldo papa dextrosa, bilis de buey 5.0%, — = = =
glicerol 5%
Caldo papa dextrosa, bilis de buey 2.5%, == = = -
glicerol 5%
Middlebrook 7H9/CADC, bilis de buey - = = —
5%, glicerol 0.5%
Middlebrook 7TH9/OADC, bilis de buey - + ++ ++
1.0%, glicerol 0.5%
Middlebrook 7H9/OADC, bilis de buey + 4+ P g
0.5%, glicerol 0.5%
Caldo papa dextrosa, bilis de buey 1.0%, - = — —
glicerol 0.5%
Caldo papa dextrosa, bilis de buey 0.5%, = = = =
glicerol 0.5%

7.4.2. Determinacion del Tiempo Idéneo para el Subcultivo de las Cepas.

Todas las cepas de M. fuberculosis se cultivaron hasta por 18 dias. A diferentes
tiempos de incubacion se obtuvieron las lecturas de absorbancia de los cultivos liquidos.
Los resultados se muestran en la tabla 8 y en 1a fig. 9.

De los datos obtenidos se desprende que para los cultivos en medio M7H9 sin bilis la
fase logaritmica de crecimiento ocurrié entre los dias 4 y 8 de incubacion y que los
cultivos en medio con bilis alcanzaron su méxima densidad celular al quinto dia
aproximadamente. Como se muestra en la fig. 9, las cepas en el medio sin bilis se
desarrollaron notablemente mejor que las cultivadas con adicion de bilis. A pesar de que
en este ensayo hay una diferencia en el desarrollo de las cepas en los distintos medios de
cultivo, se determind realizar el subcultivo cada 5 dias aproximadamente, pues en este
punto los cultivos de todas las cepas ya muestran un crecimiento visible en ambos

medios.
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Dia

11

12

14

18

Lectura de la absorbancia a 600 nm de los cultivos de M. tuberculosis.

TABLA 8

Cultiveo en M7H9 con bilis Cultivo en M7H9

0488 1177 1289 1389 DR689  H37Rv 0488 1177 1289 1389  DR689
0017 0002 . . £0.045 0.00S

0036 0052
0011 0004  00l1 0039  -0.053 0038 0066 0024 0000 0000  0.142
0.001 0010 0040 0053 003 0047 0148 0044 0104 070 0.138
0067  00TL 0084 0089 0052 0.065
0.161 0051 0074 0073 0039 0040 0258 0144 0442 0060  0.184
0055 0049 0076 0054 0047 0.067
0074 0077 0096 0.019 0069 0117 0614 0394 0778 0200 0474

0.169 1564 1526 1144 0314 0844

0.082
0.069 0.137 3120 259 1790 1780 1470
0199 0051  0.89 0054  0.043 0200 3770 2200 2240 3300 2120
0243 0076 0109 0114 0075 0249 2640 1610 5200 1640
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Curvas de crecimiento de cepas de M. tuberculosis

o177
01289
01380
BDR6® |
\ B H37Rv
B 0448¢c
m1177¢c |
\ 1 O128c |
| B1380c

—-L1 o mDR60C |
2'137 ;4415 16 17 18

[ Th1.00 0448

=)
-
=]

wu s '0'a

Figura 9. Curvas de crecimiento de las diferentes cepas de M. tuberculosis utilizadas en
este estudio.

7.4.3. Estado del Subcultive.

El pasaje serial de las cepas de M. ruberculosis con deleciones en el locus PLC fue
concluido para este trabajo en el pase sefialado en la tabla 9, la cepa RIVM 97-1177
cultivada en medio M7H9 con bilis no tuvo la misma capacidad de crecimiento in vitro
durante todo el tiempo en que se llevo a cabo este ensayo y por lo tanto los cambios

analizados se determinaron en ¢l pase 90.
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TABLA 9

Estado del pasaje serial.
Cepa Cultivo en M7HY  CUltivo el:lill;:7H9 con
RIVM 97-0488 100 100
RIVM 97-1177 100 90
RIVM 97-1289 100 100
RIVM 97-1389 100 100
DR689 100 100
H37Rv 100 100

7.5. Genotipifacion de ADN Basada en IS6110.

La secuencia de insercion IS6/1/0 es un elemento transponible presente en el
complejo de M. tuberculosis y ha sido utilizada ampliamente en estudios de
genotipificacion y epidemiologia de aislamientos clinicos (Hermans et al., 1990; Cave ef
al., 1991). Los elementos de transposicion, en sus desplazamientos por el genoma suelen
producir mutaciones (interrumpiendo regiones reguladoras o codificantes de genes
esenciales) y tienen una frecuencia de transposicion variable: 10° a 107 transposiciones
por generacion. Por lo anterior se decidi6 analizar si ocurrian cambios en los patrones de
RFLP para IS6/10 en las cepas sometidas a pasaje serial. En estudios previos el pasaje
in vitro de cepas de M. (uberculosis y M. bovis BCG no generd cambios en los
“fingerprintings” de 1S6110, pero estos pasajes se realizaron en menor nimero que los
llevados a cabo en este trabajo (van Soolingen ef al., 1991).

En la figura 10 se muestran los resultados de los patrones de RFLP para 1S6/70 de

las ¢cepas parentales y las subcultivadas. La cepa DR-689 (cepa Beijing) fue la unica que
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mostré un cambio en este patron en el pasaje 100 en presencia de bilis. El cambio que

ocurri6 fue el desplazamiento de una de las bandas de [S6770 de 1,400pb a 1,600pb.

RIVM 97-0488 P-100B
RIVM 97-1177 parental

RIVM 97-1177 P-100
RIVM 97-1289 parental

RIVM 97-1177 P-85B
RIVM 97-1289 P-100
RIVM 97-1289 P-96B
RIVM 97-1389 parental
RIVM 97-1389 P-100
RIVM 97-1389 P-100B
DR-689 parental

H37Rv parental

H37Rv P-100B

DR-689 P-100

:

Figura 10. Analisis de RFLP para el elemento IS6//0 de las cepas parentales y las
subcultivadas. El tnico cambio observable es en la cepa DR-689 subcultivada en
presencia de bilis.

7.6. Spoligotyping.
Los cambios en el locus DR analizado por este método, parecen ser muy lentos. Esto
fue corroborado al analizar aislamientos clinicos de M. tuberculosis de los mismos

pacientes que correspondian a recaidas o infecciones en diferentes sitios, todos
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mostraron idénticos “spoligotypes” (Niemann et al., 1999). Legrand et al en el 2001
determinaron que el locus DR constituye un locus preferencial de 1IS6710 permitiendo la
insercion de dos o mas copias de IS6//0, lo cual sugierc que si ocurren cambios en
IS6710-RFLP existe la posibilidad de cambios en el locus DR. Aranaz ef al en el 2004
reportaron un cambio en el patron de hibridacion (spoligotyping) de un aislamiento
clinico y el subcultivo generado en el laboratorio causado por 1a delecién de un repetido
variable directo.

En este trabajo se obtuvieron los patrones de Spoligotyping para las cepas de M.
tuberculosis parentales asi como los de las cepas subcultivadas (fig. 11). Ninguna de las
cepas sometidas a pasaje serial mostrd algun cambio en este método de genotipificacion,

demostrando asi la estabilidad de la region DR del cromosoma de las cepas analizadas

aqui.
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0488 parental
0488 pase 100

TR
m “ |I ‘

)11

Figura 11. Patrones de Spoligotyping de las cepas parentales y las subcultivadas.
No se observé cambio en el locus DR en los aislamientos probados.

0488 pase 100-B

1177 parental
1177 pase 100
1177 pase 90-B

1289 parental
1289 pase 100
1289 pase 100-B

1389 parental
1389 pase 100
1389 pase 100-B

DR-689 parental
DR-689 pase 100
DR-689 p 100-B

H37Rv parental

H37Rv pase 100

H37RV pase 100- ||

7.7. Ensayos de Citotoxicidad Sobre la Monocapa de Macréfagos THP-1.

Los aislamientos de M. tuberculosis subcultivados con y sin bilis produjeron menos
citotoxicidad que los aislamientos parentales. Esto fue cuantificado con el ensayo del
cristal violeta (fig. 13). El ensayo de citotoxicidad s6lo se realizé en tres de las cepas
estudiadas: H37Rv, DR689 y RIVM 97-0448. Las cepas parentales de estos aislamientos
produjeron un efecto citotdxico sobre la monocapa de macréfagos mayor a 85 % al dia 7
post-infeccion, pero las cepas sometidas a pasaje serial produjeron un efecto citotéxico
menor al 50 %. La cepa utilizada como control negativo de infeccion, M. bovis BCG,

tuvo un porcentaje de citotoxicidad de 0 % al dia 7 post-infeccion. El efecto se pudo
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estimar visualmente por la disrupcién de la monocapa y el agregado de una mezcla de
c€lulas despegadas y bacterias (fig. 12). Aqui se puede observar a simple vista como la
cepa parental de H37Rv muestra una acumulacion de crecimiento bacteriano y células
despegadas al dia 7 post-infeccion, mientras que los aislamientos que fueron sometidos a
pasaje serial en medio M7H9 con y sin bilis presentan aun la integridad de la monocapa
de macréfagos. El mismo efecto se observa en la cepa DR-689 aunque es menos

evidente que en H37Rv. Los controles y la cepa M. bovis BCG también muestran la

conservacion de la integridad de la monocapa.

A) M. tuberculosis DR-689 M. tuberculosis H37Rv

Con bilis Sin bilis

Figura 12. La fotografia muestra una microplaca con macréfagos infectados con dos
diferentes cepas de M. tuberculosis alos 7 dias de incubacion. La cepa parental H37Rv

muestra un dafio visible sobre la monocapa de macréfagos. A) H37Rv, B)DR-689 y
CWM. bovis BCG.
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7.8. Analisis de Microarreglos en el pase 100,

Los analisis de microarreglos de las cepas de M. tuberculosis en el pase # 100 fueron
realizados por Stuart Cole y colaboradores en la Unité de Génétique Moléculaire
Bactérienne del Instituto Pasteur en Paris, Francia. La tabla 10 muestra la comparacion
de las secuencias suprimidas en las cepas parentales (Vera-Cabrera et al., 2007) y en las
cepas sometidas a pasaje serial. Los resultados son similares para las cepas crecidas en
M7H9 con y sin bilis, Como podemos observar existen una cantidad significativa de
genes que parecen haber sido suprimidos por efecto del subcultivo como en la cepa
RIVM 97-1289 donde la delecion abarca desde el gen RV2942 hasta el gen Rv2948.
También la cepa DR-689 muestra una delecion importante en el gen que codifica para la
fosfolipasa D. Por otro lado también se muestra la presencia de genes que anteriormente
habian sido reportados como ausentes. Para corroborar estas diferencias se llevé a cabo
una reaccién de amplificacion de cada uno de los genes discordantes (marcados en

negritas).
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TABLA 10.

Genes ausentes en los aislamientos de M. tuberculosis parentales y los sometidos a
pasaje serial.

Aislamientos de Lucio Vera- s e
M. tuberculosis Cabrera Cole (Monot M.) Descripcion
RIVM 97-0488 - Rv0064 Rv0064 (nuddle)
Rvl354¢ Rvi354c -
Rv1355¢ Rv1355¢ moeY
Rv1356¢ Rv1356¢ =
Rv2101 Rv210! helZ

- Rv2102 -
Rv2271 Rv2271 -
Rv2272 Rv2272 -
Rv2273 Rv2273 -
Rv2274c Rv2274c .
Rv2275 Rv2275 -
Rv2276 Rv2276 cypl2i
Rv2277¢ Rv2277¢ -
Rv2349c Rv2349¢c picC (end)
Rv2350¢ Rv2350¢ pleB
Rv235lc Rv2351c picA
Rv3017%¢ -

= Rv3018¢c PE272

. Rv3019¢ esxR

- Ry3020¢ esxS
Rv3021¢ Rv3021¢c PPE4A7
Rv3135 Rv3135 PPE50

- Rv3323¢ moaX
Rv3324¢ Rv3324¢ moaC3

RIVM 97-1289 Rv0552 - 8
Rv1519 -
Rv1520 Rv1520 -
Rv2226 -

- Rv2222¢ ginA2
Rv2283 Rv2283 -
Rv2284 Rv2284 lipM
Rv2285 Rv2285 -
Rv2286¢ Rv2286¢c =
Rv2349¢ Rv2349¢ picC
Rv2350c Rv2350¢c plcB
Rv2351c Rv2351c pkA
Rv2353¢ Rv2353¢ PPE39

- Rv2942 mmpl?

- Rv2943

- Rv2944

= Rv1945 IopX

: Rv2946 phs!
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~&- H37Rv parental

4~ H37Rv pase nimero 100

=4~ H37Rv pase namero 100 + bilis |

¥ M. bovis BCG A

% de citotoxicidad

Dias post-infeccion

100 ~@— DR&8G perental

~_» DR-880 pase numero 100

W~ DR-S39 pase nimero 100 + bilis
M bovis BCG

100 7 —@= RIVM 97010488 parental

~ = RIVM 8701 0488 pase npumero 100 .

- RIVM 8701 0488 pase nimer 100 + bils C
80 - M. bovis BCG

% de citotoxicidad

Dias post-infeccién

Figura 13. Ensayo de citotoxicidad sobre una monocapa de macréfagos THP-1. El
porcentaje de citotoxicidad en las cepas parentales es menor que las cepas sometidas a
pasaje scrial. A)cepa H37Rv, B) cepa DR-689, C)cepa RIVM 97-0488.
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TABLA 10 (continuacion)

Aislamientos de Lucio Vera- _
M. tuberculosis Cabrera S e el

- Rv2947 pksis

- Rv2948 fadD22

- Rv2949

- Rv2950 JadD29

- Rv2951

- Rv2952

- Rv2953

- Rv2954

- Rv2955

= Rv2956

- Rv2957

- Rv2958
Rv3017¢ -

- Rv3018¢c PE27a
Rv3019¢ Rv3019¢ esxR

- Rv3020¢ esxS
Rv302lc Rv302ic PPE47
Rv3022¢ -

- Rv3141 fadB¢
RV3142¢ Rv3142¢
Rv3516 Rv3516 echdi9
Rv3517 Rv3517
Rv3737a - -

- Rv3738¢ PPE66

. Rv3738¢ PPE&7

RIVM 97-1389 Rv1524 Rv1524

Rv1525 Rv1525 wbbl2
Rv1526¢ Rv1526¢c
Rv1731 Rv1731 gabD2
Rv2349¢ Rv2349c picC '
Rv2350c Rv2350¢c plcB
Rv23Sl¢e Rv2351c plcd
Rv2645 Rv2645 RDI1
Rv2646 Rv2646 RD()

C Rv2647 RDI11

- Rv2648 RDI1{

- Rv2649 RDI1

& Ry2650¢c RDI1 1 profago phiRv2

- Rv26S1c RD1 | profago phiRv2
Rv2652¢ Rv2652¢ RD1] profago phiRv2
Rv2653c Rv2653c RDI | profago phiRy2
Rv2634¢ Rv2654c RDI | profago phiRv2
Rv2655¢ Rv2655¢ RDI11 profago phiRv2
Rv2656¢ Rv2656¢ RD11 profago phiRv2
Rv2657¢ Rv2657¢ RDI 1 profago phiRv2
Rv2658¢ Rv2658¢ RD]1| profago phiRv2
Rv2659¢ Rv2659¢ RDI11 profago phiRv2
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TABLA 10 (continuacion)

ﬁlz;::::;zs?: L:;::x::a Cole (Monot M.) Descripcion
Rv3017¢ s
- Rv3018¢c PE27a
Rv1019c Rv3019c esxR
- Rv3020¢ esxs
Rv3021c Rv3021c PPE4?
Rv3135 Rv3135 PPESO
Rv365I Rv3651
DR-689 Rv0065 -
Rv0071 Rv007(
Rv0072 Rv0072
Rv073 Rv0073
. Rv0074 (Beg)
Rv1573 RvI573
Rv1574-Rv1584 Rv1574-Rv1584 RD3
Rvi585c Rv1585¢c
Rv1586¢ Rv1586¢
Rv1672¢ =
- Rv1673¢
- Rv1674¢
- Rv1755¢ pleD
Rv1758 Rv1758 cutl
Rv1760 Rv1760
Rv1761 Rv1761
Rv1762 Rv1762
Rv1765 -
Rv2349¢c Rv2349¢ plcC
Rv2350¢ Rv2350¢ pleB
Rv2351c Rv235l¢ plcA
Rv2434¢ -
Rv2544 -
Rv2816¢ Rv2816¢
Rv2817c Rv2817¢
Rv2818¢ Rv23818¢
Rv2819¢ Rv2819¢
Rv2820c Rv2820¢
97-1177* - Rv2349¢ plcC
- Rv2350¢ plcB
- Rv2351¢ plcA
- Rv2353c PPE39
- Rv3i0I8c PE27a
- Rv3Di%c esxR
- Rv3020c esxS
- Rv302lc PPE47
- Rv3141 JadB4 (end)
- Rv3l42¢

65



TABLA 10 (continuacion)

e te  LieNe  CoeomtM)  Desripon
- Rv3516 echAl9 (end)
- Rv3517
- Rv3738¢ PPE66
- Rv3739¢ PPE67

* 97-1177 tiene las mismas deleciones que RI'VM 97-1289 sin 2 RD (Rv2283-2286, Rv2942-2958)

7.8.1. Verificacion por PCR de las Deleciones Reportadas en el Ensayo de
Microarreglos.

En la tabla 11 se muestran los resultados de la amplificacion de los genes
discordantes en el ensayo de microarreglos de las cepas parentales y aquellas sometidas
a subcultivo en los dos medios de cultivo utilizados. Las reacciones de PCR para todos
los fragmentos analizados tuvieron el mismo resultado en las cepas parentales y en las
cepas sometidas a pasaje serial. De lo anterior deducimos que por el analisis de
microarreglos no se detectaron deleciones en las cepas de M. tuberculosis sometidas a

subcultivo.

TABLA 11.

Amplificacion de los genes discordantes en el ensayo de microarreglos de las cepas
parentales y las subcultivadas.

M. tuberculosis RIVM 97-1389 M. tuberculosis DR-689
Parental Pase 100 Pase 100b Parental Pase 100 Pase 100b

Rv2647 + + + Rv0074 + + +
Rv2648 + + + Rvi673c . - -
Rv2649 - - - Rv1674c - - -
Rv2650¢ - - - Rv1755¢

Rv2651¢ - - - Rv1765¢ + + +
Rv3018c + + + Rv2434c¢ + + +
Rv3020c + + + Rv2544 - - =
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TABLA 11 (continuacion)

. M. tuberculosis RIVM 97-1289 y
M. tuberculosis RIVM 97-0488 RIVM 97-1177

Gen Parental Pase 100 Pase 100b Gen Parental  Pase 100 Pase 100b

Rv2102 + + + Rv2222¢ + +
Rv3018¢ + + + Rv2942
Rv3019¢c - - - Rv2943
Rv3020¢c + + + Rv2944
Rv3323c¢ - - - Rv2945
Rv2946
Rv2947
Rv2948
Rv2949
Rv2950
Rv2951
Rv2952
Rv2953
Rv2954
Rv2955
Rv2956
Rv2957
Rv2958
Rv3018¢
Rv3020¢
Rv3141 -
Rv3738¢c -
Rv3739¢ -

+

+
+

O+ + o+ o+ o+ o+ A+ o+ s

+
+ 4+ + + F o+ + + O+ o+ o+ o+ o+ + + o+ o+ o+ 4

F o+ 4+ 4 o+ o F o+ o+ A+ 4+ o+

+ + +
c
!

7.9. Determinacion de la Cuenta Bacteriana de los Cultivos Criopreservados.

En la tabla 12 se muestra la cuenta bacteriana determinada para todas las cepas de M.
tuberculosis utilizadas en este estudio, tanto las parentales como las ¢epas del pase #
100 subcultivadas en medio liquido M7H9 con y sin bilis. Este resultado fue
considerado para realizar los estudios posteriores de infeccién en macréfagos. En esta
tabla también se incluye el resultado para M. bovis BCG Pasteur que fue utilizada como

control de infeccién nula sobre la monocapa de macréfago THP-1.
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TABLA 12.

Cuentas bacteriana en UFC/ml de las cepas en estudio.

Crans Cepas Cepas
plrei':tales UFC/ml subcultivadas UFC/m) subcultivadas UFC/ml
en MTHY en M7H9 + bilis
0488 3.84 X 10° 0488-100 2.68 X 10 0488-100B 8.87 X 10°
1177 1.73 X 10° 1177-100 533X 10 1177-90B 246X 10
1289 24X 10° 1289-100 338X 10’ 1289-100B 1.87 X 10°
1389 2.10 X 10° 1389-100 237X 10° 1389-100 260 X 10’
DR-689 222X 10° DR-689-100 240X 10° DR-689-100B 2.51X10°
H37Rv 7.40 X 10° H37Rv-100 3.07X 107 H37Rv-100B 1.29 X 107
BCG 243 X 10°
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ABSTRACT

Serial passage has been observed to produce changes in the virulence of
microorganisms, €.g. rabies virus, and BCG. The latter has been used as a vaccine for
tuberculosis for the last 100 years, however in some instances its efficacy has been
observed to be very low. Genomic studies of M. bovis BCG have demonstrated severe
genomic changes. It is possible that the low efficacy of BCG is due to it is actually an M.
bovis isolate, but not an M. tuberculosis per se, which are similar but not completely the
same.

In order to determine if similar changes can be observed in M. tuberculosis, we
selected six isolates, including M. tuberculosis H37Rv, a Beijing strain (DR-689), and
four more isolates with deletion of the phospholipase C locus (plc4-plcB-plcC), and
subjected them to serial passage on Middlebrock 7H9 medium, with and without ox bile.
After 100 passages we performed RFLP-IS6//0 analysis to determine if there were
genomic changes;, we also checked the changes with microarray analysis of their
genomic DNA. Changes in virulence were made by measuring the citotoxic effect of
parental and those subcultured isolates on a THP-1 macrophage monolayer. Only small
changes in their genomic composition were observed in some of the isolates. The most
visible change was the change of position of one of the IS6/70 band of ~1400 bp to
~1600 bp in the Beijing isolate subcultured in the ox bile medium.



2. INTRODUCCION

2.1. Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa causada por diversas
especies del género Mycobacterium, todas ellas pertenecientes al complejo
Mycobacterium tuberculosis. La especie mas importante y representativa es
Mycobacterium tuberculosis o bacilo de Koch. Los diversos agentes etiologicos de la TB
tienen distintos hospederos y reservorios. M. tuberculosis y las variantes regionales o
subtipos M. africanum y M. canetti son principalmente patégenos en humanos, M. bovis
y M. microti son los agentes causales de TB en animales y pueden ser transmitidos a
humanos. Algunas cepas particulares aisladas de cabras y focas han sido llamadas
Mycobacterium caprae y Mycobacterium pinnipedi, aunque algunas veces se¢ han

identificado como subespecies o variantes de M. bovis (Hopewell, 1994; Palomino ef

al., 2007).

2,2, Taxonomia

El género Mycobacterium es el Onico en la familia Mycobacteriaceae. Las especies
de Mycobacterium tienen un alto contenido de guanina y citosina (61-71 %) en su acido
desoxirribonucleico genémico (ADN) y un alto contenido lipidico en la pared,
probablemente el més alto entre todas las bacterias. Mycobacterium y otros géneros

relacionados (i.e. Corynebacterium, Gordonia, Tsukamurella, Nocardia, Rhodococcus y



Dietzia) tienen estructura y compuestos similares en la pared celular y por lo tanto

muestran algunas semejanzas fenotipicas (Metchock ef al., 1999).

2.3. Descripcion del Género

Las micobacterias son bacilos rectos o ligeramente curveados que miden 1- 10 pm de
largo y 0.2-0.6 pm de ancho, algunas veces con ramificaciones. Los organismos tienen
pared celular con alto contenido lipidico, incluyendo ceras que tienen 4cidos micdlicos
caracteristicos con largas cadenas ramificadas.

El alto contenido lipidico de la pared celular excluye los colorantes usuales de anilina.
Las micobacterias no se tifien facilmente con el método de Gram pero son consideradas
gram positivas. Para promover la absorcion de colorante se utilizan procedimientos
especiales de tincion, y una vez tefiidas, las micobacterias no son decoloradas facilmente
aun con una mezcla de acido-alcohol (fig. 1). Esta resistencia a la decoloracion es
llamada acido-aleohol-resistencia. La &cido-alcohol-resistencia es perdida parcial o
completamente en algunas etapas de crecimiento por un porcentaje de las células de

algunas especies (Metchock ef al., 1999).

Figura 1. Tincion de Ziehl-Neelsen de
Mycobacterium tuberculosis. 100x.



Las micobacterias son bacilos no méviles, aerdbicos y no fermadoras de esporas. La
morfologia colonial varia entre las especies, variando de lisas a rugosas y de
pigmentadas a no pigmentadas. Algunas especies producen pigmentos que van de color
naranja, amarillo, hasta ligeramente rosa. Algunas especies requieren luz para formar
pigmento (fotocromogenas) y otras forman pigmento en la luz o en la oscuridad
(escotocromogenas). El tiempo de generacion varia entre las diferentes especies de 2 y
hasta mas de 20 h. Bajo condiciones Optimas se pueden observar colonias visibles
después de 2 dias a 8 semanas de incubacién dependiendo de la especie. La mayoria de
las especies se adapta facilmente al crecimiento sobse sustratos simples usando fuentes
de nitrégeno como amonio o aminoacidos y glicerol como fuente de carbono en
presencia de sales minerales. Algunas especies requieren suplementos en medio tales
como hemina, micobactinas u otros compuestos transportadores de hierro. M. leprae no

ha sido cultivada fuera de células vivas (Metchock et al., 1999),

2.4, Significado Clinico de la Infeccion con el Complejo M. tuberculosis.

Robert Koch fue el primero en establecer la relacion causal del bacilo tuberculoso a
la enfermedad tuberculosis. El organismo fue nombrado Mycebacterium tuberculosis en
1886, presumiblemente porque el organismo semeja a los hongos en su lento
crecimiento y morfologia colonial (Metchock et ai., 1999).

M. rberculosis es transportada en particulas aéreas conocidas como “nucleos gotita”
que son generados cuando tosen los pacientes con TB pulmonar. Estas particulas tienen
un diametro de 1 a 5 pm. La infeccién ocurre cuando una persona susceptible inhala las
particulas de micobacteria las cuales alcanzan las vias aéreas terminales de los

pulmones. En los alvéolos los microorganismos son tomados por los macrofagos



alveolares y pueden diseminarse por via sanguinea a todo el organismo. Usualmente la
respuesta inmune mediada por células limita la multiplicacién y diseminacion de M.
tuberculosis. Sin embargo, algunos bacilos permanecen viables pero inactivos por
muchos afios después de la infeccién inicial. Los pacientes con infeccion latente
usualmente dan positiva la prueba cutanea del derivado de proteina purificada (PPD)
pero son asintomaticos y no infecciosos. En general, las personas con infeccion latente
tienen un 10 % de riesgo de desarrollar tuberculosis activa durante toda su vida. El
riesgo ¢s mayor dentro de los primeros dos afios de infeccion (Hopewell, 1994,
Metchock et al., 1999).

La TB pulmonar en adultos es un proceso inflamatorio lentamente progresivo
caracterizado por inflamacion crénica intensa, necrosis y caseificacion. Las cavidades
que se forman en los pulmones pueden producir ruptura en los bronquios, permitiendo
que un gran numero de microorganismos se disemine a otras partes de los pulmones y
sean acrosolizadas al toser, infectando asi a otras personas. Los signos y sintomas
clinicos usuales de la TB incluyen tos, pérdida de peso, fiebre de bajo grado, disnea y
dolor de pecho. La TB en pacientes con el Sindrome de Inmunodeficiencia Humana
(SIDA) progresa mas rdpidamente y a menudo se disemina sin la formacion de los
tipicos granulomas. Otras manifestaciones clinicas de la infeccién con M. tuberculosis
incluyen: adenitis cervical, infecciones en piel, pericarditis, sinovitis y meningitis

Hopewell, 1994; Metchock et al., 1999).

2.5. Epidemiologia Global de la Tuberculosis.
Las consecuencias de 1a TB en la sociedad son inmensas. Mundialmente, una de cada

tres personas estd infectada con M. tuberculosis; 2 billones de personas en total. La TB



en todas sus formas representa 2.5 % de la carga global de enfermedades y es la causa
mas comun de muerte en mujeres jovenes, causando mas muertes que todas las formas
de mortalidad matemal combinadas. La TB actualmente ocupa el séptimo lugar en la
clasificacién global de causas de muerte. A menos que se hagan esfuerzos intensos, es
probable que se mantenga esta posicion hasta el 2020 a pesar de que se ha proyectado un
descenso sustancial en la incidencia de la TB (Dye et al., 1999; Smith, 2004).

Aunque los medicamentos para tratar y curar la enfermedad han estado disponibles por
mas de 50 afios, todavia cada 1S5 segundos alguien en el mundo muere de TB. Todavia
mas alarmante, una persona es infectada con M. tuberculosis cada segundo de cada dia.
Una persona infectada con TB activa que no es tratada, infectara en promedio de 10 a 15
personas por afio (Dye ef al., 2005),

Segin estimaciones de la Organizacion mundial de la Salud (OMS) en el 2005 hubo
1.6 millones de muertes como resultado de Ia infeccion por TB en ¢l mundo (OMS,
2007a). El mayor nimero de defunciones y la mas alta mortalidad per capita estin en la
region de Africa, aunque el mayor niimero de nuevos casos de TB en el 2005 ocurrié en
la region sureste de Asia, lo cual representa el 34 % de los casos mundiales. La epidemia
de TB en Africa crecié rapidamente en la década de 1990 pero su crecimiento ha
disminuido cada afio y la tasa de incidencia ahora parece haberse estabilizado o empieza

a descender (OMS, 2007a).

2.6. Tuberculosis y el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH).
La TB y el VIH forman una combinacién letal, cada una acelerando el progreso de la
otra. El VIH debilita el sistema inmunoldgico. Las personas que son VIH positivos y

estan infectadas con el bacilo de la TB tienen mas probabilidad de enfermarse que



alguien que es VIH-negativo. La TB es la principal causa de muerte entre personas VIH-
positivas. En Africa, el VIH es el agente simple mas importante que contribuye al

incremento en la incidencia de la TB desde 1990 (OMS, 2007a).

2.7. Situacion en México

Durante e] 2005 en la region de América se notificaron 227,616 casos de TB en todas
sus formas con una morbilidad de 32 casos por cada 100,000 habitantes. México ocupa
el lugar nimero 14 de 34 paises que integran esta region (OMS, 2007b). En México,
durante los ultimos diez afios, [a morbilidad por tuberculosis tuvo una cifra maxima en
1997 con 23,575 casos en total, luego ha descendido y mantenido una tendencia
estacionaria a lo largo de la década (fig. 2). En el 2005 se notificaron 18,524 casos de
tuberculosis en todas sus formas (OMS, 2007b). Aunque la mortalidad por tuberculosis
ha descendido considerablemente en los ultimos afios sigue siendo la segunda causa de
muerte ocasionada por un solo agente etiologico (solo superada por el VIH/SIDA) y se
encuentra entre las principales causas de muerte en adultos en edad productiva
(Secretaria de Salud, 2007) (fig. 1). En los Gltimos 10 afios, los Estados con mayor tasa
de mortalidad fueron Chiapas, Baja California Norte y Veracruz. La inclusion de
México en los ultimos afios en los programas de Tratamiento Acortado Estrictamente
Supervisado ha permitido reducir la tasa de mortalidad en nuestro pais (Secretaria de

Salud, 2007).
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Figura 2. Casos reportados y mucrtes estimadas por tuberculosis en México, 1995-2005.


http://www.who.int/globalatlas/dalaOuery/default

3. HIPOTESIS

El pasaje serial de cepas de Mycobacterium tuberculosis puede producir cambios que

afecten su composicion genética y de virulencia.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Principal:

Estudiar el efecto del subcultivo en la composicién genética y la virulencia de cepas

de Mycobacterium tuberculosis con deleciones en su genoma.

4.2. Objetivos Especificos:
1. Seleccionar cepas de M. tuberculosis provenientes de aislamientos clinicos que

tengan delecion del locus PLC.

2. Determinar la composicion génica de las regiones adyacentes al locus PLC mediante

PCR.

3. Determinar mediante microarreglos si existen otros genes ausentes con respecto a la
cepa H37Rv.

4, Realizar ensayos de citotoxicidad en la linea celular monocitica THP-1 en las cepas
parentales para determinar su capacidad citotoxica.

5. Subcultivar de manera seriada por 100 pases las cepas seleccionadas en medio
liquido Middlebrook 7H9 y Middlebrook 7H9 con bilis.

6. Determinar los cambios genéticos y/o de virulencia de las cepas de M. tuberculosis

subcultivadas
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5. ANTECEDENTES

A pesar de que M. tuberculosis fue uno de los primeros organismos patégenos
humanos en ser descrito (Koch, 1882), hasta ahora no se han desarrollado métodos
adecuados de control. Los esfuerzos por combatir las enfermedades producidas por
micobacterias se han visto obstaculizados por un entendimiento incompleto de sus
mecanismos esenciales de patogenicidad.

M. tuberculosis es un patégeno intracelular que sobrevive y se replica dentro de las
células del sistema inmune del hospedero, principalmente macréfagos. El parasitismo de
esta bacteria en los macrofagos es central para la infeccion, latencia, activacion de la
enfermedad y transmision (Russell, 2001). M. tuberculosis entra al macréfago y reside
en un fagosoma que no madura a fagolisosma (Armstrong y Hart, 1971); Clemens y
Horwitz, 1995; Vergne ef al., 2003). Las interacciones de M. tuberculosis con el
macréfago son dominadas por la capacidad del patogeno de prevenir la biogénesis
fagolisosomal (Vergne et al., 2003) referido anteriormente como bloqueo de la fusién
fagosoma-lisosoma. Es un patdogeno e¢xitoso porque puede evadir las defensas del

hospedero y las drogas antibacterianas.

La identificacién de los factores de virulencia es esencial para entender la patogénesis
de la TB y puede revelar los componentes principales de la defensa del hospedero. A la

fecha no se ha descrito un factor de virulencia definitivo para M. tuberculosis y se han
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reportado distintos fenotipos de virulencia en c€lulas humanas pues no tiene los factores
de virulencia clasicos como los de otros patdgenos bacterianos que también son causa de
enfermedad, por ejemplo las toxinas producidas por Corynebacterium diphtheriae,
Escherichia coli O157:H7, Shigella dysenteriae y Vibrio cholerae (Smith, 2003). La
virulencia de M. tuberculosis es un fendmeno multifacético en el que se encuentra
involucrada la expresion de miiltiples genes en las diferentes etapas de las interacciones
hospedero-patégeno incluyendo la adhesidén, invasién, replicacion intracelular y
diseminacion a otros sitios (Singh er al., 2005). Varios genes de M. fuberculosis como
katG (catalasa peroxidasa), ahpC (alquil-hidroperdxido reductasa), sodd, soda
(superoxido dismutasa) y noxR (6xido nitrico reductasa) han sido implicados en la
proteccidn contra intermedianos reactivos de oxigeno y nitrégeno (Wilson et al., 1995;
Dussurgeter al., 2001; Sherman et al., 1996; Ruan et al., 1999). Se¢ han postulado
algunas proteinas que juegan un papel en la sintesis de varias moléculas de la superficie
celular como ESAT6/CF10 y hspX; la interrupcion de los genes ESAT6/CFP10 en una
cepa de M. bovis resulto en atenuacion en un modelo infeccion en cobayos (Wards et al.,
2000). La interrupcion del gen AspX también conocido como acr, que codifica la
proteina a-cristalina de 16-kDa producida por M. tuberculosis, inhibe la capacidad del
mutante para crecer en lineas celulares de macrofagos (Yuan et al., 1998). Debido a que
los reguladores transcripcionales controlan la expresion de muchos genes constitutivos
s¢ ha observado que¢ son importantes para la virulencia. Sigma A (Rv2703, sigd) fue
identificado como un factor de virulencia por la complementacion de una cepa atenuada
de M. bovis con una genoteca de cdsmidos de M. tuberculosis (Collins et al, 1995).

También los componentes lipidicos de la pared micobacteriana tal como el
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lipoarabinomanano y los sulfolipidos han demostrado un papel en la modulacién de la
respuesta inmune y protegen al organismo de las defensas del hospedero (Chan et a/.,
1991). Otros genes que podrian estar jnvolucrados en el aumento del ¢recimiento del
bacilo dentro de los macréfagos son dos genes que codifican para proteinas relacionadas
a hemoglobina que lo protegen contra el estrés oxidativo y un tercer gen, Amp, que le
confiere resistencia al estrés oxidativo producido por compuestos reactivos de nitrégeno
(Hu er ai., 1999). Algunos investigadores han creado mutaciones en genes que codifican
enzimas involucradas en el metabolismo celular de las micobacterias (Smith, 2003). Tal

es el caso de las fosfolipasas C.

Al 1gual que en otros microorganismos, se ha demostrado que las fosfolipasas son un
importante factor de virulencia (Raynaud et al., 2002). En M. wberculosis los genes que
las codifican estan situadas en un locus constituido por los genes plcd, plcB y picC. En
algunas bacterias como M. tuberculosis CDC1551 existen otros genes homologos, o
fragmentos de estos (Hernidndez-Vera et a@l., 2002). La zona de fosfolipasas ha sido
descrita como una zona de alta incidencia de transposicion de elementos 156110, lo cual
da lugar a polimorfismo (Vera-Cabrera et al., 1997, 2001). En ocasiones cuando dos
clementos IS6110 se insertan ¢ercanamente se produce la pérdida de fragmentos del
genoma por recombinaciéon homologa resultando en cepas con deleciones de alguno o
todos los genes plc. Una forma de demostrar la importancia de las fosfolipasas C en M.
tuberculosis es utilizando cepas con los genes inactivados o utilizando las mutantes con
deleciones naturales (Vera-Cabrera et al., 1997, 2001). Recientemente Raynaud et al en
el 2002 construyeron cuatro cepas mutantes de M. tuberculosis cada una inactivada en

uno de los genes plc, un triple mutante p/icABC y un cuadruple mutante p/cABCD. La
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disrupcion de los genes pleABCD y picABC disminuyo la capacidad de M. tuberculosis
para multiplicarse en los pulmones y el bazo de ratones infectados. La virulencia fue
parcialmente restablecida cuando el triple mutante picABC fue complementado con cada
uno de los genes. Interesantemente, la virulencia no decrecio con el mutante cuadruple,
sugiriendo que la fosfolipasa D no contribuye significativamente a la virulencia de M.
tuberculosis o que actia de manera sinérgica con las otras enzimas FLC (Raynaud er f.,
2002). Hernandez-Vera et al en el 2002 reportaron que una cepa AplcA-plcB-plcC
natural producia una cantidad menor de fosfolipasa que la cepa H37Rv; al realizar
ensayos de infeccion en una monocapa de macrofagos THP-1, la cepa AplcA-plcB-plcC
no muestra efecto citotdxico en la monocapa, como el observado con ta cepa H37Rv que

tiene el locus PLC intacto.

Por otro lado, en 1998 se determingé y analizé la secuencia completa del genoma de la
cepa Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Cole et al., 1998). El genoma comprende
4,411,529 pares de bases, contiene alrededor de 4,000 genes y tiene un alto contenido
guanina-citosina. M. tuberculosis difiere radicalmente de otras bacterias en que una gran
porcion de capacidad codificante esta dedicada a la produccion de enzimas involucradas ,
en la lipogénesis y lipdlisis y a dos nuevas familias de proteinas ricas en glicina con una
estructura repetitiva que puede representar una fuente de variacién antigénica (Cole et
al., 1998). M. tuberculosis H37Rv fue originalmente aislada de un paciente con TB y ha
sido pasada in vitro por aproximadamente 100 afios. En el 2002 se completé la segunda
secuencia genomica de M. fuberculosis: el aislamiento clinico CDC1551 que
previamente se habia asociado a un brote de TB. La cepa fue considerada altamente

transmisible y virulenta para el ser humano (Fleischmann et al., 2002). Hasta la fecha se
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han secuenciado los genomas de: Mycobacterium avium 104, Mycobacterium avium
paratuberculosis, Mycobacterium bovis subsp. bovis, Mycobacterium leprae TN,
Mycobacterium smegmatis 'y Mycobacterium spp. MCS (http:/cmr.tigr.org/tigr-

scripts/CMR/shared/Genomes.cgi). La comparacion de estos genomas secuenciados ha

sido un medio para empezar a elucidar los mecanismos involucrados en la virulencia y
para analizar la evolucién de M. tuberculosis. Brosch et al en 1999 llevaron a cabo un
estudio para identificar diferencias genéticas entre H37Rv y H37Ra. El patron de
restriceion con la enzima Dral mostré dos polimorfismos entre H37Rv y H37Ra. Este
estudio reveld que 156770 es la causa de estos polimorfismos. Fleischmann et a/ en el
2002 desarrollaron una comparacién completa del genoma de la cepa clinica CDC1551
con la cepa de laboratorio H37Rv encontrando polimorfismos de simples nucleétidos y
de secuencias largas en numerosos genes. El locus polimérfico incluy6 una fosfolipasa
C, una lipoproteina de membrana, miembros de una familia génica de adenilato ciclasa y
miembros de la familia génica PE/PPE, algunos de los cuales han sido implicados en la
virulencia o la respuesta inmune del hospedero. Kato-Maeda et al en el 2001 utilizaron
genémica comparativa basada en hibridacion con microarreglos para detectar deleciones
gendmicas a pequeiia escala entre 19 aislamientos clinicos de M. tuberculosis
epidemioldgicamente bien caracterizados. Se encontré que cada aislamiento clinico
perdio en promedio 0.3 % de su genoma y que conforme la cantidad de deleciones
genéticas aumentd, la probabilidad de que la bacteria causara cavidades pulmonares
descendid. Los autores interpretaron que estos datos indican que la acumulacidn de
deleciones en M. tuberculosis resulta en una disminucion de la virulencia.

La atenuacion de microorganismo por pasajes in vitro ha sido ampliamente utilizada.

La mayoria de las vacunas virales utilizadas en animales y humanos han sido derivadas
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de esta forma (Jennings y Potter, 1999), aunque poco se sabe acerca del proceso por el
cual las mutaciones atenuantes se originan. Los polio virus fueron atenuados por un
pasaje rapido de altos titulos del virus en células de rifibn de mono y la vacuna clasica
contra el sarampion fue atenuvada pasandola 24 veces en células humanas de rifion
seguida de 28 pases en células amnidticas humanas y 6 en células embrionarias de pollo.
La vacuna de la rubéola se desarrollé por atenuacion en células embrionarias de pato y
en células de miion de conejo y perro, mientras que la vacuna RA 27/3 cominmente
usada contra la rubéola fue atenuada por 8 pasajes en fibroblastos diploides humanos a
37°C seguido por 7 pasajes a 30°C (Jennings y Potter, 1999).

La vacuna original contra la tuberculosis fue desarrollada por Calmette y Guerin
subcultivando una cepa de M. bovis 230 veces entre 1908 y 1921 (Calmette y Guerin,
1909). Sin embargo debido al requerimiento de cepas derivadas de la cepa original, se
han obtenido varias cepas derivadas que han sufrido hasta la fecha mas de 1000 pasajes
desde que se prepararon los stocks liofilizados en 1960. Esto ha resultado en muchas
diferencias fenotipicas lo que conlleva a una variabilidad en la capacidad para inducir
proteccion contra TB (Clemens et al., 1983; Brosch et al., 2007). A pesar de esto, la
vacuna BCG es todavia la vacuna méas ampliamente usada en el mundo. Para investigar
las bases genéticas de la variacién en la eficacia de las cepas derivadas de M. bovis
BCG, Behr et al en 1999 analizaron por microarreglos de ADN 12 cepas de diferentes
origenes geograficos. Se identificaron un total de 16 regiones ausentes entre las cepas
estudiadas. Una de estas regiones, RD1, estaba ausente en todas las cepas BCG pero
presentes en los demas miembros del complejo de M. tuberculosis. Con esto se concluyo
que la razon mas obvia para la atenuacion de BCG fue la pérdida del sistema de

secrecion de proteinas ESX-1 debido a 1a delecion de RD1.
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En un estudio de genomica comparativa y anélisis transcripcional de varias vacunas
del “bacilo de Calmette y Guérin” (BCG), revel6 que el genoma de BCG de 4,374,522
pb contiene 3954 genes que codifican proteinas, 58 de los cuales estan presentes en dos
copias como resultado de dos duplicaciones en tandem, DUl y DU2. DUI esta
restringida a BCG Pasteur aunque existen cuatro formas de DU2; DU2-1 esta confinada
a las vacunas BCG iniciales, como BCG Japon, mientras que DU2-II ocurre en las
vacunas mas recientes. El gen glicerol-3-fosfato-deshidrogenasa, glpD2, es uno de los
linicos tres genes comunes a las cuatro variantes, implicando que BCG requiere piveles
altos de enzima para crecer en glicerol (Brosch et al., 2007). Los hallazgos combinados
de este trabajo sugieren que las vacunas iniciales pueden ser superiores, en cuanto al
nivel de proteccion, a las ultimas que son las que se utilizan méas ampliamente y que por
lo tanto su atenuacion ha sido mayor.

El tnico trabajo reportado del efecto del pasaje serial in vitro en cepas de M.
tuberculosis se realizé para evaluar la estabilidad del elemento IS6/70 (van Soolingen et
al., 1991). En este estudio se hizo un pasaje in vitro cada semana por 6 meses en un
medio de cultivo liquido de 6 cepas de M. tuberculosis y 2 cepas de M. bovis BCG. ,
Ademas se investigd si el pasaje serial en medios a los que se les incrementd la
concentracion de drogas antifimicas modificaba ¢l mismo patrén. Ninguna de las cepas
mostré cambio en sus patrones de RFLP para 1S6110 después de ese tiempo de pasaje
serial (van Soolingen ef al., 1991). Aranaz et al en el 2004 reportaron un cambio en los
perfiles de hibridacion (Spoligotyping) de cepas isogenicas (un aislamiento clinico y un
derivado del subcultivo en el laboratorio) causado por la delecion de un repetido variable

directo. En este estudio el pasaje serial se habia dado solamente § veces.
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Basados en estas observaciones se considero que M. tuberculosis podia ser sometida
a pasaje serial in vitro para inducirla a sufrir mutaciones que afecten sus caracteristicas
genéticas vy su virulencia. Para esto se seleccionaron cepas que tuvieran una delecion
importante (PLC) en su genoma, hipotetizando que estas cepas serian mas propensas a
sufrir deleciones. Ademas las cepas utilizadas en este proyecto tienen caracteristicas
fenotipicas y filogenéticas distintas entre ellas.

Como se describié anteriormente, cepas con mayor nimero de deleciones son
relacionadas con pacientes con menor numero de cavidades pulmonares; sin embargo
todas estas cepas, tanto las del estudio de Kato-Maeda et al del 2001, como las utilizadas
por Vera-Cabrera et al en ¢l 2007, provienen de aislamientos clinicos, por lo que son
capaces de producir enfermedad, aunque sea limitada. Por lo que e€s necesario tener
cepas con mayor pérdida de virulencia. Estos estudios podrian tener importantes

implicaciones para el disefio de una vacuna mas efectiva para la proteccion contra la TB.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Seleccion de las Cepas de M. tuberculosis Provenientes de Aislamientos Clinicos
¢on Delecion del Locus PLC

Para este proyecto se utilizaron cinco cepas de aislamientos clinicos de M.
tuberculosis donadas por la Dra. Kristin Kremer del National Institute of Public Health
and the Environment (RIVM), Bilthoven, Paises Bajos. Estos aislamientos tienen la
particularidad de tener una delecion parcial o total del locus de fosfolipasa C y sus
caracteristicas genéticas fueron descritas por Vera-Cabrera et al en €l 2007, En la tabla
| se muestran los nombres y las caracteristicas del locus de fosfolipasa C para cada una
de las cepas utilizadas en este proyecto, también se incluye otra cepa AplcA-plcB-pleC
de M. tuberculosis de la coleccion del laboratorio en donde se llevo a cabo la
investigacién. Las cepas utilizadas en este estudio tienen diferentes caracteristicas
filogenéticas que hacen suponer que su comportamiento en ¢l pasaje serial sera distinto.
La cepa RIVM-9701 1389 corresponde al grupo filogenético denominado cepas
“Manila™ o cepas “ancestrales” que tienen un patrén caracteristico de Spoligotyping y
contienen la delecion especifica de tuberculosis “TbD1” (Brosch et al., 2002; Douglas et
al., 2003). La cepa DR-689 comresponde a la familia “Beijing” cuya principal
caracteristica genética es que comparten un patrén comin de RFLP para 1S6//0 con un

elevado nimero de copias de [S6/7/0. Las cepas de la familia “Beijing” han sido
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asociadas a brotes y a multidrogorresistencia (van Soolingen ef al., 1995). En este
trabajo se utilizd también la cepa H37Rv que es la cepa de laboratorio mas estudiada.
Desde su aislamiento en 1905 ha sido pasada continuamente y su virulencia en humanos

se desconoce aunque sigue manteniendo su virulencia en modelos animales (Brennan et

al., 1996).
TABLA 1.
Aislamientos de M. tuberculosis utilizados en este trabajo.
. PCR pep pCR PCR Secuencin1S6110 Sitiosde PCR
Cepa Fenotipo mtp IeA plcB  pleC sitio de insercién iniékelin.  wleD
a0 P P p Sitio 3’ y 5° pe
RIVM-
9701 0488 Moderna - = = 2 GTCTGGGTCGTTG ND ND +
RIVM- 19916
Moderna - . - - CCTGCGCCGGCAG
9701 1177 CCCTCCTCTAAC {pkcC) y ND
RIVM- 19588
o701 1289 Modema - = . . CCTGCGCCGGCAG @IcC) y g
CCCTCCTCTAAC 288509
cestral ) - - - ND (DI‘-C) Y +
9701 1389 Seose
DR-689  Beijing - . - - ND ND ND

6.1.1. Cultivo y Preparacién del Stock.

Las cepas de M. tuberculosis seleccionadas se sembraron en agar Lowentein-]ensenr;
(Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) y se incubaron a 37°C por 10-20 dias, hasta
obtener suficiente crecimiento.

Para el stock del cultivo se utilizé una asada del cultivo joven en Lowestein-Jensen y
s¢ inoculé en 100 ml de medio Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson, Sparks, MD,
USA) con Tween 80 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y suplementado con 4cido
oleico, albimina, dextrosa y catalasa (OADC) (Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) en

frascos de cultivo de 490 ml y se incubaron por 7 dias a 37 °C con agitacion continua.
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Después se distribuyeron 1.5 ml de la suspension bacteriana en criotubos de 2 ml con
tapdn de rosca estériles y se congelaron a -70 °C hasta su uso.
6.1.2. Determinacion de la Cuenta Bacteriana de los Stocks.

Al menos una semana después de haber congelado las micobacterias, se tomaron al
azar de 2 a 3 tubos de los cultivos mantenidos a -70 °C, y una vez descongelados, se
agitaron vigorosamente los tubos en vortex por 5 min. Posteriormente se hicieron
diluciones 1:10 por ftriplicado en medio Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson, Sparks,
MD, USA) con tween 80. De las diluciones se tomaron 50 pul y sembraron en placas
Petri conteniendo 10 ml de agar Middlebrook 7HIQ (Becton Dickinson, Sparks, MD,
USA) suplementado con OADC. Se incubaron por 10-21 dias a 37 °C en 5-10 % de CO;.
Finalizado el tiempo de incubacion se contd el numero de colonias por placa de cada
dilucién, tomando en cuenta los rangos entre 20 y 200 colonias por placa. Finalmente se
realizo el calculo de acuerdo al factor de dilucion usado y se determing el nimero de
unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml).

6.1.3. Extraccion del ADN,

El ADN se extrajo mediante la técnica de CTAB-NaCl con modificaciones que seran,
descritas a continuacién (Wilson, 1987). Partiendo del cultivo joven en medio sélido
Lowestein-Jensen, se recolectaron las bacterias con un asa estéril en un tubo de
microcentrifuga conteniendo 500 ul de solucién TE 1X y se calentaron por 30 min a
80°C para inactivarlas. Se afiadieron 50 pl de lisozima (10 mg/ml) (Sigma, St. Louis,
MI, USA) mezclando por inversion (20 veces) y se incubd a 37°C toda la noche.
Posteriormente se adicionaron 70 ul de SDS al 10 % y 6 ul de proteinasa K (10
mg/ml)(Promega, Madison, W1, USA), de la misma forma s¢ mezclé por inversion (20

veces) y se realizé una incubacion a 65°C por 10 min. Se afiadieron 100 pl de NaCl 5M
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(Sigma), se mezcld por inversion (20 veces), para después agregar 80 pl de bromuro de
hexadecil-trimetilamonio (CTAB) (Sigma) precalentado a 65°C. La mezcla se agitd en
un vortex hasta que la suspension se observo lechosa, se incubd a 65°C por 10 min. Se
afiadié un volumen igual (0.7 ml) de una mezcla (24:1) de cloroformo/alcohol isoamilico
(Sigma) y se agité en un vértex por 10 s, se centrifugé a temperatura ambiente por 5 min
a 12,000 X g y la capa acuosa fue transferida a un nuevo tubo de microcentrifuga con
una micropipeta. Se agregaron 500 pl de isopropanol (Sigma); después de agitar
levemente los tubos s¢ dejaron a —20°C por lo menos | hora, se¢ centrifugé por 15 min a
temperatura ambiente a 12,000 X g y se descarto el sobrenadante. La pastilla de ADN se
lavé con 1 ml de etanol frio para remover el CTAB residual y el isopropanol. Los tubos
se centrifugaron por 5 min a temperatura ambiente a 12,000 X g, se descartd el
sobrenadante y la pastilla de ADN se dej6 secar al aire. El ADN se disolvié en 50 pl de
buffer TE 1X, dejando en incubacion a 37°C por 30-60 min.

Para evaluar la cantidad y la calidad del ADN se utilizd un biofotometro

(Biophotometer Eppendorf, Hamburg, Germany) y se almacené a 4°C hasta su uso.

6.2. Anilisis de la Region Cercana al Locus PLC.

Para llevar a cabo este objetivo primero se diseiié con €l programa Primer Select
(Lasergene DNASTAR, Madison, WI, USA), una serie de oligonucleétidos (tabla 2)
para amplificar por PCR los genes adyacentes al locus PLC. Las secuencias utilizadas
para el disefio de los oligonucledtidos correspondieron a las secuencias de M.

tuberculosis H37TRv y M. tuberculosis CDCI1551 (http://www tigr.org/index.shtml).
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TABLA 2

Oligonucledtidos utilizados para analizar la region cercana al locus PLC.

Para amplificar los genes cercanos a la region del locus PLC, el ensayo de PCR fue
llevado a cabo con 25 pl de mezcla de reaccion conteniendo 50 nM de cada primer, 10
mM Tris-HCI (pH 8.8), 1.5 mM MgCl;, 200 uM de la mezcla de nucledtidos, 1 U de

Taq polimerasa y 50 ng del templado de ADN; el volumen se ajusté con agua milliQ
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Producto
Gen Secuencia de los iniciadores esperade en
pb
cysK Upl 5’-GAG CAT CGC CGA GGA CATCA -¥’ 154
B LoA 5°-GGA GCA TGG CAA CCC CGA TA-3’ C
moeW Up2 5’-CCA GGC CAA GGC AGA GGT C-3° 307
. LoB 5’-CCG TGT TCA TCG CAT CAG ACA G-¥’
dnaG Up4 5°-GGT GCC CGG CGA CGT TTC-3' 387
o LoD 5'-GAG CCA CCG CGA CGA AAG AC-3’ L
ghs Up6 5’-ATC ACT CCG GGC AAC TTC ATC-3" -
o LoF 5’-CGG GAC AGC GGC AAC AC-¥’
amiA?2 Up7 5’-CGG ACT ACG GCC TAC GGT TGT-3’ 437
LoE 5°-GAT GAA CTG CAG CGC GAG GAT TT-3'
bex Up8 5"-GGC GAC CGG GTA GAC CTG TTG AT-3’ 273
LoF 5’-CGA TGA CGA TGC CCT TCT GAC TAT-3'
phoH Up9 5°-AGC AGG TGA CCC GCA TAATCT T-3° 185
Lo3 5°-GTG CCA CCT CGA TGA CTC CAG-3’ L
narkl NaU 5°-GGA ATT GCC GGT GGG GTA GG-3’ 293
NaL 5'-ACG AAG GAG AAG CCG ATG AAT GAG-3’ .
Rv2326 RVU 5’-GGG TGC TGC TGG GCT ATT TCA ACA-¥’ 402
RvL 5'-CTT TCC GGA TGC TGC AAG ACG AC-3’
dnaJ DJ-U 5’-CGC GGC GTC GGG GTG GTT-3' 340
DJ-L 5’-GCT GCG TGC CGG GTG GAA TG-3’
hrcA HA-U 5’-CGG CCC GGC TGC TGA TGG-3’ 404
HA-L 5’-CAC CTT GCC GGC TTC CTG CTG A-3’
Rv2345 2345-U 5’-CGC CGC GTC GAC CCT ACC A-3’ 500
2345-L 5'-GGC TTG CCG TCC GCT CAC TGC-3’
Rv2346 2346-U 5’-GGA GCA TCA GGC CAT CGT TCG TG-3’ 182
1 V.J b} § 2346-L 5’-TGT CGG TTT GTG CCA TGT TGT TGC-3’
Rv2347 2347-U 5’-CGT CCG CGC AAA ACA TCT CG-3’ 171
2347-L 5’-AGG CCT_GCT CTT GCT GCT CGT AGT-3’
Rv2348 2348-U 5’-AAT GCT CGG CGG GTT GTC GGT TCC-3’ 210
2348-L 5’-CCT CAA AGC GGG GTT CAG CGT TCT-3'
Rv2352 2352-U 5’-GTC GGT TTC GGC TGC GTT GTC TCC-3' 491
2352-L 5’-CCA TAC CCA TCG GCA TCG GCA TCA-3’
Dgt DGT-U 5’-GCG CGA GTG AGC ACG ACC CCT ACG-3’ 599
DGT-L 5’-CGC GCC TTG CCG AAC CCA TAC C.3’
6.2.1 Ensayo de PCR.



estéril. Después de la desnaturalizacion a 95°C por 30 s, la mezcla de reaccion se
proceso por 30 ciclos mas a 94°C por 1 min, 58°C por 1 min y 72°C por 1 min seguido
por 72°C por 10 min en un termociclador PTC-200 MJ Research (MJ Research Inc.,
Watertown, MA, USA). Los amplicones fueron visualizados por clectroforesis en un gel
de agarosa al 1.2 % en buffer Tris-acetato-EDTA y los tamafios de los amplicones se
compararon con un marcador de peso molecular con fragmento de 100 pb de diferencia
(Promega).
6.2.2 Determinacion de la Extension de las Deleciones en el Locus PLC.

Para determinar la extension de la delecion en el locus PLC se utiliz6 PCR larga para
mapear esta region seleccionando los genes presentes mas cercanos al locus PLC (fig. 3
A) y en base a la secuencia de M. tuberculosis H37TRv y M. tuberculosis CDC1551

(http://www.tigr.org/index.shtml). También se utilizaron los iniciadores 1S25 ¢ 1S26,

localizados en los extremos de 1S6710, debido a que estas cepas poseen una secuencia
de insercion que interrumpe los genes PLC (fig. 3 B). Para la scleccion de

oligonucledtidos (tabla 3) se utilizo el software Primer Select (Lasergene DNASTAR).

pleC | | plcB pleA ~

TR26

Figura 3. Representacion esquematica de la region del locus PLC y
genes contiguos.
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TABLA 3

Iniciadores para los genes adyacentes al locus PLC

Localizacién Iniciador

Rv2347 LGB-L 5’~CCA GCC CGC GCC CGA GAT GTT-3'
Rv2352 LGB-U 5’-GGG GTC GGG GCC GTT GTT TAT G-3'
Rv2352 LGB-U3 5'-GGG GGT GCT GGG GCG GGT AT-3"
Rv2357 LGB-UP6 5’-ATC ACT CCG GGC AAC TTC ATC-3"
186110 1825 5’-CTC CGG CGG GTA CCT CG-3’

186110 IS26 5'-AGG CTG CCT ACT ACG CTC AACG-¥

6.2.3. Ensayo de PCR Larga.

El ensayo de PCR larga fue llevado a cabo con 100 ng de ADN genomico en un
termociclador PTC-200 MJ Research utilizando el kit comercial para ensayos de PCR
larga XL (Perkin-Elemer, Waltham, MA, USA) bajo las siguientes condiciones: 94°C
por 2 min y 15 ciclos de 94°C por 15 s, 65°C por 30 s, y 68°C por 4.5 min. Se llevo a
cabo una segunda ronda de 14 ciclos a 94°C por 15 s, 65°C por 30 s, y 68°C por 4.5 min,
afiadiendo 15 s a cada ciclo. Al final se afiadié un paso de extension a 72°C por 10 min.
Los productos amplificados fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al
0.8 % y tefiidos con bromuro de etidio. Posteriormente los productos amplificados,
fueron aplicados a un gel de agarosa de bajo punto de fusion y después de la
electroforesis, los fragmentos de gel que contenian las bandas mas fuertes fueron
extraidas y purificadas utilizando ¢l sistema de purificacién de ADN Wizard Genomic
(Promega, Madison, Wi, USA). El ADN se cuantificd espectrofotométricamente y los
productos se enviaron a secuenciacion utilizando un kit de secuenciacion DyeDeoxy
(dRhodamine) en un secuenciador automatico ABI Prism 373 DNA sequencer (Applied

Biosystems). Para encontrar la similitud entre las secuencias de los productos
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amplificados con las cepas M. tuberculosis H37Rv y CDC1551 se utilizo la base de

datos genémica Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ ).

6.3. Ensayo de Microarreglos para Determinar Ausencia de Genes en los

Asilamientos con Respecto a la cepa H37Rv,

Los microarreglos caseros fueron producidos para las especificaciones de este estudio
por Oxford Gene Technology (OGT) usando la tecnologia Agilent y conteniendo
21,725 oligonucledtidos no redundantes (60-mers) cubriendo esencialmente todas las
partes de los genomas de las cepas M. tuberculosis H37Rv y CDC1551 y M. bovis
cepas AF2122/97 y BCG Pasteur. En promedio hay una sonda de oligonucledtidos cada
203 bases.

6.3.1 Método para ¢l Marcaje de ADN con Cy3 y CyS.

El ADN fue extraido como se menciona en la seccion 3.1x; | pg de cada muestra de
ADN se colocé en un tubo de microcentrifuga (0.5 ml) con 3 pg de iniciadores
aleatorios (1 ml) y se llevaron a un volumen final 42.5 ml con H20 (grado biologia
molecular, libre de Dnasas y Rnasas). E1 ADN se calent6 a 95°C, se colocé de inmediato -
sobre hielo y se centrifug6. Se afiadieron 5 pl de buffer REact 2 (10 X), 1 pl de dNTP's
(5 mM dA/G/TTP, 2 mM dCTP), 1.5 pl de Cy3 o Cy5 dCTP (1 mM) y 1 pl de enzima
Klenow (3-9 U/ml) para dar un volumen final de 50 pl. La solucién se incubd en la
oscuridad a 37°C por 90 min.

6.3.2. Protocolo de Hibridacion Estandar

El exceso de Cy3 y Cy5 dCTP fue removido del ADN y las muestras marcados

usando el kit MinElute Reaction Cleanup Kit (Qiagen, Nattermannallee, Germany). Las

muestras de ADN marcado con Cy3 y CyS se combinaron en un tubo (1.5 ml) y se
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afiadieron 5 volumenes de buffer PB. La solucion se paso a través de una columna
MiniElute, recolectada en un tubo y centrifugada a 13,000 rpm por 1 min. El eluido se
descarto y la columna MiniElute se puso nuevamente en el mismo tubo de recoleccion.
Se afiadieron 500 ml de buffer PE a la columna MiniElute, se centrifugo a 13,000 rpm
por 1 min y se descarté el eluido. La columna MinElute se colocé de nuevo en el mismo
tubo de recoleccion y el paso previo se repitido con 250 pl de PE. La columna miniElute
se puso en un tubo nuevo de 1.5 ml, se afladieron al centro de [a membrana 15.9 ul de
agua (22 x 22mm LifterSlip) 0 30.2 pl (22 x 50mm LifterSlip), se dejé reposar por 1 min
y entonces se centrifugé a 13,000 rpm por 1 min

La solucion de prehibridacion (50 ml de 3.5X SSC, 0.1 % SDS, 10 mg/ml BSA) fue
colocada en una jarra Coplin e incubada a 65°C para pre-calentar por 90 min. El
microarreglo se colocd en la solucién de pre-hibridacién y se incubd a 65°C por 20 min.
El arreglo se enjuagd subsecuentemente en 400 ml de agua por 1 min y en 400 ml de
isopropanol por 1 min. Se colocd luego en un tubo de centrifuga de 50 ml y se
centrifugd a 1,500 rpm por 5 min para secar. Cada microarreglo se almacend en la
oscuridad en una caja libre de polvo hasta la hibridacion (< 1 4).

La laminilla del microarreglo pre-hibridado se coloco en ¢l casete de hibridacion y se
afiadieron dos alicuotas de 15 ml de agua a los pozos del casete. Se preparé una solucion
de hibridacién (4X SSC, 0.3 % SDS) conteniendo las muestras marcadas con Cy3/Cy5
con un volumen final de 23 ml (22 x 22 mm LifterSlips) o 45 m! (22 x 50 mm
LifterSlips). La solucion de hibridacién se calento a 95°C por 2 min, permitiendo que s¢
enfriara ligeramente a temperatura ambiente y luego se centrifugd brevemente.
Cuidadosamente se colocé una tapa LifterSlip sobre el area seleccionada de la laminilla

para evitar ralladuras sobre su superficie. La solucion de hibridacion se pipeted bajo una
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esquina de la tapa LifterSlip, permitiendo que la solucion entrara completamente a través
del arreglo por accion capilar. Cualquier exceso de solucién de hibridacion se pipeted
bajo la esquina opuesta de la LifterSlip. EI casete de hibndacion se sell6 y se sumergio
en un baiio de agua a 65°C en la oscuridad por 16-20 h.

La solucion de lavado A (1X SSC, 0.05 % SDS) se precalentd a 65°C y se coloco en
un recipiente de tincioén precalentada a 65°C. La laminilla del microarreglo se removio
del casete de hibridacién y se lavd cuidadosamente en el recipiente de tincién de la
solucion de lavado A a 65°C para remover la LifterSlip. La laminilla se puso entonces
sobre un porta-laminillas y se agitd en solucion de lavado A por otros 2 min. Las
laminillas fueron transferidas a una rejilla de limpieza y se agitaron en un recipiente de
400 ml de solucién de lavado B (0.06X SSC) por 2 min a temperatura ambiente. Las
laminillas fueron transferidas a un segundo recipiente de 400 ml de solucion de lavado B
(0.06X SSC) y se agitaron por 2 min adicionales a temperatura ambiente antes del

secado por centrifugacion a 1,500 rpm por 5 min en un tubo de centrifuga de S0 ml.

6.4. Genotipifacién de ADN Basada en IS6110.

Para determinar la relacién epidemioldgica de las cepas APLC estudiadas, asi como
para analizar grosso modo el contenido genético de las cepas antes y después del
subcultivo se realizaron ensayos de RFLP con Pvull como enzima de corte y una sonda
que hibrida con el brazo derecho de la secuencia de insercién 56770 tal como se ha
descrito anteriormente (van Soolingen ef al., 1991).

6.4.1. Digestion del ADN con Pvull.

Se digirieron aproximadamente 2 pg de ADN genémico con la enzima Pvull en un
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volumen final de 30 pl en un tubo eppendorf, se centrifugaron los tubos por 5 s a 12,000
g y se incubaron 4 h a 37°C.
6.4.2. Separacion de los Fragmentos de ADN por Electroforesis

Se prepard un gel de agarosa al 0.8 % en solucién TE adicionado con 5 pl de
bromuro de etidio (10 mg/ml) (Amresco, Solon, OH, USA) y se monté en una camara de
electroforesis utilizando la misma solucién para el corrimiento. Se aplicaron 25 pl de las
muestras mezcladas con solucion de carga 5X a los pozos del gel asi como también 4.5
ul del marcador de 1 kb ((Gibco/Invitrogen, Grand Island, N.Y., USA) en los carriles de
los extremos. Se inicid la electroforesis a 100 V por 10 min y posteriormente se decrecié
el voltaje a 35 V y se corrio toda la noche hasta una buena migracion de los fragmentos.
6.4.3. Southern Blotting

Después de la electroforesis se desmont6 el gel y se coloco por 20 min en 300 ml de
solucion desnaturalizante (NaCl 1.5M, NaOH 0.5M) y se lavé con agua destilada.
Posteriormente se colocd en 300 ml de solucién de neutralizacion (NaCl 1.5M, Tris-base
0.5M pH 7.5, ) por otros 20 min y se lavo finalmente con agua destilada. Se procedio a
la transferencia del ADN por el método capilar como se detalla a continuacion: -
Se¢ colocd un molde para geles boca abajo en una bandeja, se cubrio el molde con un
pedazo de papel filro Whatman ajustando el tamafio al molde. Cuidadosamente se
empapé con solucién de transferencia SSC 20X y se removieron las burbujas de aire. Se
coloco el gel sobre el papel Whatman de tal forma que se ajustara exactamente sobre el
molde para geles, se puso encima del gel la membrana de nylon Hybond N-plus
(Amersham Biosciences Piscataway, NJ, USA) y después se colocaron 3 filtros gruesos
Whatman sobre la membrana. Finalmente se puso una pila de papel absorbente de

aproximadamente 5 cm y sobre éstos se colocd un objeto que pesara 1 kg. Se rellené la
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bandeja con solucion SSC 20X y se llevé a cabo la transferencia durante 4 h a
temperatura ambiente.
6.4.4. Adhesion del ADN a la Membrana por Enlaces Covalentes.

Llevada a cabo la electroforesis se sacé la membrana de nylon con mucho cuidado y
se anotaron los datos en la esquina superior derecha, se dejo secar en papel filtro por 15
min. Con la finalidad de unir el ADN a la membrana de nylon, por medio de enlaces
covalentes, se sometid la membrana a una exposicion en luz ultravioleta utilizando el
aparato Crosslinker (UVP, Upland, CA, USA).
6.4.5. Preparacién de la Sonda por PCR

Se prepar6 una reaccion de 50 pl utilizando 50 nM de cada primer, 10 mM Tris-HCI
(pH 8.8), 1.5 mM MgClz, 200 pM de la mezcla de nucledtidos, 1 U de Taq polimerasa y
100 ng del templado de ADN de la cepa H37Rv; el volumen se ajusto con agua milliQ
estéril. Se colocaron los tubos en el termociclador PTC-200 MI Research con el
siguiente programa: las muestras fueron desnaturalizadas por 3 min a 96°C seguidas por
tres ciclos de 50 s 2 95°C, | min a 70°C, 25 s a 72°C, luego tres ciclos de 50 s a 95°C, 1
min a 68°C, 20 s a 72°C y finalmente 25 ciclos de 1 min a 94°C, 40 s a 67°C, 20 s a
72°C. El fragmento obtenido de la PCR de 245 pb se purifico utilizando el kit de
purificacién de ADN Wizard Genomic (Promega).
6.4.6. Marcaje de la Sonda

Se preparé una solucion conteniendo entre 600 a 800 ng del amplicon en 50 pl de
agua milliQ. El tubo con la sonda se colocé en agua hirviendo por 5 min, se sacé
inmediatamente y se pasé a un baiio de hielo por § min. Se centrifugé por 30 s a 10,000
X g y se agregd un volumen igual de reactivo de marcaje ECL (Amersham), se mezclo

cuidadosamente y se aiiadié la misma cantidad de glutaraldehido (Amersham). Se
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incub6 a 37°C por 15 min quedando asi lista la sonda para el experimento de
hibridacién.
6.4.7. Hibridacion y Deteccion

La membrana se humedecié en solucion SSC 2X y se pasé a una malla de poletileno
para colocarse en el tubo de hibridacion utilizando 80 ml de solucion SSC 2X para
adherir la malla al tubo. Se retiraron los 80 ml de solucién y se agregaron 10 ml de
solucién de hibridacion precalentado a 42°C. Se pre-hibridé la membrana por 1 hora a
42°C en un horno de hibridacién con movimiento de rotacion constante. Después de este
tiempo se retiré la soluciéon de hibridacién y se agregd a este la sonda marcada, se
devolvié la solucién de hibridacion al tubo con la membrana y se dejo incubando toda la
noche. Al siguiente dia se precalenté la solucién de lavado primario a 55°C y utilizando
50-80 ml, se procedio a hacer dos lavados a la membrana de 10 min cada uno. Se sacéd
la membrana con la malla y en un recipiente plastico se hicieron dos lavados a
temperatura ambiente con solucion de lavado secundario por 5 min. Se quité el exceso
de solucion de lavado secundario y utilizando un recipiente limpio se agregaron sobre la
membrana 10 ml de reactivo de deteccion. Se dispersd el reactivo de deteccion por toda
la membrana rotando el recipiente por 2 min. Se retird la membrana del recipiente y se
coloco sobre un papel filtro Whatman para quitar el exceso de reactivo de deteccion,
posteriormente se envolvié la membrana con papel saranwrap y se coloco en el casete de
deteccion con el lado del ADN hacia arriba, se coloco un film para autoradiografia sobre
la membrana, se cerrd el casete por exactamente 5 min. Posteriormente se sacé el film
del casete y se colocd en reactivo de revelado por 2 min, se enjuagd el film con agua
corriente y se coloco en el recipiente del reactivo fijador por 5 min. Se saco el film y se

dejo secar a temperatura ambiente.
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8. DISCUSION

El pasaje serial in vitro de microorganismos ha producido en muchos casos una
disminucion en la virulencia o cambios en sus propiedades genéticas o fenotipicas, de tal
forma que esta atenuacion ha sido un factor importante para la produccién de vacunas y
el desarrollo de blancos terapéuticos. En este trabajo se¢ llevo a cabo el pasaje serial de
cepas de M. tuberculosis con deleciones en el genoma por 100 pases y se investigaron
los efectos sobre su composicion genética utilizando la tecnologia de microarreglos y el
analisis de RFLP para 1S6/70; ademas se estudi6 el efecto sobre la capacidad citotdxica
en una monocapa de macréfagos THP-1.

El pasaje serial se llevé a cabo en un medio de cultivo liquido (M7H9) en dos
versiones, a una de las cuales se le afiadio bilis de buey; con el propdsito de emular un
componente del medio que utilizaron Calmette y Guerin. La bilis esta compuesta de
sales que actian como detergentes emulsionando los acidos grasos y se ha observado
que causa dafio en ¢l ADN sobre S. enterica e induce rearreglos y mutaciones puntuales
(Prieto et al., 2004). La bilis puede tener efectos similares sobre el ADN de E. coli como
se observo en un estudio donde la exposicion a sales biliares indujeron genes de la
cadena de estrés oxidativo y de dafio al ADN (Bernstein et al., 1999). Se han propuesto

varios mecanismos por los cuales las sales biliares causan dafio oxidativo sobre S.

enterica: (a) la exposicion a bilis induce transiciones CC— AT, b) el desoxicolato de
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sodio activa la transcripcion de genes que corresponden a la respuesta al dafio oxidativo,
los oxyR y soxSR, c¢) los mutantes de S. enterica carecen de exonucleasas que son
extremadamente sensibles a la bilis (Prieto et al., 2004).

De la misma manera, en este trabajo se consideré que la adicién de bilis pudo ser un

factor para que se dieran las mutaciones en las bacterias.

8.1. Analisis de la Regién Cercana al Locus PLC.

Las fosfolipasas C son factores de virulencia de varios microorganismos incluyendo
Clostridium spp., Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, etc. (Songer,
1997). Actiian destruyendo los tejidos celulares como en las infecciones por Clostridium
(Williamson y Titball, 1993) o lisando las membranas fagosomales y liberando
microorganismos intracelulares al citoplasma como en el caso de L. monocytogenes
(Tilney y Porinoy, 1989). M. wberculosis posee 4 genes que codifican ¢nzimas
fosfolipasas tipo C: plcd, plcB, pleC'y pleD. Este tltimo esta ausente o interrumpido en
muchos aislamientos clinicos e incluso en la cepa H37Rv. Reynaud et al en el 2002
demostraron la importancia de las fosfolipasas en la virulencia. Ellos inactivaron de
manera individual y en conjunto los ORF’s de las fosfolipasas y analizaron la virulencia
en un modelo murino. Los resultados mostraron que en los mutantes triples o cuadruples
estaba disminuida su capacidad para multiplicarse en los pulmones y vaso de los
animales infectados, sugiriendo su importancia para la supervivencia de M. tuberculosis
en los tejidos. Se ha observado en humanos que a mayor presencia de deleciones
genéticas en un aislamiento clinico de M. tuberculosis es menor la enfermedad cavitaria
(Kato Maeda ef al., 2001). En este estudio, algunos de los genes ausentes incluyeron los

genes de fosfolipasa. La delecion de fragmentos de ADN en los aislamientos clinicos de
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M. tuberculosis se ha reportado previamente, con varios de ellos asociados a elementos
de transposicion 1S6110 (Fleischmann et al., 2002; Tsolaki et al.,2004; Kato Maeda eta
al., 2001; Ho er al., 2000). En este trabajo se observd en todos los casos la insercion de
IS6110 en la regién PLC en los aislamientos ApleA—pleB—plcC. Como se hipotetizd
previamente (Vera-Cabrera eta al., 2001), es probable que las deleciones sean
producidas por un mecanismo de recombinacién homologa ya que en ningin caso se
asociaron repetidos invertidos al mecanismo de transposicion. En el asilamiento DR-
689, los tres genes estaban completamente ausentes y en el resto de los aislamientos se
observo una copia incompleta de plcC. En los aislamientos RIVM 97488 y RIVM 97-
1389 se observo la presencia de secuencias de ADN similares a MT2421 y Mt2420 de
M. tuberculosis CDC1551. MT2420 muestra homologia con las proteinas de la familia
ESAT-6 y MT2421 ¢s idéntica en un 95 % a la familia de proteinas QILSS (Betts et al.,
200). Ambos genes estan ausentes en H37Rv y su presencia varia en otros aislamientos
clinicos (Fleischmann et al., 2002). MT2420 y MT2421 tienen muchos genes ortélogos
en M. tuberculosis H37Rv (Rv2436, Rv2437), M. tuberculosis CDCI1551 (MT1066,
MT1067, MT2411, MT2412, MT1841, MT1842), M. bovis (Mb1067, Mbl066) y M.
leprae (MI1181). Mas que inserciones, la presencia de estas secuencias parece
representar variacion en arreglos genéticos entre los aislamientos de M. tuberculosis
como se ha reportado anteriormente (Fleischmann et al., 2002). Aunque se ha
conjeturado que la transposicion de elementos 1S61/0 ocurre al azar, existen varios
sitios preferenciales, entre ellos los genes de fosfolipasa (Vera-Cabrera et al., 2001).
Estas secuencias parecen atraer los clementos 1S6//0 y cuando dos de ellos se
encuentran cercanos entre si, puede ocurrir una recombinacion homologa, como se ha

visto en los aislamientos estudiados. El mecanismo de atraccion es desconocido, aunque
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probablemente estén implicadas secuencias repetitivas o palindromicas. Otras secuencias
repetitivas tal como las que codifican para proteinas PE y PPE, se han asociado también
a deleciones en el genoma de M. tuberculosis (Tsolaki et al., 2004), lo cual refuerza esta
hipétesis. El papel de la transposicion de IS6//0 en la organizacion del genoma de M.
tuberculosis es todavia materia de estudio, aunque esto podria ser importante ya que
parece afectar los genes adyacentes (Safi er al., 2004).

Tsolaki er al en el 2004 reportaron el analisis por hibridacién con microarreglos de
100 cepas de aislamientos de M. tuberculosis del area de San Francisco y observaron
patrones de delecion comunes, a los que llamaron regiones de diferencia (RD).
Comparando los patrones de delecion presentados por las cepas de este estudio, se
observaron patrones de delecion similares. Un grupo de cepas, las cuales presentaron la
mayoria de las deleciones incluyendo RD’s 105, 149, 150, 152, 181 y 207, fueron muy
similares en el patron de RFLP para IS6//0 de una de las cepas analizadas en este
trabajo (DR-689). La tnica caracteristica en comun fue que todas ellas correspondian a
la familia Beijing. La familia Beijing ¢s un grupo de¢ cepas ampliamente diseminado que
es muy dominante en Asia y otras partes del mundo (van Soolingen et @l., 1995). Estas
cepas comparten patrones de RFLP-1S6/ 10 similares con multiples bandas asi como un
patron de Spoligotyping idéntico (Kremer et al., 2004). DR-689 comparte un patron de
RFLP casi idéntico con los aislamientos de San Francisco teniendo todas estas
deleciones, aunque éstas no estan relactonadas epidemiologicamente. Es posible que
estas cepas tengan un ancestro en comun que ya presentaba este patron de deleciones y
que fueron adquiridas y transmitidas hace mucho tiempo. Estas cepas representan un
grupo muy bien adaptado de bactetias pues son muy dominantes en ciertas areas (hasta

85 % en el area de Beijing), ¥ los aislamientos con todas estas deleciones pueden
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representar a los mas adaptados de todos los grupos filogenéticos que circulan en el

mundo.

8.2. Ensayo de Microarreglos.

El género Mycobacterium es uno de los que se han obtenido mas secuencias
completas de los genomas de sus especies (Cole ef al., 1998). La comparacion de estos
genomas ha resultado un medio muy Wtil y un inicio para elucidar los mecanismos
involucrados en la virulencia y realizar el anélisis de la evolucién de M. tuberculosis y
otras especies del género(Behr et al.,, 1999; Brosch ef al., 2000; Fleischmann et al.,
2002; Kato Maeda et al., 2001; Mahairas ef al., 1996; Brenan et al., 1996; Vera-Cabrera
et al., 2007). Una de las tecnologias genomicas recientemente desarrollada son los
microarreglos (Lashkari et al., 1997). El microarreglo constituye un arreglo de
secuencias de fragmentos de ADN inmovilizadas y bien ordenadas que estan adheridas a
una superficie sélida generalmente de cristal. Cada secuencia corresponde a un gene
diferente. Los microarreglos han sido usados para el analisis de la expresion génica al
comparar el ARNm producido para multiples genes por un organismo en diferentes
condiciones, asi como para comparar la presencia o0 ausencia de genes entre dos
diferentes cepas de un organismo. En este iltimo caso, generalmente se tiene la
secuencia completa de una de las cepas. (Butcher, 2004). La tecnologia de los
microarreglos es altamente confiable y existen varios formatos para el genoma de M.
tuberculosis incluyendo conjuntos de oligonucleotidos comerciales para que el cliente
realice sus propios microarreglos (Operon/Qiagen) y varios microarreglos caseros

(Butcher, 2004). Salamon et a! en el 2000 fueron los primeros en presentar una nueva
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aplicaciéon de un microarreglo (Affymetrix GeneChip) para efectuar una busqueda
extensa de polimorfismos de delecién en el genoma de cepas de M. tuberculosis.

En este trabajo se llevo a cabo una comparacion de genomas de cepas de M.
tuberculosis sometidas a pasaje serial y su contraparte parental, utilizando un sistema de
microarreglos, El analisis de microarreglos revelé algunas diferencias en la presencia o
ausencia de genes entre las cepas parentales y aquellas sometidas a pasaje serial que
suponian grandes deleciones generadas por efecto del subcultivo. Dado que el analisis de
las cepas parentales fue realizado en un laboratorio distinto a donde se realiz6 el analisis
de las cepas sometidas a subcultivo, fue necesario comprobar mediante reacciones de
PCR la presencia o ausencia de los genes discordantes utilizando iniciadores especificos
para cada gen. Esta discordancia pudo ser debida a las distintas condiciones de
hibridacién utilizadas en ambos laboratorios. En el ensayo de PCR se encontré que no
habia diferencia entre las cepas parentales y aquellas sometidas a pasaje serial, es decir
que el subcultivo aparentemente no gener6é ninguna delecién genética importante que
involucrara los genes de M. tuberculosis H37Rv. La reaccion de hibridacion en los
microarreglos que se utilizaron en este trabajo, se llevé a cabo entre el ADN de la
muestra y una molécula de oligonucledtidos inmovilizado sobre la superficie del
microarreglo. Estos arreglos contienen 25-80 oligonucledtidos y esto constituye una
desventaja porque puede existir una delecién en otra parte del gen que no estd
representada en ¢l microarreglo, por 1o que en nuestro estudio no fue posible determinar

la presencia de otras deleciones distintas a las que estaban incluidas en el microarreglo.
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8.3. RFLP y Sspoligotyping

Dentro del genoma de M. tuberculosis se han descrito varios elementos genéticos
maviles o genes “saltarines” conocidos como secuencias de insercion (Gordon et al.,
1999). Estos elementos son capaces de moverse de un lado a otro en ¢l cromosoma por
un proceso llamado transposicion y su dindmica natural ha sido implicada en las
caracteristicas fenotipicas de varias bacterias patogenas (Parkhill ef a/., 2003; Brugger et
al., 2004). Debido a la cantidad y polimorfismo de posicion dentro del genoma de M.
tuberculosis, las secuencias de insercion (IS) 6710 han sido utilizadas ampliamente
como marcadores genotipicos en estudios epidemiologicos (McEvoy et al., 2007). Sin
embargo, ademas de su invaluable papel en la epidemiologia molecular no solo es un
elemento genético pasivo y debido a su movilidad, s capaz de insertarse en la secuencia
de uno o varios genes y alterar o evitar su expresion y de ese modo contribuir a una
diversidad fenotipica entre distintas cepas de M. tuberculosis (McEvoy et al., 2007). En
base a esta ultima hipotesis, en este trabajo se decidio analizar el efecto del pasaje serial
de cepas de M. tuberculosis con deleciones en el locus PLC sobre el patrén de RFLP
para IS61/0. El analisis de RFLP para IS6/710 de las cepas parentales y las cepas
sometidas a pasaje en el medio M7H9 con y sin bilis reveld que 5 de las cepas
estudiadas permanecieron sin cambio en sus patrones de bandas para IS6/70. Sin
embargo, en la cepa DR-689 (Beijing) subcultivada en el medio con bilis, se produjo un
cambio que involucro el elemento transponible IS617/0. El cambio generado en esta
cepa fue el cambid de posicion en el patron de hibridacion de 1S67/0 de ~1,400 pb a
~1,600 pb.

Previamente se habia asumido que la tasa de transposicion era constante entre cepas

(McEvoy et al., 2007). Un analisis para determinar si ¢l pasaje serial in vitro de cepas de
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M. tuberculosis producia cambios en el patron de RFLP mostré que no se produjeron
cambios después de aproximadamente 25 pases (van Soolingen ef al., 1991). Diferentes
cepas de M. tuberculosis han mostrado variacion en las tasas de transposicion (de Boer
et al., 1991; Niemann ef al., 1999; Yeh et al., 1998; Warren et al., 2002a,b) cuando se
analizan aislamientos seriados de las cepas obtenidas de pacientes por lo que éste es el
primer reporte de un evento de transposicion generado in vitro. Una caracteristica a
resaltar en el aislamiento en el cual se generd el cambio, es el elevado nimero de copias
de la secuencia de insercion. Los estudios en tomo a la tasa de transposicion
dependiendo del numero de copias de IS6/1( en un aislamiento, sugieren que las cepas
con un numero de copias mds alto tienen una tasa de evolucion mas alta y una ventaja
potencialmente selectiva que las cepas con un bajo nimero de copias (Wall et al., 1999).
El resultado obtenido en este estudio para la cepa DR-689 avala esta hipotesis;
coincidentemente esta es una cepa Beijing, esta cepa es dominante en el este y sureste de
Asia asi como en Euroasia norte y se ha diseminado rdpidamente a otras partes del
mundo donde también ha incrementado su incidencia (Bifani er al., 2002). De esta
forma el gran éxito en la adaptacion de estas cepas con alto numero de copias puede
estar directamente relacionado al nimero de copias de 1S6//0. Esto sin embargo pasa
por alto el hecho de que cepas con un bajo nimero de copias pueden causar brotes y
desarrollo de algunos rasgos como drogoresistencia (Valway et al., 1998; Victor et al.,
2007) y que otros miembros del complejo, como M. bovis, que generalmente contiene
solo un elemento IS6//0, todavia causa infeccion y se transmite de manera eficiente.
Estos hallazgos son sugestivos de distintos mecanismos de evolucion adaptativa exitosa

(McEvoy et al., 2007).
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La variacion en el namero de copias parece ser debido en gran parte a la naturaleza
de la regién gendmica donde el elemento se inserta (Wall et al., 1999). Cuando reside en
una region genetica con trascripcion silenciosa, IS6//0 es inactivo y raramente sufre
transposicion. Sin embargo, cuando se inserta en una region del genoma
transcripcionalmente activa, la tasa de transposicion se aumenta considerablemente,
debido muy probablemente al incremento en la expresion de la transposasa, enzima
codificada en la secuencia del elemento 1S6110 (Wall et al., 1999). Este hallazgo sugiere
que un simple evento de transposicion (como el que observamos en nuestra
investigacién) puede generar un repentino estallido de actividad transposicional si el
elemento es incorporado a un sitio activo de transcripcion (Wall et al,, 1999). La
localizacion exacta de la banda de IS61/0 que se movid en la cepa DR689 no fue
determinada y por lo tanto no conacemos el sitio de insercion. Las consecuencias de este
evento de transposicion pueden ser muy variadas. Dependiendo de la posicién de la
integracion, un evento transposicional puede resultar en amplio rango de alteraciones
fenotipicas sobre el hospedero que varian de la letalidad a la neutralidad o posibles
efectos benéficos ocasionales (McEvoy et al., 2007).

El hecho de que el movimiento de la bande IS6/70 se¢ haya dado en el medio
conteniendo bilis y en la cepa con un mayor nimero de secuencias de insercion sugiere
que la bilis puede ser una fuente de polimorfismo genético para este marcador.

Por otro lado también analizamos el efecto que podria tener el pasaje senal de cepas
de M. tuberculosis en el polimorfismo de ADN presente en un locus cromosomal
particular, la regién del “Repetido Directo” (DR). El estudio de esta region también se
ha hecho con fines epidemiologicos (Hermans et al., 1992). El método para analizar el

locus DR se conoce como Spoligotyping. El analisis de las cepas parentales y de sus
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similares sometidas a subcultivo en M7H9 con y sin bilis no mostré algin cambio en el
patrén de Spoligotyping, demostrando asi la estabilidad de la region DR del cromosoma

de las cepas analizadas aqui.

8.4. Ensayo de Citotoxicidad en Macréfagos.

Los macrofagos son la primera linea de defensa del hospedero contra los microbios.
Los macrofagos son criticos tanto para la supervivencia de M. tuberculosis como para
vincular la inmunidad innata y adaptativa del hospedero (Flynn y Chan, 2003). Ellos
promueven la activacién y reclutamiento de cé€lulas T que son cruciales para contener a
la micobacteria dentro de los granulomas en el pulmén. Las micobacterias virulentas
pueden replicarse dentro del ambiente hostil de los macréfagos, secuestrados en los
fagosomas pobremente acidificados que fracasan en la fusion con los lisosomas (Brown
et al., 1969; Mwandumba et al., 2004; Russel, 2001). M. tuberculosis puede evadir la
funcion bactericida inhibiendo la sefializaciéon mediada por IFN-y (Flynn, 2004). Se ha
reportado que M. ruberculosis interfiere con la presentacion de antigenos, multiples vias
de sefializacion y respuesta transcripcional dentro del macrofago (Flynn y Chan, 2003).

La virulencia de cepas de tuberculosis ha sido tradicionalmente evaluada en términos
de la capacidad de los organismos de replicarse dentro de 6rganos especificos de ratones
y cobayos siguiendo la infeccion con aerosoles. También los modelos de monocitos y
macréfagos humanos han sido utilizados para evaluar la virulencia de aislamientos
clinicos de M. tuberculosis (Laochumroonvorapong y Kaplan, 1996; Zhang ef al., 1998,
1999; Riendeau y Komnfel, 2003; Theus et al., 2004, 2006). Para determinar si el pasaje
serial tenia un efecto sobre la capacidad citotdxica producida por M. tuberculosis, en

este trabajo se llevaron a cabo ensayos de citotoxicidad en macrofagos derivados de la
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linea celular de monocitos THP-1 infectados con las cepas parentales y las sometidas a
subcultivo en el medio de cultivo con y sin bilis. En tres de las cepas estudiadas
sometidas a subcultivo se observé una disminucion en la citotoxicidad sobre la linea
celular TH-P 1 con respecto a sus contrapartes parentales que siguen conservando un
efecto citotoxico mayor a 85 % al dia 7 post-infeccion. Estos resultados corroboran que
las cepas utilizadas tienen la capacidad de producir efecto citotoxico al dia 7 post-
infeccion aunque tienen una delecion en el locus PLC y que siguen conservando los
genes necesarios para su supervivencia en los macrofagos. Los resultados de la
disminucién en la capacidad citotéxica de las cepas sometidas a pasaje serial no
representan necesariamente una atenuacion de su virulencia. Probablemente este efecto
fue debido a la adaptacion de las bacterias a un medio diferente al hospedero en donde
las bacterias dejan de expresar los genes necesarios para su crecimiento en macréfagos,
aunque siguen conservando los genes constitutivos necesario para su supervivencia in
vitro. Una estrategia para comprobar lo anterior es re-introducir la bacteria en un modelo
de infeccidn in vivo o a macrofagos tal como lo realizado por McDonough et a/ en el
2000. Ellos realizaron un pasaje intracelular de la cepa M. tuberculosis H37Rv dentro
de macrofagos y esto afecto el transito del bacilo virulento en la re-infeccion de otros
macrofagos de una manera suero-dependiente. Es posible que la disminucién en la
virulencia de esta cepa sobre la monocapa de macrofagos haya sido derivada del efecto
que tuvo el cambio de la secuencia de insercion aunque las demas cepas estudiadas
mostraron el mismo efecto.

Una mayor caracterizacién de estas cepas es necesaria para determinar si la

disminucion en la capacidad de citotoxicidad sobre la monocapa de macréfagos no fue
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solamente debida a un cambio en la expresion de ciertos factores producido por la
adaptacion de las micobacterias al cultivo in vitro.

La atenuacién de microorganismo por pasajes in vitro ha sido reportada por vanos
autores. La mayoria de las vacunas virales utilizadas en animales y humanos han sido
derivadas de esta forma (Jennings y Potter, 1999). El pasaje de Entamoeba histolytica en
cultivos axenicos a largo plazo disminuyé algunas actividades relacionadas a la
virulencia (Gonzélez-Garza et al., 2000). El cultivo prolongado in vitro de Trypanosoma
cruzi produjo sub-lineas con una baja infectividad para mamiferos (Basombrio et al.,
2000). En bacterias Staphylococcus aureus, donde el pasaje serial provocé cambios en la
fisiologia, produccién de factores de virulencias y mutaciones dentro del operon agr
(Somerville et al., 2000). En Borrelia anserina (Sakharoff) que fue pasada 39 veces en
un medio de cultivo liquido perdié su capacidad de infeccion en un modelo de pollos
(Levine et al., 1990). Pero el caso mas representativo de la atenuacion por pasaje serial
es la obtencidn de la vacuna que se utiliza contra la tuberculosis: la cepa M. bovis BCG
a partir de M. bovis. Sin embargo, debido al requenimiento para pasaje continuo de cepas
derivadas, para cuando los stock liofilizados fueron preparados en 1960, diferentes cepa
hijas habian sufrido hasta 1000 pases adicionales. El mas reciente estudio sobre las
diferentes vacunas circulando en ¢l mundo concluye que las vacunas iniciales han sido
las mas efectivas para la proteccion contra la TB. Debido a la variable eficacia
protectora de BCG contra la tuberculosis en adultos, que va de 0 a 90 % (Clemens et al.,
1983), se han hecho numerosos esfuerzos para desarrollar nueva vacunas con mejor
efecto protector. Ya que una variedad de genes son necesarios para la virulencia in vitro,
las cepas que carezcan de estos genes pueden ser posibles candidatos como vacunas. Por

lo anterior nosotros hipotetizamos que las cepas de M. tuberculosis analizadas en este
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trabajo y que disminuyeron su virulencia después de ser sometidas a pasaje serial pueden
en un futuro ser utilizadas como vacuna, ya que a diferencia de M. bovis BCG pueden
seguir conservando los antigenos de M. tuberculosis los cuales serian mas especie-
especificos y pueden proporcionar un mejor respuesta inmune protectora que BCG.
Aunque también se considera que la obtencién de una cepa atenuada de M. tuberculosis
debe ser un proceso racional. Se requerira que las cepas estén lo suficientemente
atenuadas para que no induzcan efectos patolégicos y que la pérdida de la virulencia sea

irreversible.
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9. CONCLUSIONES

En la cepa DR-689 (Beijing) subcultivada en el medio con bilis se produjeron
cambios genéticos que involucraron el elemento transponible 1S6/70.

El analisis de microarreglos reveld que a parte de las deleciones ya reportadas para
estas cepas, no se produjeron nuevas deleciones importantes que involucraran los
genes de M. tuberculosis H37Rv.

El subcultivo continuo produjo cambios en la citotoxicidad de M. tuberculosis sobre
la monocapa de macrofagos THP-1. La adaptacion de M. tuberculosis al crecimiento
en medios artificiales induce al microorganismo a modificar la expresién de genes
que no son esenciales para su supervivencia in vitro, cambiando algunas de sus

propiedades bioldgicas y su virulencia.
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10. PERSPECTIVAS

El pasaje serial de las cepas de M. tuberculosis tiene que continuarse para observar

posteriores cambios.

Para determinar si el subcultivo produjo cambios pequefios como mutuaciones
puntuales, SNP’s, duplicaciones, etc, la alterativa es un analisis del transcriptoma o

la secuenciacion completa de los genomas.

La relevancia de la evolucion de M. tuberculosis in vitro no esta clara, por lo que la
continuacion del pasaje serial y posteriores estudios de expresion de genes y estudios
de virulencia serdn de importancia para el entendimiento de la biologia de este

microorganismo.
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KEYWORDS Summary

Mycobacterium tu- Setting: The basis for Mycobacterium tuberculosis virulence is not completely
berculosis; understood. Analysis of the genomic structure of clinical isolates will give
Genomic deletions; information that can be related to biological activities involved in virulence.
Phospholipases C Objective: To determine the extension of the deletion in the plcA—picBpicC locus

of selected M. tuberculosis isolates, as well as other changes in the chromosome.
Design: In the present work we characterized a group of M. tuberculosis isolates
devoid of the plcA-plcB-picC locus by PCR, sequencing and microarrays.

Results: PCR amplification of this region demonstrated a complete lack of picA and
plcB ORF's in all of the isolates. The picC gene was completely deleted in one of the
strains (DR-689) and the other three isolates still conserved part of this ORF. The loss
of lateral DNA sequences ranged from 3723 to 7646bp. An 1S6110 element was
present in all tested strains cases, and some isolates presented the insertion of ORF's
coding for proteins homologous to the ESAT-6 and QILSS families. Genomic DNA of all
the strains was extracted and analyzed with an in-house microarray system to
observe loss of other genes possibly implicated in attenuated virulence. Two of the
strains presented novel deletions; the rest of the isolates showed deletions already
reported for other M. tuberculosis strains. DR-689, a Beijing type M. tuberculosis
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strain isolated in Canada, showed an 156110 RFLP and a genomic deletion pattem
similar te a San Francisco family of strains, although completely unrelated

epidemiologically.

Conclusion: Genomic changes in M. tuberculosis seem to occur in a controlled
manner and they are pessibly related to changes in its pathogenic properties.
© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Tuberculosis (TB) is an infectious, primary pulmon-
ary disease, caused by Mycobacterium tuberculosis
that remains an important public health problem
worldwide with approximately eight million new
cases and three million deaths per year.' TB is
considered the most important disease caused by a
single infectious agent and its control has been
difficult due to both the lack of an effective
vaccine and the progressive development of resis-
tance to anti-tuberculous drugs. Although it was
considered that changes in the M. tuberculosis
genome occur very rarely,? the recent determina-
tion of the complete genomic sequence and the
development of microhybridization assays have
made possible the comparative analysis of the
whole genome of many M. tuberculosis clinical
isolates™* showing that large sequences of DNA can
be deleted more frequently than expected. Lass of
DNA fragments ranging from 189 to 10,982 bp have
been reported,® most of them in intergenic regions,
although the interruption of non-vital genes has
also been reported.® M. tuberculosis clinical
isolates vary in their ability to spread and produce
clinical infection (e.g. highly transmissible isolates
210, CDC1551).”® Additionally, it has been ob-
served that the greater the deletions in their
genome, the lesser the production of cavitary
disease,” Comparative studies of virulent proper-
ties of these clinical isolates can shed information
on the bases of pathogenicity of M. tuberculosis,

In the present work we determined the extension
of the deletion in the PLC region of five M.
tuberculosis clinical isolates as well as the presence
of other deletions in their entire genomes.

Methods

Mycobacterial strains, culture and growth
conditions

Five clinical fisolates of M. tuberculosis with
deletion of the picA-plcB-plcC region were utilized
in this study. M. tuberculiosis DR-689 was previously

described'®; M. tuberculosis 97-448, 97-1389,
97-1177 and 97-1289 which are also APLC, were
kindly donated by Kristin Kremer from the Diag-
nostic Laboratory for Infectious Diseases and
Perinatal Screening, National Institute of Public
Health and the Environment, Bilthoven, The Neth-
erlands. These strains have been partially char-
acterized by Viana-Nero et al.'!

Stock cultures of mycobacterfal strains were
prepared in Middlebrook 7H9 OADC at mid-loga-
rithmic-phase growth and stored at -70°C until
needed. Colony Forming Units (cfu) for each stock
culture was determined in triplicate using Mid-
dlebrook 7H10 agar.

Determination of the extension of the PLC
locus deletions

In order to determine if there were other ORFs
deleted than the PLC genes, we utilized a long-PCR
assay to map this region based on the reported
genes of M, tuberculosis H37Rv and M. tuberculosis
CDC1551.%* Oligonucleotides were designed using
the DNA Star program (Madison, WI) and included
LGB-L (5'-CCA GCC CGC GCC CGA GAT GTT-3')
located at Rv2347, LGB-U (5'-GGG GTC GGG GCC
GIT GTT TAT G-3') located at Rv2352, LGB-U3
(5'-GGG GGT GCT GGG GCG GGT AT-37) located at
Rv2352, and LGB-UP6 (5'-ATC ACT CCG GGC AAC
TTC ATC-3') located at Rv2357. Primers [525 and
1526, located at the extremes of the 1S6110'°, were
used for internal sequencing analysis as it is known
these strains possess an 156110 element interrupt-
ing the PLC genes (Fig. 1).

Long PCR assay

The PCR assay was carried out with 100ng of
genomic DNA in a PTC-200 thermocycler (MJ
Research, Watertown, MA) by utilizing PCR assay
kit XL (Perkin-Elmer) under the following condi-
tions: 94 °C for 2 min and 15 cycles of 94 °C for 155,
65C for 30, and 68 C for 4.5 min. A second round
of 14 cycles was carried out at 94°C for 155, 65°C
for 30s, and 68°C for 4.5min, adding 155 every
cycle. A final extension step at 72 °C for 10 min was



Genetic changes in dpicA-picB-plcC Mycobacterium tuberculosis isolates 23

o gL S

P .o"; &8 J‘” a" & &‘.0" P P > PO
UD::ICH I:l D I ) :ID . I'II! [ Il 0 It I £oC 1881
00Ge= e==se T 10 JC 0 C_J CJ0 v [0 son | NI NERE ] ~~51<e

QOO S T C 30 swe o D e (i 1T e e

F T T \J ' T b
a £ s 1500 L} oo 10000

Figure 1 PLC region of M. tuberculosis strains H37Rv and CDC1551 and genetic changes in APLC strains used in this
study. Deleted regions are represented in black boxes; in gray boxes we show the presence of unexpecied DNA
sequences. In the left panel we present the physical map of the changes in strains DR-689 and RIVM 97-1289 compared
to H37Rv, and in the right panel we present the changes in isolates RIVM 97-488 and RIVM 97-1389, which are more

similar to CDC1551.

performed. The PCR products were applied to a
0.8% low-melting-point agarose gel, and after
electropharesis the gel slices containing the bands
were excised and purified utilizing the GeneClean
Il (BIO 101, Inc., Vista, CA) kit. The DNA was
quantified spectrophotometrically and stored at
4°C, The products were analyzed by electrophor-
esis on a 1.5% agarose gel stained with ethidium
bromide.

Microarray preparation

DNA microarrays were constructed with the M.
tubercutosis ORFmer™ PCR Primer Pairs set (Sigma
Genosys, The Woodlands, TX) which is based on the
whole genome of M. tuberculosis strain H37Rv. The
primer set was designed to amplify the most unique
segment (<500bp) of 3876/3918 open reading
frames (ORFs) known to H37Rv."> The remaining
42 ORFs have extensive homology, making the
primers redundant. PCR reactions were prepared
in 50-pl reactions in 96-well plates as per manu-
facturer instructions and subsequent amplicons
were evaluated by agarose gel electrophoresis to
ensure they were the expected size. Only 29 (0.7%)
ORFs were unable to be amplified, and were
discarded from the experiment. Unpure products
from the 96-well plates were transferred to 384-
well plates, dried down and resuspended in a 1.5M
betaine/3X SSC solution as per Diehl et al.'’
Amplicons were spotted in duplicate sets onto
GAPS |l slides (Gamma Amino Propyl Silane I,
Corning Life Sciences, Fisher Scientific Canada)
using VersArray ChipWriter robotic arrayer (8io-Rad
Laborataries, Inc., Hercules, CA).

Sample preparation

DNA isolation was carried out by the method of van
Embden et al.'* The concentration and quality of

DNA was measured with a Nanodrop (Nanodrop
technologies, IL) and 2 pg were used for labeling.
Whole genomic DNA from H37Rv (control) and the
test strain were used as templates for direct
incorporation of fluorescent nucleotide analogs
{Cy3 and Cy5 dCTP, Amersham Biosciences) by a
randomly primed polymerization reaction. Labeling
reactions were carried out with Bioprime kits
{lnvitrogen, ON) as per manufacturer’s instructions
and contained 2 pg of template DNA, 20 plL of 2.5 x
buffer/random primer mix, SuL dNTPs, 2ul of
concentrated Klenow (40U/pl) and 3ul Cy dye.
Yeast tRNAs (100ug) were added to the labeled
DNAs and the samples were purified and concen-
trated with Micron YM30 filters (Millipore, ON.).
The control and test strain were combined to a
volume of SpL to which 60 ul DIG-Easy hyb buffer
(Roche, Canada) was added. The mixture was
heated at 95°C for Smin, cooled to 65°C and
applied to the microarray slide.

Microhybridization assays

Slides were prehybridized in DIG Easy Hyb buffer
(Roche, Canada) with the addition of 0.1mg/ml
BSA for 1h at 42°C. The slides were washed in
sterile distilled water, spun dry and used immedi-
ately for hybridization. The probe sotution (65 L)
was applied and covered with a plastic cover slip
(Hybri-slips, Sigma-Aldrich, ON) cut to grid size.
The slide was then placed in a waterproof Genetix
hybridization chamber (Genetix USA Inc.) for
hybridization overnight in a 42°C water bath.
Post-hybridization washes proceeded as follows:
slides were washed briefly in 2 x SSC+0.1% SDS that
was pre-warmed to 42 C to remove the cover slips,
transferred to a fresh container with the same wash
buffer, incubated with ~95rpm agitation for 5min
and subsequently washed with a second wash
buffer (0.1 x S5C, 0.1% SDS) at room temperature
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with ~95 rpm agitation for 10min. Then the second
wash buffer was replaced with wash buffer
consisting of 0.1 x SSC, incubated at room tem-
perature for 1 min, and transferred to a 0.01 x SSC
wash buffer at room temperature for 15s. Slides
were then spun dry and taken for scanning.

Hybridization signal acquisition and data
analysis

Microarray slides were scanned using the VersArray
ChipReader laser scanner (Bio-Rad Laboratories,
Inc., Hercules, CA) with independent excitation of
the Cy3 and Cy5 fluorophores. The mean signal and
background hybridization intensities were calcu-
lated for each DNA spot using the Array-Pro
Analyzer analysis software (Media Cybernetics,
Carlsbad, CA) and the net signal intensity for each
spot was calculated as the difference between
the mean signal intensity and the mean back-
ground intensity. These net signal intensities were
normalized using loess normalization by sub-
grid. AWl hybridizations were repeated four times
per expenimental strain with half of these experi-
mental replicates carried out as dye-reversal
experiments.

To classify genes from the clinical strains as
present or putatively divergent/absent, GACK
analysis, which calculates a dynamic cutoff for
deleted genes based on the shape of the signal-
ratio distribution for each hybridization," was
performed using 0, 50 and 100% Estimated Prob-
ability of Presence (EPP) parameters. Qutput was
binary, from which a consensus {>6/8 hybridiza-
tions per strain) was determined from the GACK
output. Absent and present genes were visualized
and clustered by strain using GeneMaths XT
(Applied Maths Inc, Austin, TX,) software.

Results

Genetic characterization of the PLC locus deletion:
The prefix Rv or Mt for ORFs described in the
following text refers to the M. tubercufosis H37Rv
or M. tuberculosis CDC1551 designation, respec-
tively. In order to determine the extent of the
deletions at the PLC locus in the studied M.
tuberculosis strains, we amplified the nearby
region using primers LGB-L, and LGB-U as shown
in Fig. 1. Strain DR-689 presented an 156110
element with the right inverted repeat inserted in
nucleotide 201993 corresponding to Rv2348c, and
the complete loss of the plcA-plcB—plcC region.
Attempts to amplify the other end of the 1567110

were unsuccessful, although the neighboring ORFs
Rv2352, Rv2353 and glyS genes were identified by
PCR (see Fig. 1). M. tuberculosis RIVM 97-1289
presented the right inverted repeat inserted in
212117 which corresponds to an intergenic region
close to PPE40 (Rv2356c). In none of the cases an
inverted repeat produced by the transposition
process of 156110 was observed.

The location of the IS6710 insertions in the picC
gene of the rest of the strains from Kristin Kremer
labs has already been published'' and confirmed
within our laboratory in this work; we also report
the DNA sequence changes present in the other end
(Fig. 1). Strain RIVM 97-488 has an IS6710 element
fnserted in nucleotide 2630531 of the genome
sequence of M. tuberculosis CDC1551 of an ORF
denominated MT2421. The rest of the sequence is
almost identical to the gene encoding for MT2422,
with exception of two stretches of 64-bp. MT2422
gene is identical in this section to Rv2352 (PPE38)
of H37Rv.

The right inverted repeat of the 156170 element
in RIVM 97-1389 was located in nucleotide 2630123
(CDC1551 sequence) which corresponds to an
intergenic region, followed by the complete ORFs
of MT2420, MT2421 and MT2422.

Microhybridization analysis: Table 1 presents the
list of putative ORFs deleted from the analyzed
strains, with the exception of the picA-picB—plcC
region that was described above. Most of them
encode for hypothetical proteins although some
genes implicated in metabolism were atso deleted,
e.g. moeY, helZ, etc. Upon analyzing the deleted
ORFs, it was observed that many of these deleted
ORFs have been associated with the insertion of
156110 elements. Interestingly, Rv2816c, deleted
from DR-689, is the insertion site for the unique
156110 element in BCG Pasteur.'® M. tuberculosis
CDC1551 also shares two insertion sites with DR-
689, Rv1758 and Rv281éc.

Some proteins with immunaological or pathogenic
importance were deleted, among them ESAT-6 like
proteins, esxQ and esxR, which have been gbserved
to be highly immunogenic. M. tuberculosis DR-689
presented the deletion of the fragment Rv2816c¢-
2820¢c, which includes Rv2B19¢. The latter gene
encodes for a protein that is downregulated in M.
tuberculosis H37Ra, and it was the only protein
associated to possible changes in virulence in that
study.'”

Comparing the deletions already published by
other authors with those observed in the strains
studied here we found a similar pattern to those
reported in 100 strains in San Francisco.® However
when comparing the 1S6110-RFLP pattern for 1S6110
of our strains with those with similar deletions
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Table 1 Deleted sequences, other than in the PLC region, found in the M. tuberculosis isolates.
M. tuberculosis Gene designation Possible function
ISOLAT Rv no.
RIYM 97-0488
Rv1354c Hypothetical protein Cellular processes: signal transduction
mechanisms
Rv1355¢ moeY Metabolism: coenzyme metabolism
Rv1356¢ Hypothetical protein —
Rv2101 helZ Transcription, probable helicase
Rv2z271 Hypothetical protein —
Rv2272 Hypothetical protein Probable transmembrane protein
Rv2273 Hypothetical protein Probable transmembrane protein
Rv2274c Hypothetical protein —
Rv2275 Hypothetical protein —
Rv2276 cypiat Cytochrome P450 121 CYP121
Rv2277¢ Hypothetical protein Metabolism: energy production and
conversion
Rv3017¢ esxQ ESAT-6 like protein
Rv3021c PPE47 —
Rv3135 PPES0 =
Rv3324c moaC3 Metabolism: coenzyme metabolism
RIVM 97-1289
Rv0552 Hypothetical protein —
Rvi519 Hypothetical protein —
Rv1520 Hypothetical protein Cellular processes: cell envelope
biogenesis, outer membrane
Rv2226 Hypothetical protein =
Rv2283 Hypothetical protein —_
Rv2284 lipM Probable esterase
Rv2285 Hypothetical protein —_
Rv2286¢ Hypothetical protein —
Rv2353c PPE39 o=
Rv3017c esxQ ESAT-6 like protein
Rv3019¢ esxR Secreted ESAT-6 like protein
Rv3021c PPE47 X
Rv3022c PPE48 - ¥
Rv3142¢ Hypothetical protein —_
Rv3516 echAf9 Metabolism: lipkl metabolism
Rv3517 Hypothetical protein —
Rv3737a (PPE)
RIVM 97-1389
Rv1524 Hypothetical protein Metabolism: carbohydrate transport and
metabolism
Rv152% wbb{2 Probable rhamnosyl transferase
Rv1526¢C Hypothetical protein Metabolism: carbohydrate transport and
metabolism
Rv1731 gabD1 Metabolism: energy production and
conversion
Rv2645 Hypothetical protein —
Rv2646 Hypothetical protein DNA replication, recombination and
repair
Rv2652¢ Hypothetical protein -
Rv2653c Hypothetical protein —
Rv2655¢ Hypothetical protein —
Rv2656¢ Hypothetical protein =
Rv2657c Hypothetical protein —
Rv2658c Hypothetical protein -
Rv2659¢ Hypothetical protein DNA replication, recombination and

repair
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Table 1 (continued)

M. tuberculosis Gene designation Possible function
ISOLAT Rv no.
Rv3017¢ esxQ ESAT-6 like protein
Rv301%¢ esxR Secreted ESAT-6 like protein
Rv3021c PPE47 —
Rv3135 PPESO —
Rv3651 Hypothetical protein —
DR-689
Rv0065 Hypothetical protein Possible maturase
Rv0071 Hypothetical protein Probable glutamine transport
transmembrane ABC transporter
Rv0072 Hypothetical protein Probable glutamine transport ATP binding
protein ABC transporter
Rv0073 Hypothetical protein Metabolism: Nucleotide transport and
metabolism
Rv1573 Hypothetical protein
Rv1574-Rv1584c Hypothetical protein This section is RD 3 -the phRV1 phage
(Rv1573-1586c)
Rv1585¢ Hypothetical protein DNA replication, recombination and
repair
Rv1586¢ Hypothetical protein Metabolism: carbohydrate transport and
metabolism
Rv1672¢ Hypothetical protein Metabalism: energy production and
conversion
Rv1758 cutt 2 .
Rv1760 Hypothetical protein -
Rvi761c Hypothetical protein =
Rvi762¢c Hypothetical protein -5
Rv1765¢ Hypothetical protein
Rv2434c Hypothetical protein Poorly characterized: function unknown
Rv2544 {ppB Possible conserved lipoprotein
Rv2816¢ Hypothetical protein Poorly characterized: function unknown
Rv2817c Hypothetical protein Poorly characterized: function unknown
Rv2818¢ Hypothetical protein —
Rv2819¢c Hypathetical protein Poorly characterized: function unknown
Rv2820c Hypathetical protein Poorly characterized: function unknown

Those in bold show common deletions shared by at least two of the clinical strains.

reported by Tsolaki et al. there were no relation-
ship among them, with the exception of DR-689,
which possesses a deletion pattern similar to strains
47, 55, 67, 69, 95 and 97 (Fig. 2). All these strains
have deletions of RD 105, 149, 150, 152, 181, and
207. All of them are Beijing strains although no
epidemiological association was known. In order to
corroborate these results, we checked these
deletions in series of Beijing strains from the
Dutch database,® including NLA 009501317,
NLAGC9600299, NLAOD9800636, NLAODOO17383, NLA
009500592, NLAQGQDQ17914, NLACDD016362, NLA
000017583, and NLADO9801500. The only strain
sharing all the same chromosomal deletions was
NLAOO9500592, which has an identical RFLP pattem
to DR-689.

Discussion

Phospholipases C are well-recognized virulence
factors of several microorganisms, including Clos-
tridium spp., Listeria monocytogenes, Pseudomo-
nas aeruginosa, etc. They act by either destroying
cellular tissues, as in Clostridium infections,'® or
by lysing the phagolyspsomal membranes and
reieasing intracellular microorganisms in the cyto-
plasm, as in the case of L. monocytogenes.” In
M. tuberculosis, there are several genes en-
coding phospholipase C-type enzymes: plcA, picB,
picC and picD.’ They are very similar, except
for picD. The latter is missing or interrupted in
many M. tuberculosis fsolates including H37Rv.
Reynaud et al. demonstrated the importance of
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Figure 2 Comparison of the RFLP patterns for the 156110
element of M. tuberculosis strains with similar detetion
patterns. Strains PM34 and PM41 paossess the deletions
RD105, RO149, RO15Z, RO181 and RDZ07 reported by
Tsolaki et al.” The rest of the strains have all these
deletions plus the lass of RD 150. The RFLP analysis of DR-
689 was made 1n our lab. The RFLP data of the other
strains were kindly donated by Dr. Peter Small and Dr,
Midouri Kato Maeda,

phospholipases in virulence by inactivating either
each individual ORF or all of them concurrently
and testing their virulence to mice.?' They ob-
served that triple or quadruple inactivated mutants
were impaired in their ability to multiply in the
lungs and spleen of infected animals, suggesting
their importance for the survival of M. tuber-
culosis in tissues. It has been observed that
the more genomic deletions in a clinical isolate
of M. tuberculosis the less cavitary disease is
observed in humans’; in that study some of the
deleted genes included the PLC genes. However, an
in vitro test of the virulence of these strains was
not performed.

The deletion of DNA fragments in M. tuberculosis
clinical isolates has been reported previously with
many of them being, associated to 156110 elements
transposition.***?* In this study, in all the cases,
an 156110 inserted in the plc region was observed in
the AplcA plcB-plcC isolates. As hypothesized
previously,'? it appears that deletions are produced
by a homolegous recombination mechanism since
no inverted repeats associated to the transposition
mechanism were observed in any case. In isolate
DR-689, the three genes were completely absent,
and in the rest of the isolates an incomplete copy of
picC was observed. In isolates RIVM 97-488 and
RIVM 97 1389, we observed the presence of DNA
sequences similar to MT2421 and MT2420 sequences
of M. tuberculosis CDC1551. MT2420 shows homol-
ogy to proteins of the ESAT-6 family and MT2421 is
95% identical to proteins of the QILSS family.”* Both
of them are deleted from H37Rv, and its presence
varies in other M. tuberculosis clinical jsolates.?
MT2420 and MT2421 have many ortholog genes in
M. tuberculosis H37Rv (Rv2346, Rv2347), M. tuber-
culosis CDC1551 (MT1066, MT1067, MT2411,
MT2412, MT1841, MT1842), M. bovis (Mbi1067,
Mb1066) and M. feprae (MI1181). More than
insertions, the presence of these sequences seem
to represent variation in gene arrangements among
the M. tuberculosis isolates as reported before by
Fleischmann et al.*

Although the transposition of 156110 elements is
supposed to occur randomly, there exist several
preferential sites, among them the phospholipase
genes.' These sequences seem to attract the
156110 elements and when two of them are
close enough, a homologous recombination may
occur as seen in the studied isolates. The mechan-
ism of attraction is not known, although repetitive
or palindromic sequences are probably {mpli-
cated. Other repetitive sequences such as those
encoding for PE and PPE proteins, have also
observed to be associated to deletions in the M.
tuberculosis genome,” which strengthens this hy-
pothesis, The role of 156110 transposition in the
modeling of the M. tuberculosis genome is still a
matter of study, although it could be important
since it seems to affect the expression of neighbor-
ing genes. 4

Tsolaki et al.> reported the analysis by micro-
array hybridization of 100 strains of M. tuberculosis
isolated from the San Francisco area, and observed
common deletion patterns that they called regions
of difference (RD). Companng the deletion pat-
terns presented by our strains to those, similar
deletion patterns were observed. A group of
strains, which presented the most regions deleted
including RD’s 105, 149, 150, 152, 181 and 207,
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were very similar in the IS6110-RFLP pattern to one
of our strains (DR-689). The only commonality was
that all of them belong to the Beijing family. The
Beijing family is a widespread group of M.
tubercutlosis which s gquite dominant in Asia and
other parts of the world.”> They share a similar
multibanded 1S6110 RFLP patterns as well as an
identical spoligotypye pattern.”® DR-689 shares
an almost identical RFLP pattermn with the San
Francisco isolates having all these deletions,
although they are not epidemiologically related.
It is possible that these strains have a common
ancestor that already presented this deletions
pattern and that they were acquired and trans-
mitted long time ago. These strains represent a
very well adapted group of bacteria since they
are very dominant in certain areas (up to 85%
in the Beijing area), and isolates with all these
deletions can represent the most adapted of all
them.

Free-living actinomycetes, a closety phylogeneti-
cally related group of bacteria to the Mycobacter-
ium genus, possess giant chromosomes of about
6-8 mega bases, as in the case of Strepto-
myces coelicolor.”® In contrast, M. tuberculosis
has a chromosome of 4.1 million bases. It appears
that when adapting to their hosts, the best
way for the microorganisms to survive is to loss
DNA material of non-essential genes, or even
essential genes whose products can be provided
by the host. This has been observed in Mycobacter-
jum leprae’” with a chromosome that has shrunk
to about 3.1 mega bases, 1 mega base smaller
than the M, tuberculosis.>* M. leprae has even lost
part of the genes encading for enzymes of the
Krebs cycle, which explains in part its inability to
grow in vitro. It is possible that adaptation of the
most successful M. tuberculosis strains to their
human host includes the loss of part of their
genome even at the expense of a decrease in their
virutence, although this theory deserves future
studies.
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Several techniques have been used to quantify the cytotoxicity produced by Mycobacterium
tuberculosis bacilli on cell monolayers; however, they are semi-quantitative or time consuming.
Herein, a method based on crystal violet (CV) uptake by THP-1 cell monotayers is described. This
colorimatric method quantifiea the cytotoxic effect ag a function of the number of remaining cells
after the infection with M, tubercuiasis. Since this micro-organiam is not stained by the dye, it
does not produce a background that affects absorbance readings. As determined by CV assay
(CVR), M. tuberculosis strain H37Rv destroyed 105 % of THP-1 cell monolayers at 24 h and
50.52 % at 72 h, while M. tuberculosis strains lacking the complete phospholipase C locus
produced a reduced cytotoxic effect. The damage estimated by microscopy corresponded to the
effect quantified by CVA. The results show that the use of CVA is a rapid, sensitive and reliable
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quantitative assay to measure the cytotoxicity of different M. tuberculosis strains,
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INTRODUCTION

Mycobacterium tuberculosis is a bacterial pathogen that
produces a detrimental effect on mammalian cell cultures.
This effect can be due to the induction of czll apoptosis or
necrosis leading to cell death. The phenotype is reported as
a cytotoxic or cytopathic effect (Castro-Garza et al, 2002;
Danelishvili er al, 2003; Dobos et al., 2000; McDonough &
Kress, 1995) and it can be roughly quantified by analysing
the aitered cell morphology (cell rounding and loss of
monolayer integrity) (Daniel et al, 2004; Fischer et al,
1996), setting up a scale to estimate the percentage of
rounded or detached cells (Read et al, 1974) or counting
the amount of degraded cells by electron microscopy
(McDonough & Kress, 1995). A more precise quantitative
assay, such 2s measuring lactate dehydrogenase (LDH)
release by using a celorimetric kit, has also been reported
(Danelishvili er al, 2003; Dobos et al, 2000). However,
most of the above experimental procedures are only semi-
quantitative or are time-consuming.

Abbreviations: CV, crystal wiolet; CVA, crystal violet assay; PLC,
phospholipase C: WST-1, 443-4{iodophenyf}-2-(4-mitrophenyl)-2H-5-
tetrazolio}- 1,3-benzene disutfonate.

There are other methods to quantify cytotoxicity; however,
they are not practical for use with M. tuberculosis infection
systems: exclusion or inclusion of vital dyes requires
direct handling of samples, the release of radiolabelled
substances increases the biosafety level, and the reduction
of coloured compounds such as 3-(4,5-dimethylthiazo]-2-
yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT), 4-[3-
4(iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-
benzene disulfonate (WST-1) and other tetrazolium salts
by bacteria (Franzblau et al, 1998; Gomez-Flores et al,
1995) as well as macrophages (Ferrari et al, 1990) in in
vitro infection models would produce a high background
and the results obtained would not be accurate.

Crystal violet (CV) is a triphenylmethane dye also known
as gentian violet. The most commonly used application for
this dye is as the primary stain in the Gram-staining
procedure. Gillies e al. (1986) used CV to quantify the cell
number in monolayer cultures as a function of the
absorbance of the dye taken up by the cells. This method
has been used with modifications for a wide number of
applications, most of them to determine cytotoxicity or cell
death produced by chemicals, drugs, or toxins fom
pathogens (Harhaji et al, 2004; Shaik et al, 2004;
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Rothman, 1986), and to determine cell viability {Thomas
et al, 2004) or cell proliferation (Zivadinovic et al, 2005)
under different conditions.

A unique characteristic of M. tuberculosis bacilli is their
outer lipid bilayer, which is the thickest biological
membrane known. Because of its hydrophobic nature,
the bacterial wall is not accessible to hydrophilic substances
such as CV, and M. tuberculosis cannot be stained with the
regular Gram-staining reagents, resulting in a remarkable
Gram-neutral (neither positive nor negative) or Gram-
ghost appearance of mycobacteria (Trifiro et al, 1990).
Therefore, the CV assay (CVA) becomes a very attractive
method to quantify mycobacterial cytotoxicity, because CV
will not react or be absorbed by the mycobacteria and any
change in absorbance reading is due solely to the difference
in the number of mammalian cells in a culture.

METHODS

Mycobacterial strains, culture and growth conditions. M.
tuberculosis clinical isolates DR-689, DR-448 and DR-1289 lacking
the picA-picB-picC phospholipase C (PLC) locus were used for the
present study. The extension of the deletions and the description of
the changes in the locus are described in a previous paper (Vera-
Cabrera et al, 2007). M. tuberculosis H37Rv was included as a positive
control for cytotoxicity. Stock cultures of mycobacterial strains were
prepared in Middlebrook 7H9 broth supplemented with oleic acid/
albumin/dextrose/catalase (OADC), grown to mid-logarithmic phase,
and stored at =70 °C until needed. Cell density for each stock culture
was determined in triplicate as ¢.f.u. using Middlebrook 7H10 agar.

Cell cultures. Human monocyte cell line THP-1 was mainlained in
RPMI 1640 medium (Gibco-BRL) supplemented with 10 % fetal
bovine serum (FBS; Gibco-BRL) and 1 mM sodium pyruvate
(Sigma). In order to transform the cells into macrophages, the cells
were subcultured four times without sodium pyruvate and then
seeded into 24-well microplates (Costar Corning) at a concentration
of 5% 10° cells per well in complete RPMI 1640 supplemented with
phorbol-12-miristate- 13-acetate (PMA; Calbiochem Biosciences) at a
concentration of 6.25 ng ml~*. Cell cultures were washed twice with
RPMI 1640 every 48 h for no longer than 4 days. Before infecting the
cell cultures, the number of viable cells per well was determined using
the WST-1 (Roche Molecular Biochemicals) reduction assay
(Ishiyama et al, 1993), plotting the Ay s obtained in a standard
curve of cell density. WST-1 is a tetrazolium salt that is cleaved by
viable cells into a coloured product that can be measured spectro-
photometrically. Ays values have a linear relationship with the
number of viable cells. The average cell density of three wells per plate
determined by WST-1 was used as the number of cells per well for
cach plate.

CVA. Control and infected cell cultures were fixed at the time points
indicated for each experiment in 10 % buffered formalin for 24 h at
4 °C. In all cases, the volume added to cach well of the different
solutions was 500 pl. Fixative solution was discarded and a 0.1 %
aqueous CV solution was added 10 each well The samples were
incubated at room temperature for 30 min with gentle shaking. The
plates were washed by submersion in Bowing tap water for 15 min.
Microplates were allowed to air dry and 0.2 % Tritan X-100 in water
was added to cach well and incubated for 30 min at room
temperature with gentle shaking to dissolve the dye. Then, 100 i
from each well was transferred into a fresh 96-well microplate and the
Asoa read in a microplate reader (EIA Microwell Reader i, Sigma).

Mycobacterial cytotoxicity assay. Before the beginning of the
experiment, bacteria were thawed at 37 °C, mixed vigorously using a
vortex, and diluted in tissue-culture medium to obtain the desired
density to infect the cells with an m.o.i. of 1: 10 (bacilli : cells).
Bacterial c.f.u. from infected cultures was determined at the beginning
and end of each experiment in 7H10 medium supplemented with
OADC.

Macrophage (THP-1 cell line) monolayers were infected in triplicate
with the M. tuberculosis strains tested. Infected cultures were
incubated at 37 °C and 5 % CO, for up to 72 h. Every 24 h, the
culture media from three wells from each strain and controls was
discarded and the cells fixed in 10 % bufTered formalin for at least 24 h
at 4 °C. A different microplate was used for each time point, to avoid
the effect of formaldehyde vapour on the rest of the cell culture. The
cytotoxic phenotype was observed qualitatively as disruption of the
confluent monolayers over time using a phase-contrast light inverted
microscope Axiovert 25 (Carl Zeiss),

The quantitative analysis of cytotoxicity on the stained cultures
infected with M. ruberculosis was based on the percentage of dead
cells, employing the following equation:

Percentage dead cells = ((control Agp—sample Agp)/control
Agoo) X 100

All experiments were repeated three times in triplicate.

RESULTS AND DISCUSSION

Aso readings were proportional to the number of cells per
well. Regression and correlation analysis of data (1.5 x 10*-
5% 10° cells per well) showed a slope value of 0.2019 with
an 7 value of 0.9465 (Fig. 1). This result confirms the
utility of CVA to determine viability or cell culture density,
as reported previously (Gillies et al., 1986).

In order to test a cytotoxic agent, we used Triton X-100,
which is an anionic detergent that dissolves the cell
membrane leading to cell death, and the effect depends
on the concentration used. Triton X-100 produces a clear

12 p /»{

Agoo
“m_
"
\\

04 p

No. cells per well (x10%)

Fig. 1. CVA in the THP-1 cell line. Bars show mean + S0 of three
independent experiments done in tnplicate. A row of an exper-
mental microtdre plate is shown in which the wells comespond to
the numbers of cells.
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Fig. 2. Cytotoxic effect of Triton X-100 on the THP-1 cell line.

and increasing cytotoxic effect starting at a concentration
of 0.05 % and reaching a maximum at 0.1 %, as measured
with the CVA (Fig. 2). Regression and correlation analysis
of data (three experiments each in triplicate) between 0.02
and 0.1 % Triton X-100 gave a slope value of 2821.5 and an
7 value of 0.9865.

To test the ability of the method to quantify the cytotoxicity
produced by M. tuberculosis, it was necessary that no
background was caused by staining of the bacteria. As
mentioned above, M., tuberculosis is not stained by CV and
we found this feature very useful for this model. THP-1 cell
monolayers were infected with a variable number of
mycobacteria with an m.o.i. up to 10 : 1 (bacteria : cell),
incubated for 6 h to allow the internalization of bacteria into
the cells, and then immediately subjected to the CVA before
any effect was produced by M. tuberculosis on the
monolayers. Absorbance readings for all the different
bacterial densities were very similar and no significant
differences were found by an ANOVA one-way analysis
(P<0.05). This result supports the use of the CVA to
quantify mycobacterial cytotoxicity, since no background
was produced by the mycobacteria. Accordingly, any change
in absorbance readings in infected monolayers would be
produced exclusively by M. tuberculosis cytotoxicity.

In order to compare the cytotoxicity of different M.
tuberculosis strains using the CVA, THP-1 cell monolayers
were infected with M. tuberculosis H37Rv strain and M.
tuberculosis clinical isolates DR-689, DR-448 and DR-1289

(all of them lacking the PLC locus). M. tuberculosis H37Rv
produced a cytotoxic effect on THP-1 cell monolayers that
was observed microscopically 24 h post-infection. After
72 h, it could be visually estimated that around 50 % of the
cell monolayer was destroyed (Fig. 3). On the other hand,
M. tuberculosis DR-689 and DR-1289 did not disrupt the
cell monolayer 72 h post-infection. Strain DR-448
produced cytotoxicity at 72 h as determined by CVA.
The CVA values obtained from these experiments are
shown in Table 1. All the strains infected the cell cultures,
as shown by the c.f.u. values for each strain determined at
the end of the experiment, which were: DR-689, 3.5 x 10%;
DR-448, 23x10% DR-1289, 2.2x10% and H37Rv,
3.7 x 10". The strain DR-689, with a yield of 3.5x 10*
c.fu., produced no effect on cell cultures, while H37Rv,
with a similar yield, had the highest cytotoxic effect. This
result shows that the cytotoxicity is not only due to the
intracellular growth but also the strain producing the
activity, We have previously reported similar results with
M. tuberculosis strains Erdman and CDC-1551, and
Mycobacterium bovis BCG (Castro-Garza et al, 1997).
Although the clinical isolates used in this work lacked the
PLC locus, they still had residual PLC activity (data not
shown). There is a fourth phospholipase gene (picD) in a
different region of the genome. In H37Ryv, the plcD gene is
truncated and interrupted by a copy of the 1S6110 insertion
sequence. Raynaud et al (2002) have demonstrated the
importance of phospholipases in virulence by inactivating
either each individual ORF or all of them concurrently and
testing for virulence to mice; however, phospholipases are
not the only mycobacterial product able to produce
cytotoxicity.

Recently, Takii ef al. (2005) have reported the use of CV to
test the pyrazinamide susceptibility of M. tuberculosis in a
fibroblast-based assay, in which the host-cell viability is
reflected by the state of the bacilli inside the host cells. In
this study, we demonstrated that the CVA can quantify the
cytotoxicity produced by M. tuberculosis in a THP-1 cell
monolayer. The ability of the CVA to measure this effect
with other mycobacterial species remains to be tested,
although a biofilm produced by Mycobacterium avium can
be stained with CV (Carter et al, 2003). Mycobacteria
other than M. tuberculosis, such as Mycobacterium ulcerans
and Mycobacterium marinum, are natural pathogens of
poikilothermic organisms (Trucksis et al, 2005), but
produce only localized skin infections in humans (Ranger
et al., 2006), while Mycobacterium abscessus is commonly
associated with contaminated traumatic skin wounds and

Fig. 3, Cytotoxicity of M. tuberculosis towards
THP-1 cells. Cell monolayers 72 h post-
infection are shown (x250). (s) Uninfected
colls, (b) M. tuberculosis H37Rv infected cells,
(c) M. tubercuiosis DR-889 infected cells. Bar,
200 pm.
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Table 1, Cytotoxicity of M. tuberculosis strains

Values show the precentage of dead cells, and represent the mean b
of three independent experiments done in triplicate.

Incubation M. ruberculosis strains
time

DR-689 DR-448 DR-1289 H37Rv
24 h 0 0 0 10.50 4 1.05
722h 1} 20.51+1.53 0 50.52 +6.32

with post-surgical soft-tissue infections (Petrini, 2006).
These mycobacterial species exhibit cytotoxicity towards
cell cultures or have a necrotic effect in their pathologies
(Torrado et al., 2007; Ranger et ak, 2006). it would be very
interesting to apply the CVA 1o measure and compare their
activities, either between species or among mutant strains
of a single species, such as the M. ulcerans mutant lacking
the mycolactone toxin, which has only been analysed by
altered cell morphology (Daniel et al, 2004).

The results of this work support the use of the CVA as a
rapid, sensitive and reliable quantitative assay to measure
the cytotoxicity of M. euberculosis and to compare
differences in activity between strains that could potentially
be related to virulence.
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