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The blind men and the elephant

It was six men of Indostan

To learning much inclined,

Who went to see the Elephant
(Though all of them were blind),
That each by observation

Might satisfy his mind.

The First approached the Elephant,
And happening to fall

Against his broad and sturdy side,
At once began to bawl:

“God bless me! but the Elephant

Is very like a wall!”

The Second, feeling of the tusk,
Cried: “Ho! what have we here

So very round and smooth and sharp?
To me ’tis mighty clear

This wonder of an Elephant

Is very like a spear!”

The Third approached the animal,
And, happening to take

The squirming trunk within his hands,
Thus boldly up and spake:

“I see,” quoth he, “the Elephant

Is very like a snake!”

The Fourth reached out his eager hand,
And felt about the knee.

“What most this wondrous beast is like
Is mighty plain,” quoth he;

“‘Tis clear enough the Elephant

Is very like a tree!”

The Fifth, who chanced to touch the ear,
Said: “E’en the blindest man

Can tell what this resembles most;
Deny the fact who can,

This marvel of an Elephant

")

Is very like a fan

The Sixth no sooner had begun
About the beast to grope,

Than, seizing on the swinging tail
That fell within his scope,

“I see,” quoth he, “the Elephant

Is very like a rope!”

And so these men of Indostan
Disputed loud and long,

Each in his own opinion

Exceeding stiff and strong,

Though each was partly in the right

And all were in the wrong!

Moral

So oft in theologic wars,
The disputants, I ween,

Rail on in utter ignorance,
Of what each other mean,
And prate about an Elephant

Not one of them has seen!

American poet John Godfrey Saxe
(1816-1887), based on an Indian fable
(Riley, W. R., 2006)
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Resumen

Resumen

Actualmente se estima que 2 mil millones de personas estan infectadas por
Mycobacterium tuberculosis, el agente causal de la tuberculosis, una enfermedad que
afecta anualmente a 14 millones de personas causando la muerte a casi 2 millones de
ellas. Las principales causas que han dado lugar a la reemergencia de la tuberculosis son
la coinfeccion con el VIH, la aparicion de cepas de M. tuberculosis resistentes y
multirresistentes, y la baja eficacia de la actual vacuna. Esta situacion requiere pues, la
identificacion de nuevos factores de virulencia de M. tuberculosis que puedan utilizarse

como dianas terapéuticas o en la obtencidon de una vacuna mas eficaz.

En este sentido en nuestro laboratorio, en colaboracion con otros grupos, nos
centramos en el estudio de la tincidon con rojo neutro, una reaccidén citoquimica
relacionada con la virulencia del bacilo de la tuberculosis, ya que permite diferenciar las
cepas virulentas de las avirulentas y de la mayoria de las micobacterias ambientales. A
pesar de que desde los anos 1960 se habia atribuido este comportamiento al sulfolipido,
un componente de la envuelta celular de M. tuberculosis, trabajos recientes, como la
tincidon positiva de cepas deficientes en este lipido, han refutado esta relacion. Asi
mismo, mediante la complementacion heter6loga de M. smegmatis, una micobacteria
saprofita rojo neutro negativa, se identificd el gen de M. tuberculosis Rv0577 como el
unico necesario para conferir el caracter rojo neutro positivo a M. smegmatis. Este gen,
que codifica una proteina de funcion desconocida, forma una unidad transcripcional con
el gen Rv0576, un probable regulador transcripcional que podria estar también

relacionado con la tincion.

Siguiendo esta misma linea, el principal objetivo de este trabajo ha sido analizar
la posible implicacion de los genes Rv0576-Rv0577 en la tincion con rojo neutro y en la
virulencia de M. tuberculosis. Para ello, por una parte se estudid la funcion de la
proteina Rv0576 mediante fusiones transcripcionales y el andlisis de la expresion génica
con microchips de DNA. De este modo se comprob6d que el gen Rv0576 codifica,
efectivamente, un regulador transcripcional que reprime la expresion del operén
Rv0576-Rv0577, no detectandose otros genes regulados. Por otra parte, se obtuvieron y
caracterizaron los mutantes de M. tuberculosis en los genes Rv0576 y Rv0577. Ambos
mutantes mostraron unos fenotipos similares: eran rojo neutro negativos, presentaban

una morfologia colonial alterada, carecian de dimicocerosatos de ftiocerol (PDIM, unos

X



Resumen

lipidos de la envuelta celular), y eran altamente atenuados en ratones
inmunodepremidos e inmunocompetentes, induciendo una débil respuesta inmune y una
menor patologia. Sin embargo, los posteriores estudios de complementacion pusieron de
manifiesto que estos fenotipos no estan relacionados con las deleciones de los genes
Rv0576 y Rv0577, si no que serian debidos a otras mutaciones producidas durante el
proceso de obtencion de los mutantes. Estos resultados y la construccion de nuevos
mutantes en estos genes permiten descartar cualquier relacion de los genes Rv0576-
Rv0577 con la tincion con rojo neutro y, muy probablemente, con la virulencia de

M. tuberculosis.

Asi mismo, el analisis de clones individuales de M. tuberculosis H37Rv ha
permitido demostrar que esta bacteria, in vitro, forma poblaciones heterogéneas en
cuanto a la tincion con rojo neutro y a la sintesis de PDIM. El fenotipo rojo neutro de la
cepa salvaje se restablece con cierta frecuencia en los mutantes rojo neutro negativos,
manteniendo una poblacidon mayoritariamente rojo neutro positiva. Mientras que no se
ha observado la reversion de mutantes en la sintesis de PDIM, lo que contribuiria a la
acumulacion de estos mutantes hasta convertirse en la poblacion mayoritaria con los
sucesivos cultivos de la cepa in vitro. Estas observaciones, y la relacion de la tincion
con rojo neutro y de los PDIM con la virulencia de M. tuberculosis, ponen de manifiesto
la necesidad de comprobar estos fenotipos antes de realizar el andlisis de la virulencia

de una determinada cepa o mutante de M. tuberculosis.
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2D-CCF Cromatografia en capa fina bidimensional

BCG Bacilo de Calmette y Guérin

BSA Bovine Serum Albumine: albtimina sérica bovina

CCF Cromatografia en Capa Fina

DAT Diaciltrealosa

DOTS Directly Observed Therapy, Short-Course: terapia de corta duracion
observada directamente

dsDNA double stranded DNA: DNA de doble cadena

GC Guanina y Citosina

GTC Guanidina Tiocianato

HPRT Hipoxantina Fosforibosil Transferasa

Hyg Higromicina

IFN- vy Interferon-y

IL Interleucina
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1. Introduccion

1.1. Historia y epidemiologia de la tuberculosis
1.1.1. De la prehistoria a Robert Koch

La tuberculosis es una enfermedad que ha afectado a la poblacion humana desde
la antigliedad. Existen abundantes evidencias arqueologicas que muestran que la
tuberculosis era una enfermedad importante ya en el Egipto Predinéstico de hace mas de
5500 anos. Estos indicios se han visto confirmados mediante estudios de DNA fosil que
muestran ademas que la tuberculosis estuvo ampliamente presente en el antiguo Egipto

desde el 3500 hasta el 500 a.C. (Zink et al., 2003).

En Europa los primeros casos descritos de espondilitis (inflamacién vertebral)
tuberculosa datan del neolitico medio (4000 a.C.) en Italia (Formicola et al., 1987,
Canci et al., 1996), Alemania y Dinamarca (2500-1500 a.C.) (Aufderheide y Rodriguez-
Martin, 1998). El ejemplo mas antiguo hallado en Inglaterra procede del periodo medio
de la Edad de Hierro, hace aproximadamente 2200 afios, y ha sido uno de los pocos en

ser confirmados mediante el estudio de DNA fosil (Taylor et al., 2005).

En América, los estudios paleopatoldgicos y paleomicrobiolégicos han
demostrado la existencia de la tuberculosis desde hace al menos 2000 afios y, por lo
tanto, mucho antes del contacto con Europa (Gomez i Prat y Mendonga de Souza,
2003). Actualmente, la hipdtesis mas aceptada es que la tuberculosis habria llegado a
América con las migraciones, humanas o animales, que desde Asia cruzaron el puente
de Beringia hace 10 000 6 20 000 afios (Daniel, T. M., 2000; Rothschild et al., 2001).
La tuberculosis habria persistido en algunos de los pequefios grupos nomadas dispersos
por América, en niveles endémicos bajos, para posteriormente alcanzar niveles
epidémicos con el establecimiento de comunidades sedentarias densamente pobladas
(Daniel, T. M., 2000; Gomez i Prat y Mendonga de Souza, 2003). Factores como la
diferente patogenia de las cepas europeas, o los determinantes socio-culturales
explicarian el terrible impacto de la tuberculosis entre los Indios Americanos a pesar de

la antigiiedad de la tuberculosis en el continente.

Existen también numerosos registros a lo largo de la historia que describen
manifestaciones y sintomatologias atribuibles a la tuberculosis. En los textos médicos

cuneiformes de Babilonia aparecen descripciones de la tuberculosis pulmonar y de la
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meningitis tuberculosa (Wilson, J. V. K., 1996). Asi mismo, en la literatura hinda
(2000-1500 a.C) y China (2700 a.C.) aparecen varias referencias sobre los sintomas y
caracteristicas de la enfermedad (Aufderheide y Rodriguez-Martin, 1998).

Hipocrates (400 a.C.) realizo la primera descripcion detallada de la tuberculosis,
a la que se refirido bajo el término tisis, del griego consumirse. La destacé como la
enfermedad mas importante del momento y la tnica fatal en la mayoria de personas. Si
bien relacion6 su aparicion y evolucion con causas externas como el clima, indicaba que
su origen era hereditario (The Internet Classics Archives,
http://classics.mit.edu/index.html). Fue Aristoteles (350 a.C.) quien primero apunt6 a la
naturaleza contagiosa de la enfermedad, opinion mantenida también por Galeno (131-
201 d.C.), uno de los médicos mas importantes de la época romana, que introdujo
algunos tratamientos. Durante los siguientes 1400 afios no se avanz6 en el conocimiento
de la tuberculosis. La tnica causa posible de la afliccion era la intervencidon divina vy,
puesto que a los reyes franceses e ingleses se les atribuia propiedades curativas, el
tratamiento mas deseado para curar el “Mal de los Reyes” era ser tocados por los
soberanos (Bloom y Murray, 1992). Se describié como “lupus vulgaris” la tuberculosis

cutanea, y como escrofula la inflamacion de los ganglios linfaticos del cuello.

La gran epidemia europea que se denomind la “Peste Blanca” se inicio
probablemente en el s. XVII y continu6 durante los siguientes 200 afios (Ruggiero, D.,
2000). En Londres, en 1651, la tuberculosis era responsable de un 20 % del total de
muertes, causando el fallecimiento de un 1 % de la poblacion inglesa a finales del
s. XVIII (Bloom y Murray, 1992). En Paris, las autopsias practicadas a principios del
s. XIX indican que la tuberculosis era la responsable de una tercera parte de las muertes.
Y, en Estados Unidos, desde la revolucion americana hasta el s. XIX la tuberculosis

causo un 20-25 % del total de muertes.

Durante este periodo se realizaron numerosos estudios anatémico-patologicos
iniciados por Sylvus quien, en 1679, describi6 los ndédulos pulmonares como tubérculos
observando su evolucion a cavidades (Bloom y Murray, 1992). Estos trabajos
permitieron un conocimiento mas detallado de la enfermedad, sin embargo, no existia
un consenso en cuanto a asociar las diferentes manifestaciones patoldgicas a la
tuberculosis, ni en cuanto a su origen contagioso. Si bien en 1546, G. Fracastoro incluyo
la tisis en un trabajo sobre el contagio, la primera especulacioén creible del caracter

infeccioso de la tuberculosis la realizd Benjamin Marten quien, en 1722, afirm6 que la
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causa de la tuberculosis eran pequefios animalculos o sus semillas que se transmitian a
través de la respiracion de los enfermos (Bloom y Murray, 1992). En 1819, René
Laénnec resumid y simplifico el conocimiento que se tenia hasta el momento de la

tuberculosis, y reconoci6 la unidad de todas las manifestaciones de la enfermedad.

La demostracion formal de la naturaleza contagiosa de la tuberculosis la realizo
Jean-Antoine Villemin (1865) inoculando pus y fluidos de lesiones humanas y bovinas
a conejos, que desarrollaban la enfermedad (Murray, J. F., 2004). Este hallazgo no fue
reconocido por sus contemporaneos hasta que Cohnheim y Salomonsen consiguieron
reproducir los experimentos contribuyendo a establecer el caracter infeccioso de la
tuberculosis. Sin embargo, ninguno de ellos habia sido capaz de aislar o visualizar el
agente causal hasta que, en 1882, Robert Koch asombré al mundo presentando el bacilo
de la tuberculosis como el agente etioldgico de esta enfermedad. Para ello sigui6 lo que
hasta nuestros dias se ha conocido como los postulados de Henle-Koch: observo y aislo
el bacilo de lesiones tuberculosas, lo cultivo in vitro y lo inocul6 en animales, probando
que se desarrollaba la misma enfermedad y que de las lesiones recuperaba de nuevo el

bacilo de la tuberculosis (Murray, J. F., 2004).
1.1.2. El declive de la tuberculosis: 1850-1980

Ya mucho antes de demostrarse la naturaleza infecciosa de la tuberculosis su
incidencia habia empezado a disminuir en Europa y América gracias, probablemente, a
las mejoras en las condiciones de vida y nutricion. Esta tendencia se mantendria hasta
los afios 1980, viéndose solo alterada por las dos guerras mundiales. A las mejoras
socioeconomicas hay que anadirle el mayor conocimiento de la enfermedad, que
permitié una mejora en el diagndstico, y la aceptacion de su naturaleza infecciosa que

iniciod los programas de control de la tuberculosis.

La falta de un tratamiento efectivo impulsé a Hermann Brehmer, en 1854, a
establecer el primer sanatorio en Europa, ya que creia en los beneficios del ejercicio y la
altitud para curar la tuberculosis (Ruggiero, D., 2000). Posteriormente, Edward
Livingston Trudeau basdndose en su propia recuperacion, fund6 el primer sanatorio en
Estados Unidos en 1884. El numero de sanatorios aumentd espectacularmente en
Europa y América y, a partir de los afos 1910, se implantaron los tratamientos
quirargicos, como el neumotorax artificial (Ruggiero, D., 2000). Si bien hoy en dia

sabemos de la escasa eficacia de los sanatorios en cuanto al tratamiento de la
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tuberculosis, también es preciso reconocer que, como minimo, lograban aislar a los

pacientes evitando la transmision de la enfermedad.

Los primeros intentos de encontrar una cura efectiva para la tuberculosis los
realiz6 el propio Robert Koch quien, en 1890, anuncié que un extracto del bacilo de la
tuberculosis, al que denomind tuberculina, tenia propiedades terapéuticas (Kaufmann, S.
H. E., 2003). Esta conclusion fue rdpidamente desmentida por ensayos que mostraron la
falta de eficacia del tratamiento y la existencia, en algunos casos, de reacciones
secundarias severas. El mismo R. Koch pronto se dio cuenta, sin embargo, del potencial
diagnéstico del extracto, opinidbn mantenida también por sus contemporaneos v,
efectivamente, la version moderna de la tuberculina se utiliza todavia hoy en dia para el
diagnostico de la infeccion (Kaufmann, S. H. E., 2003). Otro avance importante para el
diagnoéstico y seguimiento de la tuberculosis fue el descubrimiento de los rayos X por
W. K. von Roentgen en 1895, que tendrian rapidamente una implantacién masiva

(Ruggiero, D., 2000).

En 1908, Albert Calmette y Camille Guérin, con la intencion de evitar la
agregacion celular de las micobacterias, cultivaron el bacilo de la tuberculosis bovino,
Mycobacterium bovis, en un medio que contenia bilis de buey. Tras 39 pases observaron
la aparicidon de una variante morfologica que resulto ser avirulenta y que protegia de la
infeccion por M. tuberculosis en animales (Bloom y Murray, 1992). Esta variante, que
se denomind bacilo de Calmette y Guérin (BCG), se utiliz6 tras 231 pases en ensayos
clinicos (1921-1927) que mostraron que protegia de la tuberculosis en nifios. Durante
los afios 1930 se realizaron diversos ensayos que probaron la seguridad de la vacuna
administrada intradérmicamente, extendiéndose su uso de forma masiva tras la Segunda
Guerra Mundial (Andersen y Doherty, 2005). Hoy en dia, la BCG es todavia la vacuna
mas ampliamente utilizada a nivel mundial aunque, como se comentara mas adelante, su

eficacia es motivo de controversia (ver apartado 1.5.1).

Finalmente, en medio de la Segunda Guerra Mundial, lleg6 el triunfo mas
importante sobre la tuberculosis: la quimioterapia. Ya hacia afios que se usaban la
penicilina y las sulfonamidas para el tratamiento de otras enfermedades infecciosas,
pero estos antibioticos no presentaban actividad frente a M. tuberculosis. Hubo que
esperar hasta 1943 para que Schatz y Walkman probaran que la estreptomicina, aislada
de Streptomyces griseus, inhibia el crecimiento de M. tuberculosis. Inmediatamente se

realizaron pruebas en cobayas y en 1944 se administré por primera vez a una paciente
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que se hallaba en estado critico y que se curd de forma sorprendente (Daniel, T. M.,
2005). Los tratamientos generalizados se iniciaron en 1947 y en unos pocos meses se
detectaron los primeros mutantes resistentes a la estreptomicina. Por suerte, casi de
forma simultanea, Jorgen Lehman describid el acido p-aminosalicilico y, en 1952, los
laboratorios Squibb, Roche y Bayer informaron sobre la eficacia de la isoniazida,
aislada ya en 1912. Estos descubrimientos fueron muy importantes porque permitieron
establecer una terapia multiple eficaz contra las cepas resistentes a alguno de los
antibidticos. Posteriormente, se introdujeron el resto de antibidticos usados hoy en dia
para el tratamiento de la tuberculosis: cicloserina (1955), kanamicina (1957),
rifampicina (1965), etionamida (1966), etambutol (1968) y pirazinamida (1970).
Finalmente en los afios 1970, tras varios estudios y ensayos clinicos realizados por el
British Medical Research Council, se implanté la actual terapia de corta duracion
(Duncan, K., 2003)

El establecimiento de la quimioterapia hizo que muchos sanatorios cerraran y
que otros modificaran su enfoque terapéutico. El continuo declive de la morbilidad de la
tuberculosis hizo que se perdiera el interés por esta enfermedad, deteniéndose los
programas de control de la tuberculosis y cerrandose los centros y unidades de
tuberculosis incluyendo los del British Medical Research Council y los de la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS).

1.1.3. La reemergencia de la tuberculosis

A pesar del optimismo generalizado en los paises desarrollados, que creian que
la vacunacidon masiva y la quimioterapia permitirian eliminar la tuberculosis, en 1984 el
nimero de casos notificados en EEUU no disminuy6 al mismo ritmo que en afios
anteriores, y rapidamente se invirtio la tendencia incrementandose cada afio el namero
de notificaciones (Raviglione, M. C., 2003). Esto hizo saltar la alarma a nivel mundial,
observandose que se estaba produciendo también un estancamiento en el descenso de
notificaciones en muchos paises europeos y un incremento en otros, principalmente en
la Europa del Este. En los paises en vias de desarrollo las primeras estimaciones,
realizadas a principios de los 1990, mostraron que las notificaciones de tuberculosis se
habian doblado o incluso triplicado en algunos paises africanos en tan solo 10 afos. A
nivel mundial, la OMS estim6 que en 1990 se habian producido 8 millones de nuevos

casos de tuberculosis y 2,9 millones de muertes, de las cuales el 95% ocurrian en los
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paises subdesarrollados (Raviglione, M. C., 2003). Esta situacion obligd a la OMS, en

1993, a declarar la tuberculosis una emergencia de salud publica global.

Sin duda la epidemia del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) fue
la principal causa de la reemergencia de la tuberculosis. El estado inmunodeprimido de
los individuos infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) da lugar a
un aumento tanto en la probabilidad de desarrollar tuberculosis en caso de infeccion,
como en la mortalidad asociada a la enfermedad, produciendo un fatal efecto en la

morbilidad de la tuberculosis (Godfrey-Faussett y Ayles, 2003).

Asi mismo, los primeros estudios fiables realizados a mediados de los 1990
pusieron de manifiesto el problema de las cepas de M. tuberculosis resistentes y
multirresistentes a farmacos (MDR-TB, Multidrug Resistant-Tuberculosis) (Espinal, M.
A., 2003). Esta circunstancia dificulta el tratamiento de la tuberculosis, aumentando el

periodo contagioso y la mortalidad asociada a la enfermedad.

Ademas, la situacién global de la tuberculosis ponia en evidencia la falta de

eficacia de la vacuna BCG, de aplicacion generalizada durante muchos afios.

Estos factores, importantes en la reemergencia de la tuberculosis, hay que
enmarcarlos en un contexto social en el que el incremento de la inmigracion y de la
pobreza en las grandes ciudades favorecid un aumento en la transmision y el desarrollo
de la enfermedad. Aun asi, estos determinantes no habrian tenido un efecto tan
importante de haber existido unos programas de control de la tuberculosis adecuados, a
nivel local y sobre todo global. Como consecuencia de este fallo en los sistemas de
control muchos casos de tuberculosis no se diagnosticaban y, de los diagnosticados,
muchos no recibian un tratamiento adecuado produciéndose reactivaciones y la
aparicion de cepas resistentes y MDR-TB. El resultado final fue el incremento en la
transmision, y por lo tanto en la incidencia de la tuberculosis, y en la mortalidad

asociada a la enfermedad (Bloom y Murray, 1992).

La respuesta a esta preocupante situacion se inicié en los afios 1994-1995 con la
implementacion de la estrategia conocida como DOTS (Directly Observed Therapy,
Short-Course, terapia de corta duracion observada directamente). Esta estrategia consta
de 5 elementos encaminados a incrementar la deteccion de nuevos casos; implementar
una terapia estandardizada y controlada que permita aumentar la tasa de curacion;

garantizar un sistema de suministro de antibidticos; y hacer un seguimiento
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documentado de todos los casos, que permita conocer la situacion de la enfermedad y el
resultado de los tratamientos (Raviglione, M. C., 2003). En el afio 1999, se establecio la
estrategia conocida como “DOTS-Plus” para estudiar la viabilidad de proyectos para
controlar las MDR-TB en paises pobres en recursos. Y también se impulsaron
programas para coordinar el control de la tuberculosis con el del SIDA (Raviglione, M.

C.,2003).

Estos esfuerzos estdn empezando a dar sus primeros resultados. Aunque
globalmente la incidencia de la tuberculosis sigue creciendo, la tasa de incremento se ha
ido reduciendo siendo de s6lo un 0,6% en 2004 (WHO, 2006a). Esta tendencia refleja el
impacto que ha tenido la implantacién de la DOTS aplicada ya en 182 paises en 2005,
cubriendo un 77% de la poblacién mundial (Sharma y Liu, 2006). A pesar de estas
mejoras, en 2004 se estim6 que se habian producido 8,9 millones de nuevos casos y que
la tuberculosis habia causado 1,7 millones de muertes a nivel mundial (WHO, 2006a).
Por lo tanto, es preciso todavia un gran esfuerzo para controlar la enfermedad, sobre
todo en la region africana y en la Europa del Este, principales responsables del
incremento en la incidencia global de la tuberculosis. En 2006, la OMS ha lanzado la
nueva Stop TB Strategy que, basandose en la DOTS, pretende ademas reforzar los
sistemas sanitarios, mejorando los servicios y aumentando los recursos humanos, asi
como prestar una atencion especial a la coinfeccion con el VIH y a las cepas MDR-TB,
y promover la investigacion para el desarrollo de nuevos farmacos, pruebas de

diagnosticos y vacunas (WHO, 2006a).
1.2. Infeccion y enfermedad

Aunque una tercera parte de la poblacion mundial estd infectada por
M. tuberculosis (WHO, 2006a), s6lo en un 5% 6 10% de los casos se desarrolla la
enfermedad, ya sea en el primer o segundo afio tras la infeccion (tuberculosis primaria)
o por reactivacion de la infeccion a lo largo de la vida (tuberculosis posprimaria) (Fig.

1.1). En el resto de casos la infeccion permanece latente toda la vida.

Cuando se desarrolla tuberculosis activa, la localizacion de la enfermedad, la
severidad, y el desenlace son muy variables. En un 85% de los casos la tuberculosis se
limita a los pulmones, con manifestaciones que pueden variar desde una infiltracion
leve hasta enfermedad severa, destructiva y cronica (Hopewell y Jasmer, 2005).

Mientras que, en aproximadamente un 15% de los casos, la tuberculosis es
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extrapulmonar pudiéndose desarrollar en cualquier parte del cuerpo. Las formas
extrapulmonares mas frecuentes son la linfatica y pleural, seguidas de la genitourinaria,
y la miliar, una de las formas mds graves caracterizada por la diseminacion hematdgena

de grandes cantidades de bacterias por todo el cuerpo (Hopewell y Jasmer, 2005).

Este cuadro difiere mucho en las personas coinfectadas con el VIH, ya que su
estado inmunodeprimido supone un aumento tanto en la probabilidad de desarrollar una
tuberculosis activa en los casos de nueva infeccion, como en la tasa de reactivacion de
infecciones latentes (Godfrey-Faussett y Ayles, 2003). Asi, si el riesgo de que una
persona inmunocompetente desarrolle tuberculosis activa durante su vida es del 5% al
10%, en el caso de una persona coinfectada con el VIH el riesgo anual puede exceder el
10%. La mortalidad por tuberculosis es también mads alta en los individuos VIH-
positivos ya que en muchos casos se producen tuberculosis extrapulmonares de mas

dificil diagnostico y peor prondstico.

Las diferentes manifestaciones de la infeccion por M. tuberculosis reflejan el
balance entre el bacilo y la respuesta inmune del huésped siendo esta ultima
determinante en el desenlace de la infeccion. Ademas del diferente grado y tipo de
patogenia de la cepa de M. tuberculosis, existen varios factores de riesgo del huésped
que favorecen el desarrollo de la enfermedad como la malnutricién, el alcoholismo,
tratamientos inmunosupresores o la edad. También se han identificado algunos
desoérdenes genéticos que predisponen a la tuberculosis como alteraciones en las vias de
sefializacion del interferon-y (IFN- y) o la interleucina 12 (IL-12), polimorfismos en el

gen NRAMPL, o mutaciones en el receptor de la vitamina D (Fernando y Britton, 2006).

La infeccion ocurre por inhalacion de particulas con M. tuberculosis producidas
por un enfermo con tuberculosis activa al toser, hablar o estornudar (Fig. 1.1). Se estima
que son suficientes entre 1 y 10 bacilos para producir la infeccion (Bloom y Murray,
1992). Los bacilos que logran llegar a los alvéolos son fagocitados por los macrofagos
residentes y por las células dendriticas. En la mayoria de personas expuestas a
M. tuberculosis la inmunidad innata es capaz de evitar la infeccion (Flynn, J. L., 2004).
Sin embargo, en muchos casos, los macrofagos alveolares, los monocitos reclutados de
la corriente sanguinea y las células dendriticas son incapaces de contener la infeccion.
M. tuberculosis sobrevive y se multiplica en el interior de estas células, diseminandose a
los ndédulos linfaticos pulmonares y, eventualmente, a otras localizaciones (Fig. 1.1).

Esto expone al sistema inmune a cantidades crecientes de antigenos micobacterianos
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Figura 1.1 Curso de la infeccion por M. tuberculosis. Adaptado de Sharma, S. K, 2005, y Eddine et
al., 2006.

desarrolldndose la respuesta inmune adquirida. La manifestacion patologica de esta
respuesta son los granulomas, agregados de células inmunes que rodean el foco de

infeccion y que se pueden desarrollar en cualquier tejido infectado (Cosma et al., 2003).

Inicialmente los granulomas estan formados por macrofagos infectados,
fagocitos mononucleares inmaduros y linfocitos efectores que activan los macrofagos e
intervienen también en la eliminacion de las bacterias y de las células infectadas (Zahrt,
T. C., 2003). Posteriormente, los macrofagos se diferencian en células epitelioides y se
fusionan formando células gigantes multinucleadas. En algunos granulomas se

constituye ademdas un d4rea necrdtica central (caseificacion) que contiene restos
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acelulares y, en ocasiones, bacterias extracelulares. Finalmente, los granulomas pueden
evolucionar mediante fibrosis y calcificacion del tejido adyacente, en lesiones que rara

vez contienen bacilos viables.

En la mayoria de los casos estas estructuras consiguen controlar el crecimiento
del bacilo y evitar su diseminacion. Aun asi, el hecho de que se pueda producir una
reactivacion muestra que el sistema inmune es incapaz de erradicar la infeccion. La
localizacion y el estado metabdlico del bacilo en las personas con infeccion latente no
estan del todo claros (Orme, I., 2001). El microorganismo podria encontrarse en un
estado durmiente no replicativo, o replicaindose activamente pero siendo eliminado por
la respuesta inmune, o metabolicamente alterado con ciclos replicativos limitados o

infrecuentes (Flynn y Chan, 2001).

En aquellos individuos en que se desarrolla tuberculosis activa, ya sea primaria o
posprimaria, la inmunidad celular es incapaz de contener la multiplicacion del bacilo
que infecta nuevos macréfagos e invade el parénquima circundante, produciéndose la
destruccion tisular como consecuencia de la respuesta inflamatoria (Fig. 1.1). La
diseminacion puede ocurrir pronto tras la infeccion, por via linfatica o hematoégena, o
bien por licuefaccion y rotura del granuloma vaciandose el contenido en el interior de
vasos sanguineos (diseminacion hematogena). Si la cavitacion del granuloma se
produce en el interior de los bronquios (diseminacion broncégena), el bacilo se puede

transmitir a otros individuos mediante los aerosoles producidos por el enfermo.
1.3. Diagndstico
1.3.1. Infeccion latente

El caracter cronico de la infeccion por M. tuberculosis supone un enorme
reservorio de posibles enfermos futuros. Por ello, el diagndstico y tratamiento de la
infeccion son un punto clave en la estrategia de control de la tuberculosis, especialmente

en los casos de contagio reciente y en los grupos de riesgo (nifios, VIH-positivos, etc.).

Hasta hace poco, la inica herramienta de que se disponia para la deteccion de la
infeccion latente era la prueba cutdnea de la tuberculina, en la que se mide la respuesta
de hipersensibilidad retardada frente a la PPD (Purified Protein Derivative: derivado
proteico purificado), una version moderna de la tuberculina de R. Koch. El didmetro de

la induracion formada en el lugar de aplicacion sirve para estimar la probabilidad de
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infeccion, que depende de los factores de riesgo del individuo y de su estado

inmunologico.

Los muchos afos de experiencia han mostrado la utilidad clinica de la prueba de
la tuberculina en la prediccion del desarrollo de tuberculosis activa. Pero también han
puesto de manifiesto sus limitaciones en cuanto a la baja sensibilidad en personas
inmunodeprimidas y en nifos, la inespecificidad frente a M. bovis BCG y otras
micobacterias por reaccion cruzada de antigenos, la falta de reproducibilidad y la
inestabilidad de la reaccion en el tiempo (Whalen, C. C., 2005). Aun asi, el bajo coste y
la independencia de un laboratorio han hecho que esta prueba haya sido ampliamente
utilizada y que se mantenga atn como la principal herramienta de diagnostico de la
infeccion latente. Actualmente, se estan llevando a cabo investigaciones para identificar
nuevos antigenos que, solos o en combinacidn, puedan utilizarse en una prueba cutanea

con sensibilidad y especificidad mejoradas (Laal y Skeiky, 2005).

Como alternativa a la prueba de la tuberculina, se ha desarrollado una nueva
generacion de pruebas de diagndstico que se basan en la produccion de IFN-y por parte
de las células T en respuesta a antigenos de M. tuberculosis. Inicialmente, se usé6 como
antigeno la PPD pero, actualmente, se utilizan antigenos mas especificos de
M. tuberculosis, lo que permite obviar los problemas de especificidad de la prueba de la
tuberculina, con una sensibilidad comparable y prometedora en individuos
inmunodeprimidos (Pai et al., 2006a). Otras ventajas de este tipo de pruebas son la
objetividad en la obtencion del resultado, la rapidez, que se requiere una Unica visita del
paciente, y la posibilidad de repetir el ensayo sin que se produzca efecto recuerdo.
Actualmente se estan realizando investigaciones para mejorar la sensibilidad mediante
la incorporacioén de nuevos antigenos, y para reducir el coste y mejorar el formato para

su uso en paises con pocos recursos (Pai et al., 2006a).
1.3.2. Tuberculosis activa

El principal obstaculo en el control de la tuberculosis sigue siendo la deteccion
de los nuevos casos para poder iniciar rapidamente el tratamiento. Este problema,
especialmente importante en los paises en vias de desarrollo, se debe tanto a causas
socioecondomicas que impiden el adecuado establecimiento de las técnicas de
diagnostico y el acceso de los enfermos a los sistemas de salud, como a la falta de

técnicas de diagnostico asequibles, rapidas y precisas.

11



Introduccion

La diversidad en las manifestaciones clinicas de la tuberculosis se traduce
también en una gran variedad de sintomas, a menudo sistémicos e inespecificos, que
dificultan mucho el diagnédstico clinico. Los sintomas generales incluyen debilidad,
anorexia, pérdida de peso, malestar y fiebre; pudiéndose producir otros en funcion del
organo involucrado (Hopewell y Jasmer, 2005). Aunque en muchos casos se observan
alteraciones mediante radiografia o tomografia, a menudo no son especificas de la

tuberculosis por lo que se requiere detectar el bacilo para confirmar el diagnostico.

En los paises desarrollados, los pasos que se siguen en el diagnostico de
laboratorio de la tuberculosis son: examen microscopico, cultivo, identificacion de
M. tuberculosis y analisis de la susceptibilidad a los farmacos (Heifets y Desmond,
2005). Sin embargo, en los paises en vias de desarrollo el diagnostico de laboratorio se
limita, en los casos en que exista, al examen microscopico de frotis de esputo. La
importancia del examen microscopico radica en que permite identificar los casos mas
contagiosos, ya que solo aquellos pacientes con tuberculosis pulmonar productiva
presentan un resultado frotis-positivo (Heifets y Desmond, 2005). Para la identificacion
de las micobacterias se utiliza la tincién 4cido-alcohol resistente, basada en la capacidad
de estas bacterias de retener un colorante tras el tratamiento con una solucién acido-
alcohodlica. El procedimiento clasico utilizado es la tincion de Ziehl-Neelsen, sustituida
en los paises desarrollados por la tincion fluorescente con auramina. Aunque es una
técnica rapida y especifica que Unicamente precisa de un microscopio, su limite de

deteccion es de 10°-10* bacilos por mL de esputo (Heifets y Desmond, 2005).

El cultivo como herramienta de diagnostico, aunque mucho mas sensible que el
examen microscopico e imprescindible en los pacientes paucibacilares (tuberculosis
frotis-negativa, extrapulmonar y pediatrica), presenta el inconveniente del lento
crecimiento de M. tuberculosis retrasando el diagnostico en 4 6 6 semanas. El sistema
BACTEC (Beckton Dickinson) supuso un gran avance en este sentido ya que permite la
deteccion radiométrica del crecimiento en medio liquido, en tan s6lo 1 ¢ 2 semanas
(Heifets y Desmond, 2005). Posteriormente, se han ido desarrollando sistemas
alternativos que utilizan sensores colorimétricos o fluorescentes, y sistemas no
automatizados que reducen la necesidad de equipamiento (Heifets y Desmond, 2005).
Actualmente, el cultivo en medio liquido es el método diagndstico més sensible de que
se dispone, pero su coste y la necesidad de infraestructura limitan su uso en paises

pObI‘GS €n recursos.
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La necesidad de un diagnostico rapido ha impulsado el desarrollo de otras
pruebas para detectar M. tuberculosis directamente en las muestras clinicas. Existen
varios ensayos comerciales basados en la amplificacion de éacidos nucleicos. Estos
ensayos, en general, presentan una elevada especificidad, pero la sensibilidad es baja y
variable por lo que no pueden sustituir los métodos convencionales de microscopia y
cultivo (Nahid et al., 2006). Otros inconvenientes son el coste y que se requiere un
laboratorio con la tecnologia adecuada, por lo que las investigaciones actuales estdn
dirigidas a aumentar la sensibilidad y a simplificar los protocolos (Pai et al., 2006b).
Otra aproximacion para acelerar el diagnéstico consiste en la utilizacion de
micobacteriofagos que, tras infectar M. tuberculosis, son detectados por amplificacion y
formacion de calvas en M. smegmatis, o por la luz producida por la luciferasa
incorporada en los fagos (Kalantri et al., 2005). En general este tipo de pruebas son
rapidas (2 6 3 dias), relativamente faciles de realizar y especificas, pero son poco y
variablemente sensibles y requieren de un laboratorio con infraestructura similar a la

necesaria para realizar cultivos (Kalantri et al., 2005).

Otro campo que ha recibido también gran atencion ha sido el de las pruebas
inmunologicas. Existen docenas de ensayos comerciales, dirigidos mayormente a la
deteccion de anticuerpos frente a M. tuberculosis, aunque ninguno es lo suficientemente
preciso como para sustituir la microscopia o el cultivo (Laal y Skeiky, 2005). El uso de
antigenos purificados, en lugar de fracciones totales, ha permitido aumentar la
especificidad de los ensayos, pero como los antigenos reconocidos en las diferentes
formas y fases de la enfermedad son distintos, al limitar el nimero de antigenos se
reduce también la sensibilidad. El uso de proteinas recombinantes, incorrectamente
plegadas o sin modificaciones postraduccionales, contribuye también a la baja
sensibilidad de estas pruebas (Laal y Skeiky, 2005). Los estudios actuales se dirigen a la
identificacion de nuevos antigenos, expresados in vivo por M. tuberculosis en las
diferentes fases de la enfermedad, y a la mejora de los sistemas de produccion de

proteinas recombinantes (Laal y Skeiky, 2005).
1.3.3. Ensayos de susceptibilidad a farmacos

La creciente prevalencia de MDR-TB requiere el analisis de las posibles
resistencias en los aislados clinicos para poder detectar y tratar adecuadamente los casos
de MDR-TB, previniendo asi la propagacion de estas cepas. Si bien el andlisis

sistematico no es factible en paises pobres en recursos, es imprescindible realizar los
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ensayos en pacientes con un riesgo elevado de resistencia, como aquéllos tratados sin
éxito, con recurrencia tras abandonar el tratamiento, o en contacto con MDR-TB

(WHO, 2006b).

Las pruebas de susceptibilidad a fArmacos pueden ser fenotipicas, si se analiza el
crecimiento en presencia de antibidticos; o genotipicas, mediante la deteccion de
mutaciones. Ademds, pueden ser directas si se realizan sobre la muestra clinica, o
indirectas si se utiliza un cultivo. Aunque el método directo es mas rapido, si el

resultado no es valido se debe repetir la prueba usando el método indirecto.

Los métodos fenotipicos clasicos implican el cultivo de M. tuberculosis en
presencia de los farmacos, bajo condiciones estandares, y se pueden realizar en
cualquiera de los medios utilizados en el diagnéstico. El tipo de medio escogido
dependera de cuestiones econdmicas y determinard el tiempo que se tarde en obtener el
resultado (Heifets y Desmond, 2005). Otras pruebas fenotipicas desarrolladas para
acelerar el andlisis de la susceptibilidad a farmacos utilizan indicadores redox para
detectar el crecimiento en microplacas tras 5 6 7 dias de incubacion (Heifets y
Desmond, 2005). O bien realizan el seguimiento mediante observacion microscopica del
crecimiento en forma de cuerdas, caracteristico de M. tuberculosis (Pai et al., 2006b).
Este ultimo método ha dado muy buenos resultados, permite analizar la susceptibilidad
a farmacos en tan s6lo 8 dias y so6lo requiere de un microscopio. También se han
adaptado las pruebas basadas en micobacteriéfagos mediante el tratamiento del cultivo
inicial de M. tuberculosis con antibioticos. El proceso global se completa en 12 dias y
los resultados son similares a los obtenidos con los métodos clasicos (Heifets y
Desmond, 2005). Actualmente se estan mejorando estas pruebas para poderlas realizar

directamente sobre la muestra clinica.

Los métodos genotipicos se basan en la deteccion de las mutaciones asociadas a
las resistencias a antibidticos. Existen muchos y diferentes ensayos basados en la
amplificacion por PCR de la region de interés y el posterior analisis, por diferentes
métodos, de la secuencia amplificada (Forbes et al., 2005). Algunas pruebas permiten
identificar M. tuberculosis y, simultaneamente, mutaciones asociadas con resistencia.
Las ventajas de este tipo de métodos son la rapidez, la elevada reproducibilidad
(especialmente en los casos de baja resistencia) y que se pueden usar cultivos poco
crecidos o mixtos. El inconveniente que presentan, a parte del coste y el equipamiento

necesario, es que existen diferentes mutaciones asociadas a una misma resistencia y no
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todas se conocen y, ademas, la presencia de la mutacién no siempre implica resistencia.

Por lo tanto, la utilidad de estas pruebas de momento es limitada (Forbes et al., 2005).
1.4. Tratamiento
1.4.1. Principios de la terapia multiple

El tratamiento de la tuberculosis se divide en una fase inicial o intensiva y una
fase de continuacion. Durante los 2 meses de la fase inicial se administran
conjuntamente isoniazida, pirazinamida, rifampicina y etambutol. La finalidad de esta
terapia multiple es prevenir la aparicion de resistencias, eliminar tanto las bacterias que
se estan replicando activamente en las cavitaciones (isoniazida) como aquellas que se
encuentran en lesiones cerradas con condiciones acidicas (pirazinamida), y evitar
recurrencias eliminando las bacterias persistentes (rifampicina) (Onyebujoh et al.,
2005). En la fase de continuacion se administra rifampicina e isoniazida para eliminar
las bacterias resistentes a la rifampicina. Esta fase dura 4 ¢ 7 meses dependiendo del
éxito de la fase inicial, el cual se determina por el resultado del cultivo tras los dos

primeros meses de tratamiento (Onyebujoh et al., 2005).

A pesar de la efectividad y rentabilidad de este tratamiento, la larga duracion del
mismo y el hecho de que a las pocas semanas remitan los sintomas hacen que muchos
pacientes lo abandonen. El fracaso en el tratamiento de la tuberculosis no sélo tiene
implicaciones individuales si no que supone también un problema social ya que implica
una prolongaciéon en la transmision y la aparicion de cepas resistentes. Por ello, es
responsabilidad de los sistemas de salud publica prescribir el tratamiento adecuado y
garantizar el cumplimiento del mismo, suministrando los farmacos directamente al
paciente y observando como los toma bajo lo que se conoce como tratamiento
observado directamente o DOT (Directly Observed Treatment) (Onyebujoh et al.,
2005).

1.4.2. Tratamiento de la infeccion latente

Si se cumple correctamente el tratamiento de la infeccion, la probabilidad de
desarrollar tuberculosis se reduce en un 75% (Whalen, C. C., 2005). La terapia consiste
en isoniazida administrada durante 6 6 9 meses; o rifampicina durante 4 meses si se
sospecha que la cepa puede ser resistente a la isoniazida, aunque la efectividad de este

tratamiento no se ha estudiado en profundidad (Blumberg et al., 2005).
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1.4.3. Tratamiento en personas VIH-positivas

El tratamiento de la tuberculosis y de la infeccion en personas coinfectadas con
el VIH es similar al descrito anteriormente (Blumberg et al., 2005). Sin embargo, la
coinfeccion con el VIH afecta negativamente el resultado del tratamiento, aumentando
tanto la tasa de fatalidad como de recurrencias. Este efecto se puede mitigar
administrando la terapia antirretroviral aunque su aplicacion es compleja como
consecuencia de los efectos toxicos y la interaccion de ambos tipos de farmacos, y de la
aparicion del sindrome de reconstitucion inmune que puede exacerbar los sintomas y

lesiones de la tuberculosis (Harries et al., 2006).

Un problema importante es la interaccion entre farmacos. Los inhibidores de la
transcriptasa reversa no nucleosidicos y los inhibidores de proteasa utilizados en la
terapia antirretroviral son metabolizados por el sistema de citocromos P450 3A
(CYP3A) del higado. La rifampicina es un potente inductor de estos enzimas por lo que
no se deberia utilizar conjuntamente con estos farmacos (Harries et al., 2006). La
rifabutina, un derivado de la rifampicina desarrollado en los ultimos afios, induce

niveles de CYP3A maés bajos, sin embargo, su elevado precio limita todavia su uso.
1.4.4. Cepas resistentes y multirresistentes

Las cepas resistentes a un Unico farmaco son comunes, pero se ha comprobado
que los pacientes responden bien a la terapia estandar (Onyebujoh et al., 2005). En
cambio, los casos de MDR-TB (definidos como resistentes al menos a la isoniazida y la
rifampicina) son mucho mas dificiles de tratar, con terapias de 2 afios de duracion
basadas en farmacos mas toxicos, mas caros y menos activos que los farmacos de
primera linea. Aunque existen unas recomendaciones generales para el tratamiento de
las MDR-TB, el régimen adoptado depende de cada caso. El tratamiento deberia
decidirse por o en contacto con expertos en MDR-TB y requiere un seguimiento

continuado de la respuesta del paciente (WHO, 2006b).
1.4.5. Nuevos farmacos

El tratamiento de la tuberculosis, aunque efectivo, requiere notables mejoras
para reducir su duracioén y evitar las interacciones con otros fAirmacos, especialmente
con los antirretrovirales. Asi mismo, se precisan nuevos antibidticos capaces de
combatir de un modo sencillo y eficaz las MDR-TB. Esta necesidad ha impulsado

numerosos estudios en los ultimos afios, fruto de colaboraciones publicas y privadas,
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que han resultado en mas de 26 compuestos nuevos con al menos 11 en fases avanzadas

de los ensayos preclinicos y clinicos (Tabla 1.1).

Las estrategias que se estdn utilizando en el desarrollo de nuevos farmacos
incluyen el andlisis de librerias de compuestos quimicos y de antibidticos, la
modificacién de compuestos conocidos para mejorar su actividad y/o farmacocinética, y
el disefio de nuevos compuestos dirigidos a dianas especificas identificadas como
indispensables para el crecimiento de M. tuberculosis (Onyebujoh et al., 2005). Otras
aproximaciones estarian dirigidas a aumentar la permeabilidad de la pared celular, a

resensibilizar las bacterias resistentes, y a modular la respuesta inmune.

Tabla 1.1. Principales fArmacos para el tratamiento de la tuberculosis en desarrollo clinico (Onyebujoh et
al., 2005; Spigelman y Gillespie, 2006; Andries et al., 2005).

ompuesto escripcion ctivida
Compuest Descripcié Actividad
. . o - Se utilizan en el tratamiento de MDR-TB.
Fluoroquinolonas - Derivados sintéticos del utiitz
Moxifloxacino, acido nalidixico. - No interaccionan con los antirretrovirales.
atifloxacino, . . ., . e,
igevoﬂoxacino - Inhiben la DNA girasa. - Reduccion del tratamiento por sustitucion
del etambutol o la isoniazida.
ad d W No son ttiles para tratar MDR-TB.
Rifamicina - Derivados e a .
W rifampicina con mayor - Ipductgres del sistema CYP3A, aunque la
rifapentina, rifalazil. vida media. rifabutina en menor nivel.
- Utilidad en regimenes discontinuos.
- Descubiertas de una - Elevada actividad in vitro, incluyendo

libreria de compuestos MDR-TB. Especificas para micobacterias.

Diarilquinolonas

uimicos. ,
R207910 q Resultados preclinicos prometedores en
(TMC207 0 J) Actian sobre ATP sintasa. reduccion del tratamiento.
Larga vida media. Completados con éxito los ensayos en fase I.
Actividad bactericida y esterilizante en raton
frente a cepas sensibles y resistentes.
Afecta a la sintesis . . . S
o ) roteica v a la sintesis de Activo en  microaerofilia-anaerobiosis:
Nitroimidazopirano pre eliminacion de bacterias persistentes.
PA-824 acidos grasos de la pared

celular.

No causa inhibicion significativa de los

isozimas del citocromo P450.

- Se han iniciado los ensayos en fase I.

También se estan llevando a cabo ensayos para acortar el tratamiento de la
infeccion latente mediante combinaciones de farmacos de primera y segunda linea
(Blumberg et al., 2005), o complementando la quimioterapia con inmunoterapia para
estimular una respuesta inmune capaz de eliminar las bacterias persistentes. Esta

estrategia ha sido seguida, entre otros, por Cardona y colaboradores que han
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desarrollado una vacuna terapéutica formada por fragmentos detoxificados de
M. tuberculosis incluidos en liposomas (Cardona, P-J, 2006). Esta vacuna se
administraria en 2 dosis tras 4 semanas de quimioterapia con isoniazida. Los resultados

obtenidos en animales son muy positivos y en breve se iniciaran los ensayos clinicos.

A pesar de estos esperanzadores progresos en el desarrollo de nuevos farmacos
se requieren muchos ensayos para determinar el tratamiento 6ptimo, tanto por lo que se
refiere a la duracion del mismo como a la combinacion 6ptima de farmacos (Spigelman
y Gillespie, 2006). Son por lo tanto necesarias nuevas técnicas y protocolos, y una
inversion importante en infraestructuras y en recursos humanos, para poder aprovechar

a la practica los avances conseguidos en los ultimos afios (Spigelman y Gillespie, 2006).
1.5. Prevencion
1.5.1. BCG

La tnica vacuna profilactica de que se dispone para prevenir la tuberculosis
sigue siendo la BCG. Desde sus inicios la eficacia de esta vacuna ha sido motivo de
controversia y han sido muchos los ensayos realizados para analizar su funcionamiento.
Las principales conclusiones que se derivan de estos estudios son que la vacunacion
infantil confiere proteccion frente a las formas pediatricas mas severas, pero no evita la
infeccion por M. tuberculosis (s6lo controla la multiplicacion inicial) y la proteccion
disminuye a los 10-20 afios de edad (WHO, 2004). Los resultados de proteccion frente a
la tuberculosis pulmonar en adultos varian segtn las regiones. En general confiere cierta
proteccion en adultos PPD negativos, pero no en individuos PPD positivos ya sea por
vacunacion previa, por infeccion latente o por sensibilizacion con micobacterias

ambientales (WHO, 2004).

Teniendo en cuenta estas observaciones y que es una vacuna econdmica y
relativamente segura (s6lo se han descrito reacciones adversas en personas
inmunodeprimidas), la OMS recomienda la vacunacion en nifios de areas donde la
tuberculosis es endémica. Mientras que, en zonas con baja incidencia de tuberculosis y
con sistemas de control adecuados, es decision de cada pais utilizarla de forma
generalizada o selectivamente en grupos de alto riesgo (WHO, 2004). Hasta el momento
mas de 3 mil millones de personas han recibido la BCG y cada afio se vacunan mas de

100 millones de nifios (WHO, 2004).
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En los ultimos afios diversos estudios han intentado esclarecer las causas de la
baja y variable eficacia de la BCG. Asi, se ha comprobado que existen distintas cepas
vacunales que difieren, entre si y con la cepa ancestral, genética y fenotipicamente
(Oettinger et al., 1999; Behr, M., 2002; Brosch et al., 2007). Estas cepas se habrian
establecido con la distribucion de la cepa original a productores locales y su
mantenimiento en el laboratorio. La sobreatenuacion de las cepas resultantes
contribuiria a explicar la baja eficacia de la vacuna, con una estimulacion deficiente de
las distintas poblaciones de células T, especialmente de las células T CD8 (Agger y
Andersen, 2002). Sin embargo, no existen evidencias claras sobre si las diferencias
entre cepas se traducen también en distintos niveles de proteccion (Behr, M., 2002).
Actualmente, la explicacion més aceptada de las discrepancias observadas en los
ensayos de eficacia en adultos es la mayor sensibilizacion frente a micobacterias
ambientales de los habitantes de zonas tropicales (Andersen y Doherty, 2005). Esta
sensibilizacion induciria una inmunidad frente a M. tuberculosis similar a la conferida
por la BCG, por lo que la subsiguiente vacunacion no mejoraria el nivel de proteccion
(hipotesis del enmascaramiento), o bien impediria la multiplicacion de la BCG
limitando la respuesta inmune frente a la vacuna (hipétesis del bloqueo) (Andersen y

Doherty, 2005).

Estas observaciones son importantes y han marcado el disefio y desarrollo de las
nuevas vacunas necesarias frente a la forma mas prevalente de la enfermedad, la
tuberculosis pulmonar en adultos, y eficientes también en individuos previamente

sensibilizados.
1.5.2. Nuevas vacunas

Se estan siguiendo dos aproximaciones, no excluyentes, en el desarrollo de
nuevas vacunas. La primera consiste en sustituir la BCG por una vacuna capaz de
conferir una proteccion mas duradera en individuos naive; mientras que la segunda
radica en potenciar la respuesta inmune protectora en individuos previamente

vacunados.

En los ultimos afos se han probado centenares de candidatos en modelos
animales y unos pocos han entrado, o estan a punto de hacerlo, en las fases iniciales de
los ensayos clinicos (Tabla 1.2). Las estrategias utilizadas en el disefio de las nuevas

vacunas incluyen vacunas vivas, como mutantes atenuados de M. tuberculosis, cepas
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recombinantes de BCG u otras micobacterias; y vacunas de subunidades, ya sean

antigenos administrados con adyuvantes, vacunas de DNA, o antigenos de

M. tuberculosis presentados por vectores bacterianos o viricos.

Tabla 1.2. Nuevas vacunas en fases avanzadas de los ensayos preclinicos o en ensayos clinicos (Martin et

al., 2006; Sambandamurthy et al., 2006; Eddine et al., 2006).

Candidato

Descripcion

Resultados

Fase de desarrollo

M. tuberculosis con delecion

Altamente atenuada.

502 del gen phoP del sistema de - Induce una mayor respuesta . Ensayos preclini-
dos componentes PhoP/R ~ Inmune. . cos en primates.
implicado en la virulencia. Mayor  seguridad y
proteccion que BCG.
M. tuberculosis con sendas . Multiplicacién limitada in
X deleciones en panCD, de  vyiyo. Ensayos en fase I
mc“6030 sintesis de pantotenato, y en - Mas segura que BCG y gg%\gstos para
RDI (region delecionada en  proteccion similar. :
BCQG).
BCG recombinante que - Induce una mayor respuesta - Ensayos en fase I
rBCG30 sobreexpresa el antigeno ~ InMune. completados  en
35B. Seguridad similar que BCG EEUU e iniciados
y proteccion mayor. en Sudafrica.
BCG deficiente en ureasa . B
BCG que expresa la listeriolisina -~ Mayor estimulacién de las Ensayos clinicos
de Lysteria monocitogenes. c€lulas T CD8. en fase T previstos
AureC-hly+ - Favorece la salida de - Mas a}t’enuada y mayor . 1007.
antigenos del fagosoma e  Proteccion que BCG.
induce apoptosis.
i o ) Ensayos en fase I
MVAS5A Virus vaccinia Ankara con - Potencia 'y alarga la  completados.
el gen del antigeno 85A. respuesta de BCG. Ensayos en fase IT
iniciados.
Vacuna proteica formada Proteccion similar a BCG
Mtb72f por fusion de los antigenos ~ COMO vacuna inicial. Ensayos en fase I
Mtb32 y Mtb39. Util como vacuna de  completados.
recuerdo.
Ag85B- Protc.eina.de fusion. Proteccion si.rn.ilallr a BCG Se han iniciado los
Sustitucion de ESAT-6 por como vacuna inicial. ensayos  clinicos
ESAT-6 TB10.4 para no interferir en - Util como vacuna de  ¢p fagel.
las pruebas de diagnostico. recuerdo.

Las ventajas del uso de vacunas vivas son que contienen una gran variedad de
antigenos, que persisten mas tiempo en los tejidos y que son en si mismas excelentes
adyuvantes; mientras que las desventajas radican béasicamente en la seguridad, sobre

todo en personas inmunodeprimidas. Este tipo de vacunas serian utiles para la
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sustitucion de la BCG pero no como vacuna de recuerdo ya que, si la hipdtesis del

bloqueo es correcta, no se multiplicarian en individuos previamente sensibilizados.

Las vacunas de subunidades presentan la ventaja de ser seguras y definidas,
pudiéndose dirigir mas especificamente el tipo de respuesta inmune generada. Sin
embargo, la eficacia de este tipo de vacunas no solo depende de los antigenos utilizados
si no también de otros factores que estimulen la respuesta inmune celular como
adyuvantes (Andersen y Doherty, 2005). La importancia de las vacunas de subunidades
reside en su utilidad en individuos previamente sensibilizados por lo que se estan

ensayando principalmente como vacunas de recuerdo (Tabla 1.2).

Teniendo en cuenta el gran reservorio de personas infectadas, ademas de
vacunas profildcticas es importante también disponer de vacunas posinfeccion, capaces
de impedir la reactivacion y evitar la reinfeccion. Esta estrategia tendria un efecto mas
inmediato sobre la incidencia y la mortalidad de la tuberculosis. El principal problema
de este tipo de vacunas es que tienen que inducir una inmunidad protectora sin
exacerbar los sintomas de la infeccion (fendémeno de Koch). En este sentido,
actualmente se estd estudiando el uso de la vacuna MVASSA (Tabla 1.2) en personas

infectadas por M. tuberculosis.

Otro aspecto importante en el desarrollo de vacunas es la identificacion de
marcadores de proteccion. Considerando el lento curso de la infeccion por
M. tuberculosis y la baja incidencia de la enfermedad, los ensayos de proteccion
deberian realizarse durante afios en grupos numerosos. El uso de marcadores
inmunolégicos permitiria reducir la duracion e identificar las mejores combinaciones de

vacunas (Eddine et al., 2006).
1.6. Mycobacterium tuberculosis: caracteristicas generales
1.6.1. El género Mycobacterium

M. tuberculosis pertenece al género Mycobacterium, el unico miembro de la
familia Mycobacteriaceae dentro del orden Actinomycetales (Eutzéby, J. P., 1997). El
término Mycobacterium fue acufiado por Lehman y Neumann en 1896 para incluir
M. leprae y M. tuberculosis. Los miembros del género Mycobacterium son bacilos
rectos o ligeramente curvados, de 0,2 um a 0,6 um de ancho y de 1,0 pum a 10 um de
largo (Rastogi et al., 2001). Son bacterias aerobias o microaerofilicas, no formadoras de

esporas, con temperaturas Optimas de crecimiento que oscilan entre los 20°C y los 50°C
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y tiempos de duplicacion de 2 h a 24 h. Algunas caracteristicas distintivas de las
micobacterias son la resistencia a la decoloraciéon por una solucion acido-alcoholica, la
presencia de acidos micolicos de 60-90 carbonos que se hidrolizan por pirdlisis en
ésteres de acidos grasos de 22-26 carbonos, y un contenido de guanina y citosina (GC)

del 62-70% (Rastogi et al., 2001).

Actualmente existen mas de 120 especies aceptadas dentro del género
Mycobacterium (Eutzéby, J. P., 1997) que se dividen en funcion de la velocidad de
crecimiento en micobacterias de crecimiento rapido, si forman colonias en medio s6lido
en menos de 7 dias como M. smegmatis, y micobacterias de crecimiento lento, si
requieren mas de 7 dias como M. tuberculosis y M. bovis (Rastogi et al., 2001). En
base a la pigmentacion, las micobacterias se clasifican en fotocromogenas, si sélo
producen pigmentos en presencia de luz como M. kansasii y M. marinum;
escotocromogenas, si sintetizan pigmentos incluso en la oscuridad como M. gordonae y
M. scrofulaceum; y no cromogenas, si no sintetizan pigmentos como M. avium y

M. tuberculosis (Rastogi et al., 2001).

Desde un punto de vista ecoldgico las micobacterias se pueden dividir en
patdgenos obligados, patdgenos oportunistas y saprofitos (Hartmans et al., 2005). Los
patogenos obligados o estrictos son aquellos que naturalmente no se multiplican fuera
de un organismo vivo e incluyen patdégenos humanos como M. leprae y M. tuberculosis,
y patdgenos animales como M. bovis. Entre los patégenos oportunistas o potenciales
destacan las micobacterias de crecimiento lento M. avium, M. kansasii, M. marinum y
M. scrofulaceum, y las micobacterias de crecimiento rapido M. fortuitum, M. chelonae y
M. abscessus. Este grupo incluye micobacterias aisladas de diferentes biotopos
naturales pero que pueden causar infecciones, especialmente en personas
inmunodeprimidas, y en heridas traumaticas o quirurgicas. Las micobacterias saprofitas
se han aislado de gran variedad de ambientes e incluyen unas pocas micobacterias de
crecimiento lento como M. gordonae o M. terrae, y la mayoria de micobacterias de
crecimiento rapido como M. smegmatis. Algunas de las micobacterias saprofitas se han
aislado como flora acompafiante en procesos patoldégicos en contadas ocasiones
(Rastogi et al., 2001). De hecho, el numero de micobacterias asociadas a procesos
patoldgicos humanos asciende ya a mas de 60, lo que constituye un verdadero reto para

el laboratorio clinico (Heifets y Desmond, 2005).
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Las distintas especies de micobacterias tradicionalmente se han clasificado en
base a la velocidad y temperatura de crecimiento, la pigmentacion y morfologia
colonial, requerimientos culturales (oxigeno, piruvato) y la capacidad de crecer en
presencia de un 5% de NaCl o de inhibidores como el p-nitrobenzoato o la
hidroxilamina. También se utilizan caracteristicas bioquimicas como las actividades
ureasa, arilsulfatasa o catalasa, y propiedades especificas de los enzimas como la
termorresistencia de la catalasa (Rastogi et al., 2001). El nimero de pruebas
bioquimicas necesarias para clasificar las micobacterias ha ido aumentando con el
nimero de especies descritas por lo que, para facilitar el analisis de toda esta
informacion, en los afos 1970, se adoptd la taxonomia numérica que posibilitoé la

clasificacion de las especies en grupos discretos.

Posteriormente, €l uso de técnicas moleculares como la hibridacion DNA-DNA
y la secuenciacion del rRNA 16S ha permitido establecer una relacion filogenética mas
clara que coincide a grandes rasgos con los estudios de taxonomia numérica (Hartmans
et al., 2005). Esta filogenia separa las micobacterias en dos grandes grupos coincidentes
con la clasificacion en base a la velocidad de crecimiento, e indica que las micobacterias
de crecimiento lento evolucionaron a partir de las de crecimiento rapido (Hartmans et

al., 2005).

A nivel clinico, la identificacion de las micobacterias se simplifica en unas pocas
pruebas bioquimicas escogidas segun la velocidad de crecimiento y la pigmentacion de
la micobacteria aislada. Una herramienta til en la clasificacion es el analisis del patron
de acidos micdlicos y de los ésteres de pirdlisis, unicos en muchas de especies. También
existen pruebas comerciales basadas en sondas de rDNA o en la amplificacion de &cidos
nucleicos para la identificacion de las principales micobacterias patdgenas (Forbes et
al., 2005). Recientemente se ha desarrollado una base de datos y una prueba para la
secuenciacion del rDNA 16S que permite la identificaciéon de hasta 80 especies de
micobacterias. Otras pruebas no comerciales incluyen la amplificacion y restriccion de

la region hipervariable del rDNA 16S o del gen hsp65 (Forbes et al., 2005).
1.6.2. El complejo M. tuberculosis

Los estudios de taxonomia numérica y, posteriormente, el andlisis de la
homologia del DNA pusieron de manifiesto la elevada similitud de algunas

micobacterias entre si (Sreevatsan et al., 1997), sugiriendo incluso que corresponderian
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a una unica especie. Estas micobacterias se han mantenido como especies diferentes por
cuestiones practicas y en base a ciertas diferencias fenotipicas y epidemiologicas
(preferencia de huésped), pero se han agrupado en complejos. Asi, M. tuberculosis
pertenece al complejo del mismo nombre que incluye, ademas, otras 7 especies (Tabla
1.3): M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti, ““M. canettii’, M. caprae
(Aranaz et al., 2003), y M. pinnipedii (Cousins et al., 2003). Ademas de M.
tuberculosis, son patégenos humanos “M. canettii”’, una variante que forma colonias
lisas aislada de pacientes en raras ocasiones; M. africanum, que causa tuberculosis en el
Africa subsahariana; y M. bovis, responsable del 6% de los casos de tuberculosis en
humanos antes de la introduccion de la pasteurizacion. M. microti es naturalmente
atenuado en humanos, por lo que se utilizd como vacuna en los 1970, pero en alguna
ocasion se ha identificado como causante de enfermedad en personas inmunodeprimidas

(van Sooligen, et al., 1998).

Todos los miembros del complejo M. tuberculosis presentan tiempos de
duplicacién de 24 h y tardan de 3 a 6 semanas en formar colonias. Morfolégicamente
existen ciertas diferencias entre algunas especies (Tabla 1.3), pero el patrén de 4cidos
micoélicos es idéntico en todas ellas. Por lo general, las micobacterias del complejo M.
tuberculosis se pueden diferenciar mediante las pruebas de produccion de niacina,
reduccion de nitratos, susceptibilidad a la pirazinamida y susceptibilidad a la hidracida

del acido tiofeno-2-carboxilico (TCH) (Tabla 1.3).

Tabla 1.3. Diferenciacion de los miembros del complejo M. tuberculosis. Eugonica: crecimiento
abundante; disgonica: crecimiento pobre. PZA: pirazinamida, S: sensible, R: resistente. Adaptado de
Cole, S. T., 2002; Aranaz et al., 2003 y Cousins et al., 2003.

Especie Huéspedes Colonias Niacina Nitrato PZA TCH
M. africanum Humanos Rugosas, disgonicas +/- +/- S R/S
M. bovis Vacas, humanos...  Lisas, disgénicas - - R S
M. bovis BCG Rugosas, eugonicas - - R S
M. canetti Humanos Muy lisas, eugonicas + + S R
M. caprae Cabras, cerdos... Lisas - - S S
M. microti Ratones de campo  Pequeiias + - S S
M. pinnipedii Pinnipedos Rugosas, disgonicas - - S S
M. tuberculosis ~ Humanos Rugosas, eugonicas + + S R

A nivel genotipico, la mayoria de pruebas de amplificacién de acidos nucleicos

utilizadas en la identificacién de micobacterias y en el diagndstico de la tuberculosis no
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permiten diferenciar las especies del complejo M. tuberculosis entre si, ya que se basan
en la secuencia del rRNA 16S y en otros loci idénticos en la mayoria de ellas. Los
métodos utilizados en la identificacion de los miembros del complejo M. tuberculosis
incluyen la mayoria de los utilizados para el genotipaje de las cepas de M. tuberculosis
como los basados en la IS6110, una secuencia de insercion presente en el genoma de
estas especies en nimero y posicion variables; el andlisis de repeticiones directas y de
los espaciadores del locus de repeticiones directas (spoligotyping); y el estudio de las
secuencias repetitivas polimorficas ricas en GC (PGRS, Polymorphic GC-rich
Repetitive Sequences). También es util la deteccion de polimorfismos nucleotidicos
simples en determinados genes, o el analisis de las regiones de diferencia, delecionadas

en miembros del complejo respecto a M. tuberculosis (Fig. 1.2).
1.6.3. Evolucion del complejo M. tuberculosis

La inusualmente elevada similitud nucleotidica entre los miembros del complejo
M. tuberculosis (99,9% o superior) sugiere que estas especies son la progenie clonal de
un Unico progenitor exitoso tras un cuello de botella hace unos 20 000 afios (Sreevatsan
et al., 1997). Puesto que las tasas de transferencia y de recombinaciéon de DNA en los
miembros del complejo M. tuberculosis son despreciables, varios autores han usado los
polimorfismos hallados en estas especies para establecer la filogenia del complejo
(Brosch et al., 2002; Mostowy et al., 2002; Huard et al., 2006). Asi, a partir del ancestro
comun habria divergido inicialmente ““M. canettii” y, posteriormente, dos linajes: uno
del que habria derivado M. tuberculosis y otro del que habrian resultado M. africanum,
M. pinnipedii, M. microti, M. caprae y, finalmente, M. bovis (Fig. 1.2). Como tanto
“M. canettii” como M. tuberculosis causan enfermedad en humanos, estos autores
concluyeron que el ancestro comin habria sido también patdgeno humano. Estas
observaciones contradicen la hipdtesis, aceptada hasta el momento, de que M.
tuberculosis habria evolucionado de M. bovis con la domesticacion de animales (Brosch

etal., 2002).

Recientemente, un estudio mas completo de ““M. canettii” y otras variantes lisas
ha mostrado una notable diversidad genética en estas cepas, lo que indicaria que habrian
divergido del ancestro comun hace mucho tiempo (Gutiérrez et al., 2005). Estos
estudios muestran que la edad del ancestro del bacilo de la tuberculosis podria ser muy

superior a la estimada inicialmente. Este contexto permitiria explicar la exquisita
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adaptacion del ciclo infectivo de M. tuberculosis ya que supone una coevolucion

huésped-patégeno de millones de afios (Brisse et al., 2006).

Numerous sequence @_" M canettii
polymorphisms
_-___.-—""—" P ori, Ancestral M tuberculosis

.. grl, eg, Beijing

gr2, eg, CDC1551 | Modern
M tuberculosis

Last common ancestor
of the turbercle bacilli

ar3, eg, H37Rv

} M africanum

M microti

Seal isolates

Oryx isolates )

> M bowis

BCG Pasteur

Figura 1.2. Evolucion de los miembros del complejo M. tuberculosis segtn la presencia o ausencia
de las regiones de diferencia conservadas y polimorfismos en 5 genes (Brosch et al., 2002).

1.7. El genoma de M. tuberculosis

El genoma de la cepa de laboratorio M. tuberculosis H37Rv comprende 4,4 Mb
con 4043 genes predichos (incluyendo 50 RNAs estables), lo que supone el 92% de la
capacidad codificante potencial (Brodin et al., 2005). Presenta un contenido en GC
elevado (65,6%) y relativamente constante, con la excepcion de ciertas regiones con un
mayor porcentaje de GC y que corresponden a una gran familia de genes que incluyen
las PGRS (Cole et al., 1998). Solo el 59% de los genes se transcriben con la misma
polaridad que la replicacion, lo cual, junto con la presencia de un tnico operén de rRNA
localizado a 1,5 Mb del origen de replicacion, se ha relacionado con infrecuentes ciclos
de replicacion y con la baja tasa de crecimiento del bacilo (Cole et al., 1998). Tras la
reanotacion del genoma un 52% de las proteinas predichas tienen una funcioén asociada
y s6lo un 10% no presentan similitud con otras proteinas y podrian ser exclusivas de M.
tuberculosis (Camus et al., 2002). Un 51% de las proteinas han surgido por duplicacion
génica (Cole et al., 1998).
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Del genoma se deduce que M. tuberculosis tiene la capacidad de sintetizar todos
los aminoécidos, vitaminas y cofactores esenciales, asi como el potencial metabdlico de
adaptarse a ambientes aerobicos, microaerofilicos y anaerdbicos (Brodin et al., 2005).
Aunque pudiera sorprender la capacidad anabolica de M. tuberculosis, un patégeno
intracelular que podria captar los metabolitos del huésped, concuerda con varios
estudios que muestran que el fagosoma micobacteriano es pobre en nutrientes (Mufioz-
Elias y McKinney, 2005). Otro aspecto destacable, referente en este caso al anabolismo
de lipidos, es que M. tuberculosis contiene en su genoma representantes de todos los
sistemas de biosintesis de lipidos y policétidos conocidos (Cole et al., 1998). Estos
enzimas permiten la sintesis tanto de los componentes de la envuelta celular,
importantes para la virulencia del bacilo, como de las micobactinas, policétidos

implicados en la captacion de hierro.

En cuanto al catabolismo, M. tuberculosis contiene los enzimas necesarios para
la glicolisis, la via de las pentosa fosfato, el ciclo de los &cidos tricarboxilicos, el ciclo
del glioxilato (Cole et al., 1998) y el ciclo del metilcitrato (Mufoz-Elias et al., 2006).
También se han detectado un elevado nimero de oxigenasas, oxidorreductasas y
deshidrogenasas, y 20 citocromo P450 monooxigenasas; lo que indica que
M. tuberculosis puede oxidar gran variedad de sustratos confirmando observaciones
experimentales previas (Cole et al., 1998). Crecientes evidencias sugieren que los
lipidos son la principal fuente de carbono utilizada por M. tuberculosis durante la
infeccion. Esto concordaria con los mas de 100 enzimas del ciclo de la B-oxidacion
codificados en el genoma del bacilo. Asi mismo, la presencia de 20 lipasas apuntaria a
la hidrolisis de lipidos de la membrana del fagosoma como uno de los mecanismos de

obtencion de lipidos (Mufoz-Elias y McKinney, 2005).

A nivel de regulacion se han detectado 13 factores sigma, dos sistemas de
transduccion de senal diferentes, formados por 11 sistemas de dos componentes y 11

Ser/Thr proteincinasas, y otros 100 reguladores transcripcionales (Cole et al., 1998).

En cuanto al DNA repetitivo, ademas de los genes duplicados, de 56 secuencias
de insercion y de dos profagos, se han descubierto otros elementos como el locus de
repeticiones directas que es la base del spoligotyping. La familia REP13E12 esta
formada por 7 repeticiones, distribuidas por el genoma, que presentan cierta similitud a
elementos moéviles. Las MIRUs (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units) son

repeticiones dispersas, presentes en 65 copias en 41 loci, la mitad de las cuales codifica
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un marco abierto de lectura (ORF, Open Reading Frame) solapado con los genes
colindantes. Las PGRS y las MPTR (Major Polymorphic Tandem Repeats) son
repeticiones en tandem que forman parte de los genes que codifican las proteinas ricas
en glicina PE y PPE, generando importantes polimorfismos que se han asociado con
variacion antigénica (Gordon y Supply, 2005). EI DNA repetitivo, ademas de ser la base
de las herramientas de epidemiologia molecular, parece tener un papel importante en la
generacion de diversidad y evolucion de las micobacterias constituyendo la principal
fuente de variacion entre las cepas y especies del complejo M. tuberculosis. Un ejemplo
interesante lo constituye el genoma de M. leprae cuya reduccion en tamafio y
organizacion en mosaico parecen haber resultado de sucesivas recombinaciones entre

secuencias repetitivas dispersas (Gordon y Supply, 2005).
1.8. La envuelta celular de M. tuberculosis
1.8.1. Estructura, composicion y biosintesis

Las micobacterias presentan una envuelta celular caracteristica que se puede

dividir en tres componentes estructurales: membrana plasmatica, pared celular y cépsula
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Figura 1.3. Representacion simplificada de la envuelta celular de M. tuberculosis. No se muestran las
proteinas, presentes en los 3 compartimientos, ni las porinas. Existen variaciones sobre este modelo
que se describen en el texto. AM: arabinomanano, SL: sulfolipido, DAT y PAT: di- y
poliaciltrealosas, PDIM: dimicocerosato de ftiocerol, PIM: fosfatidilinositol mandsidos, mAG

micolil-arabinogalactano, PG: peptidoglicano, LAM: lipoarabinomanano. Modificado de Minnikin et
al., 2002.
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(Fig. 1.3). La pared celular que rodea la membrana plasmatica estd formada por el
complejo 4cidos micdlicos-arabinogalactano-peptidoglicano y por otros componentes

no unidos covalentemente, principalmente lipidos y glicolipidos.

Esta division, conceptualmente simplificada, es mas compleja a la practica. En
muchos casos es dificil discernir experimentalmente la localizacién de algunos lipidos,
especialmente entre la pared y la capsula, y algunos se han aislado en mds de un
compartimiento (Daffé y Draper, 1998). Hay que tener en cuenta, ademds, que en la
micobacteria en crecimiento, la envuelta celular es una estructura dinamica en continua

reconstruccion.
1.8.1.1. Membrana plasmatica

La membrana plasmatica de las micobacterias es funcional y estructuralmente
similar a la de otras bacterias Gram positivas. Estd formada principalmente por
fosfatidilglicerol, cardiolipina, fosfatidiletanolamina, y fosfatidilinositol mandsidos

(PIM) (Daffé y Draper, 1998). Los PIM, hallados exclusivamente en los
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Figura 1.4. Estructura y biosintesis del ManLAM, LM y PIM2. R1, R2 y R3: 4cidos grasos. C;5/Cso-
P-Man: poliprenol monofosfomanosa. Los valores de a, b, ¢, y d, son especificos de cada especie.
Figura de Briken et al., 2004.
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Actinomycetales, estarian localizados preferentemente en la parte externa de la bicapa

lipidica y serian responsables de la asimetria de la membrana de las micobacterias.

Los PIM constituyen también la base del lipomanano (LM) y del
lipoarabinomanano (LAM), dos lipoglicanos presentes en la envuelta de todas las
micobacterias. En el LM, el PIM esté glicosilado con un nucleo manano, de longitud y
ramificacion variable segtn la especie (Fig. 1.4). La posterior glicosilacion del manano
con arabinano da lugar al LAM cuyos extremos no reducidos de las cadenas arabinosil
laterales, estdn modificados diferencialmente segiin la especie (Fig. 1.4). En
M. tuberculosis (y también en M. leprae y M. avium) estas terminaciones son
mandsidos lo que ha introducido la nomenclatura ManLAM (Kremer y Besra, 2005). En
la figura 1.4 se detalla la estructura del principal PIM de M. tuberculosis, del LM, y del
LAM, asi como los enzimas, identificados hasta el momento, que intervienen en la
sintesis de estos compuestos. La sintesis del LAM es inhibida por el farmaco
antituberculoso etambutol que probablemente actia sobre la arabinosiltransferasa EmbC

(Kremer y Besra, 2005).

La localizacién del LM y el LAM es todavia incierta (Daffé y Draper, 1998).
Algunos experimentos de inmunodeteccion los emplazan en la superficie celular,
mientras que otros modelos los sitiian anclados a la membrana a través de los PIM con
la parte glicosidica atravesando la pared celular. Otra posibilidad seria que sirvieran de

anclaje del esqueleto de la pared celular en la membrana plasmatica.

En la membrana plasmatica se hallan también otros lipidos como
glicosilfosfopoliprenoles, implicados en la sintesis de determinados componentes de la
pared celular, y menaquinonas (MK) esenciales en el transporte de electrones (Brennan
y Nikaido, 1995). La membrana contiene también muchas proteinas importantes para la
fisiologia de la bacteria. Recientemente, varios trabajos de protedmica han permitido
identificar centenares de estas proteinas, incluyendo proteinas integrales con dominios
transmembrana y proteinas periféricas asociadas a la membrana (Gu et al., 2003;
Mawuenyega et al., 2005). La mayoria de estas proteinas intervienen en procesos
metabolicos de obtencion de energia, degradacion de acidos grasos y sintesis de lipidos,
o en el metabolismo de macromoléculas. Otro grupo importante lo constituyen las
proteinas implicadas en procesos celulares de transporte y de division celular (Gu et al.,

2003; Mawuenyega et al., 2005).
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1.8.1.2. El complejo acidos micdlicos-arabinogalactano-peptidoglicano

El esqueleto o nucleo de la pared celular consta de peptidoglicano, unido
covalentemente a arabinogalactano, esterificado a su vez con 4cidos micoélicos. El
peptidoglicano esta formado por unidades alternantes de N-acetilglucosamina y acido N-
glicolilmuramico al que se unen las cadenas laterales de L-alanil-D-isoglutamil-meso-
diaminopimelil-D-alanina (Mahapatra et al., 2005). Ademas del grupo N-glicolil del
acido muramico, otra caracteristica diferencial del peptidoglicano de las micobacterias
es el tipo y elevado niimero de enlaces entre las cadenas peptidicas. Aunque no se ha
estudiado en detalle la biosintesis del peptidoglicano en las micobacterias, la presencia
en el genoma de M. tuberculosis de genes homologos a los implicados en la biosintesis
de esta estructura en E. coli, sugiere que tendria lugar por un proceso similar

(Mahapatra et al., 2005).

El 10% de los acidos muramicos del peptidoglicano forma enlaces fosfodiéster
con un diglicosil de N-acetilglucosamina-ramnopiranosa, el cual estd unido al galactano
del arabinogalactano y constituye, por tanto, la unién entre el peptidoglicano y el
arabinogalactano (Mahapatra et al., 2005). El arabinogalactano es un polimero formado
por motivos definidos de arabinofuranosas y galactofuranosas, dos azlcares raros en la
naturaleza. El galactano consiste en una cadena lineal de unas 30 galactosas con enlaces
alternantes. Mientras que, las cadenas de arabinano, de las que puede haber 2 6 3, estan
unidas a residuos galactosa cercanos al extremo reducido del galactano y consisten en
cadenas lineales de arabinosas con motivos hexaarabinosil ramificados en el extremo no
reducido. En las micobacterias de crecimiento lento existe ademds un residuo

galactosamina por unidad de arabinogalactano.

La sintesis del arabinogalactano se inicia en un decaprenil fosfato con la sintesis
del diglicosil fosfato de uniéon con el peptidoglicano, seguida de la extension de las
cadenas galactano y arabinano, mientras el intermediario es transportado a través de la
membrana plasmatica (Mahapatra et al., 2005). La mayoria de los detalles enzimaticos
y genéticos de este complejo proceso se han definido y, puesto que los mutantes en
estos genes no son viables, constituyen dianas muy interesantes para el disefio de
nuevos farmacos. El etambutol también inhibe la sintesis del arabinogalactano
interfiriendo en la polimerizacién del arabinano actuando, probablemente, sobre la

arabinosiltransferasa EmbB (Zhang et al., 2005).
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Unidos por enlaces €ster a dos terceras partes de las arabinosas terminales del
arabinogalactano, se encuentran los acidos micolicos. Estos acidos grasos a-alquil
ramificados y B-hidroxilados presentan una cadena lateral saturada de 20 a 25 carbonos
y una cadena principal o meromicolato de 50 a 60 carbonos que puede estar modificada
con dobles enlaces, grupos ceto, metoxi, epoxi y anillos ciclopropilo (Fig. 1.5) (Kremer
y Besra, 2005). Los acidos micolicos se dividen, segin si contienen o no un grupo
funcional oxigenado, en micolatos oxigenados y o-micolatos, respectivamente. Estos, a
su vez, se subdividen en varias clases dependiendo del tipo de modificaciones que
presenten. Los a-micolatos estan presentes en todas las micobacterias mientras que la
distribucion del resto de clases es caracteristica, aunque no exclusiva, de cada especie.
M. tuberculosis contiene, ademas de o-micolatos, cetomicolatos y metoximicolatos
(Fig. 1.5). Dentro de cada clase de acidos micdlicos existe una microheterogeneidad
intra e interespecifica en cuanto a la longitud de las cadenas, y la posicion de los grupos

funcionales.
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Figura 1.5. Estructura de los acidos micolicos de M. tuberculosis.

La biosintesis de los acidos micolicos conlleva 5 pasos: (1) sintesis de acidos
grasos saturados de Cy4 a Cy6 para formar las o-ramificaciones; (2) sintesis de 4cidos
grasos de Csyp a Csg que constituiran el meromicolato; (3) introduccion de los grupos
funcionales en la cadena meromicolato; (4) condensacion Claisen entre las dos cadenas
previa a la reduccion final para formar el dcido micdlico; y (5) transferencia del acido
micdlico al arabinogalactano y otros aceptores (Kremer y Besra, 2005). La mayoria de
los enzimas implicados se han caracterizado bioquimica y/o genéticamente y
constituyen buenos candidatos para el desarrollo de nuevos farmacos. Asi, la isoniazida
y la etionamida son dos profarmacos que actGian inhibiendo la sintesis de acidos

micolicos.
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Existen dos modelos de la estructura del esqueleto de la pared celular. El
primero situa el peptidoglicano y el arabinogalactano en dos capas independientes,
paralelas a la membrana plasmatica. Mientras que el segundo, basandose en estudios de
modelaje de mecanica molecular, sugiere una alternancia de cadenas helicoidales de
arabinogalactano y peptidoglicano formando una tnica capa, perpendicular al plano de
la membrana plasmatica (Fig. 1.3) (Mahapatra et al., 2005). Los acidos micolicos
formarian una monocapa compacta, con las cadenas alquil paralelas entre ellas y
perpendiculares al plano de la membrana plasmatica, constituyendo una barrera de

permeabilidad externa (Fig. 1.3) (Draper y Daffé, 2005).
1.8.1.3. Otros componentes de la pared celular

Asociados al esqueleto de la pared celular, pero no covalentemente unidos, se
encuentran lipidos libres, PIM, fosfatidiletanolamina, triacilgliceroles (TAG) y
proteinas. Los lipidos libres, denominados asi porque son facilmente extraibles con
solventes, comprenden una extraordinaria variedad de estructuras, algunas comunes en
todas las micobacterias y otras presentes solo en algunas especies. M. tuberculosis
contiene principalmente dimicolato de trealosa (TDM, Trehalose Dimycolate),
diaciltrealosas (DAT), triaciltrealosas (TAT), poliaciltrealosas (PAT), sulfolipidos (SL),
dimicocerosatos de ftiocerol (PDIM, Phthiocerol Dimycocerosates) y glicolipidos
fenolicos (PGL, Phenolic Glycolipid).

Aunque la mayoria de acidos micolicos se encuentran formando parte del
esqueleto de la pared celular, algunos se hallan en formas glicosiladas como lipidos
libres, principalmente monomicolatos de trealosa (TMM, Trehalose Monomycolate) y
TDM (Kremer y Besra, 2005). E1 TDM o cord factor se aislo inicialmente buscando el
factor responsable de la disposicion en forma de cuerdas de las células de
M. tuberculosis, una morfologia asociada con la virulencia del bacilo. Sin embargo,
estudios posteriores han mostrado que este lipido estd ampliamente distribuido en el
género Mycobacterium, con la notable excepcion de M. leprae que solo contiene TMM
también presente en el resto de micobacterias. De hecho, el TMM es el sustrato
utilizado por los antigenos del complejo 85 (Ag85A-Ag85C) para transferir acidos
micolicos al arabinogalactano y al TMM formando el complejo micolil-
arabinogalactano y TDM, respectivamente. Los micolatos de trealosa reflejan, por lo

tanto, la composicion de acidos micélicos de cada especie (Kremer y Besra, 2005).
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Otros glicolipidos con trealosa incluyen los SL y las DAT, TAT y PAT (Fig.
1.6). Los SL, exclusivos de M. tuberculosis, se caracterizan por presentar un grupo
sulfato en la posicion 2’ de la trealosa y por estar acilados con acidos grasos multimetil-
ramificados denominados acidos ftioceranicos e hidroxiftioceranicos (Kremer y Besra,
2005). Los SL son una familia de compuestos que se diferencian en el nimero y tipo de
sustituyentes acil siendo el mas mayoritario el SL-I (Fig. 1.6). La policétido sintasa
Pks2 interviene en la sintesis de los acidos ftioceranicos de los SL (Sirakova et al.,
2001). El gen pks2 se localiza en el cromosoma junto a papAl y mmpL8, codificando
este Ultimo una proteina de membrana que interviene en el transporte de un precursor de
SL parcialmente acilado (Domenech et al., 2004). Recientemente, se ha comprobado
que papAl y papA2 (separado por 2 ORF de los otros genes de sintesis de SL),

codifican sendas aciltransferasas necesarias para la sintesis de SL (Bhatt et al., 2007).
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Figura 1.6. Estructura de los principales glicolipidos basados en trealosa de M. tuberculosis (Jackson
etal., 2007).

Las DAT, TAT y PAT estan esterificadas con acidos grasos di- y trimetil-
ramificados denominados micolipenatos y micosanoatos, y acidos grasos saturados de
Cis a Cyg (Fig. 1.6) (Kremer y Besra, 2005). Estan presentes en M. tuberculosis,
M. bovis, M. africanum y M. fortuitum. La policétido sintasa Msl3 se ha identificado
como necesaria para la sintesis de los micolipenatos y micosanoatos (Dubey et al.,

2002). El gen msI3 presenta una mutacion sin sentido en la cepa de M. tuberculosis
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H37Rv Pasteur (utilizada en la secuenciacion del genoma) lo que da lugar a los ORFs
pks3 y pks4 que forman un locus, analogo al de sintesis de SL, con los genes papA3 y

mmpL10.

Los PDIM son las principales ceras de M. tuberculosis y estan presentes también
en otras especies relacionadas. Estan formados por una larga cadena denominada
ftiocerol, esterificada con dos acidos grasos polimetil-ramificados denominados &cidos
micocerosicos 0 acidos ftioceranicos, segiin la estereoquimica de sus centros quirales
(Fig. 1.7A) (Onwueme et al., 2005). Existen 4 formas de PDIM segun si contienen en la
cadena ftiocerol un grupo metoxi (ftiocerol A y B) (Fig. 1.7A), un grupo ceto
(ftiodiolona) o un grupo hidroxil (ftiotriol). La distribucion de estas variantes es

particular de cada especie, asi como la longitud de las cadenas (Onwueme et al., 2005).

Otros lipidos relacionados con los PDIM son los PGL o dimicocerosatos de
glicosilfenolftiocerol (Fig. 1.7A). Estos glicolipidos se describieron, inicialmente, en
M. bovis y M. kansasii y se denominaron micosidos. Posteriormente se describieron en
otras especies, incluyendo “M. canettii” y M. leprae en el que constituyen el 2% de la
masa del bacilo (Vergne y Daffé, 1998). En M. tuberculosis so6lo se han detectado PGL
en algunos aislados clinicos y se ha sugerido que la causa de que la mayoria de cepas,
incluyendo la cepa H37Rv, no los sinteticen seria un cambio en el patréon de lectura por
una microdelecion (1 6 7 pb) en los ORF pks15/1, que forman un tnico ORF en las
cepas productoras (Constant et al., 2002). La principal diferencia entre los PGL de las
distintas especies reside en el nimero y tipo de metil-azucares, pudiendo existir mas de
un tipo de PGL en una misma especie. Los ftioceroles y los acidos micocerosicos de los
PGL corresponden a los de los PDIM de la misma especie (Onwueme et al., 2005).

En los ultimos afios se ha progresado notablemente en el estudio de la biosintesis
de los PDIM y PGL, tanto desde un punto de vista enzimdtico como genético,
habiéndose identificado un cluster de mas de 30 genes implicados en la sintesis de estos
lipidos (Fig. 1.7B) (Onwueme et al., 2005). Asi, el gen mas codifica la acido
micocerosico sintasa. Mientras que, el operon ppsA-ppsE codifica la policétido sintasa
modular que sintetiza las cadenas ftiocerol y fenolftiocerol a partir de moléculas
precursoras, sintetizadas a su vez por la policétido sintasa Pks15/1 en el caso del
fenolftiocerol. Otras proteinas destacables codificadas en este locus incluyen acil-CoA
ligasas, que activarian los precursores ftiocerol y fenolftiocerol; metiltransferasas, que

participarian en la metilacion de los aztcares del PGL; glicosiltransferasas, que
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Figura 1.7. A) Estructura del principal PGL de M. tuberculosis y de los PDIM. La cadena ftiocerol
corresponde a ftiocerol A, si R=CHj, o a ftiocerol B si R=H. Modificado de Jackson et al., 2007.
B) Locus de sintesis de PDIM y PGL. Modificado de Onwueme et al., 2005.
catalizan la glicosilacion del fenolftiocerol; la aciltransferasa PapAS, que diacila el
ftiocerol y el glicosilfenolftiocerol; y varios transportadores importantes para la correcta
localizacion de los PDIM y PGL en la pared celular (Onwueme et al., 2005). Estudios
recientes sugieren que otras policétido sintasas, no incluidas en el cluster PDIM-PGL,
participarian también en la sintesis de estos lipidos, aunque el papel de estos enzimas

esta pendiente de confirmacion.

El elevado nimero de enzimas de sintesis y modificacion de lipidos codificados
en el genoma de M. tuberculosis sugiere que podria producir otros lipidos, mas
minoritarios, no identificados hasta el momento. Asi, recientemente, se ha descrito una
nueva familia de manosil-p-1-fosfolipidos, denominados manosil-f-1-fosfomicotidos,
presentes en M. tuberculosis, M. avium y M. bovis BCG pero no en las especies

saprofitas M. phlei, M. smegmatis y M. fallax (Matsunaga et al., 2005).

Si bien la estructura y biosintesis de la mayoria de los lipidos libres se conoce en
profundiad, su organizacion en la pared celular es todavia conjetural. Hace ya mas de 20
afios Minnikin propuso que los é4cidos micoélicos del esqueleto de la pared celular

formarian una bicapa asimétrica con otros lipidos (Brennan y Nikaido, 1995). Este
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modelo ha sido respaldado por numerosos y diferentes estudios en estos afios, sin
embargo, la naturaleza exacta de los lipidos de la capa externa se desconoce. Varios
autores proponen que los lipidos libres con largas cadenas metil-ramificadas (TDM, SL,
DAT, etc.) podrian complementar las o-ramificaciones de los &acidos micolicos,
intercalandose con las cadenas meromicolato, complementadas por acidos grasos de
cadenas mas cortas, como los de los PIM (Fig. 1.3) (Brennan y Nikaido, 1995). Esto
permitiria que las partes mas polares de los glicolipidos quedaran situadas externamente
formando una superficie hidrofilica, con una estructura global andloga a la de otras
membranas biologicas (Draper, P., 1998). La principal critica de este modelo es que el
tipo y cantidad de lipidos libres difiere considerablemente en las distintas especies como
para formar una estructura comun a todas ellas. Por ello, se ha sugerido que los TAG y
fosfolipidos, presentes en las capas mas externas de la envuelta de todas las
micobacterias, podrian formar la bicapa lipidica con los 4cidos micoélicos, mientras que

los lipidos libres se situarian mas externamente (Draper, P., 1998).

Ademas, en la pared celular se hallan también proteinas, incluyendo porinas que
atravesarian la capa lipidica. Aunque se ha detectado la actividad de dos porinas
diferentes en M. tuberculosis, no se han podido aislar ni identificar por estar en muy
baja concentracion (Draper y Daffé, 2005). Si se ha caracterizado una proteina
formadora de canal de baja actividad denominada OmpATb (Draper y Daffé, 2005). El
analisis del proteoma de la pared celular ha permitido identificar unas 300 proteinas de
las que 131 son exclusivas de la pared (Mawuenyega et al., 2005). Estas proteinas estan
asociadas a la sintesis y modificacién de macromoléculas, al metabolismo energético y
a la envuelta celular. Asi mismo se han detectado muchas de las proteinas de sintesis de
lipidos de pared, asi como proteinas implicadas en la secrecion de péptidos/proteinas, y

diferentes antigenos conocidos (Mawuenyega et al., 2005).
1.8.1.4. La capsula

La parte mas externa de la envuelta celular de las micobacterias consiste en una
mezcla de polisacaridos, proteinas y lipidos denominada cépsula, aunque sus
componentes no estan unidos covalentemente a la pared celular (Draper y Daffé, 2005).
Los primeros indicios de la existencia de una capsula se limitaban a la observacion de
una zona electrotransparente alrededor de las micobacterias patdogenas cuando se
encontraban en el fagosoma de cé¢lulas infectadas (Daffé y Etienne, 1999).

Posteriormente, el uso de técnicas mejoradas en la preparacion de las muestras para el
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microscopio electronico ha permitido observar esta estructura en micobacterias crecidas

in vitro.

Los primeros estudios de la composicion de la capsula se realizaron en M. leprae
y M. lepraemurium, cuyas capsulas consisten en PGL y glicopeptidolipidos,
respectivamente (Daffé y Etienne, 1999). Sin embargo, en otras micobacterias, que no
sintetizan estos lipidos, o en muy baja cantidad, la cépsula estd formada por
polisacaridos y proteinas, en proporcion variable segun la especie y fase de crecimiento,

y una pequefia cantidad de lipidos (2%-5%) (Dafté y Etienne, 1999).

El componente principal de la capsula de M. tuberculosis son los polisacaridos
glucano, arabinomanano y manano (Draper y Daffé, 2005). El glucano consiste en
unidades repetitivas de 5 6 6 residuos glucosil, sustituidos con un residuo oligoglicosil
(mono- a pentaglucosil). El arabinomanano consta de una cadena manano como la del
LM, y una cadena arabinano como la del araginogalactano con oligomandsidos en el
extremo no reducido. El manano que se halla libre es también como el del LM (Draper
y Dafté, 2005). Los pocos lipidos presentes en la cépsula estarian localizados mas
internamente y corresponden a los lipidos libres mas externos de la pared. En cuanto a
las proteinas de la capsula, la mayoria se han detectado también en el sobrenadante de
los cultivos. En realidad, todos los componentes de la capsula se han detectado en el
medio de cultivo, y esta secrecion ocurriria igualmente en el huésped, como muestran
estudios con cultivos celulares o la presencia de PGL incluso en la sangre de pacientes

infectados con M. leprae (Draper y Daffé, 2005).
1.8.2. Actividades bioldgicas, patogenia y regulacion
1.8.2.1. Importancia de la envuelta celular

La inusual composicion y estructura de la envuelta celular es responsable de
muchas de las caracteristicas del género Mycobacterium como la acido-alcohol
resistencia, el crecimiento en forma de cuerdas de algunas especies, la morfologia
colonial y la extraordinaria resistencia de las micobacterias a agentes fisicos y quimicos
(Barry, C. E. 111, 2001a). La elevada impermeabilidad de la envuelta celular es también
en gran parte responsable de la ineficacia frente a las micobacterias de la mayoria de los
antimicrobianos de uso comun. Estas caracteristicas se atribuyen mayormente a la capa
de acidos micoélicos de cuya composicion depende la permeabilidad relativa de la pared

celular (Kremer et al., 2000).
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Tabla 1.4. Actividades biologicas de los lipoglicanos, glicolipidos y ceras de M. tuberculosis (Vergne y
Daffé, 1998; Briken et al., 2004; Kremer y Besra, 2005; Onwueme et al., 2005; y Jackson et al., 2007).

Compuesto Molécula purificada Cepas mutantes

Induccion de respuesta granulomatosa
PIM por reclutamiento de células NK. No viables

Adhesion a células no fagociticas.

LM - Induccién de respuesta proinflamatoria. No descritos
- Interaccion con células fagociticas.
- Inhibicidn de:
ManLAM - maduracion del fagosoma No descritos
- activacion de macrofagos
- respuesta proinflamatoria
- Toxicidad. Alteracion de respiracion y
fosforilacion oxidativa mitocondriales. .
TDM . ., No descritos
- Inmunoestimulacion.
- Granulomagénico.
- Inhibicién de la estimulacion de - Mutante ,ka_Z: no afecta a la
macréfagos virulencia in vitro/in vivo.
SL - Activacién de neutréfilos. -  Mutante mmpL8: in vivo menor

virulencia y menor produccion de
citocinas antiinflamatorias.

Efecto sinérgico con TDM.

de - Mutante msl3: estimulacion de la
entrada en células fagociticas y no
fagociticas in vitro. No afecta a la
virulencia in vivo.

Inhibicion de la  migracion
DAT, PAT leucocitos.
DAT: inhibicién de linfoproliferacion.

Inhibicion de la linfoproliferacion™. - Mutante pksl5/pksl: incremento de
la produccién de citocinas
proinflamatorias in vitro. Mayor

Inhibicién respuesta proinflamatoria.

PGL - Supresién de la respuesta oxidativa de supervivencia de ratones infectados,
monocitos*. sin afectar a la diseminacion ni la

- Activacion del complemento*. proliferacion bacilares.
- Mutantes en varios genes: In vitro:
mayor permeabilidad de la pared
PDIM - No tienen efecto s_obr_e macrofagos ni celular, mayor susceptibilidad a
c¢lulas dendriticas in vitro. 6xido nitrico, induccién de citocinas

proinflamatorias. Atenuados in vivo.

*Actividades descritas para el PGL de M. leprae.

La importancia de la envuelta celular en la patogenia resulta obvia ya que
constituye la interfase entre la micobacteria y el huésped. En este sentido la envuelta
determina qué moléculas del bacilo son detectadas por el sistema inmunitario, y qué
moléculas del huésped acceden al interior de la bacteria. Las actividades biologicas de
la envuelta celular y su implicacion en la patogenia pueden dividirse en dos tipos:
resistencia pasiva e intervencion activa (Daffé y Draper, 1998). La resistencia pasiva,

definida como la capacidad de permanecer inafectado o recuperarse de los ataques del
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huésped, resulta evidente de la estructura y composicion de la envuelta. Asi, la cépsula
impediria la difusién de macromoléculas (enzimas degradativos y bactericidas) a partes
mas internas de la envuelta, y la capa de acidos micodlicos impediria el acceso de
moléculas mas pequefias. La inusual estructura quimica del arabinogalactano y el
peptidoglicano contribuiria también a la resistencia frente a enzimas degradativos
(Dafté y Draper, 1998). Otras pequefias moléculas como el peroxido de hidrogeno, el
superoxido y el oxido nitrico, utilizadas por los macréfagos para eliminar las bacterias,

serian secuestradas por el LAM y otros glicolipidos, como el PGL.

En cuanto a la intervencion activa, se han descrito actividades biologicas a
muchos de los componentes de la envuelta celular (Tabla 1.4). Muchos de estos estudios
se han realizado con compuestos purificados, por lo que se debe tener en cuenta la
accesibilidad y cantidad de estas moléculas en la bacteria para establecer la
significacion de estas actividades in vivo (Daffé y Draper, 1998). La obtencion de
mutantes en componentes especificos ha ayudado a determinar su importancia en la
virulencia, sin embargo, los resultados se deben tomar también con precaucion, ya que
pueden ser un efecto indirecto de alteraciones en la estructura global de la envuelta y/o

en la secrecion de proteinas y otros compuestos (Barry, C. E. III, 2001a).
1.8.2.2. Regulacion de la composicion de la envuelta

Muchas bacterias son capaces de variar la fluidez de la membrana, modificando
su composicion en funcidon de las condiciones ambientales. De un modo analogo, las
micobacterias modulan la estructura y composicion de los acidos micoélicos en funcion
de la fase de crecimiento, la temperatura y otras condiciones ambientales (Kremer et al.,
2000). Asi, el ratio de cetomicolatos y metoximicolatos aumenta cuando
M. tuberculosis crece en condiciones de microaerofilia o en el interior de macrofagos.
Estas observaciones se han visto respaldadas por estudios de transcriptomica y
protedémica que muestran una regulacion de los genes de sintesis de acidos micolicos en
diferentes condiciones de crecimiento. Algunos de los reguladores identificados
incluyen el factor sigma alternativo SigM (Raman et al., 2006), y Relu, que controla la
respuesta astringente (Dahl et al., 2003). Ademas, la actividad de algunos de los
enzimas de sintesis de acidos micolicos estd modulada por Ser/Thr proteincinasas y por

la fosfatasa PstP, que responderian a condiciones ambientales (Molle et al., 2006).
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Recientemente, se ha descrito un nuevo mecanismo de regulacion de la
composicion de la envuelta celular por protedlisis intramembrana mediada por la
proteasa Rv2869c (Makinoshima y Glickman, 2005). Este sistema regula genes de
sintesis de acidos micolicos, PIM y PDIM, en respuesta a la presencia/ausencia de

Tween en el medio.

La regulacion de la sintesis de los glicolipidos y lipoglicanos de M. tuberculosis
es muy importante durante el proceso de infeccidon, teniendo en cuenta las actividades
de estos compuestos y que en muchos casos pueden tener efectos antagénicos sobre la
respuesta inmune. Los estudios de transcriptomica han permitido comprobar que la
expresion de algunos de los genes de sintesis de estos compuestos responde a las
condiciones de crecimiento, y que esta regulada por varios factores sigma alternativos.
Asi, el sistema de dos componentes PhoP/PhoR reprime algunos de los genes de sintesis
de PDIM e induce la expresion de los genes de sintesis de DAT, PAT y SL (Gonzalo
Asensio et al., 2006; Walters et al., 2006). Mientras que, la sintesis del LAM esta
regulada por EmbR, cuya actividad est4 controlada por las Ser/Thr proteincinasas PknA,
PknB y PknH y por la fosfatasa PstP (Sharma et al., 2006). De este modo el ratio
LM/LAM, importante en la respuesta inmune, estaria modulado en respuesta a

diferentes senales ambientales.
1.9. Interacciones huésped-patégeno

Cuando M. tuberculosis alcanza el pulmoén interacciona con células del huésped,
principalmente macrofagos, pero también células dendriticas y células epiteliales. El
reconocimiento, mediado por receptor, de M. tuberculosis por estos tipos celulares,
desencadena una respuesta proinflamatoria, controlada por citocinas y quimiocinas que
reclutan células mononucleares e inducen la formacién de los granulomas. El efectivo
control del crecimiento de M. tuberculosis y el mantenimiento de los granulomas, con la
minima patologia, dependen de una correcta estimulaciéon de la respuesta inmune,

modulada por diversos compuestos producidos por M. tuberculosis.
1.9.1. La fagocitosis y el fagosoma de M. tuberculosis

La fagocitosis de M. tuberculosis estda mediada por varios receptores,
principalmente receptores del complemento, el receptor de manosa y los receptores
scavenger de tipo A (Fenton et al., 2005). Estos receptores interaccionan con diversos

ligandos del bacilo como el ManLAM, el glucano, la hemaglutinina de unién a
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heparina, las proteinas PE-PGRS, y el complejo Ag85. Ademas, la fagocitosis esta
modulada por otras moléculas del huésped como la fibronectina, el colesterol, y las
proteinas surfactantes A y D. Estas interacciones regulan la respuesta inicial del
macrofago inhibiéndose, en general, la respuesta toxica y la fusion del fagosoma y el

lisosoma (Fenton et al., 2005).

M. tuberculosis también interacciona con los macrofagos a través de receptores
de reconocimiento de patron, como los receptores Toll-like (TLR, Toll-like Receptor)
que median la activacién de las células de la respuesta innata a través de diversas
cascadas de sefiales (Fenton et al., 2005). La estimulacion de los TLR modula la
fagocitosis, la fusion fagosoma-lisosoma y la produccion de citocinas que regulan a su
vez la respuesta inmune. M. tuberculosis activa las células via TLR2 y TLR4, siendo el
LM, el ManLAM vy varias lipoproteinas los principales agonistas identificados. La unién
de LM induce la produccion de las citocinas proinflamatorias IL-12 y del factor de
necrosis tumoral-o (TNF-a, Tumor Necrosis Factor-a) via TLR2 (Flynn y Chan,
2005). Mientras que la unién de la lipoproteina de 19 kDa al TLR2 inhibe la
presentacion de antigenos, dificultando la posterior estimulacion de la respuesta inmune
adaptativa (Fenton et al., 2005). Ademas, la activacion del TLR2 y, sobre todo, del
TLR4 inducen la apoptosis de las células infectadas, un proceso importante en la
presentacion de antigenos a los linfocitos (Fenton et al., 2005). El balance entre estas

respuestas determinard el tipo y eficiencia de la respuesta inmune desarrollada.

Tras la fagocitosis, M. tuberculosis reside en vacuolas con membrana,
deficientes en los complejos H'-ATPasa responsables de la acidificacion de los
fagosomas (Russell, D. G., 2005). Estas vacuolas son estructuras dinamicas que
interaccionan con la via endocitica temprana sin llegar a fusionarse con los lisosomas, lo

que permite a M. tuberculosis sobrevivir y multiplicarse.

Varios estudios sugieren que la maduracion de los fagosomas de M. tuberculosis
esta detenida en un punto inicial del proceso. Las vacuolas de M. tuberculosis retienen
la GTPasa Rab5 que, en condiciones normales, regula la biogénesis del endosoma. Rab5
une fosfatidilinositol 3-cinasas que producen fosfatidilinositol 3-fosfato en la parte
citosolica de la membrana vacuolar. El fosfatidilinositol 3-fosfato recluta a su vez
diferentes proteinas, como EEA1 necesaria para la sustitucion de Rab5 por Rab7
caracteristica de estados mas avanzados de la maduracién. Este proceso esta regulado

por Ca**/calmodulina (Russell, D. G., 2005). El punto exacto en que la maduracién esta

42



Introduccién

detenida es todavia incierto. Varios estudios sugieren que M. tuberculosis inhibe la
produccion de Ca®" asociada normalmente a la fagocitosis (Hesvitk et al. 2005). Esto
interferiria en la activacion por calmodulina de la fosfatidilinositol 3-cinasa o de la
union de EEA1 al fosfatidilinositol 3-fosfato, con la consiguiente interrupciéon de la
maduracion del fagosoma (Hesvitk et al. 2005). E1 ManLAM se ha asociado con la
inhibicion de la produccién de Ca®" vy, junto con la fosfatasa acida SapM, con el
mantenimiento de unos niveles bajos de fosfatidilinositol 3-fosfato en los fagosomas

micobacterianos (Deretic et al., 2006).
1.9.2. Estimulacion de la respuesta inmune especifica

Los macréfagos y las células dendriticas tienen un papel crucial en la
estimulacion de la respuesta inmune especifica a través de la presentacion de antigenos
y la produccion de citocinas. M. tuberculosis es capaz de inhibir la presentacion de
antigenos por parte de los macréfagos, mientras que induce la expresion del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC, Major Histocompatibility Complex) y de
moléculas CD1 presentadoras de lipidos, en las células dendriticas. Por ello, y por su
capacidad de migrar a los ganglios linfaticos, se considera que las células dendriticas
son esenciales en la estimulacion de células T naives durante la infeccion por

M. tuberculosis (Flynn y Chan, 2005).

Las células dendriticas pueden captar antigenos libres o fagocitar
microorganismos y restos celulares procedentes de apoptosis o necrosis celular
(Mendelson et al., 2005). La endocitosis de M. tuberculosis por las células dendriticas
esta mediada por la lectina de tipo C DC-SIGN, a través de ligandos como el ManLAM
(Mendelson et al., 2005). M. tuberculosis también interacciona con los TLR de las
células dendriticas modulando su activacion; asi, la lipoproteina de 19 kDa induce la
produccion de las citocinas proinflamatorias IL-12, TNF-o e IL-6 via TLR-2
(Mendelson et al., 2005). Una vez endocitados, los bacilos se localizan en vacuolas que
pueden madurar a endosomas/lisosomas tardios facilitando el procesamiento y

presentacion de antigenos (Mendelson et al., 2005).

Tras la captacion de antigenos, las células dendriticas experimentan un proceso
de maduracion, critico para la correcta estimulacion de las células T. Este proceso
implica la expresion de receptores de quimiocinas para migrar a los ganglios linfaticos,

la expresion de moléculas presentadoras de antigenos y moléculas coestimuladoras, y la
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produccion de IL-12 para inducir una respuesta Thl esencial en el control de la
infeccion por M. tuberculosis (Mendelson et al., 2005). In vitro se ha comprobado que
la endocitosis de M. tuberculosis puede estimular la maduracion de las células
dendriticas, induciendo la produccion de IL-12 via TLR2; o bien inhibirla mediante la
produccion de IL-10 en respuesta a la union ManLAM-DC-SIGN (Flynn y Chan, 2005).
Estas diferencias influirian, finalmente, en la induccion de una respuesta inmune
adaptativa o en la induccion de tolerancia, por lo que se han asociado con el grado de

virulencia de M. tuberculosis (Mendelson et al., 2005).

Una vez en los ganglios linfaticos, las células dendriticas estimulan la activacion
y proliferacion de las células T en células efectoras de diferentes subtipos, incluyendo
células T CD4 y CDS, células T yd, y células T restringidas para CD1 (Mendelson et al.,
2005). Las células T activadas migran a los lugares de inflamacién donde reconocen los
antigenos presentados por las células infectadas. La principal funcioén de las células T
seria activar los macréfagos mediante la produccion de IFN-y y TNF-o. Ademas,
algunas funciones efectoras incluirian la produccioén de perforinas y granulisina para
lisar los macrofagos infectados y eliminar las bacterias, y la induccion de la apoptosis

de los macrofagos infectados via TNF-a o via interaccion Fas/FasL.
1.9.3. Mecanismos efectores del macrofago activado

La activacion de los macrofagos para la eliminacion de M. tuberculosis requiere
las citocinas IFN-y y TNF-a. Las células NK y las células T yd producen IFN-y en
respuesta a diversos antigenos de M. tuberculosis antes de que se desarrolle
completamente la respuesta adaptativa (Mendelson et al., 2005). Posteriormente, el
IFN-y es producido por las células Th1 CD4 y CDS, mientras que el TNF-a lo producen
principalmente las células T CD4 y los macrofagos. M. tuberculosis altera la respuesta
de los macrofagos al IFN-y, antagdénicamente en algunos casos y sinérgicamente en

otros (Schnappinger et al., 2006).

Algunos de los mecanismos efectores del macrofago activado incluyen la
produccion de intermediarios reactivos de nitrégeno, mediante la 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS), e intermediarios reactivos de oxigeno (Flynn y Chan, 2001). El
mecanismo bactericida de estos ultimos no seria demasiado importante en la infeccion
por M. tuberculosis, ya que el bacilo dispone de diversos mecanismos de resistencia

como la produccion de enzimas detoxificantes. Aunque también se han descrito factores
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de resistencia a los intermediarios reactivos de nitrégeno, la capacidad bactericida de
estos compuestos seria mas importante, como muestra la mayor sensibilidad de ratones

deficientes en iNOS a la infeccion por M. tuberculosis (Flynn y Chan, 2001).

En el macroéfago activado, ademads, se desbloquea la maduracion de los
fagosomas que se fusionan con los lisosomas permitiendo la eliminacion de las
bacterias (Russell, D. G., 2005). Estudios recientes implican a la GTPasa LRG-47 (o
IRGM) en este proceso. Esta proteina, cuya expresion se induce en respuesta al IFN-y,
actuaria como mediador de la respuesta de los macrofagos activados frente a
M. tuberculosis, en un proceso independiente de iNOS. Los ratones deficientes en LRG-

47 son incapaces de controlar la infeccion (Russell, D. G., 2005).

La activacion de los macréfagos por el IFN-y también induce autofagia, una via
degradativa mediante la que se engloban componentes citoplasmaticos en una vacuola
que se fusiona con el lisosoma (Deretic, V., 2006). Este proceso, que forma parte de la
homeostasis celular, se ha reconocido recientemente como un mecanismo efector de la
respuesta inmune innata y especifica frente a patdgenos intracelulares. Ademas de
permitir la eliminacion de las bacterias, la autofagia es también importante en la
presentacion de antigenos por el MHC II. La GTPasa LRG-47 también se ha

relacionado con la induccion de autofagia mediada por IFN-y (Deretic, V., 2006).

La apoptosis es otro mecanismo de control del crecimiento intracelular de
M. tuberculosis (Bocchino et al., 2005). A diferencia de la necrosis, la apoptosis es un
proceso autolimitado, no induce una respuesta inflamatoria patoldgica, y los restos
celulares son rapidamente eliminados por los fagocitos circundantes. La endocitosis de
estas vesiculas apoptoticas por las células dendriticas es esencial en la presentacion de
antigenos para la estimulacion de las células T CD8 (Bocchino et al., 2005). Algunos
compuestos de M. tuberculosis, como el LM o la lipoproteina de 19 kDa, inducen la

apoptosis de macrofagos mientras que otros, como el ManLLAM, la inhiben.
1.10. La tincién con rojo neutro

1.10.1. Introduccion histérica

1.10.1.1. La tincion con rojo neutro como prueba de virulencia

Durante los afios 1930 y 1950 se llevaron a cabo numerosos estudios

encaminados a identificar marcadores de virulencia de M. tuberculosis. Inicialmente,
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estos trabajos se fijaron en caracteristicas morfoldgicas, como la rugosidad de la colonia
o la disposicion en forma de cuerdas de las células (Steenken et al., 1934; Middlebrook
et al., 1947). Posteriormente, se desarrollaron diversas reacciones citoquimicas basadas
en la reduccion de colorantes redox (Bloch, H., 1950; Wilson et al., 1952), o en la
tincidon con colorantes basicos (Desbordes, J., 1953; Desbordes y Fournier, 1954). En
este contexto Dubos y Middlebrook, en 1948, describieron la tincidén con rojo neutro
(Dubos y Middlebrook, 1948). Estos autores observaron que la cepa virulenta
M. tuberculosis H37Rv, en un ambiente alcalino en el que el rojo neutro es amarillo,
reducia y fijaba el colorante en su forma acida tiiéndose de rojo (rojo neutro positivo,
RN"); mientras que la cepa avirulenta H37Ra permanecia amarilla en las mismas
condiciones (rojo neutro negativo, RN ). El andlisis de 22 cepas del bacilo de la
tuberculosis de origen humano y bovino, y de la cepa atenuada BCG les permitid
concluir que la capacidad de reducir el rojo neutro era caracteristica de las cepas

virulentas.

Esta reaccion pronto desperto el interés de muchos investigadores que realizaron
numerosos estudios para comprobar la validez de esta técnica como marcador de
virulencia (Hauduroy y Posternak, 1949; Viallier y Tigaud, 1953; Morse et al., 1953;
Hughes et al., 1954). En estos trabajos se analizaron centenares de bacilos de la
tuberculosis aislados de lesiones patoldgicas humanas, bovinas y aviares, asi como
cepas de laboratorio. También se estudiaron centenares de micobacterias no
tuberculosas, bacterias de otros géneros y levaduras. Todos los bacilos de la
tuberculosis virulentos dieron un resultado positivo para la tincién mientras que, la cepa
avirulenta M. tuberculosis H37Ra, la cepa atenuada BCG, casi todas las micobacterias
no tuberculosas y el resto de bacterias y levaduras analizadas fueron RN . Ademas, en
varios de estos trabajos los resultados de la tincion se compararon con la capacidad de
causar enfermedad en cobayas, obteniéndose una buena correlacion entre cultivo
positivo para el bacilo de la tuberculosis, virulencia en animal y tincién con rojo neutro

(Richmond y Cummings, 1950; Morse et al., 1953; Hughes et al., 1954).

Aun asi, se describieron algunas excepciones. Hauduroy y Posternak (1949)
detectaron 4 micobacterias no tuberculosas RN", aunque con cierto grado de virulencia
en cobaya. Richmond y Cummings (1950) aislaron de un rabano una micobacteria no
patégena pero RN" que corresponde al actual M. terrae, un sapréfito que raramente se

ha asociado con patologia en humanos. El caso contrario fue documentado por Ingrao y
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Vetere (1952) con 5 micobacterias no tuberculosas, virulentas para la cobaya pero RN
(aunque no analizaron las micobacterias recuperadas del animal). A pesar de estas raras
excepciones los diferentes autores coincidieron en la utilidad de la reaccién con rojo
neutro como prueba de virulencia para el bacilo de la tuberculosis, y resaltaron las
ventajas econdmicas, de rapidez y seguridad, frente al método utilizado normalmente, la

inoculacién de cobayas.
1.10.1.2. Aspectos técnicos y observaciones sobre la tincion

Ademas de estudiar la relacion de la tincién con la virulencia, varios trabajos
profundizaron en aspectos mas técnicos de la reaccion. El rojo neutro es un colorante
indicador de pH de la familia de las fenazinas, rojo a pH acido virando a amarillo a
pH 6,8-8,0. Este cambio de color responde a una protonacion en el nitrogeno del anillo
central (Lillie, R. D., 1977) (Fig. 1.8). En la tincién con rojo neutro el colorante estd en
un ambiente alcalino y es amarillo, las cepas avirulentas lo fijan en la forma basica
mientras que las cepas virulentas lo hacen en la forma catiénica roja. Por lo tanto, para
que la reaccion se produzca correctamente, hay varios pardmetros que se deben tener en
cuenta: presencia de contaminantes acidicos, pH del tampdn de tincidon y concentracion

del colorante.

A (|:H B

CH, H
N N NH ' N NH
H,C~ 4 2 HSC/N z 2
NS NS
N CH, N CH,
Figura 1.8. Formas de ionizacion del rojo neutro. En un ambiente alcalino (pH>8) el colorante esta

en su forma basica y es amarillo (A). En un ambiente acido (pH<6,8) el colorante se encuentra en su
forma catidonica monovalente y es rojo (B).

En su articulo de 1948, Dubos y Middlebrook sefialaban que la tincidén se podia
ver enmascarada por componentes del medio de cultivo por lo que era necesario lavar
las células antes de teirlas. Indicaron que los mejores resultados se obtenian con dos
lavados de 1 hora a 37°C con metanol al 50%. Contrariamente, Viallier y Tigaud que
visualizaban al microscopio la tincion de colonias resuspendidas en agua, afirmaban que
la ausencia de lavados con metanol no afectaba al resultado (Viallier y Tigaud, 1953).
Desbordes y colaboradores (1955a), que analizaron el efecto de lavados con agua,

metanol, metanol+éter, acetona y metanol+acetona, obtuvieron los resultados mas
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claros al lavar con metanol+éter y los peores con agua, recomendando en cualquier

caso, realizar dos lavados previos a la tincion.

En cuanto al tampdn de tincion, Dubos y Middlebrook usaron tampoén barbital
sugiriendo que se podia usar cualquier tampdén que fuera alcalino. Esta opinion fue
mantenida también por el resto de autores que especificaron ademas que el pH debia ser
de 8,9 (Hauduroy y Posternak, 1949; Viallier et al., 1950). Desbordes y colaboradores
estudiaron el efecto del pH sobre la tincién confirmando la necesidad de realizar la
reaccion a pH basico ya que a pH muy acido ninguna cepa se tefiia y a pH neutro se

tineron todas de color rosa (Desbordes et al., 1955b).

Aunque Dubos y Middlebrook no especificaron la concentraciéon de colorante
que utilizaban, si que indicaron que la cantidad de colorante retenido por las células de
las cepas virulentas equivalia al 1% de su peso seco; y que si se usaba una
concentracion suficientemente baja, las células fijaban todo el colorante y el tampon de
tincion quedaba incoloro. Richmond y Cummings (1950) fueron los primeros en
precisar que usaban una concentracion final de rojo neutro del 0,002% (p/v),
recomendada también por Hughes y colaboradores (1954) y adoptada en la mayoria de
trabajos subsiguientes. Desbordes y colaboradores (1955b) hallaron que la reaccion era

tanto mas rapida cuanto mayor era la dilucion de rojo neutro.

Otra observacion interesante hace referencia a la intensidad de la tincion. Varios
autores describieron diferencias en la coloracién de las distintas cepas (Hauduroy y
Posternak, 1949; Viallier et al., 1950; Richmond y Cummings, 1950; Morse et al.,
1953). Asi, mientras que las cepas avirulentas se tefiian de amarillo, la cepa atenuada
BCG adquiria una coloracion rosacea caracteristica, y las cepas virulentas se tefiian con
diferentes tonalidades de rojo pero siempre mas que la BCG. La intensidad de la tincién
era caracteristica de cada cepa y se mantenia en el tiempo. Aunque el resultado de la
tincidn se correlacionaba con la virulencia, varios trabajos mostraron que la intensidad
de la tincion de las cepas positivas no estaba directamente relacionada con el grado de
virulencia en el animal (Richmond y Cummings, 1950; Viallier y Tigaud, 1952a). En
1964, otros autores realizaron un estudio similar, incorporando ademas un método de
cuantificacion de la cantidad de colorante fijado por las células, ya fuera en la forma
acida roja o en la forma bésica amarilla (Muftic y Tuncman, 1964). Para ello eliminaban
el colorante no unido mediante un lavado con metanol al 50%, y extraian el colorante

retenido por las células tratandolas durante 10 horas con una solucion fuertemente
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acida. Observaron que no existia una correlacion entre el resultado de la tincion y la
cantidad de colorante unido, ni entre la intensidad de la tincion o la cantidad de rojo

neutro y el grado de virulencia en animal (Muftic y Tuncman, 1964).

Viallier y Tigaud, en un intento de obtener una lectura objetiva de la reaccion,
desarrollaron un método espectroscopico de cuantificacion de la tincion (1952b).
Utilizando este método y la observacion con el microscopio de colonias tefidas,
estudiaron la tincion en las distintas fases de crecimiento. Observaron que los cultivos
jovenes (de menos de 4 dias) no se tefilan, mientras que todas las células en fase
exponencial se tefiian, y so6lo lo hacian el 80% de las células en fase estacionaria
(Viallier y Tigaud, 1953). Tanto analizando las colonias como el cultivo liquido,
advertian que solo se tefiian las células en division. Sin embargo, también sefialaron que
las bacterias no viables, ya fuera inactivadas en la autoclave o tratadas con antibidticos
o por otros métodos, conservaban la capacidad de tefiirse (Viallier y Tigaud, 1953). Asi
mismo, estudiaron la estabilidad de la tincion al mantener las cepas en el laboratorio.
Aunque ésta no variaba si se mantenian en un medio rico, al cultivar las células en
medio pobre la intensidad de la tincion disminuia con las resiembras hasta perderse,
siendo este efecto tanto mas rapido cuanto mas pobre era el medio. Estas cepas que se
habian vuelto RN eran todavia virulentas en cobaya, aunque en menor grado, y al
recuperarlas del animal habian recobrado la capacidad de tedirse (Viallier y Tigaud,

1953).

Por ultimo también se estudio la tincion de bacterias in vivo. Viallier y Tigaud
(1953) resaltaron que todos los intentos que habian realizado para tefiir los bacilos
directamente en muestras patologicas habian resultado negativos. Mas adelante, Segal y
Bloch se propusieron estudiar las bacterias crecidas in vivo, comparandolas con las
mismas crecidas en medio de cultivo. Para ello infectaban ratones con la cepa
M. tuberculosis H37Rv, recuperando posteriormente los bacilos de homogenados de
pulmén por centrifugacion diferencial. En varios trabajos describieron que existian
diferencias metabolicas, bioquimicas, inmunogénicas y patogénicas entre las bacterias
crecidas in vivo e in vitro. Entre estas diferencias se incluia también la tincién con rojo
neutro, negativa en M. tuberculosis recuperado del animal (Segal, W., 1965). Se
comprobd que éste no era un efecto del proceso de separacidon, sometiendo la cepa
crecida in vitro al mismo protocolo. Segal atribuyé esta diferencia a la distinta

composicion lipidica de M. tuberculosis crecido in vivo y no descartaba la posibilidad
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de que el compuesto responsable de la tincion fuera secretado cuando M. tuberculosis se

multiplicaba in vivo.

1.10.1.3. La tincion con rojo neutro en la identificacion y clasificacion de las

micobacterias

Durante los afios en que se desarrolld y estudio la tincion con rojo neutro se
produjo un paulatino reconocimiento de la existencia de otras micobacterias, diferentes
de M. tuberculosis, capaces de causar patologia en humanos. La introduccion de la
quimioterapia a finales de los afios 1940 supuso un aumento en el uso del cultivo para el
diagnéstico de la tuberculosis, ya que permitia analizar la sensibilidad a farmacos
(Wayne, L. G., 2000). Hasta entonces, el diagnostico se habia limitado a la observacion
de bacilos acido-alcohol resistentes directamente en la muestra concentrada, por lo que
muchas micobacterias atipicas se diagnosticaban como M. tuberculosis. El aislamiento
rutinario de las micobacterias resultd en un incremento del nimero de casos en los que
se identificaban, como causantes de la enfermedad, micobacterias con caracteristicas
diferentes de M. tuberculosis que se denominaron micobacterias atipicas (Wayne, L. G.,
2000). ElI hecho de que muchas de estas micobacterias fueran ademas resistentes a los

farmacos antituberculosos urgia el desarrollo de técnicas para su identificacion.

La clasificacion de Runyon, segun la velocidad de crecimiento y la formacion de
pigmentos, significd sin duda una revolucion en la sistemdtica de las micobacterias y
fue rapidamente adoptada por los laboratorios clinicos (Wayne, L. G., 2000). Aunque
permitia una interpretacion aproximada de la significacion patologica que podia tener la
micobacteria aislada, pronto se hizo evidente que los grupos de Runyon eran en si
heterogéneos y que se requeria una identificacion mas precisa. Ademas de desarrollarse
nuevas pruebas y adaptarse las utilizadas en la clasificacion de otras bacterias, las
pruebas de virulencia, disefiadas inicialmente para diferenciar el bacilo de Ia
tuberculosis del resto de micobacterias, se reevaluaron para la sistematica de las recién
reconocidas micobacterias de crecimiento lento (Wayne, L. G., 2000). La tincién con
rojo neutro de muchas de las cepas analizadas fue negativa, pero también se aislaron un
buen numero de cepas RN', tanto fotocromogenas como escotocromégenas y no
cromogenas (Koch y Kroll, 1960; Tarshis, M. S., 1963; Kaur y Chitkara, 1964; Lal et
al., 1972). Se observaron diferencias en la intensidad de la tincion que era fuerte o
moderada en el caso de M. tuberculosis y leve o moderada en el de las micobacterias

atipicas RN" (Tarshis, M. S., 1963).
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Puesto que la tincion de las micobacterias atipicas era variable, Wayne
desarrolld6 una prueba modificada con la que obtenia un resultado uniformemente
positivo para todas las micobacterias atipicas virulentas (Wayne, et al., 1957). Para ello,
cultivaba las micobacterias sobre membranas o filtros y tefiia directamente las
microcolonias, observando al microscopio el resultado de la tincidon y la formacion de
cuerdas en las cepas RN". Realizaba la tincion con una solucion saturada de rojo neutro
en alcohol 4cido, después las “revelaba” con un tampén bésico y eliminaba con etanol el
colorante no unido. Aunque algunas micobacterias avirulentas (tanto saprofitas como
M. tuberculosis H37Ra) con este método eran RN", las diferenciaba de las virulentas
por que no formaban cuerdas (Krasnow et al., 1955). Posteriormente, desarrolld6 una
prueba semicuantitativa que, en funcion del pH y del tiempo que tardaban las células en
decolorarse, le permitia diferenciar algunas micobacterias atipicas entre si y de las
micobacterias saprofitas y M. tuberculosis (Wayne, L. G., 1959). El método modificado
de Wayne era algo mas util en la clasificacion de las micobacterias que la tincion clasica
y permitia, junto con la formacién de cuerdas, determinar la virulencia las micobacteria.
Sin embargo, el mecanismo de la reaccion probablemente diferia del de la tincion
clasica, como muestra el hecho que cepas avirulentas y atenuadas, como M. tuberculosis

H37Ra y M. bovis BCG, se tifieran igual que las cepas virulentas.

Tanto la tincidon con rojo neutro como el resto de pruebas estudiadas, por si
solas, no permitian identificar todas las micobacterias, por lo que se ensayaron
combinaciones de pruebas para la clasificacion de las micobacterias. Tarshis evalud el
uso conjunto de la prueba de la peroxidasa, la produccidon de niacina, el crecimiento en
tioglicolato, la formacion de cuerdas y la tincién con rojo neutro (Tarshis, M. S., 1961 y
1963). La combinacion de estos métodos le permitia clasificar la mayoria de
micobacterias, y la tincion con rojo neutro, junto con la formacion de cuerdas,
posibilitaba la determinacion de la virulencia de casi todas las micobacterias (Tarshis,
M. S., 1961). Finalmente, en 1972, otros autores investigaron la incidencia de las
micobacterias atipicas en la tuberculosis humana y presentaron un esquema de
identificacion y clasificacion basado en una combinacion de pruebas bioquimicas y

culturales que incluian la tincion con rojo neutro (Lal et al., 1972).

A parte de la posible utilidad de la tincidn, junto con otras pruebas, en la
clasificacion e identificacion de las micobacterias, estos estudios muestran que, si bien

la tincién con rojo neutro es una prueba de virulencia para M. tuberculosis (ya que
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permite diferenciar las cepas virulentas de las avirulentas o atenuadas y de la mayoria de
micobacterias saprofitas), no seria extensible como prueba de virulencia para todas las
micobacterias ya que el resultado es variable para las micobacterias patdgenas

oportunistas.
1.10.1.4. Estudios sobre el mecanismo de la tincion

El desarrollo de las pruebas de virulencia, incluida la tincién con rojo neutro,
perseguia dos finalidades: (1) disponer de un método rapido y facil para la
identificacion de las cepas virulentas de M. tuberculosis, y (2) profundizar en los
mecanismos de patogenicidad mediante la identificacion de los compuestos

responsables de las caracteristicas diferenciales entre cepas virulentas y avirulentas.

El primer estudio del mecanismo de la tincién con rojo neutro se publicod tan
solo dos afos después de la descripcion de la reaccion (Asselineau y Lederer, 1950).
Estos autores extrajeron con cloroformo las “ceras” de diferentes cepas, previamente
tratadas con alcohol-éter, y las separaron en una fraccion soluble en acetona hirviendo y
otra insoluble en las mismas condiciones. La fraccién soluble constituia la fraccion
mayoritaria de las cepas atenuadas, mientras que en las cepas virulentas la mayor parte
de las “ceras” se encontraban en la fraccion insoluble. La fraccion soluble de las cepas
virulentas contenia principalmente acidos micoélicos y la fraccion insoluble consistia en
un lipopolisacérido con foésforo y nitrégeno. La tincidon con rojo neutro de estas
fracciones mostré que el lipopolisacarido se tefiia fuertemente y que los acidos
micoélicos lo hacian débilmente. Como no detectaron estos compuestos en las cepas
atenuadas RN y las fracciones correspondientes no se tefiian, concluyeron que el
lipopolisacarido y, en menor medida, los &cidos micdlicos eran responsables de la
tincion. Trabajos posteriores mostrarian que el lipopolisacarido corresponde en realidad
al peptidoglicano y el arabinogalactano (Singleton et al., 1970), por lo que resulta
realmente sorprendente que no lo detectaran en las cepas atenuadas, al igual que en el

caso de los acidos micdlicos.

El mismo afno otros autores, utilizando colorantes indicadores de
oxidorreduccion, encontraron diferencias en el potencial de oxidorreduccion de las
cepas virulentas y avirulentas. Sugirieron que el rojo neutro penetraria en las células y
los diferentes enzimas de oxidorreduccion harian que las cepas virulentas se tifieran de

rojo y de amarillo las avirulentas (Desbordes y Fournier, 1950). Posteriormente, los
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propios autores descartaron este mecanismo en vista de que, segun Viallier, las bacterias

esterilizadas en la autoclave se tefiian (Paraf et al., 1952).

En la literatura alemana se encuentran otras dos referencias sobre el mecanismo
de la reaccion. En el primero, la tincion se atribuy6 a acidos grasos libres aislados en
extractos de cloroformo (Kdlbel, H., 1957). Mientras que, en el segundo, estudiaron la
reaccion de diferentes componentes celulares purificados (lipidos, proteinas y
polisacaridos), y concluyeron que las endoproteinas, probablemente complejos de glico-

y lipoproteinas, eran responsables de la tincion (Hirsch y Cattaneo, 1958).

Estos trabajos quedarian olvidados cuando, en 1959, Middlebrook vy
colaboradores aislaron el SL como compuesto responsable de la tincion (Middlebrook et
al., 1959). Para ello obtuvieron extractos con hexano y decilamina (0,05%) de las cepas
virulentas M. tuberculosis H37Rv y M. bovis Vallée, de dos cepas de BCG y de la cepa
avirulenta H37Ra; y cuantificaron espectrofotométricamente la capacidad de estos
extractos de fijar el rojo neutro de una solucion acuosa (actividad rojo neutro o NRA,
Neutral Red Activity). Este valor se correlacionaba bien con el resultado de la tincion,
por lo que concluyeron que el extracto contenia el compuesto responsable de la tincion.
El posterior fraccionamiento del extracto de la cepa H37Rv por cromatografia en
columna, les permitio aislar dos fracciones con la mayor parte de la NRA del extracto y
que contenian azufre. Caracterizaron parcialmente el SL comprobando que se trataba de
un lipido no descrito hasta el momento. Como el extracto de la cepa avirulenta H37Ra
no fijaba el rojo neutro y no contenia SL concluyeron que este componente de la

envuelta celular era el responsable de la tincion.

A partir de este trabajo la atencion se centr6 en el SL. Middlebrook dirigié dos
estudios en los que se conseguia una purificacién parcial del SL y se establecia una
correlacion significativa entre la capacidad infectiva en cobayas y la cantidad de SL
producido por aislados clinicos de M. tuberculosis (Ito et al., 1961; Gangadharam et al.,
1963). Goren demostrd que el SL era en realidad una familia de aciltrealosas sulfatadas
cuyo componente mayoritario era el SL-I del que dilucidé la estructura (1970a y
1970b). El valor de NRA se utilizdo para desarrollar un método analitico para la
cuantificacion de SL (Goren et al., 1974) y también se propuso como un indicador in
vitro de la virulencia (Grange et al., 1978). Estas observaciones hicieron que la idea de
que el SL era el responsable de la tincion con rojo perdurara hasta nuestros dias (Daffé

and Draper, 1998; Rivera-Marrero et al., 2002).
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1.10.2. Trabajos recientes sobre la tincion con rojo neutro
1.10.2.1. La tincion con rojo neutro y el sulfolipido

En realidad de los trabajos de Middlebrook y Goren no se deduce una relacién
tan clara entre SL y tincion. Middlebrook analiz6 el extracto de una cepa de BCG,
parcialmente atenuada y RN", y no detecté SL (Middlebrook et al., 1959). Atribuyé la
tincion de esta cepa a fosfolipidos, aunque no los cuantificoé ni en ésta ni en las otras
cepas analizadas. Goren probd que M. bovis, RN", no sintetiza SL (Goren, M. B.,
1970a) y también en este caso se asigno la fijacion de rojo neutro a los fosfolipidos. Asi
mismo, Goren y colaboradores demostraron que los extractos de hexano, cuya NRA se
habia correlacionado con el resultado de la tincion, contenian en realidad una mezcla de
lipidos acidos, incluyendo fosfolipidos y SL (Goren et al., 1974). Si bien en algunas
cepas, como la H37Rv, la NRA de estos extractos se debia principalmente al SL, en
otras cepas de M. tuberculosis, los fosfolipidos y/u otros compuestos acidicos
contribuian mayormente a la NRA (Goren et al., 1974). Ademas, se debe tener en
cuenta que la tincidén con rojo neutro se caracteriza por la capacidad de las células de
fijar el colorante en su forma 4cida en un ambiente alcalino, y estos trabajos se basaban
en la NRA, que se estima en un ambiente neutro o acido, por lo que no tiene porque

reflejar la reaccion citoquimica original.

Teniendo en cuenta estas observaciones, en nuestro laboratorio en colaboracion
con la Dra. Marina Luquin del Departament de Gen¢tica i de Microbiologia de la UAB,
se planted estudiar la relaciéon del SL y otros lipidos acidicos con la tincién.
Inicialmente, se estudio la técnica, estableciéndose que las mejores condiciones para
obtener una tincion diferencial clara son: realizar dos lavados con metanol al 50% y
utilizar para la tincidon una solucion de rojo neutro al 0,002% en barbital a pH 9,8 (Soto,

C.Y.,2002;y Soto et al., 2002). Los resultados se evaluaban al cabo de 1 y 24 h.

Con la tincion estandarizada se analizaron 27 aislados clinicos de
M. tuberculosis y las cepas de laboratorio H37Rv y H37Ra (Soto, C. Y., 2002; y Soto et
al., 2002). Las cepas virulentas fueron todas RN', mientras que la cepa avirulenta
H37Ra era RN . El andlisis del contenido en SL de estas cepas reveld que todas
producian SL excepto la cepa H37Ra y, sorprendentemente, el aislado clinico MT103
(Soto, C. Y., 2002). El hecho de que una cepa de M. tuberculosis virulenta y RN" no

sintetizara SL, cuestionaba seriamente la relacion entre este glicolipido y la tincién.
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Posteriormente, la tincion de un mutante de M. tuberculosis H37Rv en el gen pks2
(Sirakova et al., 2001), deficiente en la sintesis de SL, mostr6 que era RN como la cepa
salvaje, descartando definitivamente que existiera una relacion directa entre este

glicolipido y la tincion con rojo neutro de M. tuberculosis (Andreu et al., 2004a).

Para estudiar si los fosfolipidos u otros lipidos acidos de M. tuberculosis estaban
implicados en la tincidn, se purificaron y cuantificaron los lipidos mas relevantes de un
aislado clinico de M. tuberculosis, de la cepa MT103, y de las cepas de laboratorio
H37Rv y H37Ra (Soto, C. Y., 2002). Este estudio mostré que el perfil glicolipidico de
las cepas de M. tuberculosis RN" y RN~ es muy similar cuantitativa y cualitativamente;
que los valores de NRA de los extractos de lipidos totales son también andlogos entre
las cepas RN"y RN; y que la mayor contribucion a la NRA, tanto en las cepas RN"
como en las RN , corresponde a los fosfolipidos y PIM, siendo mucho menor la del SL.
Esto permitié concluir que ni el SL, ni los fosfolipidos, ni los PIM estan directamente
relacionados con la fijacion de rojo neutro de las cepas virulentas de M. tuberculosis.
Tampoco se pudo establecer una correlacion entre el contenido de otros lipidos y la

tincion (Soto, C. Y., 2002).

1.10.2.2. Clonacion de los genes implicados en la tincion con rojo neutro por

complementacion heteréloga de M. smegmatis

Una vez descartada la implicacion del SL y otros lipidos acidicos en la tincion, y
teniendo en cuenta la relacion de la tincidon con la virulencia de M. tuberculosis, se
planted identificar el compuesto responsable de esta reaccion citoquimica. Para ello se
construyd una genoteca de M. tuberculosis H37Rv en M. smegmatis, una micobacteria
no patdégena y de crecimiento rdpido utilizada por estos motivos como huésped
heter6logo en estudios moleculares de M. tuberculosis. Puesto que M. smegmatis es
RN, el aislamiento de clones recombinantes RN" y el posterior analisis de los genes
clonados permitirian identificar los genes implicados en la tincion. Para facilitar el
analisis de los clones recombinantes de M. smegmatis, inicialmente se desarrollé un
método de tincion en placa (Soto, C. Y., 2002) y, posteriormente, se utilizo un medio de
cultivo modificado que contenia rojo neutro (Andreu et al., 2004b). De este modo se
consiguieron aislar 5 clones recombinantes de M. smegmatis RN". El analisis del
contenido lipidico de estos clones mostré que era muy similar al de la cepa salvaje de
M. smegmatis y no permitié6 detectar SL ni ningin otro lipido caracteristico de

M. tuberculosis (Soto, C. Y., 2002).
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Figura 1.9. Localizacion, en el cromosoma de M. tuberculosis, de los insertos de los clones
recombinantes de M. smegmatis RN" 9.12, 33.4 y 19.4; asi como de la region comiin y los 7 ORF
completos que contiene. Adaptado de Andreu et al., 2004b.

La secuenciacion de los extremos de los insertos de los clones de M. smegmatis
RN" permitié establecer una regién comin de 11 kb que contenia 7 ORFs completos
(Fig. 1.9). Mediante posteriores deleciones y clonaciones de los genes de la region
comun, se determin6 que el gen Rv0577 era el inico necesario para conferir el fenotipo
RN" a M. smegmatis (Fig. 1.10) (Andreu et al., 2004b). La expresion de la proteina
Rv0577 se comprobé mediante Western-blot, correlaciondndose con el fenotipo rojo
neutro de los clones de M. smegmatis. El analisis transcripcional del gen Rv0577 revelo
que se cotranscribe con el gen Rv0576 (Andreu et al., 2004b), que codifica un posible
regulador transcripcional de la familia SmtB/ArsR, con el dominio de unién al DNA en

el extremo N-terminal.
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Figura 1.10. Clones recombinantes de M. smegmatis crecidos en medio modificado con rojo neutro.
Se muestran los clones RN 19.4, aislado de la genoteca; 5.2, con los genes Rv0575¢c, Rv0576 y
Rv0577; y pSUM36+77 y pMV261+77, Ginicamente con el gen Rv0577. Los clones RN son los
controles correspondientes, con el vector sin inserto. Adaptado de Andreu et al., 2004b.
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Los resultados obtenidos en M. smegmatis indican pues que el producto del gen
Rv0577 estaria relacionado con la tincién con rojo neutro de los clones recombinantes
de M. smegmatis, ya sea directamente en la fijacion y reduccion del colorante o
indirectamente mediante la sintesis del compuesto responsable. Asi mismo, el gen
Rv0576, que forma un operdn con el gen Rv0577, podria estar relacionado con la tincion

participando en la funcion de la proteina Rv0577 o bien regulando su expresion.

El gen Rv0577, exclusivo del complejo M. tuberculosis (Huard et al., 2003),
codifica una proteina de funcion desconocida similar a proteinas hipotéticas y a
hidroxilasas de Streptomyces. La proteina Rv0577, también denominada TB27.3 y
CFP32, corresponde al antigeno de 27 kDa CFP30B aislado del sobrenadante de
cultivos jovenes (Rosenkrands et al., 2000). Las proteinas aisladas de este
compartimiento, al ser secretadas o estar situadas en la superficie celular, serian
importantes en la interaccion huésped-patogeno; por lo que han centrado el interés de
muchas investigaciones para el desarrollo de vacunas de subunidades y de pruebas de
diagnostico. La proteina Rv0577 se ha detectado en muestras de esputo de pacientes con
tuberculosis y es reconocida por el suero de enfermos pero no por el de infectados o
vacunados (Huard et al., 2003; Benabdesselem et al., 2006). Ademas, los niveles de esta
proteina se han correlacionado con los niveles de la citocina inmunosupresora IL-10
(Huard et al., 2003). El exceso de produccion de IL-10 y del factor de crecimiento
tumoral TGF-f, observados durante la tuberculosis activa, inhibe los efectos de
citocinas proinflamatorias como el IFN-y y el TNF-a, y se ha asociado con el progreso
de la enfermedad (Flynn y Chan, 2001). Todas estas observaciones sugeririan un

posible papel de la proteina Rv0577 en la virulencia de M. tuberculosis.
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2. Objetivos

El trabajo realizado en esta tesis se enmarca dentro de una linea de investigacion
que tiene como principal objetivo el estudio de los determinantes genéticos implicados
en la virulencia de M. tuberculosis. En concreto, el proposito planteado fue el estudio de
las bases moleculares de la tincidbn con rojo neutro de las cepas virulentas de

M. tuberculosis.

En este contexto, y tras haber identificado en trabajos previos el gen Rv0577 de
M. tuberculosis como el unico necesario para conferir el caracter rojo neutro positivo a
M. smegmatis, el siguiente paso era estudiar la relacion de este gen con la tincion en
M. tuberculosis. Para ello nos planteamos obtener un mutante de M. tuberculosis
deficiente en el gen Rv0577, y evaluar la capacidad de este mutante de fijar el rojo

neutro.

Asi mismo, como el gen Rv0577 forma una unidad transcripcional con el gen
Rv0576 (que codifica un posible regulador transcripcional), nos propusimos construir un
mutante de M. tuberculosis en el gen Rv0576 para estudiar la funcion de esta proteina, y

el efecto sobre la expresion del gen Rv0577 y sobre la tincion con rojo neutro.

Por ultimo, nos planteamos establecer el papel de las proteinas Rv0576 y
Rv0577 en la patogenia de M. tuberculosis, analizando la virulencia de las cepas

mutantes en el modelo experimental de raton.

Los objetivos concretos que se plantearon al iniciarse este trabajo fueron:
1. Obtencion de los mutantes de M. tuberculosis en los genes Rv0576 y Rv0577.
2. Caracterizacion fenotipica de las cepas mutantes.

3. Estudio de la posible funcion reguladora de la proteina Rv0576, analisis de la

expresion e identificacion de los genes regulados.

4. Analisis de la virulencia en raton, de las cepas de M. tuberculosis mutantes en

los genes RvV0576 y RvO577.
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3. Materiales y métodos

3.1. Cepas bacterianas, plasmidos y oligonucleotidos

Las caracteristicas y procedencia de las principales cepas bacterianas y de los
plasmidos utilizados en este trabajo, se resumen en las Tablas 3.1 y 3.2. Los

oligonucleotidos (Roche), secuencia y aplicacion, se describen en la Tabla 3.3.

Tabla 3.1. Descripcion de las principales cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Nombre

Genotipo relevante*®

Fuente/Referencia

Escherichia coli DH5a

recAl endAl hsdR17 gyrA96 supE44 thi-1 relAl
A(lacZYA-argF)U169 deoR ®80lacZAM15

Clontech

M. smegmatis

mc’155 Snapper et al., 1990
pSM128 mc’155 attB::pSM128 Este trabajo
pSM128+Fusl mc’155 attB::pSM128+Fusl Este trabajo
pSM128+Fus9 mc’155 attB::pSM128+Fus9 Este trabajo
pSM128+Fus2 mc’155 attB::pSM128+Fus2 Este trabajo
pSM128+Fus3 mc’155 attB::pSM128+Fus3 Este trabajo
pSM128+Fus4 mc’155 attB::pSM128+Fus4 Este trabajo
pSM128+FusMut mc’155 attB::pSM128+FusMut Este trabajo
FusC pSM128 (pJAM2+76) Este trabajo
Fusl pSM128+Fusl (pJAM2+76) Este trabajo
Fus9 pSM128+Fus9 (pJAM2+76) Este trabajo
Fus2 pSM128+Fus2 (pJAM2+76) Este trabajo
Fus3 pSM128+Fus3 (pJAM2+76) Este trabajo
Fus4 pSM128+Fus4 (pJAM2+76) Este trabajo
FusMut pSM128-+FusMut (pJAM2+76) Este trabajo
M. tuberculosis

H37Ra ATCC 25177
H37Rv Apks15/1, msl3Y488ocre Instituto Pasteur
H37Rv Apks15/1 ATCC 27294
H37Rv::pINILA76gm H37Rv (Pasteur) Rv0575c::pINILA76gm Este trabajo
H37Rv::pINILA77gm H37Rv (Pasteur) Rv0576::pINILA77gm Este trabajo
A76 H37Rv::pINILA76gm (pINILA76gm ) ARv0576 Este trabajo
AT7 H37Rv::pINILA77gm (pINILA77gm") ARvO577 Este trabajo
pSM128 H37Rv (ATCC 27294) attB::pSM128 Este trabajo
Fusl H37Rv (ATCC 27294) attB::pSM128+Fus1 Este trabajo
A76 pSM128 A76 attB::pSM128 Este trabajo
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Nombre Genotipo relevante*® Fuente/Referencia
A76 Fusl A76 attB::pSM128+Fusl Este trabajo
A76::Rv0576 A76 attB::pMV361+76 Este trabajo
A76 (pSUM36+76) A76 (pSUM36+76) Este trabajo
A76 (pSUM36+76+77) A76 (pSUM36+76+77) Este trabajo
A77::RvO577 AT7 attB::pMV361+77 Este trabajo
AT77 (pSUM36+77) AT77 (pSUM36+77) Este trabajo
A77 (pSUM36+76+77) AT7 (pSUM36+76+77) Este trabajo
H37Rv::Rv0576 H37Rv (ATCC 27294) attB::pMV361+76 Este trabajo
(pMV261) H37Rv (ATCC 27294) (pMV261) Este trabajo
(PMV261A77) H37Rv (ATCC 27294) (pMV261A77) Este trabajo
C27 H37Rv (ATCC 27294) RN PDIM™ Este trabajo
C32 H37Rv (ATCC 27294) RN™ PDIM™ Este trabajo
C49 H37Rv (ATCC 27294) RN" PDIM" Este trabajo

*O fenotipo relevante si

Tabla 3.2. Descripcion de los principales plasmidos utilizados en este trabajo. OriE: replicon de E. coli.

se desconoce el genotipo.

OriM: replicon de Mycobacterium. MCS: Multiple Cloning Site: sitio de clonacion multiple.

Nombre Caracteristicas relevantes Fuente/Referencia
- Vector de clonacion para la obtencion de mutantes en Parish Stoker
pINIL Mycobacterium 2000 y ’
- Km®, OriE, MCS, Pacl
GOAL19 - Vector con casete de genes marcadores para pl NIL Parish y Stoker,
p - Ap", Pacl-hyg-P.s1aCZ-Pyps05acB-Pacl, OriE 2000
- pINIL con las ultimas 1016 pb del ORF Rv0576 y las .
pINIL#77.1 primeras 276 pb del ORF Rv0577 Este trabajo
- pINIL+77.1 con un fragmento de 1,1 kb incluyendo las .
pINILAT77 Gltimas 92 pb del gen RVO577 Este trabajo
- pINILA77 con el casete de genes marcadores hyg- .
pINILA77gm P pgs51aCZ-Pyp05acB de pGOALI9 Este trabajo
- Vector de clonacion para Mycobacterium ,
pSUM36 - Km®, OriE, OriM, lacZ::MCS Ainsa etal., 1996
59 - pSUM36 con los genes Rv0575c-Rv0576-Rv0577 Andreu et
‘ completos y 1,5 kb del gen Rv0578c 2004b
- 10 - +
59A76 5.2 cor; delecion ECORV-Nrul del ORF Rv0576 (+122 a Este trabajo
+1108%)
- pINIL con fragmento Sacl-Xhol de 5.2A76 que incluye .
E
PINILAT76 924 pb de RV0575¢, ARVO576 y 513 pb de RV0577 ste trabajo
- pINILA76 con el casete de genes marcadores hyg- .
pINILA76gm P pgsslaCZ-ProgosacB de pGOALI9 Este trabajo
- Vector integrativo para la obtencion de fusiones con lacZ Dussurcet et al
pSM128 en Mycobacterium & 2

Sm®, OriE, attP/int, T4t-Scal-sRBS-clllacZ

1999
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Nombre Caracteristicas relevantes Fuente/Referencia
pSM128 con la fusion del fragmento —238 a +115* de .
+
pSM128+Fusl RV0576 y lacZ Este trabajo
_ *
pSM128+Fus9 pSM128 con. el frggmento .238 a +115* de Rv0576 Este trabajo
clonado en orientacion contraria al lacZ
pSM128 con la fusién del fragmento —188 a +115% de .
+
pSM128+Fus2 RV0576 y lacZ Este trabajo
pSM128 con la fusion del fragmento —125 a +115* de .
+
pSM128+Fus3 RV0576 y lacZ Este trabajo
pSMI128 con la fusion del fragmento —55 a +115* de .
+
pSM128+Fus4 RV0576 y lacZ Este trabajo
pSM128 con la fusiéon del fragmento —238 a +115% de
pSM128+FusMut Rv0576 con las mutaciones A—43T, A-42G, A—40G, Este trabajo
T-36C, G-23A, C22G
Vector de expresion inducible para Mycobacterium .
pJAM2 Km®, OriE, OriM, P,i-MCS-6 his Triccas et al., 1998
PTAM2476 pJAM2 que contiene e?l ORF Rv0576 bajo el control del Este trabajo
promotor de la acetamidasa.
Vector de expresion integrativo para Mycobacterium
pMV361 Km®, OriE, Pheos altP/int Stover et al., 1991
pMV361+76 pMV361 que contiene el ORF Rv0576 bajo el control del Este trabajo
promotor del gen hsp60gcg
pSUM36+76 pSUM36 con el gen Rv0576, incluyendo 209 pb de la Este trabajo
region promotora
pSUM36 con el operon Rv0576-Rv0577 (incluyendo Andreu et al
pSUM36+76+77 209 pb de la region promotora) y 1,5 kb del ORF ?
2004b
Rv0578c
pMV361+77 pMV361 que contiene el ORF Rv0577 bajo el control del Este trabajo
promotor del gen hsp60pcg
pSUM36+76+77 con delecion delecion ECORV-Nrul del Andreu et al,
PSUM36+77 ORF Rv0576 2004b
Vector de expresion para Mycobacterium
pMV261 Km®, OriE, OriM. Phpeo Stover et al., 1991
PMV261A77 pMV261 que contiene la construccion ARV0577 de Este trabajo

pINILA77gm bajo el control del promotor hsp60gcg

*Posicion respecto al codon de inicio de la traduccion.

Tabla 3.3. Descripcion de los principales oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia® 5°-3’ Posicion Aplicaciéon
77Upl CCGTCACAAGGAGACTGTGC +294B Solrilgs‘t’r'ucfiiéff;zl I;‘igi?g‘;{voznw la
Hin77Lwl  AAGCTTGTCCACCACCAGCATCGAC +276¢ grilgsi’r‘uczfgsrj; n:ﬁii??edgvo%r;? la
Kpn77Up2  GGTACCGGCTGACATTCCGTC +715¢ gﬁgucggﬁcézl r;‘&itl;ﬁ?:‘évog% la
77Lw2 AATCCCGGAGCCATTACC 11813€ Oligo. reverso utilizado en la

construccion del mutante Rv0577
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Nombre

. A Yy
Secuencia  5°-3° Posicion

Aplicacién

577Up

C

AGTCCTCGATCGCCTCATC —74

Oligo. directo utilizado en la
comprobacion del mutante Rv0577

577Lw

CGGCAGCTTCTAGCATTCTC +848°

Oligo. reverso utilizado en la
comprobacion del mutante Rv0577

576UpNde

CATATGCTGGAAGTCGCGGC 0®

Oligo. directo utilizado en Ila
comprobacioén del mutante Rv0576
y para clonar el ORF Rv0576

576LwHin

AAGCTTGGTGGCGGACACGT +1310°

Oligo. reverso utilizado en la
comprobacioén del mutante Rv0576
y para clonar el ORF Rv0576

576UpSca

AGTACTCCCAGAAGTCGATCATGTAGC 238"

Oligo. directo utilizado en Ila
construccion de las fusiones Fusl y
FusMut

576LwSca

AGTACTGAACGGGTGACCGTGAACT +115°

Oligo. reverso utilizado en la
construccion de todas las fusiones

T4t

GACCCTAGAGGTCCCCTTTTT —122P

Oligo. directo utilizado en la
comprobacion de la orientacion de
las fusiones en pSM128

amiC

CCACCACCCGATAAGAGAAA

Oligo. directo utilizado en Ila
comprobacién de la clonacion de
Rv0576 en pJAM2

FusUp2

AGTACTATCACTGTCGGGGTGTGG -188"

Oligo. directo utilizado en la
construccion de la fusion Fus2

FusUp3

AGTACTGCACCGCTAATCGCTACTTT -125"

Oligo. directo utilizado en Ia
construccion de la fusion Fus3

FusUp4

AGTACTCGTTGCCCCTTGATCAATAC

Oligo. directo utilizado en Ila
construccion de la fusion Fus4

FusMutUp

CTTGATCTGTGCGTCAGTGAGCGAGAAC
G

Oligo. directo utilizado en Ila
mutaciéon de la posible secuencia
de unio6n del regulado Rv0576

FusMutLw

CGTTCTCGCTCACTGACGCACAGATCAAG

Oligo. reverso utilizado en la
mutacion de la posible secuencia
de unién del regulado Rv0576

Phsp60

GGCATAGGCGAGTGCTAAGA 210"

Oligo. directo utilizado en la
comprobaciéon de las clonaciones
en pMV361

576Lw

CTGCAGTTCGGCGTGCCTTG +13678

Oligo. directo utilizado
amplificar el gen Rv0576

para

pSUMLw

GTTTTCCCAGTCACGACGTTG +28

Oligo. reverso que hibrida en el
vector pSUM36

577UpBam

GGATCCCAAGAGAAGCGAATA +3¢

Oligo. directo utilizado en la
clonacion de ARVO577

57T7LwPst

CTGCAGCCTATTGCTGCGGTG 788

Oligo. reverso utilizado en la
clonacion de ARVO577

HPRT s

GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTG

Oligo. directo utilizado en Ila
amplificacion del gen Hprtl por
Real-Time PCR

HPRT as

GATTCAACTTGCGCTCATCTTAGGC

Oligo. reverso utilizado en la
amplificacion del gen Hprtl por
Real-Time PCR
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Nombre Secuencia® 5°-3’ Posicion Aplicaciéon

Oligo. directo utilizado en Ia
IFN-g s AGCGGCTGACTGAACTCAGATTGTAG amplificacion del gen Ifng por
Real-Time PCR

Oligo. reverso utilizado en la
IFN-g as GTCACAGTTTTCAGCTGTATAGGG amplificacion del gen Ifng por
Real-Time PCR

Oligo. directo utilizado en Ila

TNF-as CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA amplificacion del gen Tnf por Real-
Time PCR
Oligo. reverso utilizado en la
TNF-a as TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC amplificacion del gen Tnf por Real-
Time PCR

Oligo. directo utilizado en la
INOS s CAGCTGGGCTGTACAAACCTT amplificacion del gen No0sS2 por
Real-Time PCR

Oligo. reverso utilizado en la
INOS as CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG amplificacion del gen N0sS2 por
Real-Time PCR

Oligo. directo utilizado en Ila
RANTESs GAAGGAACCGCCAAGT amplificacion del gen Ccl5 por
Real-Time PCR

Oligo. reverso utilizado en la
AGAGCAAGCGATGACAG amplificacion del gen Ccl5 por
Real-Time PCR

RANTES
as

2>

Las dianas de restriccion se muestran en cursiva y las mutaciones en negrita.

jes]

Posicion 5° del oligonucledtido respecto al inicio de traduccion del gen Rv0576.

@]

Posicion 5° del oligonucledtido respecto al inicio de traduccion del gen Rv0577.

o

Posicion 5° del oligonucleotido respecto al ATG del gen lacZ en pSM128.
Posicion 5° del oligonucledtido respecto al ATG del gen amiE de M. smegmatis.
Posicion 5” del oligonucledtido respecto al ATG del gen hsp60.

Posicion 5” del oligonucledtido respecto al ATG del gen lacZ en pSUM36.

o T o

3.2. Métodos microbioldgicos
3.2.1. Medios de cultivo, antibidticos y otras soluciones
3.2.1.1. Medios de cultivo

Medio LB (Luria Bertani) (Miller, J. H., 1992)

Triptona 10g
Extracto de levadura 5¢g

NaCl 10g
Agar (So6lo medios so6lido) 17¢g

Afadir 1 L de agua destilada y esterilizar en la autoclave durante 15 min a 121°C.
Dispensar en placas de Petri y guardar a 4°C. En el caso de medio LB liquido, disolver
completamente el medio y dispensarlo antes de esterilizarlo; guardar a temperatura

ambiente.
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Medio TB (Terrific Broth) (Tartof y Hobbs, 1987)

Triptona 12 ¢
Extracto de levadura 24 g
Glicerol 4 mL

Afadir 900 mL de agua destilada y esterilizar en la autoclave (15 min a 121°C). Dejar
enfriar hasta 50°C-60°C y anadir 100 mL de la siguiente solucion salina previamente

esterilizada en la autoclave:

KH,PO4 0,17M
K>,HPO4 0,72 M

Dispensar en condiciones de esterilidad, en botellas de 100 mL estériles. Incubar 24 h a
37°C para comprobar que no se ha contaminado el medio. Desechar aquellas botellas en

las que se observe crecimiento y guardar el resto a temperatura ambiente.

Medio Middlebrook 7H9
Middlebrook 7H9 broth (Difco) 47 ¢
Tween 80 0,5 mL

Anadir 900 mL de agua destilada y disolver con agitacion y temperatura. Esterilizar en
la autoclave a 121°C durante 10 min. Dejar enfriar hasta 50°C-60°C y afiadir 100 mL de
suplemento ADC estéril. Para cultivos de menor volumen es conveniente preparar
alicuotas de 90 mL de medio en botellas de 100 mL y autoclavar por separado, para

minimizar la manipulacién del medio y evitar contaminaciones.

Suplemento ADC:

BSA (Albiimina sérica bovina) fraccion V. 5 g
Glucosa 2¢g
Catalasa 3mg

Disolver completamente en 70 mL de agua destilada. Ajustar el volumen a 100 mL con
agua destilada y esterilizar por filtracién con filtros de 0,22 um de didmetro de poro.
Para cultivos de menor volumen recoger el filtrado en alicuotas de 10 mL. Incubar 24 h

a 37°C para descartar contaminaciones. Guardar a 4°C.
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Medio Middlebrook 7H10
Middlebrook 7H10 agar (Difco) 19¢g
Glicerol 5mL

Anadir 895 mL de agua destilada y disolver con agitacién y temperatura. Esterilizar en
la autoclave a 121°C durante 10 min. Dejar enfriar hasta 50°C-60°C y afiadir 100 mL del
suplemento OADC estéril. Dispensar en placas de Petri y guardar a 4°C.

Suplemento OADC:
BSA fraccion V S5¢g
Glucosa 2g
Catalasa 4 mg
Acido oleico 0,056 mL
NaCl 0,85 ¢

Disolver completamente en 70 mL de agua destilada. Ajustar el volumen a 100 mL con
agua destilada y esterilizar por filtracién con filtros de 0,22 um de didmetro de poro.

Incubar 24 h a 37°C para detectar posibles contaminaciones. Guardar a 4°C.
Medio Middlebrook 7H10 con rojo neutro (Andreu et al., 2004b)

Middlebrook 7H10 agar (Difco) 19¢g
Glicerol 5mL

Afadir 645 mL de agua destilada y disolver con agitacion y temperatura. Anadir
250 mL de solucion de rojo neutro. Esterilizar en la autoclave a 121°C durante 10 min.
Dejar enfriar hasta 50°C-60°C y afiadir 100 mL del suplemento OADC estéril.

Dispensar en placas de Petri y guardar a 4°C, protegido de la luz, no méas de 2 meses.

Solucién de rojo neutro:

Rojo neutro (Sigma) 0,2 % (p/v) 0,250 mL
Sodio 5,5-dietilbarbiturato (Panreac) 25¢g
NaCl 15¢g

Disolver el sodio 5,5-dietilbarbiturato y el NaCl en agua destilada. Ajustar a un
volumen final de 250 mL. Medir el pH y ajustar a 9,8 si fuera necesario. Anadir

0,250 mL de rojo neutro al 0,2% en agua (p/v).
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3.2.1.2. Antibioticos

Los antibitticos utilizados se disolvieron en agua desionizada y se esterilizaron
por filtracion con filtros de 0,22 pm; excepto la higromicina que se compraba en
solucion estéril (Roche). Se preparaban soluciones stock 1000 veces concentradas que
se guardaban a —20°C y se utilizaban directamente para suplementar los medios sélidos,
enfriados a unos 50°C-60°C, antes de preparar las placas. Estas soluciones se diluian 10
veces con agua desionizada estéril para obtener una solucién de trabajo que se
conservaba a 4°C y que se afiadia directamente a los medios liquidos. Las

concentraciones de los antibidticos utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Concentraciones de los antibioticos utilizados para los cultivos de E. coli, M. smegmatis y
M. tuberculosis.

Conc. stock Conc. final (ng/mL)
Antibiético
mg/mL E. coli Mycobacterium
Ampicilina 50 50
Kanamicina monosulfato (Km) 50 50 25
Higromicina B (Hyg) (Roche) 50 100 100
Estreptomicina sulfato (Sm) 25 25 25

3.2.1.3. Otras soluciones

Los medios de cultivo se suplementaron con otras soluciones en determinadas

pruebas realizadas en este trabajo.
5-Bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido (X-gal)

Se utilizo, disuelto en N,N dimetil formamida, para suplementar las placas de LB
a una concentracion de 40 ug/mL y las placas de Middlebrook 7H10 a una

concentracion de 50 ug/mL, a partir de una solucion stock de 40 mg/mL.
Sacarosa

Se utiliz6 una solucion stock a una concentracion del 50%, esterilizada por
filtracion, para suplementar las placas de Middlebrook 7H10 a una concentracion final
del 2% (p/v). Puesto que el volumen que se debe afiadir es importante, el medio de
cultivo se disolvia en un volumen de agua proporcionalmente menor para que el

volumen final quedara ajustado.
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Acetamida

Se utilizd6 para suplementar medios liquidos de Middlebrook 7H9 a una
concentracion del 0,2% (p/v), usando una solucion stock 10 veces concentrada

esterilizada por filtracion.
3.2.2. Condiciones de crecimiento y conservacion de las cepas
3.2.2.1. Escherichia coli

Los cultivos de las diferentes cepas bacterianas de E. coli se realizaron en medio
liquido LB, mientras que los cultivos de noche para extracciones de DNA plasmidico se
realizaron en el medio altamente rico TB. Cuando se requeria, estos medios se
suplementaban con las concentraciones de antibioticos adecuadas (Tabla 3.4). Se partia
de una colonia aislada del microorganismo que se inoculaba en 10 mL de medio y se
incubaba a 37°C con una agitacion de 180 rpm-220 rpm. El crecimiento del cultivo se
controlaba, en caso necesario, midiendo la densidad optica (OD) a una longitud de onda
de 550 nm. Las siembras en medio solido se realizaron en placas de Petri con medio

LB, con los suplementos adecuados, y se incubaron a 37°C.

Las cepas de E. coli se conservaban en placas de LB, suplementadas segtn el
caso, mantenidas a 4°C y resembradas mensualmente. También se mantenian las cepas
congeladas a —20°C en viales de cultivo glicerinados [glicerol a una concentracion final

del 20% (v/v)].
3.2.2.2. Mycobacterium

Los cultivos de las diferentes cepas bacterianas de M. smegmatis y
M. tuberculosis se realizaron en medio liquido Middlebrook 7H9 con los suplementos
indicados. En el caso de M. smegmatis se partia de una colonia aislada que se inoculaba
en 10 mL de medio y se incubaba a 37°C con una agitacion de 200 rpm durante 3-
5 dias. Los cultivos de M. tuberculosis se realizaban en frascos de cultivo (TPP) de
25 cm? para 10 mL de medio (75 cm” para 100 mL) que se incubaban en la estufa a
37°C durante 3 semanas. Estos cultivos se utilizaban como indculo para cultivos de
mayor volumen realizando una dilucion 1/100 e incubdndolos, en las mismas
condiciones, durante 24 h-48 h en el caso de M. smegmatis y durante 1 semana en el de
M. tuberculosis. El seguimiento del crecimiento se llevaba a cabo midiendo la OD a una
longitud de onda de 600 nm. Teniendo en cuenta el lento crecimiento de

M. tuberculosis, es especialmente importante hacer un control negativo del medio,
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incubando una alicuota en las mismas condiciones que los cultivos, para asegurarnos de

que no hay contaminantes.

Las siembras en medio sélido se realizaron en placas de Petri con medio
Middlebrook 7H10 suplementado segun el caso. Las placas de M. smegmatis se
incubaban a 37°C durante 3-5 dias y durante 3-4 semanas las de M. tuberculosis. En
ambos casos, para evitar la desecacion, las placas se sellaban con dos capas de

Parafilm® y, ademas, las placas de M. tuberculosis se incubaban dentro de bolsas.

Las cepas de M. smegmatis se conservaban en las placas mantenidas a 4°C y
resembradas mensualmente. Las cepas de M. tuberculosis se conservaban a 37°C y se
resembraban cada 4-6 semanas. También se mantenian las cepas congeladas a —20°C en

viales con leche descremada al 20% (p/v).

La manipulacion de M. tuberculosis se llevo a cabo en el laboratorio NSB-3
IBF/014.2 situado en el Institut de Biotecnologia i de Biomedicina de la UAB, donde se
dispone de las barreras fisicas, equipamiento y procedimientos de trabajo que garantizan
la seguridad necesaria para trabajar con microorganismos de nivel 3 y, mads
concretamente, con M. tuberculosis. Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo
con las especificaciones del “Manual de seguridad y procedimientos normalizados de
trabajo” del propio laboratorio, cuya finalidad es asegurar que los trabajos que se
realizan cumplen la legislacion vigente, tanto espafiola como europea, asi como las
directrices recomendadas por la OMS, el “Centers for Disease Control y Prevention”
(CDC) y el “National Institutes of Health” (NIH) de los EEUU. De este modo se
siguieron procedimientos de bioseguridad y de funcionamiento estandares que

garantizaron la seguridad del personal investigador asi como la de la comunidad.
3.3. Métodos citoquimicos

3.3.1. Tincién con rojo neutro

3.3.1.1. Tincion con rojo neutro en tubo

La tincién con rojo neutro en tubo se adaptd a pequefia escala, a partir del
protocolo descrito por Soto y colaboradores (2002). Se partia de un cultivo de
M. tuberculosis en medio s6lido, del que se tomaban células con ayuda del asa de Kolle
y se afiadian a un tubo eppendorf que contenia 1 mL de metanol al 50% (v/v). Las
células se incubaban durante 1 h a 37°C, agitandolas regularmente. A continuacion, se

eliminaba el sobrenadante y se realizaba un nuevo lavado con metanol al 50%. Por
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ultimo se eliminaba el metanol, se afiadia 1 mL de una solucidon de rojo neutro (Sigma)
al 0,002% en tampon barbital [sodio 5,5-dietilbarbiturato (Panreac) al 1% y NaCl al 5%
pH 9,8] y se incubaba durante 1 h a 37°C. En paralelo se tefiian la cepa virulenta
M. tuberculosis H37Rv como control positivo y la cepa avirulenta M. tuberculosis

H37Ra como control negativo. El resultado se evaluaba transcurridas 1 y 24 horas.
3.3.1.2. Tincion con rojo neutro en placa

La tincion de M. tuberculosis con rojo neutro en placa se adaptod del protocolo

descrito por Soto (2002).

Para realizar esta tincion es importante que al sembrar las bacterias se
introduzcan ligeramente en el interior del medio sdlido, ya que esto evita el
desprendimiento de las colonias al efectuar los posteriores lavados. En la misma placa
se sembraban 4 controles positivos (M. tuberculosis H37Rv) y 4 controles negativos
(M. tuberculosis H37Ra) distribuidos en diferentes posiciones de la placa.

Una vez crecidas las bacterias, se afiadian 20 mL de metanol al 50%, con la
ayuda de una pipeta Pasteur, muy lentamente para evitar el desprendimiento de las
colonias. Las placas se incubaban durante 1 h a 37°C agitandolas ocasionalmente. A
continuacion con una pipeta Pasteur se eliminaba el metanol al 50% del primer lavado y
se efectuaba un segundo lavado con metanol al 50% siguiendo el mismo procedimiento.
Por ultimo se realizaba un tercer lavado de 30 min a 37°C con 20 mL de tampdn barbital
(pH 9,8), para eliminar los restos de metanol que podrian acidificar el medio impidiendo
una correcta tincion. Finalmente, se afadian 20 mL de la solucion de tincion (rojo
neutro al 0,002% en tampodn barbital pH 9,8) y se incubaban las placas a 37°C durante 1

h antes de efectuar la lectura.
3.3.2. Tincion con auramina

Como ya se ha comentado, esta tincidon se basa en que las micobacterias resisten
la decoloracion con una solucion acido-alcoholica (generalmente, HCI al 3% en etanol),
gracias al elevado contenido lipidico de su pared celular. En este trabajo se usé para

analizar la morfologia y organizacion celulares de diferentes cepas de M. tuberculosis.
Procedimiento

. Centrifugar 1 mL de cultivo de M. tuberculosis durante 1 min a 10 000 rpm.

Desechar el sobrenadante y resuspender el pellet en 1 mL de tampodn fosfato
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salino (PBS, Phosphate Buffer Saline). Alternativamente también se puede
realizar a partir de bacterias crecidas en medio sélido y resuspendidas en PBS.

. Precalentar los portaobjetos a 60°C-65°C.

. Distribuir una pelicula de la suspension bacteriana sobre el portaobjetos y fijar
durante 10 min a 60°C-65°C.

. Aplicar una pelicula de auramina (Maim) sobre las bacterias fijadas, e incubar

30 min en la oscuridad.

. Decantar la auramina con cuidado.

. Lavar bien con la solucion 4cido-alcohol (Maim) y dejar actuar 5 min.

. Decantar la solucion acido-alcohol.

. Distribuir una pelicula de KMnO4 (Maim) y dejar actuar 5 min.

. Lavar con abundante agua y dejar secar.

. Las células se observaron con el microscopio de fluorescencia Olympus BX51,

usando el filtro FITC. Las imagenes fueron capturadas con la cadmara acoplada al

microscopio equipado con el software CytoVision™ (Applied Imaging).

PBS 8X
Na,HPO, (80 mM) 1,13 ¢
NaH,PO,xH,0 (80 mM) L1l g
NaCl (4 M) 2338 ¢

Disolver en 70 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 7,4 y enrasar con agua destilada a
100 mL. Esterilizar por filtraciéon. Diluir a la concentracion de trabajo con agua

desionizada estéril.
3.4. Métodos genéticos
3.4.1. Transformacion de E. coli

El método que se utilizé para introducir DNA plasmidico en E. coli fue el de
induccion de la competencia mediante el tratamiento con cloruro calcico. Durante este
proceso las células, procedentes de un cultivo en fase exponencial, se tratan con una
solucioén de CaCl, 100 mM y se mantienen en hielo. Los iones calcio se unen a la pared
bacteriana formando complejos de carga positiva de modo que al afiadir el DNA, de
carga negativa, éste se une a los iones calcio formando complejos DNasa resistentes.
Estos complejos se pueden deshacer, sometiendo las células a un choque térmico,

formandose poros en la membrana por donde se introduce el DNA en el interior de la
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célula. A continuacién las células se incuban en medio rico para favorecer su
recuperacion y la expresion fenotipica de los genes marcadores. Las células que han

incorporado el DNA se seleccionan en medio rico selectivo.
Preparacion de células competentes

. A partir de un cultivo de noche hacer una resiembra 1/100 en 100 mL de medio

LB e incubar a 37°C con agitacion hasta que el cultivo alcance una ODssy de 0,5-

0,6.
. Incubar el cultivo durante 10 min en hielo.
. Centrifugar el cultivo en tubos estériles durante 10 min a 5000 rpm y 4°C.
. Desechar el sobrenadante en condiciones estériles y resuspender las células en

20 mL de CaCl, 100 mM frio.

. Incubar la suspension celular en hielo durante 30 min.

. Centrifugar durante 10 min a 5000 rpm y 4°C.

. Desechar el sobrenadante y resuspender cuidadosamente el pellet bacteriano en
4 mL de CaCl, 100 mM frio.

. Anadir 1,5 mL de glicerol al 50% (v/v) estéril. Hacer alicuotas de 100 pL,

congelarlas en nieve carbdnica y guardar a —80°C.
Transformacion

. Mezclar en un tubo eppendorf 100 uL de células competentes y 10 ng-100 ng de
DNA plasmidico, e incubar durante 30 min en hielo.
. Someter las células a un choque térmico a 42°C durante 90 s.

. Anadir 800 uL de medio LB e incubar a 37°C durante 1 h.

. Sembrar las células en las placas selectivas adecuadas e incubar durante 12 h-18 h
a 37°C.
Soluciones

CaCl, 100 mM

CaCl, 147 g

Disolver en 80 mL de agua destilada. Ajustar el volumen a 100 mL y esterilizar en la

autoclave a 121°C durante 15 min. Guardar a temperatura ambiente.
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3.4.2. Electroporacion de Mycobacterium

En los ultimos 20 afios se han desarrollado multiples sistemas genéticos que han
permitido un importante avance en el conocimiento de la biologia de las micobacterias.
Un ejemplo clave ha sido la optimizacion de las técnicas de electroporacion que ha
permitido la manipulaciéon y el estudio genético de diferentes especies de
Mycobacterium. En este procedimiento las células se someten a un pulso eléctrico de
alto voltaje que despolariza la membrana celular, abriéndose poros transitorios que
permiten la entrada del DNA en la célula. Las micobacterias pueden soportar voltajes
elevados durante largos periodos de tiempo, por lo que se utiliza un medio de
electroporacion de gran resistencia (glicerol al 10%) y una resistencia en paralelo
elevada, para obtener constantes de tiempo largas que proporcionan mejores eficiencias

de transformacion.

El protocolo utilizado en este trabajo es el descrito por Parish y Stoker (1998)
con ligeras modificaciones. Se utilizo el Gene Pulser Xcell™ Electroporation System de

BIO-RAD y cubetas de 0,2 cm de separacion entre los electrodos.

Los protocolos de preparacion de células competentes de M. smegmatis y M.
tuberculosis son similares. Se diferencian en que el proceso se realiza a 0°C en el caso
de M. smegmatis; mientras que, para M. tuberculosis la preparacion se lleva a cabo a
temperatura ambiente, ya que se ha comprobado que mejora la eficiencia de
transformacion (Wards y Collins, 1996). Puesto que la eficiencia de transformacion es
menor en M. tuberculosis, la cantidad de células que se electropora es 5 veces superior

que en M. smegmatis,.

En el caso de M. tuberculosis es especialmente importante asegurarse, mediante
el seguimiento de la ODggo, que los cultivos se encuentren en fase exponencial en el
momento de procesarlos. Algunos protocolos, ademas, recomiendan afiadir glicina al
cultivo, a una concentracion final del 1,5%, 1 6 2 dias antes de procesarlo, ya que
debilita la pared celular favoreciendo la entrada del DNA. Sin embargo, en nuestro
laboratorio hemos comprobado que la adicion de glicina disminuye la viabilidad celular
y no mejora, si no empeora, la eficiencia de transformacion, por lo que no

recomendamos su utilizacion.

El procedimiento de electroporacion es extremadamente sensible a la

concentracion de sales presentes en la muestra de DNA por lo que, si existe la
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posibilidad de un exceso de sales en la muestra, el DNA deberia desalarse (lavando con

etanol al 70%, dializando, o bien usando una columna de agarosa). Si bien la eficiencia

de transformacion no se ve alterada por la cantidad de DNA utilizado, el volumen de

DNA usado es critico, ya que puede alterar la conductividad de la muestra, por lo que es

importante no afiadir cantidades superiores a 5 pL.

Preparacion de células electrocompetentes de M. smegmatis

Inocular una colonia fresca de M. smegmatis en 10 mL de medio Middlebrook
7HO e incubar durante 2 6 3 dias a 37°C con una agitacion de 200 rpm.

Hacer una resiembra 1/100 en 100 mL de medio Middlebrook 7H9 e incubar a
37°C con agitacion hasta que el cultivo alcance una ODgyy de 0,8-1 (16 h-20 h
aproximadamente).

Incubar el cultivo en hielo durante 90 min. Esta preincubacion en hielo
incrementa las eficiencias de transformacion hasta 4 veces, pero no se debe
exceder este tiempo ya que disminuye el numero de transformantes
probablemente a causa de un aumento en la lisis celular.

Centrifugar el cultivo en tubos estériles durante 10 min a 3000 g y 4°C.

Desechar el sobrenadante en condiciones estériles y resuspender las células en
50 mL totales de glicerol al 10% (v/v) estéril y frio.

Centrifugar durante 10 min a 3000 g y 4°C.

Desechar el sobrenadante y resuspender el pellet bacteriano en 12 mL de glicerol
al 10% (v/v) estéril y frio.

Centrifugar durante 10 min a 3000 g y 4°C.

Desechar el sobrenadante y resuspender el pellet bacteriano en 1 mL de glicerol al
10% (v/v) estéril y frio.

Electroporar inmediatamente o guardar a —80°C en alicuotas de 80 pL

dispensadas en nieve carbonica.

Electroporacion de M. smegmatis

Descongelar las células electrocompetentes en hielo.
Anadir 80 uL de glicerol al 10% (v/v) estéril, y el DNA (<5 uL).
Incubar las células en hielo durante 10 min para permitir la preabsorcion del

DNA.
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Mantener las cubetas en hielo durante 15 min. Transcurrido este tiempo, secar
bien las cubetas.

Homogeneizar las células y transferirlas a la cubeta de electroporacion.
Someterlas a un pulso de 2,5 kV, 1000 Q y 25 uF (las constantes de tiempo
acostumbran a ser de 15 ms a 25 ms).

Anadir rapidamente 1 mL de medio Middlebrook 7H9, resuspender las células
con cuidado y transferirlas a un tubo de vidrio estéril.

Incubar a 37°C con una agitacion de 200 rpm durante 3 h-4 h.

Resuspender bien las células y sembrarlas en placas de medio Middlebrook 7H10
suplementadas con los antibioticos apropiados.

Incubar a 37°C durante 3 6 4 dias.

Preparacion de células electrocompetentes de M. tuberculosis
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Inocular una colonia fresca de M. tuberculosis o 100 puL de un cultivo crecido, en
10 mL de medio Middlebrook 7H9 e incubar durante 2 6 3 semanas a 37°C.

Hacer una resiembra 1/100 en 100 mL de medio Middlebrook 7H9 e incubar a
37°C durante 1 semana. Antes de recoger el cultivo es importante asegurarse que
se encuentra en fase exponencial, momento en el que la ODgy practicamente se
tiene que doblar en 24 h.

Centrifugar el cultivo en tubos estériles durante 10 min a 3000 gy 15°C-20°C.
Desechar el sobrenadante en condiciones estériles y resuspender las células en
50 mL totales de glicerol al 10% (v/v) estéril.

Centrifugar durante 10 min a 3000 g y 15°C-20°C. Una vez resuspendidas en el
glicerol, las células de M. tuberculosis sedimentan con mayor dificultad por lo que
se pueden incrementar los tiempos o velocidades de centrifugacion, siempre
teniendo en cuenta la resistencia de los tubos y sin llenarlos al maximo para evitar
fisuras o roturas.

Desechar el sobrenadante en condiciones estériles y resuspender las células en
25 mL de glicerol al 10%(v/v) estéril.

Centrifugar durante 10 min a 3000 gy 15°C-20°C.

Desechar el sobrenadante y resuspender el pellet bacteriano en 12 mL de glicerol
al 10% (v/v) estéril.

Centrifugar durante 10 min a 3000 gy 15°C-20°C.
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Desechar el sobrenadante y resuspender el pellet bacteriano en 1 mL de glicerol al
10% (v/v) estéril.

Hacer alicuotas de 400 pL y electroporar inmediatamente.

Electroporacion de M. tuberculosis

Anadir el DNA (<5 pL) a las células y homogeneizar.

Incubar las células con el DNA durante 10 min a temperatura ambiente.
Homogeneizar las células y transferirlas a la cubeta de electroporacion.

Someterlas a un pulso de 2,5 kV, 1000 Q y 25 uF (las constantes de tiempo
acostumbran a ser de 15 ms a 25 ms).

Anadir rdpidamente 1 mL de medio Middlebrook 7H9, resuspender las células
con cuidado y transferirlas a un tubo de pléstico estéril que contenga 2 mL de
medio Middlebrook 7H9.

Incubar a 37°C durante 12 h-24 h.

Resuspender bien las células y sembrarlas en placas de medio Middlebrook 7H10
suplementadas con los antibidticos adecuados. Para sembrar M. tuberculosis a
partir de una suspension liquida se pueden usar asas de Digralsky desechables
estériles. O bien se pueden usar bolitas de vidrio de 0,5 cm de diametro (Sigma)
estériles, afiadiendo 8-15 bolitas en cada placa (segun el volumen sembrado) y
extendiendo el liquido por rotacion de la placa. Posteriormente, las bolitas se
desinfectan en lejia y en la autoclave, y se lavan y se esterilizan en la autoclave
para su posterior reutilizacion.

Incubar a 37°C durante 3 6 4 semanas.

3.5. Métodos de manipulacién de DNA

La mayoria de técnicas utilizadas en este trabajo estan basadas en Molecular

cloning: a laboratory manual (Sambrook et al., 1989) con algunas modificaciones.

3.5.1. Miniextraccion de DNA plasmidico de E. coli

Esta técnica se basa en el protocolo de lisis alcalina (Birboim y Doly, 1979),

utilizando SDS (Sodium Dodecyl Sulfate, sal sodica de dodecil sulfato) y NaOH, y

neutralizando con acetato potasico. El DNA se purifica con tierra de diatomeas, una

resina que secuestra el DNA, y una columna Wizard® de Promega. Por ultimo, se

eliminan las sales mediante un lavado con etanol al 70% y se eluye el DNA con agua

desionizada estéril precalentada.
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Procedimiento

Hacer un cultivo de noche en 10 mL de medio TB suplementado con los
antibidticos apropiados e incubar a 37°C con una agitacion de 180 rpm.
Centrifugar 1,5 mL de cultivo a 13 000 rpm durante 5 min.

Desechar el sobrenadante con la ayuda de la bomba de vacio.

Resuspender el pellet en 100 uL de solucion I fria, afiadir 1 pL de RNasa e
incubar a temperatura ambiente durante 5 min.

Anadir 200 pL de solucion I, mezclar por inversion y mantener durante 5 min en
hielo o hasta que se obtenga una solucion viscosa debida a la lisis celular.

Anadir 150 pL de solucion III, mezclar por inversion e incubar durante 5 min en
hielo o hasta que se observe un precipitado blanco.

Centrifugar durante 5 min a 13 000 rpm.

Transferir la fase acuosa a un eppendorf y afiadir 1 mL de tierra de diatomeas.
Incubar durante 10 min a temperatura ambiente, homogeneizando la muestra por
inversion regularmente.

Transferir la muestra a una jeringa colocada sobre una columna Wizard®
Minicolumn (Promega) y pasar la muestra a través del filtro con ayuda del
émbolo.

Extraer la jeringa de la columna, sacar el émbolo y volver a colocar la jeringa en
la columna. Afiadir 2 mL de etanol al 70% y pasarlo por el filtro con ayuda del
émbolo.

Extraer la jeringa de la columna y colocar la columna en un eppendorf.
Centrifugar durante 20 s a 13 000 rpm para eliminar los restos de etanol.
Transferir la columna a un tubo eppendorf nuevo y dejar secar la columna
manteniéndola a temperatura ambiente durante 10 min.

Anadir al filtro de la columna 20 pL-50 pl de agua desionizada estéril
precalentada a 42°C, e incubar durante 10 min a temperatura ambiente.

Centrifugar durante 1 min a 13 000 rpm para recoger el DNA eluido.

Soluciones

Para preparar las soluciones de extraccion y la tierra de diatomeas, se requiere

elaborar previamente las siguientes soluciones:
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. TrisHCl 1 M pH 7.5: disolver 60,55 g de TrisBase en 300 mL de agua destilada.

Afadir acido clorhidrico hasta alcanzar un pH de 7,5. Ajustar el volumen a
500 mL con agua destilada.

. Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.5 M pH 8: afiadir 46,35 g de EDTA y
5 g de NaOH a 200 mL de agua destilada. Afiadir NaOH hasta alcanzar pH 8 y

ajustar, con agua destilada, el volumen a 250 mL. Agitar hasta alcanzar una

disolucion completa. Esterilizar en la autoclave durante 15 min a 121°C.

Solucioén [
TrisHCI 1 M pH 7,5 0,625 mL
EDTA 0,5 M pH 8 0,5 mL
Glucosa 20% (p/v) estéril 1,135 mL
Agua desionizada 22,74 mL

Se mezclan los componentes y se mantiene a 4°C.
RNasa A

Concentraciones finales:

RNasa A (Roche) 10 mg/mL
TrisHCI 10 mM
NaCl 15 mM

Mezclar 10 pL de TrisHCI 1 M pH 7,5, 3 uL de NaCl 5 M y 987 uL de agua
desionizada estéril. Afiadir 10 mg de RNasa A y homogeneizar. Incubar durante 15 min
a 100°C. Dejar enfriar a temperatura ambiente, hacer alicuotas de 50 pL y congelarlas a

—20°C.

Solucion 11

SDS 10% (p/v) 2,5 mL
NaOH 10 N (40 g/100 mL) 0,5mL
Agua desionizada 22 mL

Se mezclan los componentes y se mantiene a temperatura ambiente. Es importante que

la solucidn sea reciente.
Solucion 111

Acetato potasico 5 M (49,075 g/100 mL) 15 mL
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Acido acético glacial 2,875 mL
Agua desionizada 7,125 mL

Se mezclan los componentes y se mantiene a temperatura ambiente.

Tierra de diatomeas

Tierra de diatomeas (Sigma) 35¢g
Hidrocloruro de guanidina 100 g
TrisHCI 1 M pH 7,5 8,75 mL
EDTA 0,5 M pH 8 14 mL
. Diluir la tierra de diatomeas en 50 mL de agua desionizada estéril en un vaso de

precipitados estéril. Dejar precipitar un minimo de 3 h. Proteger de la luz en todo
momento.

. Pesar el hidrocloruro de guanidina (t6xico) en un vaso de precipitados estéril,
afiadir 50 mL de agua desionizada estéril, el TrisHCl y el EDTA. Disolver
completamente y ajustar el volumen a 175 mL con agua desionizada.

. Con la ayuda de la bomba de vacio, eliminar la fase acuosa de la tierra de
diatomeas y afiadir la solucion de guanidina.

. Homogeneizar completamente la solucion y dispensarla en botellas de 100 mL
estériles protegidas de la luz.

. Guardar a temperatura ambiente y homogeneizar antes de utilizar.
3.5.2. Obtencion de DNA plasmidico de Mycobacterium

La extraccion de DNA plasmidico de micobacterias es compleja, y la cantidad y
calidad del DNA obtenido requieren propagarlo en E. coli para su posterior
manipulacion. Los principales factores que obstaculizan una 6ptima obtencion de DNA
plasmidico de micobacterias son la dificil lisis por la compleja pared celular, el bajo
numero de copias de la mayoria de los plasmidos de micobacterias [unas 5 copias por
equivalente gendmico en los plasmidos con el replicon de pAL5000 (Stover et al.,
1991)], la degradacion del DNA, y la contaminacion con lipidos y polisacaridos de la

pared.

Tradicionalmente se usaban métodos laboriosos, con largos tratamientos con
lisozima y multiples lavados con fenol y cloroformo, antes de precipitar el DNA con
etanol. Actualmente, se han adaptado los métodos de lisis alcalina y resinas utilizados

para E. coli, incluyendo un paso previo de lisis con lisozima durante 3 h-12 h e
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incrementando el nimero de células procesadas (Plikaytis y King, 1998). Sin embargo,

el DNA obtenido sigue siendo de baja concentracion y calidad.

Por ello, en nuestro laboratorio, optamos por transformar directamente E. coli
con lisados de micobacterias, obtenidos por calor o por disrupciéon mecanica. En el
primer caso, se recogian con el asa de Kolle una buena cantidad de células de una placa
crecida (de M. tuberculosis o de M. smegmatis), y se resuspendian en 200 uL de TE.
Las células se mantenian a 90°C durante 30 min-60 min y ademas, en el caso de
M. tuberculosis, se completaba la lisis congelando las células lentamente en el
congelador de la nevera durante 16 h, y descongelandolas posteriormente a temperatura
ambiente. A continuacion, se transformaban 100 uL de células competentes de E. coli
directamente con 20 pL del sobrenadante de los lisados, y se sembraba en placas
selectivas para la resistencia del plasmido. Estos lisados se utilizaron también para la

amplificacion de DNA sobre DNA gendmico.

La obtencion de DNA plasmidico de M. smegmatis se realizdo también por
disrupciéon mecénica, segin el protocolo de Madiraju y colaboradores (2000) con
pequenas modificaciones. Se recogian con el asa de Kolle una buena cantidad de
células, y se afiadian a un tubo que contenia 200 pL. de TE y 100 pL de bolitas de
zirconia de 0,1 mm de diametro (Biospec). Las células se lisaban con el Mini
BeadBeater (Biospec) durante 2 min a velocidad maxima. Las bolitas y los restos
celulares se separaban por centrifugacion y se usaban 20 uL del lisado para transformar
100 pL de células competentes de E. coli. Con este método se obtenia un nimero de

transformantes mayor que con el método anterior.
Soluciones

TE

Concentraciones finales:
TrisHCI 10 mM
EDTA 1 mM

3.5.3. Digestion con enzimas de restriccion

La digestion de DNA con enzimas de restriccion es uno de los métodos mas
comunes en biologia molecular. Se basa en que los enzimas de restriccidn reconocen

determinadas secuencias de DNA (dianas) y cortan el DNA de doble cadena (dsDNA)
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en un sitio especifico que esta cerca o dentro de las dianas de restriccion. Algunos de los
factores importantes que deben tenerse en cuenta para obtener buenos resultados son la
pureza y cantidad de DNA, el tiempo y la temperatura de la reaccion, y los tampones
especificos para cada enzima de restriccion. En este trabajo se han utilizado los enzimas
y sus respectivos tampones de Roche y New England BioLabs, siguiendo las

instrucciones del fabricante.
3.5.4. Desalado de DNA con columnas de agarosa

Este método permite eliminar sales de una soluciéon de DNA de un modo rapido
y sencillo usando agarosa solidificada (Atrazhev y Elliot, 1996). Se puede aplicar tanto
a un producto de PCR que se quiere digerir, como a una reaccion de restriccion que se
pretende digerir con otro enzima, o bien para desalar DNA plasmidico que se pretende

electroporar.
Procedimiento

. Disolver 0,5 g de agarosa en 50 mL de glucosa 100 mM estéril, calentando la
solucion en el microondas a baja potencia.

. Anadir 1 mL-1,5 mL de la solucion caliente en un eppendorf, dejar enfriar e
introducir verticalmente una punta de micropipeta de 200 pL. La agarosa no debe
estar solida para poder introducir la punta, pero debe ser suficientemente
consistente como para que la punta se mantenga en posicion vertical.

. Cuando la agarosa se ha solidificado se quita la punta, de manera que queda un
pocillo coénico de unos 100 pL de capacidad. Las columnas se pueden guardar a
4°C.

. La solucion de DNA que se quiera desalar se introduce en el pocillo y se incuba
durante 45 min-60 min en hielo para permitir la difusién de las sales en la agarosa.

. Transcurrido este tiempo se recupera el DNA.

Glucosa 100 mM

Glucosa 091¢g
Agua desionizada 50 mL

Disolver la glucosa en el agua y esterilizar en la autoclave a 121°C durante 15 min.
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3.5.5. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Esta técnica permite separar, identificar y aislar fragmentos de DNA que migran
en una matriz de agarosa gracias a la aplicacion de un campo eléctrico. EI DNA, de
carga negativa a pH neutro, se desplaza por los poros de agarosa hacia el polo positivo;
dependiendo el grado de migracion de la longitud y conformacion del DNA, de la

concentracion de agarosa y de la corriente aplicada.

En este trabajo se utilizaron geles de un porcentaje de agarosa del 2% para
visualizar fragmentos de DNA de 0,1 kb a 1,5 kb; del 1% para fragmentos de 1 kb a
4 kb; y geles al 0,7% para separar fragmentos de 3 kb a 14 kb y para visualizar DNA
plasmidico. Se utilizaron dos tipos de agarosa: agarosa de bajo punto de fusiéon (LM-
sieve, Pronadisa) para los geles al 2% vy electroforesis preparativas; y agarosa para
biologia molecular (Roche) para el resto de aplicaciones. La longitud de los fragmentos
de DNA linial se determinaba utilizando marcadores de peso molecular diferentes segin

el tamano del fragmento de interés:

. A BStEII: obtenido por digestion del DNA del fago A con el enzima de restriccion
BStEIL. Contiene fragmentos de 14,1 kb, 8,4 kb, 7,2 kb, 6,4 kb, 5,7 kb, 4,8 kb, 4,3
kb, 3,7 kb, 2,3 kb, 1,9 kb, 1,4 kb, 1,3 kb, y 0,7 kb.

. MWM X (Roche): formado por fragmentos de 12,2 kb, 11,2 kb, 10,2 kb, 9,2 kb,
8,1 kb, 7,1 kb, 6,1 kb, 5,1 kb, 4,1 kb, 3,0 kb, 2,0 kb, 1,6 kb, 1,0 kb, 0,5 kb, y otros
de menor tamaio dificilmente visibles.

. MWM XIV (Roche): contiene 15 fragmentos cuyo tamafio difiere en 100 pb y
oscila entre 100 pb y 1500 pb; y una banda adicional de 2642 pb.

Los fragmentos de DNA se visualizaban con bromuro de etidio, que se intercala en las

bases del DNA y emite fluorescencia al irradiar el gel con radiacion ultravioleta.
Procedimiento

. Pesar la cantidad adecuada de agarosa segun el gel que se quiera preparar, y
afiadir 50 mL de tampon de electroforesis (1X TAE preparado a partir de una
solucion 10X, Roche).

. Calentar hasta fundir la agarosa evitando que queden particulas en suspension.

. Atemperar la soluciéon a unos 50°C y anadir bromuro de etidio a una
concentracion final de 0,5 pg/mL a partir de una solucion stock de 625 pg/mL
(CLP).
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Verter la solucidon en el soporte del gel, cuyos extremos se habran sellado con
cinta adhesiva. Colocar uno o dos peines segin el nimero de muestras que se
desee cargar y esperar a que se solidifique.

Quitar el/los peines y la cinta adhesiva. Colocar el gel en la cubeta de
electroforesis llena de tampdén TAE 1X.

Cargar las muestras de DNA en los pocillos del gel. Las muestras se preparan
utilizando tampon de carga 1X para volimenes de DNA de hasta 4 uL (5 uL de
tampon por 1 uL de DNA), y tampén de carga 6X para volimenes de DNA
superiores a 4 uLL en una relacion 1:5.

Aplicar un voltaje constante entre 40 V y 70 V, segun el tipo de gel. El tiempo
dependera del tamafio de los fragmentos de DNA que se quieran identificar o
separar.

Visualizar el DNA con un transiluminador de radiacion ultravioletas (302 nm de
longitud de onda).

Cuando interesaba, el gel se fotografiaba con un digitalizador de imagenes (Gel

Doc 2000, BIO-RAD).

Tampon de carga 6X

Ficoll 400 12¢g
EDTA 0,5 M pH 8 (46,35 g/250 mL) 1,2 mL
SDS 10% (p/v) 0,6 mL
Azul de bromofenol 15 mg
Xilencianol 15 mg

Disolver el Ficoll 400 en 5 mL de agua destilada calentando la solucion. Anadir el SDS

y el EDTA. Enrasar a 10 mL y afiadir los colorantes. Dispensar en alicuotas de 1 mL.

3.5.6. Purificacion de fragmentos de DNA de geles de agarosa

Este método se utilizd para recuperar fragmentos de DNA, producto de una PCR

o de una restriccion, separados adecuadamente por electroforesis en gel de agarosa. El

procedimiento que se siguid usa ioduro sédico 6 M para fundir la agarosa y tierra de

diatomeas para recuperar el DNA sin contaminantes procedentes de la agarosa.
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Procedimiento

. Recuperar la region del gel de agarosa que contiene el fragmento de interés
cortandola con un cuter previamente flameado.

. Anadir Nal 6 M de manera que cubra la banda (o 2-3 veces el peso de la banda).
Un exceso de Nal podria desnaturalizar el DNA.

. Incubar a 55°C agitando enérgica y regularmente hasta que se haya disuelto
totalmente la agarosa.

. Transferir la solucion a un tubo de 5 mL y afadir 1 mL de tierra de diatomeas.

. Incubar durante 10 min a temperatura ambiente, homogeneizando la muestra por
inversion regularmente.

. Transferir la muestra a una jeringa colocada sobre una columna Wizard®
Minicolumn (Promega) y pasar la muestra a través del filtro con ayuda del
émbolo.

. Extraer la jeringa de la columna, sacar el émbolo y volver a colocar la jeringa en
la columna. Afiadir 2 mL de etanol al 70% y pasarlo por el filtro con ayuda del
émbolo.

. Extraer la jeringa de la columna y colocar la columna en un eppendorf.
Centrifugar durante 20 s a 13 000 rpm para eliminar los restos de etanol.
Transferir la columna a un tubo eppendorf nuevo y dejar secar la columna
manteniéndola a temperatura ambiente durante 10 min.

. Anadir al filtro de la columna 15 pL-25 pL de agua desionizada estéril
precalentada a 42 °C e incubar durante 10 min a temperatura ambiente.

. Centrifugar durante 1 min a 13 000 rpm para recoger el DNA eluido.
Soluciones
Nal 6 M

Nal (Sigma) 18 g

Disolver con agitacién en 12 mL de agua desionizada. Ajustar el volumen a 20 mL con
agua desionizada. Proteger de la luz durante todo el proceso ya que es fotosensible; la

solucion debe ser transparente. Guardar a 4°C.
3.5.7. Clonacion en vectores plasmidicos

Para clonar DNA externo en vectores plasmidicos, se preparaban el vector y el

inserto teniendo en cuenta las incompatibilidades de los extremos y, posteriormente, se
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ligaban. El producto de la ligacion se transformaba en células competentes de E. coli,
seleccionandose los transformantes en medio selectivo. Finalmente, mediante la
extraccion del DNA y su posterior andlisis por restriccion, PCR, y/o secuenciacion, se

comprobaba la construccion producida.
3.5.7.1. Obtencion de extremos romos

Este método se utilizé para poder clonar fragmentos con extremos incompatibles
con los del vector. Mediante este protocolo se obtienen extremos romos usando la T4
DNA polimerasa, que presenta actividad DNA polimerasa 5°-3’ en presencia de

desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTPs), y actividad DNA exonucleasa 3°-5°.
Procedimiento

. Mezclar en un tubo eppendorf:
- 2 pug-3 ugde DNA
- 5 uL de tampo6n de T4 DNA polimerasa 10X (Roche)
- 5 uL de T4 DNA polimerasa (1U/uL) (Roche)
- 10 pL de una mezcla homogénea de los 4 ANTPs 0,5mM (Roche)
- agua desionizada hasta 50 pL.
. Incubar durante 15 min a 37°C.
. Inactivar por temperatura a 70°C durante 10 min.
. Anadir 200 pL de agua desionizada y 500 pL de tierra de diatomeas.
. Recuperar el DNA de modo andlogo al protocolo de miniextraccion de DNA
plasmidico con la columna Wizard® Minicolumn (Promega), limpiando el DNA

con etanol al 70% y eluyéndolo con agua desionizada precalentada a 42°C.
3.5.7.2. Desfosforilacion

Mediante este proceso se eliminaban los grupos fosfato de los extremos 5° del
vector para evitar posibles recircularizaciones. Este protocolo se utilizd para
desfosforilar fragmentos de restriccion recuperados de geles de agarosa en un volumen
final de 20 uL. Las cantidades pueden adaptarse para otros volumenes, manteniendo las

proporciones.

. Mezclar en un eppendorf:
- 20 puL del DNA plasmidico digerido

- 25 uL de agua desionizada
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- 5 uL de tampodn de fosfatasa alcalina 10X (Roche)
0,5uL de fosfatasa alcalina (1 U/ uL) (Roche)
. Incubar durante 1 hora a 37°C.
. Inactivar la fosfatas alcalina afiadiendo EDTA pH 8 a una concentracion final
5mM e incubandolo durante 10 min a 70°C.
. Anadir 200 pL de agua desionizada y 500 pL de tierra de diatomeas.
. Recuperar el DNA de modo analogo al protocolo de miniextraccion de DNA
plasmidico con la columna Wizard® Minicolumn (Promega), limpiando el DNA

con etanol al 70% y eluyéndolo con agua desionizada precalentada a 42°C.
3.5.7.3. Ligacion

Para la ligacion del vector y el inserto se utilizé la T4 DNA polimerasa (Roche).
Este enzima cataliza la formacion de enlaces fosfodiéster entre extremos 3’-hidroxilo y
5’-fosfato de dsDNA, y permite la ligacion tanto de extremos romos como de extremos
cohesivos. Las cantidades de vector e inserto se estimaban intentando mantener una
relacion molar vector:inserto 1:1 para extremos romos, y 2:1 para extremos cohesivos.

Para calcular las cantidades de vector y de inserto se puede utilizar la siguiente formula:
ng inserto = [(ng vector X kb inserto)/kb vector] x relacion molar inserto/vector
Procedimiento

. Mezclar en un tubo eppendorf 1 uL de tampdn (10X) de la T4 DNA polimerasa
(Roche), 1 pL. de T4 DNA polimerasa (1 U/uL) (Roche), las cantidades
apropiadas de vector e inserto, y agua desionizada ajustando el volumen de
reaccion a 10 pL.

. Incubar durante 16 h a temperatura ambiente para ligar extremos romos y a 4°C en
el caso de extremos cohesivos.

. Transformar 100 puL de células competentes de E. coli.

Los productos de PCR se ligaban en el pGEM-T® Easy Vector (Promega). Este
vector se suministra ya linealizado, por digestion con el enzima ECORV, y con una
timina en cada extremo 3’. Esto impide la recircularizacién del vector y favorece la
ligacion de los productos de PCR ya que la Taq polimerasa afiade una deoxiadenina en
los extremos 3’ del producto de PCR. Este vector, ademas de la diana ECORV, contiene
otras dianas de restriccion en el MCS, que se utilizaron para recuperar insertos

generando extremos compatibles con otros vectores. La diana ECORV esta situada en la
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region codificante oi-peptidica del enzima [-galactosidasa que se inactiva al insertarse el
fragmento de PCR. Asi, los clones recombinantes se identificaban facilmente por el
color de las colonias en placas con X-gal, sustrato de la -galactosidasa que al ser
hidrolizado forma un compuesto de color azul. Ademas, el MCS esta flanqueado por los

oligonucleotidos Direct y Reverse que se utilizaron en la secuenciacion de los productos

de PCR.
3.5.8. Amplificacion y secuenciacion de DNA
3.5.8.1. PCR (Polymerase Chain Reaction)

La PCR, reaccion en cadena de la polimerasa, permite la amplificacion de
fragmentos especificos de DNA entre dos regiones de secuencia conocida. Es una de las
técnicas mas utilizadas en biologia molecular y tiene muchas aplicaciones: clonacion,

mutagénesis, secuenciacion, etc.

Las condiciones de PCR utilizadas en este trabajo se optimizaron para amplificar
DNA de M. tuberculosis, con un elevado porcentaje de GC. Los mejores resultados se
obtuvieron con la AmpliTaq Gold® DNA polimerasa (Applied Biosystems), una Taq
DNA polimerasa modificada que se suministra en un estado inactivo, activandose por
calor. La DNA polimerasa puede activarse completamente en el paso de
desnaturalizacion inicial; o bien a medida que avanza la PCR, lo que permite disminuir
las amplificaciones inespecificas ya que el enzima va estando disponible a medida que
aumenta la cantidad del producto especifico de la reaccion. Ademas, para facilitar la
desnaturalizacion del DNA, se afiadia a la reaccion dimetilsulfoxido (DMSO) que
favorece la separacion de las cadenas del DNA alterando el emparejamiento de las

bases.

Los oligonucledtidos se disefiaron utilizando el programa Primer3

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3.cgi) (Rozen y Skaletsky, 2000).
Procedimiento

. El material que se vaya a utilizar (micropipetas, puntas, eppendorfs, etc.), se
irradia previamente con radiacion, en una cabina independiente donde se realizara
la mezcla de la PCR.

. Todas las soluciones se mantienen en hielo y las mezclas también se realizan en

hielo.
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. Mezclar en un tubo eppendorf de 0,2 mL de capacidad:
- 2,5 uL de GeneAmp 10X PCR Buffer II (Applied Biosystems)
- 2,5 uL de DMSO (Sigma)
- 2,5 uL de dNTPs 20 mM (Roche)
- 1,5 pL de MgCl; 25 mM (Applied Biosystems)
- 0,5 puL de cada oligonucledtido 25 pmol/uL (Roche)
- 0,1 pL de AmpliTaq Gold 5 U/uL (Applied Biosystems)
- 0,5 pL de DNA molde (400 ng/puL) o 5 pL de lisado, o agua desionizada en
el tubo del control negativo
- agua desionizada estéril hasta 25 uL

. Someter las muestras, con el termociclador MJ Mini™ Gradient Thermal Cycler

(BIO-RAD), a los siguientes ciclos:

- Desnaturalizacion inicial: 5 min 6 9 min (para activar toda la DNA
polimerasa) a 95°C.
- Amplificacién (30 ciclos):
- desnaturalizacion: 1 min a 95°C
- hibridacion: 30 s a una temperatura unos grados superior a la del
oligonucleotido con temperatura de fusion mas baja
- extension: 1 min por kb amplificada a 72°C, 6 74°C para productos
con elevadas temperaturas de fusion

- Extension final: 7 min a la temperatura de extension de la amplificacion.
3.5.8.2. Secuenciacion

Para la secuenciacion se siguio el método de Sanger (Sanger et al., 1977)
modificado; utilizando para el marcaje y amplificacion el BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). La posterior secuenciacion por
electroforesis en el ABI 3730x (Applied Biosystems) la realizaba el Servei Veterinari de

Geneética Molecular de 1a UAB.

El BigDye" Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit contiene una mezcla con la
DNA polimerasa, los 4 dNTPs, y una cantidad limitante de los analogos 2’,3’-didesoxi
de cada uno de los ANTPs marcados con fluorocromos diferentes. La incorporacion de
los andlogos impide el posterior crecimiento de la nueva cadena, produciéndose

fragmentos de distinta longitud con el analogo didesoxi en el extremo 3’. Estos
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fragmentos se separan en un gel desnaturalizante de alta resolucion, y la deteccion de

las marcas fluorescentes permite la visualizaciéon de la secuencia utilizando el ABI

3730x que recoge y digitaliza las sefiales.

Procedimiento
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El material (micropipetas, puntas, eppendorfs, etc.) se irradia previamente con
radiacion ultravioleta; en una cabina independiente donde se realizard la mezcla
de reaccion.
Todas las soluciones se mantienen en hielo y las mezclas también se realizan en
hielo.
Se mezcla en un tubo eppendorf de 0,2 mL de capacidad:

- 0,5 uL de pre-mix BigDye™ (Applied Biosystems)

- 1,75 pL de tampon 5X (Applied Biosystems)

- 0,5 uL de DMSO (Sigma) (opcional)

- 1,0 uL a2,5 uL de DNA molde (DNA plasmidico)

- 0,65 pL de oligonucleotido 5 pmol/puL (Roche)

- agua desionizada hasta 10 pL
Programar el termociclador con un ciclo de desnaturalizacién inicial de 3 min a
94°C; y 25 ciclos con una fase de desnaturalizacion a 96°C durante 30 s, una fase
de hibridacion a la temperatura 6ptima del oligonucleétido durante 15 s, y una
fase de extension de 4 min a 60°C.
Una vez finalizado el marcaje se precipita la reaccion:

- Anadir 1 pL de EDTA 125 mM, 1 uL de acetato sddico 3 M y 25 uL de

etanol al 100%.

- Mezclar e incubar durante 15 min a temperatura ambiente.

- Centrifugar 15 min a velocidad maxima.

- Aspirar el sobrenadante y afiadir 35 pL de etanol al 70%.

- Centrifugar 5 min a velocidad méxima.

- Aspirar el sobrenadante y secar los pellets.
Las muestras se resuspenden en 10 uL de formamida y se analizan con el ABI

3730x.
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3.6. Métodos de manipulacion de RNA

Todos los métodos de manipulacion de RNA implican una serie de medidas para
evitar su degradacién por RNasas, contaminantes muy frecuentes en el laboratorio. Asi,
siempre que sea posible, se utiliza material de plastico de un solo uso, preesterilizado y
libre de RNasas; ademads, se recomienda usar las puntas de micropipeta con filtro para
evitar la contaminacion por aerosoles. Cuando no es posible usar material de plastico se
utiliza material de vidrio previamente esterilizado en la autoclave. Es conveniente
mantener el 4rea de trabajo limpia y desinfectada con etanol, y cambiarse

frecuentemente los guantes.

Las soluciones se prepararon con agua desionizada estéril. El agua que se
utilizaba para resuspender el RNA o para las mezclas de reaccion con RNA, era el

suministrado con los Kits, libre de RNasas.
3.6.1. Extraccion de RNA total

Este método, recomendado por el Bacterial Microarray Group del St. George’s
Hospital Medical School (Londres), se utiliz6 para extraer RNA de M. tuberculosis para
su posterior analisis con microchips de DNA. Es un protocolo largo y laborioso pero
permite obtener una gran cantidad de RNA y de una calidad optima. Las células se
recogen directamente en una solucion de guanidina tiocianato (GTC) de elevada
molaridad, que contiene ademds detergentes y B-mercaptoetanol. Estos componentes
desnaturalizan las proteinas, deteniendo el metabolismo celular e impidiendo
variaciones en las cantidades de los diferentes mRNAs por sintesis de novo o por
degradacion por las RNasas celulares. Este paso es especialmente importante cuando se

pretende cuantificar la expresion génica.

Las células recogidas por centrifugacion se resuspenden entonces en Trizol®
(Invitrogen) que contiene fenol y GTC. Este reactivo permite mantener la integridad del
RNA durante la homogenizacion de la muestra y la lisis, a la vez que contribuye a la
disrupcion celular y a la disolucion de los componentes celulares. A continuacion, se
anade cloroformo que separa la muestra en una fase orgéanica y una fase acuosa que
contiene exclusivamente el RNA. Se realiza una segunda extraccion con cloroformo
para limpiar la muestra de lipidos, muy abundantes en la pared celular de las
micobacterias y, posteriormente, el RNA se precipita con isopropanol, se lava con

etanol y se resuspende en agua. Finalmente, se limpia y concentra el RNA usando el kit
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RNeasy” Mini (Qiagen) y se elimina el DNA contaminante con el kit TURBO DNA-

free™ (Ambion).

Extraccion con fenol-cloroformo-isopropanol
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Inocular M. tuberculosis en 10 mL de medio Middlebrook 7H9 e incubar a 37°C
durante 2 6 3 semanas.

Medir la ODgop de los cultivos y hacer una resiembra en 80 mL de medio
Middlebrook 7H9, de manera que la ODgg del cultivo sea de 0,01. El medio de
cultivo se prepara en un mismo lote y se hacen alicuotas en tantos frascos de
cultivo de 75 cm” como cultivos se vayan a hacer para el analisis con microchips.
De este modo se pretenden evitar variaciones en la expresion génica debidas a
diferencias en los cultivos. Incubar a 37°C durante 1 semana.

Recoger los cultivos directamente en un frasco de cultivo de 150 cm® que
contenga 4 volumenes (320 mL) de la solucion de GTC 5 M. Mezclar moviendo
el frasco cuidadosamente para no generar aerosoles.

Centrifugar alicuotas de 40 mL, a 3000 g durante 15 min, en tubos falcon bien
cerrados. Es muy importante no exceder esta cantidad para garantizar la integridad
de los tubos.

Desechar el sobrenadante (nunca mezclar la solucion de GTC con lejia) y usar los
restos que quedan de la solucion de GTC para resuspender las células (a razon de
aproximadamente 1 mL de GTC por 40 mL de cultivo original, aunque se deberia
usar un ratio mayor para cultivos en fase estacionaria, o cultivos con bacterias
agregadas). Es importante usar la solucion para lavar bien todo el fondo conico
del tubo donde quedan muchas células adheridas. Transferir alicuotas de 1 mL a
tubos eppendorf.

Centrifugar durante 1 min a 13 000 rpm y desechar el sobrenadante.

Usar 200 uL de Trizol (Invitrogen) para resuspender bien las células, adheridas
también a toda la pared del tubo, y afiadir 800 pL. més de Trizol. Transferir a un
tubo con 0,5 mL de bolitas de zirconia de 0,1 mm de didmetro (Biospec).

Lisar las células con el Mini BeadBeater (Biospec) sometiéndolas a dos pulsos de
30 s a velocidad maxima.

Mantener los tubos a temperatura ambiente durante 10 min para permitir la

disolucion de los complejos RNA-proteina, y dar un pulso de centrifuga para
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separar las bolitas. Transferir el sobrenadante a un eppendorf. Afadir 200 pL de
cloroformo y mezclar con el vortex durante 30 s.

Dejar los tubos a temperatura ambiente durante 10 min para permitir la particion
de las fase fendlica y acuosa. Centrifugar a 13 000 rpm durante 15 min para
separar las dos fases.

Transferir la fase acuosa a un tubo eppendorf (evitar succionar el DNA que se
encuentra en la interfase) y reextraer con 1 volumen de cloroformo. Mezclar con
el vortex durante 30 s, mantener a temperatura ambiente 10 min, y centrifugar
15 min a 13 000 rpm.

Transferir la fase acuosa a un eppendorf y afadir 0,8 volimenes de isopropanol.
Incubar los tubos durante 16 h a —20°C para precipitar el RNA y centrifugar a
13 000 rpm durante 20 min a 4°C.

Desechar el sobrenadante, lavar el pellet con etanol y mezclar con el vortex.
Centrifugar a 13 000 rpm durante 15 min a 4°C.

Eliminar el etanol y secar el pellet dejando el eppendorf abierto en la cabina de
flujo laminar previamente irradiada.

Resuspender el RNA en agua RNase-free (Qiagen) calentando las muestras
durante 10 min a 50°C y agitandolas regularmente con el vortex. El RNA
precipitado es dificil de disolver, ademas, gran parte queda adherido en las
paredes del eppendorf por lo que es conveniente lavarlas bien con el agua para
asegurarnos que lo recuperamos completamente. Juntar los tubos que contengan
RNA procedente de un mismo cultivo resuspendiendo los pellets en una unica
alicuota de agua de 100 uL (a un ratio de 100 pL de agua por cada 80 mL de

cultivo original) para mantener una concentracion de RNA alta.

Purificacion con el RNeasy® Mini Kit (Qiagen)

Limpiar y concentrar las muestras de RNA mediante el protocolo RNA clean-up

del kit RNeasy™ Mini (Qiagen) [también se puede usar el kit RNeasy™ MiniElute™

(Qiagen)]. Este sistema se basa en las propiedades de union selectivas del RNA a una

membrana de silica-gel en un medio tamponado con un alto contenido salino y en

presencia de etanol para favorecer la union. Esto permite la adhesion a la membrana de

hasta 100 ng de RNA que, posteriormente, es lavado para eliminar contaminantes y

eluido con 30 puL de agua. Es muy importante no exceder la capacidad de unién de la

membrana ya que esto resultaria en una disminucién del rendimiento y de la pureza del
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RNA obtenido. Asi si se utiliza el kit RNeasy® MiniElute™ (Qiagen), debe tenerse en

cuenta que como maximo se pueden purificar 45 pg de RNA por columna. El protocolo

se realizd de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Tratamiento con el kit TURBO DNA-free™ (Ambion)

Los restos de DNA se eliminaron con el kit TURBO DNA-free™ (Ambion) que

contiene una DNasa I modificada con una elevada actividad catalitica. Puesto que las

muestras a tratar presentan una concentracion de acidos nucleicos muy elevada

(incluyendo DNA) se debe utilizar el protocolo de tratamiento riguroso:
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Diluir la muestra hasta una concentracion de acidos nucleicos de 200 ng/puL. con
agua RNase-free (Qiagen). Dispensar la muestra en alicuotas, de volumen igual o
inferior a 87 uL, en eppendorfs de 0,5 mL para facilitar la recuperacion del
sobrenadante tras el tratamiento con el inhibidor de la DNasa.

Anadir a cada eppendorf 10 uL de tampén TURBO DNasa 10X, 3 uL. de TURBO
DNasa y agua RNase-free (Qiagen) hasta un volumen final de 100 pL.

Incubar durante 30 min a 37°C.

Anadir 3 pL. mas de TURBO DNasa e incubar otros 30 min a 37°C.

Resuspender bien el reactivo inhibidor de la DNasa con el vortex y afiadir 20 pL a
la muestra (0,2 volumenes).

Incubar durante 2 min-3 min a temperatura ambiente, mezclando bien la muestra 2
0 3 veces durante el tiempo de incubacion.

Centrifugar a velocidad maxima durante 1,5 min. Transferir el RNA a otro tubo.
El inhibidor de la DNasa quela cationes divalentes, como el magnesio o el calcio,
por lo que se debe ir con cuidado para no contaminar el RNA con inhibidor, ya
que podria impedir reacciones posteriores como la retrotranscripcion.

Juntar todas las muestras procedentes de un mismo cultivo y comprobar por PCR
que no quedan restos de DNA (si todavia quedara DNA contaminante se repetiria
el tratamiento con TURBO DNasa).

En caso necesario, reconcentrar las muestras con el protocolo RNA clean-up del

kit RNeasy®™ Mini (Qiagen) segun se ha descrito anteriormente.
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Soluciones

Solucion GTC 5M

Concentraciones finales:

Guanidina tiocianato 5M
N-Lauroylsarcosina sddica 0,5% (p/v)
[B-Mercaptoetanol 0,1 M
Tween 80 0,5% (v/v)

Pesar 590,8 g de GTC y disolverlos con agitacion y calor, afiadiéndolos lentamente a
400 mL de agua destilada. La disolucion de GTC en agua es una reaccion endotérmica,
por lo que disminuye mucho la temperatura de la solucion y también la solubilidad de la
GTC; por eso es importante disolverlo calentando, para mantener la solucién a una
temperatura de unos 20°C-25°C. Una vez completamente disuelta, se afladen 5 g de N-
lauroylsarcosina sddica, 7,5 mL de B-mercaptoetanol y 5 mL de Tween 80. Se disuelve
con agitacion y se ajusta el volumen a 1 L con agua destilada. Guardar protegido de la

luz. Antes de usar, hacer alicuotas de 320 mL en frascos de cultivo de 150 cm®.
3.6.2. Analisis cuantitativo y cualitativo del RNA

Una vez obtenido el RNA se debe determinar la integridad y concentracion del
mismo. Dependiendo de las posteriores aplicaciones y de la concentracion estimada de
la muestra se puede usar uno de los dos métodos que se describen a continuacion. Es
recomendable también realizar una RT-PCR (Reverse Transcription-PCR) control para
comprobar que el RNA es de una calidad suficiente para ser amplificado y que carece

de DNA contaminante.
3.6.2.1. Cuantificacion espectrofotométrica

La concentracion del RNA se establecia midiendo la absorbancia a 260 nm
(A260) en el espectrofotometro BioPhotometer (Eppendorf). Se utilizaron las cubetas
UVette” (Eppendorf) que son estériles y RNase-free, por lo que, en caso necesario, se

puede recuperar la muestra después de la lectura de la absorbancia.

Para garantizar la significacion de la lectura, la Ay debe oscilar entre 0,15y 1,
por lo que se diluia una alicuota de la muestra 50 veces, con agua RNase-free. Una

unidad de Ago corresponde a 44 pug de RNA por mL.

95



Materiales y métodos

La pureza del RNA se puede estimar a partir de los ratios de varios valores de
absorbancia. Puesto que las proteinas absorben a 280 nm, el ratio de A,¢01230 nos da una
estimacion de la contaminacion de la muestra por proteinas. Este ratio es >2 en muestras
de RNA puras, disminuyendo en presencia de proteinas. La A3y nos da una estimacion
de la presencia de otras impurezas como carbohidratos, péptidos, fenol o compuestos
aromaticos. Asi el ratio de Azs0n30 debe ser también >2. Hay que tener en cuenta que
estos valores de absorbancia se ven afectados por el pH y fuerza ionica de la muestra,
siendo validos a un pH neutro. Por ello, para una determinacion exacta, se debe diluir la
muestra en TrisHCI 10 mM pH 7-7,5 que se usa también, en este caso, para calibrar el

espectrofotometro.

La integridad del RNA se puede comprobar por electroforesis en un gel de
agarosa al 1%. El rRNA debe aparecer en dos bandas bien definidas. En RNAs
degradados las bandas de rRNA aparecen difuminadas y se observa un smear de RNAs

de menor tamafio.
3.6.2.2. Analisis con el Bioanalyzer 2100 (Agilent)

El control de calidad del RNA utilizado en los experimentos con microchips de
DNA, se realiz6 también con el Bioanalyzer 2100 (Agilent) basado en la tecnologia de
microfluidos Lab-on-a-Chip. Esta tecnologia permite el manejo, mezclado, dilucion,
electroforesis y separacion cromatografica de la muestra, la tincion y deteccion; en un
solo sistema integrado, estandarizado y automatizado. El andlisis de 12 muestras se

puede realizar en 30 min, y tan s6lo se requieren pico- o nanogramos de RNA.

Los resultados se pueden visualizar como una imagen virtual de un gel de
electroforesis o como un perfil de picos (electroferograma). El software del Bioanalyzer
calcula la concentracion de RNA, el ratio del rRNA y el RIN (RNA Integrity Number).
Estos 2 ultimos valores (y el aspecto de los picos en el electroferograma) son

indicadores de la integridad del RNA.

En este trabajo se utiliz6 el Agilent RNA 6000 Nano Chip Kit de acuerdo con las

especificaciones del fabricante.
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3.7. Métodos de manipulacion de proteinas
3.7.1. Obtencion de extractos proteicos

En este trabajo se obtuvieron extractos proteicos de M. smegmatis, para
comprobar la produccion del regulador Rv0576 clonado en un vector de expresion; y de
M. tuberculosis, para detectar la proteina Rv0577 por Western-blot. El procedimiento
utilizado se adaptd del descrito por Parish y Wheeler (1998) con ligeras modificaciones.
Los protocolos que se siguieron para cada microorganismo difieren por razones de
bioseguridad. Asi, las células de M. smegmatis se lisaron por sonicacién mientras que,
las células de M. tuberculosis se lisaron con el Mini BeadBeater (Biospec). Ademas, en
el caso de M. tuberculosis, los cultivos se realizaban en medio sélido para conseguir una
mayor masa celular, puesto que la proteina Rv0577 se produce en baja cantidad y se
encuentra tanto en el citoplasma, como en la pared celular y el sobrenadante de los
cultivos (Rosenkrands et al., 2000; Huard et al., 2003). Por contra, los cultivos de
M. smegmatis se realizaban en medio liquido para evitar los problemas de agregacion

celular derivados de trabajar con células obtenidas en medio s6lido.
3.7.1.1. M. smegmatis

. Inocular una colonia fresca de M. smegmatis en 10 mL de medio Middlebrook
7H9 e incubar a 37°C y 200 rpm, durante 2 6 3 dias.

. Hacer una resiembra 1/100 en medio Middlebrook 7H9 e incubar en las mismas
condiciones hasta alcanzar una ODgg de aproximadamente 1.

. Centrifugar 3 mL de cultivo durante 10 min, a 3000 g y 4°C, en un tubo estéril
previamente pesado.

. Desechar el sobrenadante y resuspender las células en 1 mL de PBS frio.
Centrifugar durante 10 min, a 3000 g y a 4°C.

. Desechar el sobrenadante y resuspender las células en 500 pL de PBS frio.
Centrifugar durante 10 min, a 3000 g y a 4°C. Estos lavados con PBS eliminan los
restos de medio, lo cual es especialmente importante debido a la gran cantidad de
BSA del medio que interferiria luego en la cuantificacion de las proteinas
celulares y en la electroforesis.

. Desechar el sobrenadante, pesar las células y resuspenderlas en 3 mL de PBS frio

por g de células.
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Sonicar con el homogenizador ultrasénico LABSONIC U (B. Braun), con una
sonda pequeia de Titanio. Seleccionar la fuente de energia en low y aplicar una
potencia maxima de 50 W, en ciclos de 0,5 s. Someter a pulsos de 1 min, con al
menos 1 min de reposo entre pulsos, durante el tiempo necesario para conseguir la
lisis de las células Es importante evitar el calentamiento de la muestra
manteniéndola en todo momento en hielo.

Centrifugar a 3000 g durante 5 min para separar las células no lisadas y transferir
el extracto proteico a un tubo nuevo.

Medir la concentracion de proteinas y utilizar inmediatamente o congelar a —80°C.

3.7.1.2. M. tuberculosis

Anadir 200 pL de tampon de lisis a un tubo de Mini BeadBeater estéril que
contenga 100 uL. de bolitas de vidrio acid-washed de 0,1 mm de diametro
(Sigma).

Afadir 2 6 3 asas de Kolle llenas de células (en este caso es muy dificil lavar las
células con PBS ya que estan agregadas).

Someter las células a 3 pulsos de 1 min a velocidad méaxima en el Mini
BeadBeater (Biospec), con al menos 1 min de reposo en hielo entre cada pulso.
Centrifugar 5 min a 3000 rpm para sedimentar las bolitas y las células no lisadas.
Transferir el sobrenadante a un eppendorf y filtrar los extractos proteicos de
M. tuberculosis con las unidades de filtrado por centrifugacion Ultrafree-MC con
membrana de PVDF de 0,22 um de didmetro de poro (Millipore). De este modo el
resto del proceso puede realizarse fuera del laboratorio de bioseguridad.

Utilizar inmediatamente o congelar a —80°C.

Tampdn de lisis

Mezcla de inhibidoresde proteasas (Sigma) 53,8 mg

DMSO 400 pL
SDS 10% (p/v) 120 uLL
TrisHCI 1 M pH 7 100 pL

Disolver la mezcla de inhibidores de proteasas en 400 uL de DMSO y 1,6 mL de agua
desionizada estéril. Anadir el SDS al 10% y el TrisHCI, y mezclar. Guardar a 4°C.
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3.7.2. Determinacion de la concentracion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizd con el Coomassie® Protein Assay
Reagent Kit (Pierce) basado en el método colorimétrico descrito por Bradford (1976).
Cuando el colorante Coomassie” se une a proteinas en un medio 4cido, sufre un cambio
de color de marrén a azul, desplazdndose su maximo de absorbancia de 465 nm a
595 nm. La concentracién de proteinas de la muestra se estima por comparacion de la
absorbancia obtenida, con la de una serie de estdndares de concentracion conocida que

se procesan junto con la muestra.
Procedimiento

. Agitar bien el reactivo, separar una alicuota de la cantidad que se vaya a usar y
atemperar a temperatura ambiente (proteger de la luz).

. Preparar la recta patron mezclando 1 mL de reactivo y cantidades crecientes de
BSA (2 mg/mL) hasta 10 pug/mL (cantidades mayores no siguen una relacion
lineal con la absorbancia).

. Mezclar 25 pL de muestra con 1 mL del reactivo (la cantidad de muestra
dependera de su concentracion proteica, deberia usarse una cantidad que esté
incluida en la parte lineal de la curva de calibracion).

. Incubar durante 10 min y medir la absorbancia a 595 nm.

. Calcular la recta de regresion con los valores de la recta patron y determinar la

concentracion de proteinas de la muestra.
3.7.3. Electroforesis de proteinas

Los extractos proteicos se separaron mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE). Las proteinas se desnaturalizan
calentandolas a 100°C en presencia de SDS y B-mercaptoetanol que rompe los puentes
disulfuro. E1 SDS se une a las proteinas confiriéndoles una carga superficial negativa de
manera que la movilidad electroforética de las proteinas sera proporcional a su peso

molecular.

Se utilizo el sistema discontinuo de dos geles descrito por Laemmli (1970). El
gel superior, o stacking, contiene una proporcion de acrilamida mas baja y se prepara
con un tampdén de menor fuerza idnica y diferente pH que el gel inferior, o de

separacion. Esto favorece una migracion rapida de las proteinas que se concentran en la
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interseccion con el gel de separacion en el que entraran sucesivamente incrementandose

la resolucién.

Las proteinas se visualizaron por tincion con el colorante Coomassie que permite

detectar de 1 pg a 10 pg de proteina por banda.

Se prepararon geles al 10% de acrilamida para visualizar la proteina Rv0576, y
al 12% para detectar la proteina Rv0577. El aparato de electroforesis que se uso6 fue el
Mini-PROTEAN II (BIO-RAD) y la fuente de electroforesis POWER PAC 300 (BIO-
RAD).

Procedimiento

. Limpiar los vidrios, separadores y soportes con etanol, secarlos y montarlos segin
las instrucciones del fabricante.
. Preparar el gel de separacion a la concentracion de acrilamida deseada mezclando
en un matraz de Kitasato de 25 mL:
- la cantidad necesaria, segun el gel que se quiera preparar, de una solucion de
acrilamida al 30% y bisacrilamida al 0,8%
- 1,875 mL de TrisHCI/SDS 4X, pH 8,8
- agua desionizada estéril hasta 7,5 mL
. Desgasificar la mezcla conectando el matraz de Kitasato, tapado, a una bomba de
vacio unos 10 min.
. Anadir 25 pL de persulfato amonico al 10% y 5 pL. de TEMED.
. Rapidamente, mezclar con ayuda de la micropipeta e introducir la disolucién entre

los dos vidrios hasta llenar % partes.

. Anadir unas gotas de n-butanol y dejar polimerizar.
. Eliminar el n-butanol lavando con agua destilada. Secar los vidrios.
. Preparar el gel superior mezclando en un matraz de Kitasato de 25 mL:

- 0,325 mL de la solucion de acrilamida al 30% y bisacrilamida al 0,8%
- 0,625 mL TrisHCI/SDS 4X pH 6,8
- 3,05 mL de agua desionizada
. Desgasificar la mezcla conectando el matraz de Kitasato tapado, a una bomba de
vacio unos 10 min.

. Anadir 12,5 puL de persulfato amonico al 10% y 2,5 pL de TEMED.
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. Rapidamente, mezclar con ayuda de la micropipeta e introducir la disolucién entre
los dos vidrios, encima del gel separador. Colocar el peine y dejar polimerizar.

. Mezclar las muestras de proteinas con el tampon de carga 5X.

. Calentar las muestras y el marcador de peso molecular [SDS-PAGE Molecular
Weight Standard Low Range (BIO-RAD)] a 100°C durante 5 min.

. Centrifugar brevemente y colocar las muestras y el marcador en hielo.

. Sacar el peine del gel superior y colocar el soporte con el gel en la cubeta de
electroforesis. Anadir 300 mL de tampon de electroforesis 1X, llenando
previamente el depdsito interior.

. Aplicar un maximo de 20 uL de muestra 6 8 pL de marcador, por pocillo.

. Conectar la cubeta a la fuente de alimentacion y realizar la electroforesis fijando

el voltaje a 120 V.

. Una vez finalizada la electroforesis se saca el soporte y, con mucho cuidado, el
gel.
. Colocar el gel en una cubeta con la solucion de Coomassie y mantenerlo en

agitacion lenta unos 20 min.
. Descartar el colorante y destefiir el gel con solucion decolorante en agitacion lenta
durante 1 h, o hasta que se visualicen correctamente las bandas de proteinas.

. Detener la decoloracion lavando el gel con agua destilada.
Soluciones

Solucidén de acrilamida 30% bisacrilamida 0.8%

Acrilamida 30g
Bisacrilamida 0,8 g

Disolver en 70 mL de agua desionizada y llevar a un volumen final de 100 mL.
Esterilizar por filtracion con filtros de 0,45 pm de diametro de poro. Proteger de la luz y
mantener a 4°C. El ménomero de acrilamida es neurotéxico por lo que se debe trabajar

con guantes y mascarilla.

TrisHCI/SDS 4X pH 8.8

TrisBase O91g
SDS 2¢g
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Disolver en 300 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 8,8 con HCI 1 N. Anadir agua
destilada hasta un volumen final de 500 mL. Filtrar la solucion con filtros de 0,45 um

de didmetro de poro y guardar a 4°C.

TrisHCI/SDS 4X pH 6.8

TrisBase 6,05 g
SDS 04¢g

Disolver en 40 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 6,8 con HCI 1 N. Afadir agua
destilada hasta un volumen final de 100 mL. Filtrar la solucion con filtros de 0,45 um

de didmetro de poro y guardar a 4°C.

Persulfato amonico al 10%

Disolver 1 g de persulfato amonico en 10 mL de agua. Hacer alicuotas de 500 pL y
congelar a —20°C. Cuando se vaya a usar descongelar lentamente en hielo y mantener

siempre en hielo.

Tampoén de carga 5X

Anadir a 3,8 mL de agua desionizada estéril:

TrisHCI 0,5 M pH 6,8 1 mL

Glicerol 0,8 mL
SDS 10% (p/v) 1,6 mL
Azul de bromofenol 0,4 mL
[B-mercaptoetanol 0,4 mL

Hacer alicuotas de 500 pL y congelar a —20°C.

Tampodn de electroforesis 5X

TrisBase 15,1 ¢
Glicina 72 g
SDS 5g

Disolver en agua destilada ajustando el volumen final a 1 L. Diluir 5 veces para la

solucion de trabajo. Conservar a 4°C.

Solucién de Coomassie

Coomassie Brilliant Blue 25¢g

Metanol 500 mL
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Acido acético glacial 100 mL

Disolver en 400 mL de agua destilada. Guardar a temperatura ambiente protegido de la

luz.

Solucién decolorante

Metanol 150 mL

Acido acético glacial 50 mL
Mezclar con 300 mL de agua. Guardar a temperatura ambiente.
3.7.4. Western-blot

Esta técnica es muy util para localizar proteinas especificas en muestras
complejas, pudiéndose detectar cantidades del orden de nanogramos. Las proteinas se
separan en un gel de poliacrilamida y se electrotransfieren a un soporte sélido para
hacerlas mas accesibles al anticuerpo especifico contra la proteina. El complejo
antigeno-anticuerpo puede detectarse entonces con un segundo anticuerpo que tiene
unido un enzima que produce un compuesto coloreado. En este trabajo esta técnica se
aplicé para detectar la proteina Rv0577 en extractos proteicos de diferentes cepas de
M. tuberculosis recombinantes, usando el anticuerpo monoclonal HBT7 que reconoce
especificamente esta proteina (Rosenkrands et al., 2000) y que nos fue proporcionado

por el Dr. P. Andersen del Statens Serum Institute, Dinamarca.
Preparacion de la muestra

Se utilizaron extractos proteicos obtenidos segun se describe en el apartado

3.7.1.2.
SDS-PAGE

Se separaban las diferentes proteinas de la muestra mediante electroforesis tal y
como se describe en el apartado 3.7.3. Se realizaban dos geles en paralelo, uno para
observar las proteinas tefiidas con Coomassie, y el otro para la transferencia. Como
marcador de peso molecular se utilizé el SDS-PAGE Molecular Standards Low Range

(BIO-RAD) pretefiido, para poder visualizarlo en la membrana una vez transferido.
Transferencia

. Preparar el modulo de transferencia Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell

(BIO-RAD). Limpiarlo con agua destilada y secarlo.
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Cortar la membrana de nitrocelulosa (BIO-RAD) y 6 papeles de filtro del tamafo
exacto del gel de separacion. Usar guantes siempre que se manipule la membrana.
Marcar una esquina de la membrana.

Equilibrar el gel, la membrana, los papeles de filtro y las esponjitas en tampdn de
transferencia durante 15 min-60 min a temperatura ambiente.

Preparar el sandwich en una cubeta con tampon de transferencia, en el siguiente
orden: catodo (—), placa negra del casete de transferencia, esponja, 3 papeles de
filtro, gel, membrana de nitrocelulosa (prestando atencion a la posicion de la
marca), 3 papeles de filtro, esponja, placa roja del casete de transferencia, anodo
(+). Es muy importante que no queden burbujas entre los filtros y el gel, ni entre
el gel y la membrana, ni entre la membrana y los filtros.

Cerrar el casete de transferencia con cuidado para no mover el gel o la membrana.
Poner el casete en el modulo de transferencia, y éste en la cubeta.

Colocar el deposito de hielo en la cubeta y llenarla con tampon de transferencia
frio.

Anadir una mosca magnética y mantenerlo en vigorosa agitacion para ayudar a
conservar la temperatura y la distribucion de iones del tampdn de transferencia.
Mantener a 4°C durante toda la transferencia.

Conectar la cubeta a la fuente de alimentacion POWER PAC 300 (BIO-RAD) y
realizar la transferencia fijando el amperaje a 350 mA durante 90 min. Las
proteinas cargadas negativamente por el SDS, migran hacia el anodo, donde esta
la membrana de nitrocelulosa.

Una vez finalizada la transferencia desmontar cuidadosamente el sandwich.

Tediir el gel con Coomassie para asegurarse de que se han transferido las
proteinas.

Cortar la esquina de la membrana que se habia marcado con lapiz.

Bloqueo de 1a membrana
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Transferir la membrana a una cubeta con 25 mL de tampén TBS y mantenerla con
agitacion suave durante 5 min.

Decantar el TBS y anadir 25 mL de la solucién de bloqueo TBST. Esta solucion
contiene leche descremada y Tween que se unen a la membrana evitando asi una
posterior unién inespecifica del anticuerpo.

Mantener en agitacion suave durante 2 h a temperatura ambiente, o 12 h a 4°C.
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Union del anticuerpo especifico

. Desechar la solucion de bloqueo.

. Anadir 10 mL de solucion de bloqueo con 200 pLL de anticuerpo HBT7 (dil. 1:50).
. Incubar 1 h 6 2 h a temperatura ambiente con agitacion suave.

. Realizar 3 lavados, para eliminar los restos de anticuerpo, con tampén de bloqueo

TBST durante 5 min con agitacion suave.
Deteccion

. Anadir a la membrana 10 mL de solucion de bloqueo con 3,3 uL de anticuerpos
policlonales de conejo anti-IgG de raton, conjugados con fosfatasa alcalina
(dilucién 1/3000 segun instrucciones del fabricante, Sigma).

. Incubar 1h 6 2 h a temperatura ambiente con agitacion suave.

. La deteccion se realiza usando sustratos del enzima fosfatasa alcalina que emiten
luz (deteccidon quimioluminiscente) o bien color (deteccion colorimétrica). En este
trabajo se usé la deteccion colorimétrica, ya que es mas sencilla y se obtuvieron
mejores resultados que con la quimioluminiscente. La deteccion colorimétrica
utiliza el sustrato BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) que es desfosforilado
por la fosfatasa alcalina dando lugar a un intermediario que dimeriza, en
condiciones oxidantes, reduciendo a su vez el NBT (nitroblue tetrazolium) y
formandose como resultado los compuestos coloreados.

- Incubar la membrana con 10 mL de tampon 3 durante 5 min.

- Desechar el tampon 3 e incubar la membrana con 10 mL de tampon de
sustratos de la fosfatasa alcalina.

- Incubar en la oscuridad, sin agitacion, hasta que la aparicion de las bandas
sea evidente.

- Detener la reaccion con sucesivos lavados con agua destilada.
Soluciones

Tampdn de transferencia

Glicina 29¢g
TrisHC1 1 M pH 7,5 48 mL
SDS 10% (p/v) 3,7 mL
Metanol 200 mL
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Disolver en 500 mL de agua destilada y ajustar el volumen final a 1 L. Guardar a 4°C.
TBS

Concentraciones finales:
TrisHCI 10 mM
NaCl 150 mM

Disolver 8,76 g de NaCl en 500 mL de agua destilada, afadir 10 mL de TrisHCI 1 M
pH 7,5 y afiadir agua destilada hasta un volumen final de 1 L. Guardar a 4°C.

TBST

TBS con leche descremada al 5% (p/v) y Tween 80 al 0,02% (v/v). Disolver bien la

leche para que no queden grumos. Preparar al momento y guardar a 4°C no mas de una

semana.
Tampon 3
NaCl 100 mM
TrisHCI 100 mM
MgCl, 50 mM

Disolver 0,58 g de NaCl y 1,01 g de MgCLLx6H,0 en 70 mL de agua destilada. Anadir
10 mL de TrisHCl 1 M pH 9,5 y llevar a un volumen final de 100 mL con agua
destilada.

Tampodn de sustratos de la fosfatasa alcalina

Tampon 3 10 mL
NBT (75 mg/mL en dimetilformamida al 70%) 45 L
BCIP (50 mg/mL en dimetilformamida al 100%) 35 uL

3.8. Analisis de la expresion génica
3.8.1. RT-PCR (Reverse Transcription-PCR)

Esta técnica permite analizar la expresion génica mediante la deteccion de los
transcritos de RNA por transcripcion inversa y amplificacion, con cebadores especificos
de los genes que se pretenden estudiar. Es un método cualitativo, nos permite
determinar si un gen se esta expresando o no, y puede ser semicuantitativo, podemos
estimar el grado de expresion cuantificando la cantidad de producto amplificado

mediante la intensidad de fluorescencia en un gel de agarosa. Sin embargo, esta tltima
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aplicacion ha sido desplazada por otros métodos cuantitativos mucho mas precisos y
reproducibles, como la RT-PCR en tiempo real. En este trabajo se usd6 como control de

la calidad del RNA que posteriormente se utilizaria para el andlisis con microchips.

Para la sintesis del cDNA se utiliz6 la AMV Reverse Transcriptase (AMV-RT)
de Promega. El producto de esta reaccion se utilizd posteriormente como DNA molde
para la amplificaciéon por PCR con la AmpliTag Gold® DNA polimerasa (Applied

Biosystems) segtin se describe en el apartado 3.5.8.1.

El protocolo habitual utilizado para una reaccion de RT de volumen final 20 uL

es el siguiente:

. El material utilizado (micropipetas, puntas, eppendorfs, etc.) se irradia
previamente con radiacion ultravioleta, en una cabina independiente donde se
realizara la mezcla de reaccion.

. Todas las soluciones se mantienen en hielo y las mezclas también se realizan en
hielo.

. Mezclar en un eppendorf de 0,2 mL: 1 ug de RNA, 4 uLL de tampon de reaccion
5X de la AMV-RT (Promega), 2 uL de dNTPs 20 mM (Roche), 1 pL del
oligonucleotido reverso, y agua RNase-free (Qiagen) hasta completar un volumen
de 19 pL.

. Calentar las muestras en el termociclador durante 10 min a 65°C para
desnaturalizar el RNA.

. Mantener a temperatura ambiente durante 5 min para permitir la hibridacion del
cebador.

. Anadir a todos los tubos (excepto al control negativo de la RT): 0,1 pL de
inhibidor de RNasa 40 U/uL (Roche) y 1,0 uL. de AMV-RT 10 U/uL (Promega).

. Mantener en el termociclador durante 1 h a 42°C para que se produzca la sintesis
de cDNA, y 5 min a 95°C para inactivar la AMV-RT.

. Usar 2 uL de la reaccion anterior como DNA molde para la PCR, usando el
mismo oligonucle6tido reverso que en la RT y un oligonucle6tido directo. En el
control negativo de la RT no debe haber amplificacion, puesto que al no afiadirle
AMV-RT no se sintetiza cDNA; si se detecta amplificacion significa que el RNA
estaba contaminado con DNA. Deberia hacerse un control negativo de RT por

cada muestra de RNA.
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3.8.2. Ensayo de la actividad B-galactosidasa

En este caso la expresion génica no se analiza por deteccion del transcrito si no
mediante la cuantificacion de la actividad del enzima B-galactosidasa expresado bajo el
control del promotor del gen de interés. Es un método cuantitativo que, de un modo
indirecto, nos permite estudiar la expresion de un gen bajo diferentes condiciones. Si
bien no es tan preciso como la RT-PCR en tiempo real, es mas facil de realizar ya que

no se requiere extraer RNA.

Este ensayo, basado en el método descrito por Miller (1972), consiste en la
hidrélisis del compuesto incoloro 0-nitrofenil-B-D-galactésido (ONPG), por parte del
enzima [-galactosidasa (producto del gen lacZ) a 28°C y pH 7, dando lugar al producto

coloreado 0-nitrofenol que puede ser valorado espectrofotométricamente.

En E. coli el ensayo se realiza en muestras de cultivo tratadas con tolueno, que
aumenta la permeabilidad de la pared celular permitiendo el paso de moléculas de bajo
peso molecular. Sin embargo, la compleja pared celular de las micobacterias dificulta la
solubilizacion del enzima obteniéndose actividades muy bajas. Por lo tanto, para medir
la actividad p-galactosidasa en M. smegmatis y M. tuberculosis se utilizaron extractos

proteicos.
Crecimiento y preparacion de los extractos proteicos

. Inocular una colonia fresca de M. tuberculosis o M. smegmatis en 10 mL de
medio Middlebrook 7H9 e incubar a 37°C durante 2 6 3 semanas o dias,
respectivamente.

. Hacer una resiembra 1/100 en medio Middlebrook 7H9 de manera que la ODgg
del cultivo sea de 0,04, e incubar a 37°C. En el caso de que se quiera estudiar la
expresion en presencia o ausencia de un inductor (o cualquier tratamiento o
condicion de cultivo), se haran 2 cultivos, siendo uno de ellos el control sin
induccién. El volumen de cultivo dependerd del nimero de muestras que
queramos procesar, teniendo en cuenta que se requieren 4 mL de cultivo por
ensayo.

. Incubar 1 semana, en el caso de M. tuberculosis, o 12 h, en el caso de
M. smegmatis (mitad de fase exponencial). Medir la ODggo y centrifugar 4 mL de

cultivo en tubos estériles durante 10 min, a 3000 g y 4°C.
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. Resuspender las células en 1 mL de PBS frio y centrifugar durante 10 min, a
3000 gy a4°C.

. Resuspender las células en 500 pL de PBS frio y centrifugar durante 10 min, a
3000 gy a4°C.

. Resuspender las células en 500 pL. de PBS frio y transferir a un tubo estéril con

200 pL de bolitas de vidrio acid-washed de 0,1 mm de diametro (Sigma).
. Someter las células a 6 pulsos de 30 s a velocidad méxima en el Mini BeadBeater

(Biospec), con al menos 1 min de reposo en hielo entre cada pulso.

. Centrifugar 3 min a 13 000 rpm para sedimentar las bolitas y las células no
lisadas.
. Transferir el sobrenadante a un eppendorf y filtrar los extractos proteicos de

M. tuberculosis con las unidades de filtrado por centrifugacion Ultrafree-MC con
membrana de PVDF de 0,22 um de didmetro de poro (Millipore). De este modo el
resto del proceso puede realizarse fuera del laboratorio de bioseguridad. Usar
200 pL para realizar el ensayo y los otros 200 pL para medir la concentracion de

proteinas por Bradford seglin se describe en el apartada 3.7.2.
Ensayo de la B-galactosidasa

. Mezclar en un tubo de ensayo 200 pL. de muestra y 800 puL de tampoén Z. Anadir a
un tubo 200 pL de PBS en lugar de la muestra; este tubo, que se procesa como los
otros, se usa posteriormente para calibrar el espectrofotometro.

. Incubar en un bafio a 28°C durante 5 min para atemperar las muestras.

. Anadir 200 pL. de ONPG a cada tubo y agitarlos. Cronometrar el tiempo desde
que se afiade el ONPG hasta que se para la reaccion.

. Detener la reaccion afiadiendo 500 pL. de Na,COs 1 M en el momento en que se
observe una coloracion amarillenta en la muestra; agitar y preservar los tubos de
la luz hasta la lectura. Finalmente afadir también 500 pL de Na,COs; 1 M al
blanco.

. Medir la OD de cada muestra a 420 nm (absorbancia debida al o-nitrofenol y a la
dispersion de los restos celulares) y a 550 nm (debida tinicamente a la dispersion y

utilizada como factor corrector de la dispersion a 420 nm).
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Cilculo de la actividad B-galactosidasa

La activada enzimatica se expresa en unidades Miller, un tipo de unidad
arbitraria que representa la cantidad de enzima capaz de hidrolizar 1 nmol de ONPG en
1 min a 28°C y pH 7. Normalmente la actividad se expresa en funcion de la OD del
cultivo y el volumen procesado. Como en este trabajo el ensayo se realizé con extractos
proteicos, la actividad se corrigié por la cantidad de proteina presente en los 200 pL de

muestra segun la siguiente férmula:

Unidades Miller/mg de proteina= 1000 [(ODa4zp — 1,73 x ODss0)/(T x mg prot)]

T = tiempo de ensayo en min

Se calcularon las medias y desviaciones estandar para cada valor, y se
compararon mediante la prueba t de Student para muestras apareadas, cuando se
comparaba una misma cepa en condiciones inducidas y no inducidas, o para muestras
no apareadas cuando se comparaban entre si cepas o clones diferentes. Las diferencias

se consideraron significativas para valores de p<0,05.

Soluciones

Tampon Z
Na,HPO4 (60 mM) 4,26 g
NaH,;PO4xH,0 (40 mM) 2,76 g
KC1 (10 mM) 0,373 g
MgS04x7H,0 (1 mM) 0,123 g
[-mercaptoetanol (50 mM) 1,75 mL

Disolver en 450 mL de agua desionizada, ajustar a pH 7 y enrasar a 500 mL. Guardar a
4°C.

Tampdn fosfato 0.1 M pH 7

Na,HPO, (0,1 M) 138¢g
NaH,PO4xH,0 (0,1 M) 142¢g

Disolver en 90 mL de agua destilada, ajustar el pH a 7 y enrasar a 100 mL. Se puede

esterilizar en la autoclave a 121°C durante 15 min. Mantener a 4°C.
ONPG

ONPG 4 mg/mL
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Disolver en tampon fosfato 0,1 M pH 7. Proteger de la luz. Preparar en el momento de

usarlo.
Na,CO; 1 M

Na,COs 525¢
Disolver en 50 mL de agua destilada. Utilizar inmediatamente.
3.8.3. Microchips de DNA

Esta incipiente tecnologia permite el anélisis simultdneo de multiples genes, ya
sea a nivel de DNA como de mRNA, presentando pues multiples aplicaciones. En este
trabajo se ha utilizado para determinar los genes regulados por el regulador
transcripcional Rv0576, comparando el transcriptoma de una cepa mutante con el de la
cepa salvaje y una cepa complementada. También se ha aplicado en la comparacion de
cepas con diferentes fenotipos en cuanto a la sintesis de PDIM y a la tincién con rojo

neutro.

El primer estudio se llevo a cabo durante una estancia en el Bacterial Microarray
Group del St. George’s Hospital Medical School (Londres). Mientras que, el segundo
experimento fue realizado por la Unidad de microarrays del Centre de Regulacio

Genomica (CRG, Barcelona).

Se utilizaron microchips de productos de PCR sobre portaobjetos de vidrio
recubiertos con poli-L-lisina, producidos por el Bacterial Microarray Group. Cada
microchip contenia todos los genes de M. tuberculosis por duplicado, controles
negativos (con sélo la solucion de impresion o con DNA de genes humanos), controles
de contaminacion durante la impresion (espacios vacios situados a continuacion del
DNA ribosomal), marcadores de orientacion (los fluorocromos Cy3 y Cy5), y controles

positivos (diluciones seriadas del DNA de los rRNA 16S y 23S).

Los experimentos con microchips comprenden tres fases: (1) amplificacion y
marcaje de las muestras, (2) hibridacion con el microchip, y (3) adquisicion y analisis de
los datos. El protocolo que se siguid fue el de cohibridacion del cDNA con DNA
gendmico el cual se utiliza como control en la normalizaciéon y comparacion de los
microchips. Para cada cepa se utilizaron 3 muestras de RNA procedentes de cultivos
independientes, y cada muestra de RNA se hibrido por duplicado. En el experimento

realizado en el CRG los duplicados de cada muestra se marcaron invirtiendo los
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fluorocromos para corregir los errores derivados de la diferente incorporacion de cada

colorante (marcaje reciproco o dye-swap).

Marcaje de las muestras

1) Preparar una muestra de DNA marcado con Cy3 (o Cy5 en los experimentos de

marcaje reciproco), para cada microchip:

Mezclar en un eppendorf opaco 1 ug de DNA gendémico (Tuberculosis Vaccine
Testing and Research Materials, Colorado State University), 1 uL de cebadores
aleatorios a una concentracion de 3 pug/uL (Invitrogen) y agua hasta 41,5 pL.
Calentar durante 5 min a 95°C para desnaturalizar el DNA. Enfriar rdpidamente en
hielo, para mantener el DNA desnaturalizado, y centrifugar brevemente.

Mantener las muestras en hielo y afadir a cada tubo 5 pL del tampon de la
polimerasa Klenow REact 2 10X (Invitrogen), 1 pLL de dNTPs (dATP, dTTP y
dGTP 5 mM, y dCTP 2 mM) (Invitrogen), 1,5 uL. de Cy3 dCTP (o Cy5 dCTP en
los experimentos de marcaje reciproco) (Amersham), y 1 uL de polimerasa
Klenow (3-9 U/uL) (Invitrogen). En el experimento realizado en el CRG se us6 la
polimerasa Exo-Klenow del kit Bioprime CGH.

Incubar en la oscuridad a 37°C durante 90 min para que tenga lugar la

amplificacion.

2) Preparar una muestra de cDNA marcado con Cy5 (o Cy3 en los experimentos de

marcaje reciproco) para cada microchip:
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Mezclar en un eppendorf opaco 5 ug de RNA, 1 uL de cebadores aleatorios a una
concentracion de 3 pug/uL (Invitrogen) y agua hasta 11 pL.

Calentar durante 5 min a 95°C para deshacer las estructuras secundarias del RNA.
Enfriar rdpidamente en hielo para mantener el RNA desnaturalizado, y centrifugar

brevemente.

Mantener las muestras en hielo y afadir a cada tubo 5 pL del tampén de la
transcriptasa inversa First Strand Buffer 5X (Invitrogen), 2,3 uL de dNTPs
(dATP, dTTP y dGTP 5 mM, y dCTP 2 mM) (Invitrogen), 2,5 pL de DTT
100 mM (Invitrogen), 1,7 uL de Cy5 dCTP (o Cy3 dCTP en los experimentos de
marcaje reciproco) (Amersham) y 2,5 puL de transcriptasa inversa SuperScript 11

(200 U/uL) (Invitrogen).
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Incubar en la oscuridad durante 10 min a 25°C para permitir la hibridacion de los

cebadores. Y, a continuacion, 90 min a 42°C para que tenga lugar la extension.

3) Purificar las muestras marcadas, con el kit de purificacion de productos de PCR

MinElute (Qiagen):

Mezclar en un tubo las muestras de cDNA y DNA marcados con Cy3/CyS5, y
anadir 375 pL de tampon PB (Qiagen).

Agregar la mezcla a una columna MinElute (Qiagen) montada sobre un tubo
colector y centrifugar a 13 000 rpm durante 1 min.

Descartar el liquido del tubo colector y volver a montar la columna sobre el
mismo tubo.

Anadir a la columna 500 pL de tampoén PE (Qiagen) y centrifugar durante 1 min a
13 000 rpm.

Desechar el liquido del tubo colector y volver a montar la columna sobre el
mismo tubo.

Afadir a la columna 250 pL. de tampon PE (Qiagen) y centrifugar durante 1 min a
13 000 rpm.

Desechar el liquido del tubo colector y volver a montar la columna sobre el
mismo tubo.

Centrifugar de nuevo durante 1 min a 13 000 rpm para eliminar los restos de
etanol.

Colocar la columna sobre un tubo colector nuevo y afiadir 30,2 uL de agua
desionizada en el centro de la membrana.

Incubar durante 1 min y centrifugar 1 min a 13 000 rpm.

Hibridacion

1) Prehibridacion:

Preparar la solucion de prehibridacion en una jarra Coplin mezclando 8,75 mL de
SSC 20X (concentracion final 3,5X), 250 uL. de SDS al 20% (p/v) (concentracion
final 0,1%), 5 mL de BSA fraccion V a 100 mg/mL (Sigma) (concentracion final
10 mg/mL), y agua hasta un volumen de 50 mL.

Calentar la solucion a 65°C durante 90 min.

Incubar los microchips en la solucidon de prehibridacion a 65°C durante 20 min.
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Situar los microchips en una rejilla para portaobjetos y lavar en una cubeta de
tincion con 400 mL de agua destilada durante 1 min y, seguidamente, con
isopropanol.

Colocar cada microchip en un tubo falcon de 50 mL y centrifugar a 1500 rpm
durante 5 min para secar los microchips.

Usar inmediatamente o guardar los microchips en una caja protegidos del polvo y

de la luz (<1 h).

2) Hibridacion:

Colocar cada microchip en un casete de hibridacion y afiadir 2 alicuotas de 15 puL
de agua en los pocillos del casete para mantener una atmdésfera himeda durante la
hibridacion.
Mezclar 29,2 uL de cada muestra de cDNA/DNA Cy3/Cy5 con la solucion de
hibridacion:

- 9 uL de SSC 20X esterilizado por filtracién (concentracion final 4X)

- 6,8 uL de SDS al 2% esterilizado por filtracion (concentracion final 0,3%)
Calentar durante 2 min a 95°C y mantener a temperatura ambiente para enfriar
ligeramente las muestras. Centrifugar brevemente.

Disponer cuidadosamente un cubreobjetos LifterSlip de 22x50 mm (VWR
Internacional) sobre el microchip, asegurandose de que las bandas del LifterSlip
estan hacia abajo y de que no se raya la superficie del microchip.

Pipetear lentamente la solucion de hibridacion bajo una esquina del LifterSlip,
permitiendo que difunda completamente por capilaridad. Pipetear el exceso de
solucion de hibridacion bajo la esquina opuesta del LifterSlip.

Sellar el casete de hibridacion y sumergirlo en un bafio de agua a 65°C, protegido

de la luz, durante 16 h-20 h.

3) Lavados:
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Anadir solucion de lavado A, precalentada a 65°C, a una cubeta de tincion
también precalentada a 65°C.

Sacar cada microchip de su casete de hibridacion y lavarlo cuidadosamente en la
cubeta para separar el LifterSlip.

Poner los microchips en una rejilla para portaobjetos y lavar por agitacion en la

solucion de lavado A durante 2 min.
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. Transferir los microchips a una rejilla limpia y agitar en una cubeta con solucion
de lavado B durante 2 min.

. Lavar en una segunda cubeta con solucion de lavado B nueva, durante 2 min mas.

. Colocar cada microchip en el interior de un tubo de 50 mL y centrifugar 5 min a
1500 rpm para secarlos.

. Escanear inmediatamente o guardar en una caja, protegidos de la luz, el menor

tiempo posible.

Soluciones

SSC 20X
NacCl 175 g
Citrato tri-sodio dihidrato 88,2¢g

Disolver completamente en 700 mL de agua destilada y llevar a un volumen final de 1 L

con agua destilada. Esterilizar en la autoclave (15 min a 121°C).

Solucion de lavado A

Concentraciones finales:
SSC 1X
SDS 0,05%

Mezclar en una botella de 500 mL, 20 mL de SSC 20X, 1 mL de SDS al 20% (p/v) y

379 mL de agua. Guardar a 65°C junto con una cubeta de tincion.

Solucion de lavado B

Anadir agua destilada a 2,4 mL de SSC 20X hasta alcanzar un volumen de 800 mL
(concentracion final de SSC 0,6X).

Adquisicion y analisis de los datos

1) Captacién de la imagen:

La deteccion de la fluorescencia se realizé con escaneres de fluorescencia. Estos
escaneres, basados en la microscopia confocal, utilizan la excitacion del laser en una
pequefia region del microchip, de manera que el movimiento de la muestra y/o las lentes
permite obtener la totalidad de la imagen. La luz emitida por las muestras fluorescentes
se separa y filtra a través de una serie de lentes, filtros y espejos y, finalmente, es

convertida en sefial eléctrica a través de un fotomultiplicador. La imagen capturada es
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de un tnico plano confocal lo que permite disminuir el ruido de fondo. Estos escaneres
estan dotados de 2 lasers, cada uno de los cuales emite a una longitud de onda diferente,

permitiendo la excitacion de los fluorocromos Cy3 y CyS5 (y otros compatibles).

En el experimento de Londres las imagenes fluorescentes se tomaron con el
escaner Affymetrix Array Scanner 428 utilizando 3 valores del fotomultiplicador para
cada canal. Se partia de aquel valor en el que el nimero de puntos saturados era minimo
(sin incluir los controles de rRNA) y se aumentaba la potencia 10 y 20 veces. Las 3
imagenes obtenidas para cada canal se integraban con el software MAVI (MWG) lo que
permitia obtener valores tanto para aquellos puntos de menor intensidad como para
aquéllos saturados. En el CRG las imagenes se obtuvieron con el escaner Agilent
G2565BA usando aquellos valores de potencia en que las intensidades de los dos

canales estaban mas balanceadas.

2) Anélisis de la imagen:

Una vez obtenidas las imagenes se cuantificaron y analizaron con el software
ImaGene (BioDiscovery) en Londres, y usando el software GenePix 6.0 (Axon,

Molecular Devices) en el CRG.

Este proceso conlleva varios pasos, la mayoria realizados de forma automatica
por los programas con una minima intervencion y supervision del usuario. En primer
lugar se deben localizar cada uno de los puntos del microchip, ajustando la forma y el
tamaio, y asignandoles el gen correspondiente. Una vez se han detectado los puntos, se
lleva a cabo la segmentacion de la imagen, es decir, la separacion entre los pixeles
sefal, los que corresponden al ruido de fondo y aquellos que provienen de artefactos de
la muestra y que por lo tanto deben ser eliminados. Seguidamente se cuantifican las
intensidades de cada gen extrayendo el ruido de fondo del valor sefal y calculando la
relacion entre los dos canales. Por ultimo, se debe analizar también la calidad de las
sefiales obtenidas. Para ello normalmente se tienen en cuenta las siguientes medidas:
relacion entre el area sefal y el area total, la regularidad de la forma del punto senal, el
desplazamiento del punto (la distancia entre la localizacion esperada y la localizacion
real) y la uniformidad de la sefial. Cada una de estas medidas se ajusta y normaliza
asignando un valor total a cada punto segln la calidad. De este modo los puntos de baja

calidad, o aquellos en los que el valor sefial es indistinguible del ruido de fondo (puntos
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vacios o ausentes), se pueden eliminar durante los subsiguientes pasos de analisis de los

datos.

Todos estos datos generados durante el andlisis de la imagen pueden ser

exportados y analizados en una hoja Excel.

3) Preprocesado de los datos:

Este paso implica filtrar las sefiales de baja calidad, transformar

logaritmicamente los ratios de intensidad, normalizar los datos y combinar las réplicas.

El preprocesado se realizo con el programa GeneSpring (Agilent) que, de forma
automatica, sustrae los valores de ruido de fondo de los valores sefial y calcula el
logaritmo de las intensidades al importar los datos. La transformacion logaritmica
permite que la distribucion de los datos sea normal y que los valores estén dentro de una
misma escala siendo mas facilmente comparables e interpretables. A continuacion se
filtraron las sefales de baja calidad eliminando los valores marcados como ausentes
para que no interfirieran en calculos posteriores, y las sefales con un valor menor a 0,01

se fijaron como 0,01.

La finalidad de la normalizacion es eliminar los errores sistematicos. Las fuentes
de esta variacion son muchas y diversas (efecto del fluorocromo utilizado, errores
durante la fabricacion del microchip, diferencias en la eficiencia de hibridacion, etc.) y
sin normalizacion se traduciria en diferencias en la intensidad de la sefial que podrian
influir errébneamente en los resultados. Asi pues la normalizacion consiste en desplazar
las distribuciones de las intensidades de manera que se centren sobre la media esperada
asumiendo que la mayoria de los genes no variaran entre las diferentes condiciones o

cepas analizadas.

En este trabajo se realiz6 en primer lugar una normalizacion por punto sefial, que
permite corregir las diferencias de deteccion, dividiendo la intensidad obtenida para
cada gen por su valor en el canal control; si el valor del canal control era muy bajo se
usaba 10 en su lugar, si ambos valores eran muy bajos no se realizaba el calculo. A
continuacion se realiz6 la normalizacién por chip, que compensa la variabilidad
experimental introducida en cada chip, dividiendo cada medida por el percentil 50 de
todas las medidas del microchip; el percentil se calculd6 usando todos los genes no

marcados como ausentes.
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El ultimo paso del preprocesado de los datos consiste en combinar las réplicas
(técnicas y biologicas) de cada cepa o parametro, calculando asi el valor medio para
cada gen y la desviacion estdndar asociada. En algunos casos, se filtraron ademas
aquellos datos sin interés, es decir, aquellos genes que no variaban entre las condiciones
analizadas, de manera que se obtenia una nueva lista de genes con una variacion inferior

a 0,5 o superior a 1,5 entre las 2 condiciones de interés.

4) Anélisis estadistico:

El ultimo paso en el analisis de los datos consiste en aplicar métodos estadisticos
para detectar aquellos genes expresados diferencialmente de un modo significativo. En
este trabajo se utilizo el test de Welch (una modificacion de la prueba paramétrica t de
Student para varianzas no asumidas iguales) para comparar las medias y las varianzas
de los genes entre las diferentes condiciones. Ademas, se aplicd la correccion para
multiples pruebas False Discovery Rate de Benjamini y Hochberg, con un valor de
p<0,05. Se escogid esta correccion porque es la que presenta una menor tasa de falsos
negativos manteniendo una tasa de falsos positivos aceptable. Con este analisis se

predice que un 5% de los genes desregulados sean falsos positivos.
3.9. Analisis de los lipidos de la envuelta de M. tuberculosis
3.9.1. Extraccion de los lipidos de la envuelta de M. tuberculosis

El trabajo con lipidos implica una serie de consideraciones en cuanto al material
utilizado para evitar contaminantes que podrian interferir en posteriores analisis. Asi, es
imprescindible que todo el material sea de vidrio, ya que los solventes utilizados pueden
extraer componentes del plastico. El material se debe limpiar con cloroformo para
eliminar restos de lipidos, a continuaciéon con agua y jabon (preferiblemente en el
lavavajillas con calor) y, finalmente, con agua destilada. Ademas, es importante que
todo el material esté perfectamente seco ya que la presencia de agua podria alterar la
polaridad de los solventes afectando al proceso de extraccion. Los solventes utilizados

deben ser de calidad maxima, sin impurezas que puedan afectar posteriores analisis.

A continuacion se describen los protocolos generales que se siguieron,
modificandose las cantidades de solventes y los tiempos de extraccion en funcion de la
cantidad de células a procesar y la finalidad de la extraccion. En este trabajo los
extractos lipidicos se obtuvieron para su posterior analisis por cromatografia de capa

fina (CCF).
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3.9.1.1. Lipidos libres totales

Los extractos de lipidos libres totales de M. tuberculosis se obtuvieron por el
método de Folch (Folch et al., 1957) con ligeras modificaciones. En este extracto

también se hallan lipidos y fosfolipidos de la membrana celular.

. Con ayuda del asa de Kolle, recuperar las bacterias crecidas en 5 ¢ 6 placas de
Middlebrook 7H10. También se puede realizar a partir de cultivos liquidos, pero
la cantidad de masa celular que se obtiene es mucho menor.

. Resuspender las células en 45 mL de una solucién de cloroformo:metanol
(CHCI3:CH30H) 1:2 (v/v). Mantener a temperatura ambiente con agitacion
regular durante 48 h, para extraer los lipidos de mayor polaridad.

. Dejar sedimentar las células y recoger por decantacion la solucion de
CHCl3:CH30H, en un balén de 250 mL con un embudo con papel de filtro.

. Resuspender las células en 45 mL de una solucion de CHCl;:CH;0H 2:1 (v/v).
Mantener a temperatura ambiente con agitacion regular durante 48 h, para extraer
los lipidos de menor polaridad.

. Dejar sedimentar las células y recoger por decantacion y filtracion la solucion de
CHCI35:CH3;0H 2:1 juntdndola con la solucion de CHCI;:CH3;0H 1:2. El
sedimento obtenido, que contiene células delipidadas con restos de solventes,
puede secarse y utilizarse para la extraccion de &cidos micolicos (ver apartado
3.9.1.3)

. Evaporar los solventes con el rotavapor (Rotavapor R, BUCHI).

. Resuspender el extracto obtenido, en una mezcla de CHCl;:CH3OH:CacCl, 0,02%
4:2:1. Anadir en primer lugar el cloroformo (40 mL) para resuspender bien los
lipidos y, a continuacion, el metanol (20 mL). Transferir la mezcla a un embudo
de decantacion y anadir 10 mL de una solucion acuosa de CaCl, al 0,02% (p/v).
Agitar suavemente para que se mezclen las fases sin emulsionar la mezcla.
Mantener en reposo el tiempo necesario para que se separen las fases. También se
podria realizar la particion en un tubo de vidrio y separar las fases por
centrifugacion.

La finalidad de esta particion es separar las sustancias no lipidicas (glicidos y
proteinas) que quedan en la fase acuosa superior, de los lipidos y glicolipdos

presentes en la fase organica inferior.

. Recuperar la fase organica en un balén de 100 mL y evaporar con el rotavapor.
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Recuperar el extracto lipidico con cloroformo y transferirlo a un tubo previamente
pesado.
Evaporar el cloroformo bajo una atmdsfera de N, y cuantificar el extracto de

lipidos libres totales. Guardar a 4°C.

3.9.1.2. Lipidos libres no polares

Este procedimiento permite obtener los lipidos libres no polares (PDIM, MK y

TAG) de un modo mas rapido y sencillo que con la extraccion de lipidos libres totales.

El protocolo que se siguid fue el descrito por Dobson y colaboradores (1985).

Con ayuda del asa de Kolle, recuperar las bacterias crecidas en 2 6 3 placas de
Middlebrook 7H10.

Afadir 20 mL de CH3OH:NaCl 0,3 % (p/v) 100:10 (v/v) y 10 mL de éter de
petroleo (60-80° bp) o n-hexano.

Agitar regularmente durante 15 min y dejar separar las dos fases, o separar por
centrifugacion.

Transferir la fase superior a un baléon de 100 mL.

Reextraer la fase inferior con 10 mL de éter de petroleo (60-80° bp) durante 15
min con agitacion regular.

Recuperar la fase superior juntandola con la obtenida anteriormente y evaporar en
el rotavapor.

Recuperar el extracto lipidico con cloroformo y transferirlo a un tubo previamente
pesado.

Evaporar el cloroformo bajo una atmosfera de N, y cuantificar el extracto de

lipidos libres no polares. Guardar a 4°C.

3.9.1.3. Acidos micélicos

El procedimiento que se siguid para la extraccion de acidos micdlicos es el de

metandlisis acida (Minnikin et al., 1980).
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Se pueden usar células recuperadas de cultivo como en los protocolos anteriores.
O bien se pueden usar los restos celulares obtenidos tras la extraccion de los
lipidos libres totales, en cuyo caso es muy importante evaporar totalmente los
restos de cloroformo y metanol ya que interfieren en la reaccion.

Recoger las células en tubos de vidrio que se habrd comprobado que cierran

perfectamente afiadiéndoles 2 6 3 mL de etanol y manteniéndolos 12 h a 80°C.
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Afadir a cada tubo 3 mL de una mezcla de metanol:tolueno:acido sulfurico
30:15:1 (v/v/v) preparada al momento.

Mantener a 80°C durante 12 h.

Dejar enfriar la muestra y afiadir 3 mL de n-hexano. Agitar con el vortex y dejar
separar las fases.

Transferir la fase superior a un tubo previamente pesado y repetir la extraccion
con otros 3 mL de n-hexano.

Juntar las dos fases de n-hexano, evaporar bajo una atmosfera de N y cuantificar

el extracto. Guardar a 4°C.

3.9.2. Cromatografia en capa fina (CCF)

Se realizaron CCF unidimensionales y bidimensionales (2D-CCF) con diferentes

eluyentes para cubrir todo el rango de polaridad de los lipidos de M. tuberculosis. A

continuacion se indican los sistemas de solventes utilizados para visualizar los

diferentes lipidos:

Acidos micélicos: n-hexano:éter dietilico 85:15 (v/v), 3 veces.

Lipidos no polares (PDIM, MK y TAG): éter de petroleo (60-80° bp):éter

dietilico 9:1 (v/v). Estos lipidos también se analizaron por 2D-CCF: 1*
dimension, éter de petroleo (60-80° bp):acetato de etilo 98:2 (v/v), 3 veces; 2*
dimension, éter de petrdleo (60-80° bp):acetona 98:2 (v/v).

PAT: CHCI5:CH30H 99:1 (v/v). Estos glicolipidos también se detectaron por
2D-CCF: 1* dimension, éter de petréleo (60-80°C bp):acetona 92:8, 3 veces; 2°
dimension, tolueno:acetona 95:5.

TDM, SL-1 y DAT: CHCI;:CH3;OH 85:15 (v/v) y CHCI3:CH30H:H,O 30:8:1

(v/v/v). Asi mismo, el TDM vy el SL-I se analizaron por 2D-CCF: 1* dimension,
CHCIl5:CH;0H:H,0 60:12:1 (v/v/v); 2* dimension, CHCl;:CH;OH:H,0 30:8:1
(v/v/v) 75:11:1.

PIM: CHCIl;3:CH30H:H,0 60:35:8 (v/v/v).

Procedimiento

Limpiar la cubeta de cromatografia con etanol y secarla. Cortar 2 papeles de filtro
del tamafio de la cubeta y colocarlos apoyados en las paredes de la cubeta.
Llenar la cubeta con 100 mL del eluyente mojando el papel de filtro. Tapar la

cubeta sellandola con vaselina pero sin que ésta quede nunca en la parte interior

121



Materiales y métodos

122

de la cubeta. Mantenerla cerrada unos 20 min para que se sature la atmosfera
interior con los solventes.

Cortar una placa de silica-gel G 60 (20x20 cm, Merck) del tamafio apropiado
segun el nimero de muestras y dimensiones. Para 2D-CCF se pueden usar placas
de 10x10 cm. Usar guantes siempre que se manipule la placa.

Marcar los puntos de aplicacion de las muestras con lapiz a 1,5 cm del margen
inferior y dejando un espacio de 1,5 cm entre muestras y entre éstas con los
bordes laterales de la placa. Se puede hacer una marca horizontal rasgando la
silica a 2 cm del margen superior para detener la cromatografia en ese punto.
Aplicar 10 pL de muestra a una concentracion de 20 mg/mL-40 mg/mL en
cloroformo. Dejar secar.

Introducir la placa de cromatografia en la cubeta saturada apoyandola en una de
las paredes.

Cuando el eluyente haya llegado a unos 2 cm del margen superior, sacar la placa
de cromatografia y dejarla secar.

Si se trata de una 2D-CCF se saturard la cubeta con la mezcla de solventes de la
segunda direccion y se introducira la placa de cromatografia girdndola 90° en el
sentido de las agujas del reloj respecto a la primera dimension.

Para la deteccion se usaron dos sistemas diferentes en funcion de los lipidos a
analizar:

- Antrona (Merck) al 1% (p/v) en acido sulfurico (Sigma, de pureza maxima).
Calentar a 110°C durante unos 5 min. Este sistema es especialmente util en la
identificacion de glicolipidos a los que confiere un color caracteristico azul-
violaceo, mientras que los acidos grasos aparecen amarillos-marrones.

- Acido fosfomolibdico al 10% (p/v) en etanol. Calentar a 130°C durante unos
5 min. Este sistema revela cualquier compuesto organico de color negro
sobre un fondo amarillo. Se utiliz6 para visualizar los lipidos no polares y los
acidos micolicos.

La placa de cromatografia se pulverizaba con la ayuda de un atomizador y N, en
una campana de extraccion de gases. Y, a continuacion, se calentaba hasta que la

aparicion de las manchas fuera evidente.
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. Los lipidos se identificaron por comparacidon con otras cromatografias en las que
se habian usado lipidos purificados como patrones, y en base a la bibliografia

(Dobson et al., 1985; Besra, G. S., 1998; Slayden and Barry, 2001).
3.10. Analisis de la virulencia de M. tuberculosis

Los experimentos para el analisis de la virulencia fueron realizados por el grupo
del Dr. Pere Joan Cardona de la Unitat de Tuberculosi Experimental (Hospital
Universitari Germans Trias 1 Pujol) que dispone de un Estabulario de Alta Seguridad en

un laboratorio de seguridad bioldgica de nivel 3.

Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité Etico
de Experimentacion Animal del Hospital Universitari Germans Trias 1 Pujol, y
supervisados por el Departament de Ramaderia, Agricultura i Pesca de la Generalitat de

Catalunya.
3.10.1. Cepas murinas y condiciones de estabulacion

Se utilizaron ratones hembra de 7 semanas de edad, libres de patdogenos (spf), de
las cepas C57BL/6 y CBI17-SCID (Severe Combined Immunodeficiency,
inmunodeficiencia combinada severa) suministrados con el correspondiente Health
Report, transportados en las condiciones adecuadas y certificados por un veterinario. Su
estabulacion estuvo precedida por una semana de cuarentena pasiva en dependencias

aisladas.

Se estabularon en jaulas tipo S2, con pienso y agua estéril ad libitum; en
condiciones controladas de temperatura (20°C £ 2°C) y humedad (50% =+ 10%), y ciclos
de luz y oscuridad adecuados. Se utilizaron ademas 4 animales centinela para

comprobar la condicidon libre de patdogenos de la instalacion.

Como parte de un protocolo de punto final para evitar el sufrimiento innecesario
del animal, los animales se pesaban una vez por semana para monitorizar su crecimiento
y buen estado de salud, y su aspecto y comportamiento eran supervisados diariamente

por una misma persona,.
3.10.2. Modelo de infeccion

Se siguid el modelo de infeccion por aerosol ya que es el que reproduce mejor el

curso natural de la tuberculosis. Este modelo se fundamenta en el uso de la maquina de
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Middlebrook capaz de crear aerosoles constantes y reproducibles (Middlebrook G.,

1952).

Las cepas de M. tuberculosis, crecidas inicialmente en medio Lowenstein-Jensen
(Biomedics), se inoculaban en el medio minimo Proskauer-Beck con un 0,05% de
Tween 80 y se incubaban hasta mitad de fase exponencial. Estos cultivos se congelaban
a —70°C y se utilizaban posteriormente para preparar la suspension para la infeccion.
Las bacterias viables de estos cultivos se cuantificaban sembrando diluciones seriadas
en medio Middlebrook 7H11, antes y después de la congelacion (en el momento previo

a la inoculacion).

La infeccion por aerosol se realizo en el Inhalation Exposure System (IES)
(Glas-col). El compartimiento de nebulizacion se llenaba con 10 mL de una suspension
de M. tuberculosis a una concentracion de aproximadamente 10° cfu/mL, para conseguir

inocular en pulmén 10-50 bacilos viables durante una exposicion de 80 minutos.

Se sacrificaban grupos de 4 a 6 ratones C57BL/6 a las semanas 0, 3, 9, 18 y 22
tras la infeccion. Se realizaba un recuento de bacilos viables en lavados
broncoalveolares y homogeneizados de pulmén y bazo, sembrando diluciones seriadas
en placas de Middlebrook 7H11 que se incubaban durante 6 semanas a 37°C en una

atmosfera con un 5% de CO,.

En el caso de los ratones SCID se realizaba un andlisis de supervivencia en
grupos de 10 6 11 animales. Los animales se sacrificaban de acuerdo con el protocolo
de punto final en el que el pardmetro mas decisivo era la pérdida de un 35% de su peso

maximo.
3.10.3. Histologia e histometria

Se fijaron con formalina (formol 30% en PBS) 2 l6bulos del pulmoén derecho de
cada raton C57BL/6 sacrificado, y se incluyeron en parafina. Cada muestra se tifidé con
hematoxilina-eosina para visualizar el tejido pulmonar y las lesiones. Para la
determinacion histométrica, con un binocular Eclipse E400 y una camara digital Nikon
Coolpix 990 (Nikon) se fotografiaban, a 50 aumentos, secciones de los 16bulos de 5 pm
de grosor tefiidas con hematoxilina-eosina. Posteriormente, se cuantificaban los
granulomas y se media el 4rea total del 16bulo y el drea de cada granuloma con el

software Sigma Scan Pro (SPSS Software).
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3.10.4. Monitorizacion de la respuesta inmune

Para realizar un seguimiento de la respuesta inmune en los ratones C57BL/6 se
cuantific6 el mRNA de IFN-y, TNF-a, RANTES e iNOS en pulmén mediante PCR a
tiempo real (Real Time PCR). Se utilizo el método SYBR Green con el sistema
LightCycler (Roche). Este método utiliza el fluorocromo SYBR Green que no emite
fluorescencia en solucion, pero si cuando se intercala en el dsDNA. Asi, el fluorocromo
se incorpora a las moléculas de dsDNA que se van sintetizando; de manera que se
observa un aumento en la fluorescencia emitida durante la elongacion (proporcional a la
cantidad de DNA sintetizado), y una caida de la fluorescencia durante la
desnaturalizacién. Este método presenta la ventaja de que no requiere sondas
especificas, pero como contrapartida cualquier molécula de dsDNA emitird
fluorescencia. Por ello, se requiere verificar la especificidad del producto, mediante
curvas de fusién que representan la fluorescencia en funcion de la temperatura, de
manera que podemos identificar la sefial del amplicon de acuerdo con su temperatura de
fusion.

El mRNA se extrajo a partir del lobulo medio del pulmén derecho congelado en
nitrogeno liquido. El tejido pulmonar se homogeneizaba con el FastPrep (Biol01) y los
tubos Lysing Matrix B (Qbiogene), que contienen bolitas de silica-zirconia para romper
la pared bacteriana y a los que se habia afiadido Trizol. A continuacion se extraia el
mRNA con cloroformo e isopropanol, de un modo analogo al descrito en el apartado
3.6.2, y se eliminaban los restos de DNA con el kit DNA-free™ (Ambion). La
integridad del mRNA se verificaba mediante electroforesis en gel de agarosa, y se
cuantificaba la concentracion por espectrofotometria (Ultrospec 1100pro, Amersham

Biosciences).

El mRNA se retrotranscribia entonces, con la transcriptasa inversa del virus
Moloney de la leucemia murina (Gibco) utilizando como oligonucledtido oligo dT. El
cDNA asi obtenido se amplificaba por PCR a tiempo real (LightCycler, Roche), usando
los oligonucleotidos especificos para los genes objeto de estudio y oligonucléotidos para
el gen de la Hipoxantina Fosforibosil Transferasa (HPRT), disefiados con el programa
LightCycler Probe Design (Roche) y Primer Premiere (Premier Biosoft International).
El nimero de copias de cada mRNA se calculaba con ayuda de estdndares externos de
concentracion conocida. Se preparaban diluciones seriadas de cada estandar (el mismo

fragmento que se pretende amplificar en la muestra) y se amplificaban en paralelo, en
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un capilar independiente, para crear una curva estandar con la que extrapolar el nimero
de copias de cada mRNA con ayuda del programa LightCycler Software 3.5 (Roche).
Por ultimo el nimero de copias de cada mRNA se dividia por el nimero de copias del
mRNA del gen HPRT, que es uno de los genes constitutivos mas estable
(Vandesompele et al., 2002), lo que permite normalizar las muestras y usarlo como

control interno de la amplificacion.
3.10.5. Analisis estadistico

Se calcularon las medias y las desviaciones estandar de cada valor; y las
diferencias entre las medias se determinaron mediante la prueba t de Student,
considerandose significativas para valores de p<0,05. El andlisis de supervivencia se
realizé con el programa SPSS utilizando el método de Kaplan-Meier para representar
las curvas de supervivencia y las pruebas Log Rank, Breslow y Taron-Ware para

comparar las curvas entre si.
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4. Resultados

4.1. Construccion y caracterizacion de los mutantes Rv0576 y Rv0577 en

M. tuberculosis
4.1.1 Obtencion de las cepas mutantes

En la obtencidon de los mutantes se siguid un sistema en dos pasos que permite
producir mutantes por delecion sin genes marcadores (Parish y Stoker, 2000). Para ello
se construye la delecion en el vector pINIL (Km®), no replicativo en micobacterias, y se
clonan los genes marcadores sacB (cuya expresion es letal en presencia de sacarosa),
lacZ y de resistencia a higromicina. El plasmido resultante se electropora en
M. tuberculosis y se seleccionan aquellos clones en los que se haya producido la
integracion del plasmido en el cromosoma por recombinacion simple (Km®, Hyg",
LacZ"). Estos clones se amplifican en medio de cultivo sin antibidticos, para favorecer
que tenga lugar la doble recombinacion y, posteriormente, se seleccionan los clones que
hayan perdido el plasmido (Km®, Hyg®, LacZ~ y Sacarosa®). Finalmente, la presencia de

la delecion en estos clones se analiza por PCR.

Para la construccion de la delecion del gen Rv0577 se amplificaron por PCR dos
fragmentos, omitiéndose 400 pb internos del gen Rv0577 (Fig. 4.1A). El primer
fragmento, de 1,3 kb, se obtuvo con los oligonucledtidos 77Upl y Hin77Lwl, y se
clond en el vector pGEM-T®. El inserto se liberé digiriendo con los enzimas Pstl y
HindIIL, y se clond en el vector pINIL digerido con los mismos enzimas, obteniéndose
el vector pINIL+77.1. El segundo fragmento, de 1,1 kb, amplificado con los
oligonucledtidos Kpn77Up2 y 77Lw2, se cloné en pGEM-T®, se liberdé con Kpnl y
Notl, se hicieron extremos romos y se clon6 en pINIL+77.1 digerido con Kpnl y tratado
con la T4 DNA polimerasa. La orientacion del segundo inserto respecto al primero y la
presencia de la delecién se comprobaron por PCR con los oligonucledtidos 577Up y
577Lw (Fig. 4.1A). En el plasmido final, denominado pINILA77, el gen Rv0577
presenta una delecion de unas 400 pb con un fragmento de 100 pb del MCS del vector
pINIL en su lugar. Finalmente, el plasmido pINILA77 se digirié con Pacl (un enzima
que no presenta ninguna diana en el cromosoma de M. tuberculosis), y se clono el
casete de genes marcadores procedentes del vector pGOAL19 digerido con el mismo

enzima, resultando el pldsmido pINILA77gm.
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Figura 4.1. Construccion y comprobacién de las deleciones de los genes RvO577 (A) y Rv0576 (B) en
el vector pINIL.
En el caso del gen Rv0576, se deleciono 1 kb interna por digestion del plasmido
5.2 (Andreu et al., 2004b) con EcCORV y Nrul (Fig. 4.1B). La construccion obtenida
(5.2A76) se digirio con Sacl y Xhol, liberandose un fragmento de 1,9 kb que se trato
para obtener extremos romos y se clond en pINIL digerido con Scal (Fig. 4.1B). El
plasmido resultante, denominado p1NILA76, se comprob6 por restriccion y por PCR
con los oligonucledtidos 576UpNde y 576LwHin (Fig. 4.1B). Finalmente, se clono el
casete de genes marcadores del vector pGOAL19 en Pacl obteniéndose el plasmido

pINILA76gm.

Los plasmidos pINILA77gm y pINILA76gm se electroporaron en la cepa de
M. tuberculosis H37Rv (Pasteur), seleccionandose los transformantes en placas con
kanamicina, higromicina y X-gal. Se obtuvo un tUnico transformante con cada
construccion (H37Rv::pINILA77gm y H37Rv::pINILA76gm), que se resembrd en
placas sin antibiotico y se incubd hasta obtener un crecimiento abundante. Entonces se
resuspendié un asa de células de cada transformante en medio liquido, y se hizo un

banco de diluciones que se sembr6 en placas con sacarosa y X-gal. Aproximadamente la
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mitad de las colonias que crecieron en este medio eran blancas, y por lo tanto LacZ
SacB . Se replicaron 30 colonias blancas de cada construccion en placas con y sin
kanamicina y, finalmente, aquellos clones que no crecieron en presencia de kanamicina,
y que por consiguiente habian perdido el plasmido, se analizaron por PCR. En el caso
de los posibles mutantes del gen Rv0577 se utilizaron los oligonucledtidos 577Up y
577Lw (Fig. 4.1A) que amplifican un fragmento de 900 pb en la cepa salvaje, y uno de
600 pb en el caso de la cepa mutante (Fig. 4.2A carriles 1 y 2). Se analizaron 7 clones
de los cuales 3 fueron mutantes, escogiéndose uno para los subsiguientes estudios y que
se denomindé A77. Para identificar los mutantes del gen Rv0576 se utilizaron los
oligonucleotidos 576UpNde y 576LwHin (Fig. 4.1B), amplificandose un fragmento de
1,3 kb en la cepa salvaje, y de 0,3 kb en la cepa mutante (Fig. 4.2A carriles 3 y 4). En
este caso, de 6 clones analizados s6lo 1 presentaba la delecion, y se nombrdé A76. En
ambos mutantes (A77 y A76) se amplifico y secuencid el operon completo,
comprobandose que se habian introducido las deleciones sin detectarse otras mutaciones

en el resto del operdn.

A B
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Figura 4.2. Comprobacion de las cepas A76 y A77. A) Electroforesis en agarosa al 2% de la
amplificacion por PCR del gen Rv0577 de M. tuberculosis H37Rv (carril 1) y A77 (carril 2); y del gen
Rv0576 de las cepas H37Rv (carril 3) y A76 (carril 4). El marcador utilizado es el MWM XIV
(Roche). B) Western-blot de los extractos proteicos de las cepas A77 (1), H37Rv (2) y A76 (3), con el
anticuerpo monoclonal HBT7 que reconoce la proteina Rv0577.

La expresion de la proteina Rv0577 se analiz6 por Western-blot en las cepas
mutantes y salvaje, no detectdndose en la cepa A77 (Fig. 4.2B carril 1). La cepa A76 si
sintetizaba la proteina Rv0577, confirmando que la delecion realizada en el gen Rv0576
no tenia un efecto polar sobre la expresion del gen Rv0577. A pesar de que el andlisis

que se realizd no era cuantitativo, se observo que la cantidad de proteina Rv0577
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detectada en la cepa A76 era muy superior a la de la cepa salvaje M. tuberculosis

H37Rv (Fig. 4.2B, carriles 3 y 2, respectivamente).
4.1.2. Analisis fenotipico
4.1.2.1. Tincion con rojo neutro

Se realiz6 la tincion con rojo neutro de las cepas mutantes usando como control
positivo la cepa M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), y como control negativo la
cepa M. tuberculosis H37Ra. Las cepas A76 y A77 (de la que se tifieron los 3 clones
aislados inicialmente) fueron RN , igual que la cepa avirulenta H37Ra, mientras que la

cepa H37Rv si se tifio de rojo (Fig. 4.3).

w ¢ =

Figura 4.3. Tincion con rojo neutro. De izquierda a derecha, M. tuberculosis H37Rv, H37Ra, A76 y
AT7.

4.1.2.2. Crecimiento y morfologia colonial

Las cepas A77 y A76 presentaban un crecimiento eugonico en medio soélido,
formando colonias mas planas y lisas que las de la cepa H37Rv (ATCC 27294) (Fig.
4.4A). La disposicion caracteristica de las células en paralelo formando cuerdas o
serpentinas no se observo en las cepas mutantes ni en la cepa avirulenta H37Ra, ni a

nivel macroscopico (Fig. 4.4A) ni microscépico (Fig. 4.4B).

El analisis del crecimiento en medio liquido mediante el seguimiento de la
densidad Optica no mostréd diferencias entre las cepas H37Rv, H37Ra, A77 y A76 (Fig.
4.5). Los cultivos, que se inocularon con cultivos frescos en fase exponencial,
presentaron una fase de latencia de apenas 24 h. El tiempo de duplicacion durante la

fase exponencial fue de 24 h, disminuyendo la tasa de crecimiento a partir del 5° dia
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hasta quedar estancada a los 10 dias de cultivo. Durante los 14 dias que dur6 el

experimento no se detectd la fase de muerte.

A

B

Figura 4.4. Morfologia colonial (A) y celular (B) de las cepas, de izquierda a derecha, M. tuberculosis
H37Rv, H37Ra, A76 y A77. A) Fotografias de colonias observadas con una lupa Wild Heerbrugg a
10x; el recuadro indica la zona ampliada en las imagenes inferiores. B) Microfotografias de células
tefiidas con auramina (1000x); ndtese la disposicion en forma de cuerdas o sogas de las células de la
cepa H37Ryv, y la disposicion mas desordenada y dispersa en el resto de cepas.
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Figura 4.5. Crecimiento en medio liquido de las cepas de M. tuberculosis H37Rv, H37Ra, A76 y A77.
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4.1.2.3. Composicion lipidica de la envuelta celular

Puesto que las alteraciones en la morfologia colonial normalmente estan
asociadas a cambios en la envuelta celular, analizamos la composicion lipidica de las

cepas mutantes en comparacion con las cepas H37Rv (ATCC 27294) y H37Ra.

Los acidos micolicos, extraidos por metandlisis acida, presentaban un patrén

cromatografico similar en las cuatro cepas, en cuanto a cantidad y tipo producidos (Fig.

4.6A).

El analisis por CCF del extracto de lipidos libres totales mostrd que las 4 cepas
sintetizaban TDM, DAT y PIM en cantidades comparables (Fig. 4.6B y C); ninguna
producia cantidades detectables de PGL; y solo la cepa M. tuberculosis H37Rv (ATCC
27294) sintetizaba PAT (ndtese que los mutantes derivan de la cepa H37Rv Pasteur,
deficiente en la sintesis de este glicolipido al igual que la cepa H37Ra) (Fig. 4.6B). El
SL-I s6lo se detectd en la cepa H37Rv y en las cepas A77 y A76 (Fig. 4.6B).

-
: A -
PAT ‘ L4 »
TDM—>
-

a
metoxi—

ceto—-»ii L'l . DAT—

' SL—»' i ; PIM{ v g ¥ 9

& & e *

H37Rv A76 A77 H37Rv H37Ra A76 A77 H37Rv H37Ra A76 A77

Figura 4.6. Composicion lipidica de la envuelta celular de M. tuberculosis H37Rv, H37Ra, A76 y
A77. A) CCF de acidos micolicos, 0,2 mg. B) CCF CHCl;:CH;0H:H,O 30:8:1; 0,2 mg de lipidos
libres totales. C) CCF de los PIM; 0,2 mg de lipidos libres totales.
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En cuanto a los lipidos libres no polares, mientras las 4 cepas producian MK y

TAG, los PDIM sdlo se detectaron en las cepas H37Rv y H37Ra (Fig. 4.7).

M. tuberculosis H37Rv

PDIM

N
’
\MK

: M Iuberculosis H37Ra

e

]
2 TAG
: J

M. tuberculosis A77

M. tuberculosis A76

Figura 4.7. 2D-CCF de lipidos libres no polares de M. tuberculosis H37Rv, H37Ra, A77 y A76. En
cada caso se aplicaron 0,4 mg del extracto de lipidos libres totales. Notese la ausencia de PDIM en las

cepas mutantes A77 y A76.

4.1.3. Estudio de la virulencia

4.1.3.1. Analisis de la supervivencia de ratones inmunodeprimidos

Para estudiar la virulencia en ausencia de inmunidad especifica, se realiz6 un

seguimiento de la supervivencia de ratones SCID, deficientes en linfocitos y altamente

susceptibles a la infeccion por M. tuberculosis, infectados con la cepa salvaje H37Rv

(Pasteur) y con las cepas mutantes. Los ratones infectados con las cepas A76 y A77

sobrevivieron significativamente mdés, 87+2 dias y 9443 dias respectivamente

(p<0,001), que los infectados con la cepa salvaje, que s6lo lo hicieron una media de

30+0 dias (Fig. 4.8). No se detectaron diferencias significativas entre las dos cepas

mutantes (Fig. 4.8).
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Figura 4.8. Curvas de supervivencia de los ratones SCID (10 por grupo) infectados por aerosol con la
cepa salvaje M. tuberculosis H37Rv y con las cepas mutantes A76 y A77.

4.1.3.2. Multiplicacion y persistencia en ratones inmunocompetentes

El anélisis de la virulencia se realizd también en ratones inmunocompetentes
C57BL/6, mediante el seguimiento de la carga bacteriana en pulmones, bazo y lavados
broncoalveolares. En los tres casos, el nimero de bacterias recuperadas de los ratones
infectados con las cepas mutantes fue menor que el correspondiente a los infectados con
la cepa salvaje, siendo esta disminucién significativa desde el inicio del experimento y

no detectandose, en general, diferencias entre las dos cepas mutantes. (Fig. 4.9).

En los pulmones y el bazo de los ratones infectados con la cepa H37Rv (Pasteur)

el nimero de bacterias aument6 logaritmicamente hasta la tercera semana,
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Figura 4.9. Recuento de las bacterias viables en pulmones, bazo y lavados broncoalveolares (BAL),
de ratones C57BL/6 infectados con las cepas de M. tuberculosis H37Rv, A76 y A77. Con un asterisco
se indican aquellos valores significativamente diferentes respecto a la cepa salvaje (p<0,05).
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produciéndose entonces un estancamiento en el nivel de infeccion (Fig. 4.9). Mientras
que en los pulmones de los ratones infectados con la cepa A76 y en los pulmones y bazo
de los ratones infectados con la cepa A77, la fase de crecimiento logaritmico, aunque
con una tasa de crecimiento menor, se extendid hasta la semana 9, estableciéndose
entonces la fase estacionaria (Fig. 4.9). En el caso de la cepa A76 en bazo, el nimero de
bacterias no aumentd en la semana 9 respecto a la 3, y si lo hizo logaritmicamente a

partir de la semana 9 hasta el final del experimento (Fig. 4.9).

El nivel de bacilos recuperados en los lavados broncoalveolares de los ratones
infectados con las cepas A76 y A77 se mantuvo practicamente constante durante todo el
ensayo; mientras que disminuy6 en los infectados con la cepa salvaje en la semana 9,

siendo superior al de las cepas mutantes el resto del experimento (Fig. 4.9).

4.1.3.3. Respuesta inmune
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Figura 4.10. Evolucion de la respuesta inmune en los
ratones C57BL/6. Se indican con un asterisco los
valores significativamente diferentes respecto a la
cepa salvaje (p<0,05).

infectados con las cepas mutantes y menor que en los infectados con la cepa salvaje.
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En cuanto a la expresion del TNF-a, los niveles en los ratones infectados con la
cepa A76 fueron algo menores que en los infectados con la cepa salvaje, aunque esta
diferencia s6lo fue significativa en la semana 18 posinfeccion. Por el contrario, los
niveles fueron estadisticamente superiores en los ratones infectados con la cepa A77
respecto a la cepa salvaje, en las semanas 9 y 22. Asi mismo, la cantidad de mRNA de
TNF-a detectada en los ratones infectados con la cepa A77 fue significativamente

mayor que en los infectados con la cepa A76, en las semanas 9 y 22.

La produccion de RANTES fue superior, durante todo el experimento, en los
ratones infectados con las cepas mutantes en relacion a los infectados con
M. tuberculosis H37Rv. Y no hubo diferencias significativas entre las dos cepas

mutantes.
4.1.3.4. Histologia e histometria

El examen histologico de los pulmones de los ratones mostré importantes
diferencias entre la cepa salvaje y las cepas mutantes. En los ratones infectados con la
cepa salvaje se observd la formacion de estructuras granulomatosas desde la tercera
semana posinfeccion; aumentando el numero y la extension de las lesiones a medida

que avanzaba la infeccion; y produciéndose una intensa y difusa respuesta inflamatoria

Figura 4.11. Evolucion de la infiltracion granulomatosa en los pulmones de los ratones C57BL/6
infectados con las cepas M. tuberculosis H37Rv (A-D), A76 (E-H) y A77 (I-L), en las semanas 3 (A,
E,1),9 (B, F,J), 18 (C, G,K)y 22 (D, H, L) posinfeccion. Las imagenes se tomaron a 10x. Las puntas
de flecha en el panel C muestran algunos de los infiltrados lobulares con efusion pleural.
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que se extendia a los alvéolos y a la membrana pleural (Fig. 4.11A-D). En cambio, los
ratones infectados con las cepas mutantes mantuvieron una arquitectura pulmonar

practicamente normal, con muy pocos y localizados granulomas (Fig. 4.11E-L).

De acuerdo con el andlisis histoldgico, el area ocupada por las estructuras
granulomatosas en los pulmones de los ratones infectados con M. tuberculosis H37Rv
fue aumentando, siguiendo una progresion lineal y alcanzando un maximo del 25% al
30% de ocupacion en las semanas 18 y 22 posinfeccion (Fig. 4.12). Mientras que, en los
ratones infectados con las cepas mutantes, el area de infiltracion se mantuvo
practicamente constante a lo largo del experimento, ocupando apenas el 5% del

parénquima pulmonar (Fig. 4.12).
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Figura 4.12. Evolucién de la infiltracion granulomatosa en los ratones infectados con las cepas
M. tuberculosis H37Rv, A76 y A77.

4.2. Estudio de la posible funcién reguladora de la proteina Rv0576
4.2.1. Efecto sobre la expresion del operén Rv0576-Rv0577

4.2.1.1. Analisis de la regulacion

La organizacion de los genes Rv0576-Rv0577 en un operon (Andreu et al.,

2004b) y la mayor cantidad de proteina Rv0577 producida por la cepa A76 (Fig. 4.2)
sugerian que, de acuerdo con las predicciones bioinformaticas, la proteina Rv0576

podria ser, en efecto, un regulador transcripcional, funcionando como un represor del
propio operon.

Para analizar la posible funcion autorreguladora del producto del gen Rv0576 se

construy6 una fusion del promotor del operédn y la region codificante del gen lacZ, y se
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cuantifico la actividad B-galactosidasa en presencia y ausencia de la proteina Rv0576 en
M. smegmatis. Para ello, en primer lugar se obtuvo la fusion y, a continuacion, se clond

el gen Rv0576 en un vector de expresion.

La fusién se construyé en el vector integrativo pSM128 (Sm®), replicativo en
E.coli y con un tnico lugar de clonacion Scal flanqueado por el terminador
transcripcional del bacteridfago T4 y por la region codificante del gen lacZ (Dussurget
et al., 1999). Se amplific6 por PCR, con los oligonucleotidos 576UpSca y 576LwSca,
un fragmento de 350 pb que incluia 240 pb de la region promotora del operéon Rv0576-
RV0577; se clond en el vector pPGEM-T® y se secuencié para comprobar que no se
habian introducido mutaciones. Este fragmento se liber6 digiriendo con Scal, cuyas
dianas se habian incorporado en los cebadores, y se clon6 en el vector pSM128
linealizado con el mismo enzima. La orientacion del promotor Rv0576-Rv0577 en el
vector se determind por PCR con los oligonucle6tidos T4t (que hibrida en el terminador
transcripcional del vector) vy, alternativamente, 576UpSca y 576LwSca. Las
construcciones obtenidas se denominaron pSM128+Fusl, con el promotor orientado
hacia el gen lacZ, y pSM128+Fus9, con el promotor en el sentido contrario. Estos
plasmidos y el vector pSM128, se electroporaron en M. smegmatis mc?155, y la

presencia del plasmido integrado en los transformantes Sm" se comprobé por PCR.

La region codificante del gen Rv0576, sin el codon de parada de traduccion, se
amplifico con los oligonucledtidos 576UpNde y 576LwHin. El producto resultante se
secuencio, se digiri6 con Ndel y HindIIl (cuyas secuencias diana habian sido
introducidas en los cebadores), se tratd para obtener extremos romos y se clond en el
vector de expresiéon inducible por acetamida pJAM2 (Km®), linealizado con BamHI y
tratado con T4 DNA polimerasa. La orientacion del inserto respecto al promotor del
vector se comprobd amplificando con los oligonucledtidos amiC (que hibrida en el
promotor del vector), y 576UpNde o 576LwHin. En la construccion resultante
pJAM2+76, el gen Rv0576 entra en fase con el codon de inicio de la traduccion del
vector pJAM?2, pero la fase se pierde en 3’ formandose un codon de parada, por lo que

la proteina Rv0576 se traduce sin la cola de histidinas del vector.

El plasmido pJAM2+76 se electropord en las cepas M. smegmatis pSM128,
pSM128+Fusl y pSM128+Fus9, obteniéndose las cepas M. smegmatis FusC, Fusl y
Fus9, respectivamente [los transformantes (Sm", Km®) se comprobaron recuperando los

plasmidos en E. coli]. La produccion de la proteina Rv0576 en estas cepas, en

138



Resultados

condiciones inducidas y no inducidas, se determiné por SDS-PAGE. Unicamente en los
extractos de los cultivos con acetamida se detectd una proteina sobreexpresada del
tamaifo predicho para la proteina Rv0576, unos 46 kDa. Asi mismo, se comprob6 que la
produccion de la proteina no afectaba a la tasa de crecimiento, mediante el seguimiento

de la densidad 6ptica de cultivos inducidos y no inducidos.

Para analizar el efecto de la proteina Rv0576 sobre la expresion del promotor
Rv0576-Rv0577, las cepas FusC, Fusl y Fus9 se cultivaron en medio liquido hasta la
fase exponencial. Estos cultivos se utilizaron para inocular 2 nuevos cultivos por cepa,
con y sin acetamida, que se incubaron durante 12 h antes de realizar el ensayo de la 3-
galactosidasa. Se analizaron 2 clones independientes de cada cepa y los experimentos se
realizaron por triplicado, no detectandose diferencias significativas entre clones de una
misma cepa. La actividad 3-galactosidasa en los extractos de la cepa Fusl se redujo més
de 4 veces cuando se indujo la expresion de la proteina Rv0576 (p<0,001) (Fig. 4.13A).
En cambio, en la cepa Fus9 la actividad no variaba entre las dos condiciones y era
similar a la obtenida en la cepa Fusl en condiciones inducidas (Fig. 4.13A). En la cepa
Fus9 el promotor del operén Rv0576-Rv0577 esta orientado en sentido contrario al lacZ,
quedando por lo tanto la expresion de la B-galactosidasa bajo el control del promotor del
gen Rv0575c. La actividad (-galactosidasa fue practicamente nula en los extractos de la

cepa FusC tanto en condiciones inducidas como no inducidas (Fig. 4.13A).
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Figura 4.13. Actividad p-galactosidasa en funcion de la expresion de la proteina Rv0576.
A) M. smegmatis FusC, Fusl y Fus9, en ausencia y presencia de acetamida. B) M. tuberculosis
H37Rv y A76, transformadas con el vector pSM128 y con la fusion pSM128+Fusl. En cada caso se
muestran los resultados de un clon representativo.
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El estudio de la funcion autorreguladora de la proteina Rv0576 se realizo
también en M. tuberculosis, comparando las unidades [-galactosidasa en la cepa
M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) y en la cepa A76, transformadas con la fusion
pSM128+Fusl. La actividad B-galactosidasa fue 17 veces superior en la cepa mutante
respecto a la salvaje (p<0,01) (Fig. 4.13B) y, en ambos casos, la expresion fue mayor
que en M. smegmatis. Como control se cuantifico la actividad en las mismas cepas

transformadas con el vector pSM 128, la cual fue practicamente nula (Fig. 4.13B).

Estos resultados, por tanto, apoyaban la idea de que la proteina Rv0576 es un
regulador transcripcional que reprime especificamente la expresion del operéon Rv0576-

Rv0577.
4.2.1.2. Delimitacion del promotor del operdon

A continuacion, decidimos acotar el promotor del operén Rv0576-Rv0577 e
intentar asi identificar la posible secuencia de union del regulador Rv0576. Para ello se
obtuvieron 3 nuevas fusiones acortando sucesivamente el extremo 5’ de la region
promotora (Fig. 4.14A). La construccion de estas fusiones fue andloga a la de la fusion
pSM128+Fusl, amplificandose los insertos con los oligonucleodtidos directos FusUp2,
FusUp3 o FusUp4, segun el caso, y con el oligonucledtido reverso 576LwSca
(Fig. 4.14A). Los productos de PCR se clonaron en pSM128 por Scal, se comprobo la
orientacion de los insertos y se verificaron por secuenciacion. Los plasmidos
resultantes, denominados pSMI128+Fus2, pSM128+Fus3, y pSMI128+Fus4, se
electroporaron en M. smegmatis mc”155. Los transformantes Sm" se comprobaron por
PCR y se electroporaron con el plasmido pJAM2+76, obteniéndose las cepas Fus2,

Fus3 y Fus4 (Sm®, Km®).

Se realizaron entonces 4 ensayos [-galactosidasa independientes, de 2 clones
diferentes de cada cepa, en presencia y ausencia de acetamida, no detectdndose
diferencias significativas entre los clones de una misma cepa. La actividad B-
galactosidasa fue menor en condiciones inducidas que en condiciones no inducidas en
las 3 cepas (p<0,05) (Fig. 4.14B), obteniéndose un factor de represion similar al de la
cepa Fusl (Fig 4.14C). La expresion y la represion en Fus2 fueron algo superiores que
en Fusl, aunque estos resultados solo fueron significativos para uno de los clones

analizados; mientras que, las unidades B-galactosidasa en la cepa Fus3 fueron menores
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Figura 4.14. Delimitacion del promotor del operon Rv0576-Rv0577. A) Localizacion en el
cromosoma de M. tuberculosis H37Rv de los oligonucledtidos utilizados en la construccion de las
fusiones. B) Actividad B-galactosidasa en las distintas cepas de M. smegmatis en funcién de la
presencia de la proteina Rv0576. C) Promedio y desviacion estandar de los resultados de 3 6 4
ensayos y del factor de represion, para cada cepa. Se muestran los resultados de un clon representativo
de cada fusion.

que en las cepas Fusl y Fus2, sin que esto afectara significativamente al factor de

represion, y recuperandose los niveles en la cepa Fus4 (Fig. 4.14B y C).

Estos resultados indicaban que en la cepa Fus4 todavia se hallaba el promotor
del operdn, incluyendo el operador del regulador Rv0576. El andlisis de la region en 5’
del ATG del gen Rv0576 incluida en Fus4, de tan sdélo 55 pb, reveld una repeticion
invertida entre los nucleotidos —14 y —41 (Fig. 4.15A).

Para estudiar la posible implicacion de esta secuencia en la regulacion se
construyd una nueva fusion mutando algunos de los nucleétidos de la repeticion
invertida (Fig. 4.15B). Se disefiaron los oligonucle6tidos FusMutUp y FusMutLw que
incluian las mutaciones y eran complementarios entre si (Fig. 4.14A), y se utilizaron
con los cebadores 576LwSca y 576UpSca, respectivamente, para amplificar por PCR
dos fragmentos (de 200 pb y 150 pb cada uno) utilizando el plasmido pSM128+Fusl
como DNA molde. Los productos de estas amplificaciones se usaron a su vez como

molde para amplificar la region completa de 350 pb con los oligonucledtidos 576UpSca
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y 576LwSca. El fragmento resultante se secuencid, comprobandose que se habian
incorporado las mutaciones en la repeticion invertida, y se cloné en pSM128 por Scal.
El pldsmido con la fusion mutada y el pldsmido pJAM2+76 se electroporaron

secuencialmente en M. smegmatis obteniéndose la cepa FusMut.

A
-35 -10 +1

cgttgcchTTGATCAATACGTTAE}tgagcg(:I TAACG !|ATTchGtgtgcccgac
ATGctGGAAGtegeggatgetggaagtcgeggeagagecaacccggegecggetgetacageteetgg

caccgggtgaacgcaccgttacccagettgegtegeagttcacggtcaccegttcggegatatcgeag

CAATACGTTAGtgagcgCTAACGTATTG
CTGTGCGTCAGtgagcgAGAACGTATTG

Figura 4.15. Region promotora del operon Rv0576-Rv0577. A) Secuencia del inserto de
pSM128+Fus4. En maytsculas se muestran las secuencias de interés: en recuadros, las posibles cajas
—35 y —10; en negrita, la repeticion invertida; en cursiva, el codén de inicio de la traduccion de la
proteina Rv0576; y subrayada, la posible secuencia Shine-Dalgarno. B) Repeticion invertida salvaje y
mutada; en negrita se resaltan los nucleotidos cambiados.

En comparacién con la cepa Fusl, la actividad B-galactosidasa en la cepa
FusMut se redujo drésticamente (Fig. 4.14B y C), lo que indicaria que se habia mutado
algin elemento importante del promotor. El andlisis de la regién promotora por
comparacion  con  las  secuencias  consenso  para M.  tuberculosis
[Ts1T72G78A50C61(A/T)6a-17 pb-TgoAgoT30A43(A/C)71Tss-7 pb-G (Smith et al., 2005)],
permitio identificar una posible caja —35 cuyo ultimo nucledtido se solaparia con el
primero de la repeticion invertida, y una posible caja —10 que estaria situada en la
segunda parte de la repeticion (Fig. 4.15A). En la fusion pSM128+FusMut se habria
mutado el primer nucledtido de la caja —10, muy conservada en los promotores de
M. tuberculosis con una secuencia —10 parecida a la de ¢’° de E. coli (Smith et al.,
2005). La situacion de las cajas —35 y —10 explicaria la represion de la expresion
ejercida por la posible union de la proteina Rv0576 a la repeticion invertida. El hecho de
que la actividad B-galactosidasa de la cepa FusMut sea similar en condiciones inducidas
y no inducidas (Fig. 4.14C) sugiere que los nucledtidos mutados son importantes para la
accion reguladora de la proteina Rv0576. Sin embargo, la baja expresion de esta fusion
indica que las mutaciones no solo afectaron a la regulacion, sino que dafiaron

gravemente la actividad promotora.
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4.2.2. Analisis de la expresion global de M. tuberculosis H37Rv, A76 y A76::Rv0576

Una vez confirmada la funcién reguladora de la proteina Rv0576 nos planteamos
si, ademas de la expresion del operon Rv0576-Rv0577, regulaba la expresion de otros
genes. Para responder a esta cuestion realizamos un analisis comparativo del
transcriptoma de la cepa salvaje M. tuberculosis H37Rv, de la cepa mutante en el

regulador y de una cepa complementada.

En primer lugar se obtuvo la cepa complementada del mutante Rv0576. La
region codificante del gen Rv0576 se amplificé por PCR con los cebadores 576UpNde y
576LwHin. El fragmento resultante se digirio con Ndel y HindIIl, se trat6 para obtener
extremos romos, y se clond en el vector de expresion integrativo pMV361 (Km®),
digerido con ECORI y tratado con T4 DNA polimerasa. La correcta orientacion del
inserto en el vector se comprobd amplificando con los oligonucledtidos Phsp60 (que
hibrida en el promotor del vector) y, alternativamente, 576UpNde y 576LwHin. La
construccién obtenida, denominada pMV361+76, se verifico por secuenciacion y se
electropor6 en M. tuberculosis A76. Los transformantes que crecieron en placas con
kanamicina, se comprobaron por PCR con los oligonucledtidos Phsp60 y 576LwHin, y

la cepa resultante se denominé A76::Rv0576.

Los cambios en la expresion génica global en las cepas M. tuberculosis H37Rv
(ATCC 27294), A76 y A76::Rv0576, se analizaron entonces, comparando las muestras
de RNA total de cada cepa por hibridacion con microchips de DNA. En el Anexo se
presentan los datos de expresion normalizados de los genes con una expresion

diferencial en las distintas comparaciones realizadas.

Cuando se contrastaron las cepas A76 y H37Rv, la expresion del gen Rv0576 fue
menor en la cepa mutante pero esta diferencia no fue significativa, probablemente como
consecuencia del ruido de fondo inherente a la técnica (ver apartado 8.3 en Anexo); por
lo que estas dos cepas se compararon de nuevo en un experimento independiente,
detectandose el gen Rv0576 reprimido en un factor de 0,4 (p=0,0105) (Tabla 8.2 en
Anexo). En comparacion con la cepa H37Rv, el gen Rv0577 se mostrd fuertemente
inducido en la cepa A76 (en ambos experimentos), mientras que en la cepa A76::Rv0576
dicho gen estaba reprimido y el gen Rv0576 estaba inducido (Tabla 4.1). Estos dos

genes fueron los tnicos desregulados cuando se contrastaron las cepas A76::Rv0576 y
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A76 (Tabla 4.1) y, por lo tanto, los Unicos detectados bajo el control de la proteina

Rv0576.

Tanto en la cepa mutante como en la complementada, se detectaron reprimidos
los genes Rv1181 (significativamente sélo en la cepa mutante), Rv1182 y Rv1183, del
operon de sintesis de PAT; e inducidos los genes Rv0097 y Rv0098, que codifican
respectivamente una probable oxidorreductasa y una proteina hipotética conservada
(Tabla 4.1). El gen Rv1182 y los genes Rv0097 y Rv0098, ademas del siguiente gen en
el operdn, el Rv0099, presentaron también una expresion significativamente diferente en
el segundo experimento en que se compararon las cepas A76 y H37Rv (Tabla 8.2 en

Anexo).

Tabla 4.1. Genes diferencialmente expresados en las cepas A76 y A76::Rv0576 entre ellas, y en
comparacion con la cepa H37Rv. En paréntesis se indica el cociente de la expresion de cada gen en las
dos cepas comparadas. Los genes estan en orden ascendente segln el valor de dicho cociente excepto
aquellos genes que constituyen un operdn y que se muestran agrupados.

A76 / H3TRv A76::RV0576 / H37Rv A76::RV0576 / A6
Rv1181 (0,2) p=0,0041
Rv1182 (0,06) p=0,0002 Rv1182 (0,05) p=0,0093
Rv1183 (0,27) p=0,0063 Rv1183 (0,32) p=0,0093
RV0577 (0,47) p= 0,0367 RV0577 (0,04) p=2,4.10°

Rv2336 (0,48) p=0,0367
Rv2660c (1,9) p=0,0245
Rv1801 (2) p=0,0367
Rv2011c (2) p=0,0294
Rv2913c (3) p=0,0133
Rv3252c (3,2) p=0,0135
Rv0097 (7) p=0,0006 RV0097 (4,5) p=0,0001
Rv0098 (4,7) p=0,0002 Rv0098 (3,7) p=0,009
Rv1129¢ (3,7) p=0,009
Rv1130 (10,4) p=0,0002
Rv1131 (9) p=0,0001
RV0576 (11) p=0,0001 RV0576 (11) p=2,5.10"

Rv0577 (11) p=5,8.10"

El resto de genes desregulados, cuyas caracteristicas mas relevantes se describen
en la tabla 4.2, lo estuvieron s6lo cuando se compararon las cepas A76::Rv0576 y

H37Rv, si bien los niveles de expresion en la cepa A76 eran similares a los de la cepa
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A76::Rv0576 (Tabla 8.3 en Anexo). Por lo tanto la expresion diferencial de estos genes
y de los genes Rv1182-Rv1183 y Rv0097-Rv0098, no estaria relacionada con el
regulador Rv0576.

Tabla 4.2. Descripcion de los genes que presentaron una expresion diferencial inicamente cuando se
compararon las cepas A76::Rv0576 y M. tuberculosis H37Rv.

Gen Descripcion
Rv2336 - Proteina de funcion desconocida
Rv1129c - Probable regulador transcripcional
Rv1130 - Probable PrpD, metilcitrato deshidratasa (Mufioz-Elias et al., 2006)
Rv1131 (gltAl) - Probable PrpC, metilcitrato sintasa (Mufioz-Elias et al., 2006)
Rv1801 (PPE29) - Miembro de la familia de proteinas ricas en glicina PPE
Rv2011lc - Proteina conservada, con cierta similitud a reguladores transcripcionales MarR
Rv2660c - Proteina hipotética de funcion desconocida
Rv2913c - Probable D-aminoécido aminohidrolasa
Rv3252c (alkB) - Probable alcano-1-monooxigenasa

4.3. Complementacién de las cepas mutantes Rv0576 y Rv0577
4.3.1. Complementacion y tincion con rojo neutro

Para determinar si, efectivamente, los genes Rv0576 y Rv0577 estaban
implicados en la tincidén con rojo neutro, decidimos complementar las cepas mutantes y

analizar el fenotipo rojo neutro de las cepas obtenidas.

En primer lugar se tind la cepa A76::Rv0576, construida para el analisis por
microchips, resultando RN . Este resultado no fue del todo sorprendente, ya que el
analisis del transcriptoma de esta cepa habia mostrado la existencia de varios genes
desregulados (en comparacion con la cepa H37Rv) entre los que se encontraban el gen
Rv0576, inducido, y el gen Rv0577 reprimido (Tabla 4.1). Por ello decidimos
complementar la mutacion de la cepa A76 con una construccion en la que el gen Rv0576
se expresara bajo el control de su propio promotor, de tal forma que la expresion
pudiera asi autorregularse. El gen Rv0576 se amplifico, con la region promotora, a partir
del plasmido pSUM36+76+77 (Andreu et al., 2004b), con los oligonucledtidos 576Lw
y pPSUMLwW (que hibrida en el vector de clonacion pSUM36). El fragmento obtenido se
digiri6 con Pstl por las dianas del cebador 576Lw y del fragmento de pSUM36
amplificado, y se clond en el vector replicativo pSUM36 (Km") linealizado con Pstl. La

construccion resultante se comprobd por restriccion y se electropord en M. tuberculosis
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R . . , . .
A76. Los clones Km™ obtenidos se verificaron recuperando el plasmido en E. coli y
digiriéndolo con varios enzimas de restriccion. Sin embargo, cuando se realizé la

tincion de la cepa A76 (pSUM36+76) el resultado fue también RN .

Finalmente, la cepa A76 se complementd con el plasmido pSUM36+76+77
(Andreu et al., 2004b), que contiene el operon Rv0576-Rv0577 completo, incluyendo la
region promotora. Los clones Km® resultantes se comprobaron transformando E. coli y
digiriendo los plasmidos recuperados. Ademas, se analizd por Western-blot la
produccion de Rv0577, detectindose una cantidad menor que en la cepa A76 y
comparable a la de la cepa H37Rv (resultados no cuantitativos). La tincion de la cepa
A76 (pSUM36+76+77) si fue positiva. Sin embargo, el andlisis de los lipidos no polares
de esta cepa mostré que seguia siendo deficiente en la sintesis de PDIM. Este resultado
indicaba que el fenotipo rojo neutro no estaba directamente determinado por la

presencia o ausencia de PDIM.

De modo analogo, con el fin de complementar la mutacion de la cepa A77,
clonamos la region codificante del gen Rv0577, amplificada por PCR con los
oligonucleodtidos 577UpNde y 577LwHin, en el vector de expresion integrativo
pMV361 digerido con ECORI y tratado con T4 DNA polimerasa. La correcta orientacion
del inserto en el vector se determiné mediante PCR con los oligonucleétidos Phsp60 vy,
alternativamente, 577UpNde y 577LwHin; y se secuencio la construccion resultante,
confirmdndose que no se habian introducido mutaciones y que el gen entraba en fase. El
plasmido pMV361+77 se electropord entonces en M. tuberculosis A77 y los
transformantes Km"® se comprobaron por PCR con los oligonucleétidos Phsp60 y
577LwHin. Ademas, por Western-blot se comprobé que en esta cepa, denominada
A77::Rv0577, se habia restablecido la sintesis de la proteina Rv0577. Sin embargo, la

tincidn con rojo neutro mostrd que esta cepa continuaba siendo RN .

También se complemento la cepa A77 con el plasmido pSUM36+77 (Andreu et
al., 2004b), que contiene el gen Rv0577 y el promotor del operdn, y con el plasmido
pSUM36+76+77. En ambos casos los transformantes Km" se comprobaron recuperando
los plasmidos en E. coli y digiriéndolos con varios enzimas de restriccion. Asi mismo,
el plasmido pSUM36+76+77 recuperado de M. tuberculosis, se electropord en
M. smegmatis obteniéndose clones RN en las placas de medio 7H10 con rojo neutro.

También confirmamos la produccion de la proteina Rv0577 en la cepa A77
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(pSUM36+76+77) mediante Western-blot. Aun asi, tanto esta cepa, como la cepa A77
(pSUM36+77) seguian presentando el fenotipo RN .

4.3.2. Estudio del efecto de la sobreproduccion de la proteina Rv0576 y de la

posible dominancia de la mutacién Rv0577

Existia la posibilidad de que la sobreproduccion de la proteina Rv0576 en las
cepas A76::Rv0576 y A76 (pSUM36+76) fuera responsable de su fenotipo RN . Para
intentar aclarar este punto, decidimos introducir el pldsmido pMV361+76 (que
sobreexpresa la proteina Rv0576) en M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294). La
presencia del plasmido integrado en los transformantes Km® se verificé por PCR con
los oligonucledtidos Phsp60 y 576LwHin, y la cepa obtenida se denomind
H37Rv::Rv0576. Se realiz6 entonces la tincion con rojo neutro de 6 clones
independientes, siendo los 6 RN y descartando cualquier efecto de la sobreproduccion

de la proteina Rv0576 sobre la tincion.

Asi mismo, como no se habia logrado complementar el fenotipo RN de la cepa
AT77, decidimos estudiar si la delecion del gen Rv0577, que deja intactas las primeras
276 pb, era de algin modo dominante sobre la copia salvaje. Para ello se amplifico el
gen RvV0577 con la delecion, usando los oligonucledtidos 577UpBam y 577LwPst y
como molde el plasmido pINILA77gm (utilizado en la construccion del mutante A77).
El fragmento resultante se digirié6 con BamHI y Pstl, y se clond en fase en el vector de
expresion replicativo pMV261, digerido con los mismos enzimas, obteniéndose el
plasmido pMV261A77 que se comprobo por restriccion. Este plasmido y, como control,
el plasmido pMV261 sin inserto, se electroporaron en M. tuberculosis H37Rv (ATCC
27294), y los clones Km® se comprobaron transformando E. coli y digiriendo con
diversos enzimas los plasmidos recuperados. La tincién con rojo neutro de 5 clones de
la cepa H37Rv (pMV261A77) resulté en 2 RNy 3 RN . Por ultimo, se tifieron también
6 clones H37Rv (pMV261) siendo 5 RN" y 1 RN . Estas observaciones ponian en seria
duda la estabilidad del fenotipo rojo neutro, asi como la relacion entre las deleciones de

los genes Rv0O576 y Rv0577 y el fenotipo RN de las cepas A76 y A77.
4.3.3. Construccion de nuevos mutantes Rv0576 y Rv0577

Considerando los resultados obtenidos hasta el momento parecia que, durante el
proceso de construccion de las cepas A76 y A77, se habria producido una segunda

mutacion que seria responsable del fenotipo RN . Para estudiar esta posibilidad,
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Figura 4.16. Genotipos posibles en los recombinantes simples y en los dobles recombinantes
generados durante la construccion de los mutantes Rv0576 (A) y Rv0577 (B). (a) y (b) indican los dos
posibles lugares del primer sobrecruzamiento [en 5° de la delecion (a) o en 3’ (b)], generando los
recombinantes simples (a) o (b) respectivamente. La segunda recombinacion en los recombinantes
simples puede dar lugar a dobles recombinantes con el operon salvaje o a dobles recombinantes con el
operon mutado. P indica el promotor del operon.
recuperamos y analizamos los recombinantes simples a partir de los cuales habiamos
obtenido las cepas A76 y A77. En el caso de la cepa H37Rv::pINILA77gm no
detectamos la proteina Rv0577 por Western-blot, lo que sugeria que la integracién no
habia resultado en ninguna copia salvaje de este gen. Es decir, el sobrecruzamiento se
habia producido probablemente en la region situada en 5’ respecto a la delecion (Fig.
4.16B). Sin embargo, en la cepa H37Rv::pINILA76gm si se detecto la proteina y en una
cantidad comparable a la de la cepa salvaje H37Rv, lo que indicaria que en esta cepa
existia una copia salvaje de ambos genes. Esto hubiera sido asi en cualquiera de los dos
posibles sobrecruzamientos (Fig. 4.16A). Aun asi las dos cepas eran RN . Ademas, el
analisis de los lipidos libres no polares de estas dos cepas reveld que sintetizaban PDIM,
reafirmando una vez més que los fenotipos PDIM y rojo neutro no estaban directamente

relacionados. Estas observaciones sugerian pues que durante la obtencion de los

recombinantes simples se habria producido la mutacion responsable del fenotipo RN , y
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que mas tarde en el proceso de obtencion de los mutantes habria tenido lugar la

mutacion PDIM .

Teniendo en cuenta estos resultados decidimos repetir la construccion de los
mutantes, analizando esta vez también el fenotipo rojo neutro de los recombinantes
simples y de los dobles recombinantes en los que la integracion se resolviese dejando la
copia intacta del operon (Fig. 4.16). En esta ocasién se utilizd6 también la cepa
M. tuberculosis H37Rv Pasteur, pero se partié de una unica colonia aislada, recuperada

de cobayas infectados, y se comprob6 que era RN

Se aislaron 4 recombinantes simples (Km®, Hyg", LacZ") de la electroporacién
del plasmido pINILA77gm (H37Rv::pINILA77gm clones 1-4), y 12 de la
transformacion de pINILA76gm (H37Rv::pINILA76gm clones 1-12). En la mayoria de
estos clones, utilizando oligonucledtidos que hibridaban con el fragmento delecionado y
con regiones no incluidas en los vectores pINILA77gm y pINILA76gm, se comprob6
que la integracion de los plasmidos habia resultado en una copia mutada y una copia
salvaje del operon completo (con las Ttnicas excepciones de los clones
H37Rv::pINILA77gm-4 y H37Rv::pINILA76gm-4). Atn asi, sélo fueron RN" los
clones H37Rv::pINILA77gm-3 y -4, y los clones H37Rv::pINILA76gm-2, -5, -9, -10 y
-12. Es decir, no existia ninguna relacion aparente entre el genotipo del operéon Rv0576-

Rv0577 y el fenotipo rojo neutro.

Los 4 clones H37Rv::pINILA77gm y 6 clones H37Rv::pINILA76gm (3 RN" y 3
RN), se sembraron en placas sin antibiotico para permitir la doble recombinacion, y se
seleccionaron los dobles recombinantes en placas con sacarosa y X-gal. A continuacion,
se resembraron 16 colonias LacZ Sacarosa® de cada recombinante simple, en placas
con y sin kanamicina, y se analizd6 por PCR la presencia de las deleciones en las
colonias Km®. La tincién con rojo neutro mostrd que todos los clones derivados de
recombinantes simples RN eran también RN , independientemente de que presentaran
o no la delecion (Tabla 4.3). Y todos los clones que derivaban de recombinantes simples
RN" fueron RN" (incluso aquéllos mutantes para los genes Rv0576 o Rv0577), con la
excepcion de los clones (mutantes o no) procedentes de H37Rv::pINILA76gm-10, que
fueron RN (Tabla 4.3). Estas observaciones reafirmaban, una vez mas, que el resultado
de la tincidén con rojo neutro era independiente del genotipo de los genes Rv0576 y

Rv0577.
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Tabla 4.3. Analisis del genotipo Rv0576-Rv0577 y del fenotipo rojo neutro en los diferentes clones
aislados durante la construccion de las cepas mutantes Rv0576 y Rv0577.

Dobles
Recombinante simple Felllglipo Kl;zf(::?.Z* Mutantes Felllglipo Salvajes Fell:;i po
sacarosa®
H37Rv::pINILA77gm-1 - 15 5 - 10 -
H37Rv::pINILA77gm-2 - 15 8 - 7 -
H37Rv::pINILA77gm-3 + 16 7 + 8 +
H37Rv::pINILA77gm-4 + 11 2 + 9 +
H37Rv::pINILA76gm-2 + 12 4 + 8 +
H37Rv::pINILA76gm-5 + 5 3 + 2 +
H37Rv::pINILA76gm-6 - 13 4 - 9 -
H37Rv::pINILA76gm-7 - 16 7 - 9 -
H37Rv::pINILA76gm-8 - 16 7 - 9 -
H37Rv::pINILA76gm-10 + 5 1 - 4 -

4.3.4. Analisis de la virulencia de los mutantes complementados

Los resultados anteriores sugerian, por lo tanto, que el fenotipo RN de las cepas
mutantes A76 y A77 se deberia a una o varias mutaciones espontaneas adicionales, y no
a las deleciones de los genes Rv0576 y Rv0577. Con el fin de analizar si la misma
explicacion podia aplicarse al fenotipo atenuado de los mutantes A76 y A77, decidimos

estudiar la virulencia de los mutantes complementados.

Puesto que lo tnico que queriamos estudiar era la implicacion de los genes
Rv0576 y Rv0577 en la virulencia, para este analisis se escogieron las cepas
A76::Rv0576 y A77::Rv0577 ya que son RN PDIM como las cepas A76 y A77 y, por
lo tanto, probablemente tienen las mismas mutaciones adicionales. Una razén anadida
para elegir estas cepas fue que, en ellas, la complementacion de las deleciones se habia
realizado con un plasmido integrativo, que es mucho mdas estable en ausencia de

antibioticos en comparacion con las cepas complementadas con plasmidos replicativos.

El analisis de la virulencia se llevo a cabo estudiando la supervivencia de ratones
SCID, y realizando un seguimiento de los bacilos viables en pulmén, bazo y lavados
broncoalveolares de ratones C57BL/6 en las semanas 0, 3, 9 y 18 posinfeccion. La
presencia del plasmido en las bacterias recuperadas de los ratones C57BL/6 se
comprobd replicando en placas con y sin kanamicina, unas 30 colonias de cada tiempo

del experimento.
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Inesperadamente, los ratones SCID infectados con la cepa A77::Rv0577
sobrevivieron las 18 semanas que dur6 el experimento (Fig. 4.17); y no se recuperaron
bacilos de los ratones C57BL/6 infectados con la misma cepa, ni siquiera en pulmon en
el tiempo 0. Puesto que la titulacion que se hizo del inoculo fue correcta, pensamos que

pudo haber un problema al infectar los animales, por lo que no se consideraran estos

resultados.
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Figura 4.17. Curvas de supervivencia de los ratones SCID infectados por aerosol con las cepas
A76::Rv0576 y A77::Rv0577. Se muestran también los resultados anteriores de las cepas H37Rv, A76
y A77 como referencia.

En el caso de la cepa A76::Rv0576, los ratones SCID sobrevivieron una media
de 10043 dias, un resultado significativamente superior al de la cepa A76 (p=0,001) y,
por lo tanto, muy superior al de la cepa salvaje H37Rv (Fig. 4.17). No se detectaron
diferencias en el numero de bacterias recuperadas de pulmén, bazo o lavados
broncoalveolares de los ratones C57BL/6 infectados con la cepa A76::Rv0576 en
comparacion con la cepa A76 (Fig. 4.18). El numero de bacilos fue significativamente
inferior en los ratones infectados con la cepa complementada respecto a la salvaje, en

todo el experimento excepto en la semana 9 en lavados broncoalveolares (Fig. 4.18).

Todas las colonias que se testaron fueron resistentes a kanamicina.

Por lo tanto, la complementacion de la delecion del gen RvO576 no restablecia

en ningln grado la virulencia de M. tuberculosis.
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Figura 4.18. Recuento de las bacterias viables en pulmones, bazo y lavados broncoalveolares (BAL),
de ratones C57BL/6 infectados con la cepa A76::Rv0576. Se muestran los resultados obtenidos en el
experimento anterior con las cepas A76 y H37Rv como referencia.

4.4, Estudio de la variabilidad de los fenotipos rojo neutro y PDIM

Los resultados de la transformacion de M. tuberculosis H37Rv con los
plasmidos pMV261A77 y pMV261, y de las construcciones de los mutantes, indicaban
que, a partir de un cultivo de la cepa H37Rv (RN") se aislaban colonias RN con una
frecuencia inesperadamente elevada, independientemente del pldsmido usado e incluso
con un pldsmido sin inserto. Puesto que anteriormente no se habia observado la
aparicion de mutantes RN en la cepa H37Rv, nos planteamos dos hipdtesis: (1) el
proceso de electroporacion inducia mutaciones responsables del fenotipo RN ; o (2) se
trataba de mutantes espontaneos que se habian ido acumulando en los sucesivos cultivos
de la cepa H37Rv, la cual consistiria en una poblacion heterogénea, mayoritariamente

RN" pero con un pequefio porcentaje de células RN .

Este planteamiento era, en cierto modo, también valido para la sintesis de PDIM,
ya que los resultados obtenidos indicaban que los genes Rv0576 y Rv0577 no estan

relacionados con la sintesis de estos lipidos y, sin embargo, las cepas A76 y A77 son

deficientes en PDIM.

Para estudiar la variabilidad de estos caracteres se disefid el experimento descrito

en la figura 4.19.
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Figura 4.19. Esquema seguido en el estudio de la variabilidad de los fenotipos rojo neutro y PDIM.

4.4.1. Analisis de la heterogeneidad poblacional

Se inoculd un cultivo de M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) con un
precultivo en fase exponencial, y se incub6 durante 7 dias. Transcurrido este tiempo se
sembr6 un banco de diluciones en placas de medio 7H10, y con el resto del cultivo se
prepararon células electrocompetentes que se sometieron a un pulso de electroporacion
(sin DNA), sembrandose un banco de diluciones en medio 7H10, tras una incubacion

previa de 24 h.

De cada experimento se escogieron 60 colonias aisladas, y se resembraron para
tener una buena cantidad de células para los posteriores analisis. La tincion con rojo
neutro de 50 de los clones aislados directamente del cultivo resulté en 8 RN y 42 RN".
Y, del mismo modo, de 50 clones procedentes de la electroporacion, 8 fueron RN vy el

resto RN™.

Para analizar si la electroporacion de DNA afectaba a la frecuencia de clones
RN, se repitid6 el experimento pero electroporando el pldsmido pMV261. Se
resembraron 98 transformantes Km" y se analizo la presencia del plasmido en 80 de
ellos, transformando E. coli con lisados de las colonias. En total se comprobd que 61

clones eran transformantes, de los cuales 60 fueron RNy 1 RN
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Estos resultados mostraban, por tanto, que la variabilidad del fenotipo rojo

neutro es independiente del proceso de electroporacion.

A continuaciéon, se estudid el contenido lipidico de los 8 clones RN
(denominados C4, C19, C21, C28, C32, C41, C44, C50) y de 8 clones RN* (C3, C20,
C22, C27, C31, C42, C43, C49) aislados directamente del cultivo de M. tuberculosis
H37Rv, utilizando la cepa parental y la cepa H37Ra como controles. Todas las cepas
sintetizaban TDM, DAT y PIM (Fig. 4.20B y C); y todas, excepto M. tuberculosis
H37Ra, producian PAT y SL (Fig. 4.20A y B-C). Asi mismo, se analiz6 el patrén de
acidos micolicos de 5 clones RN (C21, C28, C32, C44, C50) y de 3 clones RN' (C22,
C31, C42), no detectandose diferencias respecto a las cepas H37Rv y H37Ra (Fig.
4.20D). En cambio, cuando se determind la produccion de PDIM, se hall6 que s6lo 3 de

los 16 clones analizados los sintetizaban: el C42 (RN"), el C44 (RN") y el C49 (RN")
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Figura 4.20. Analisis de la composicién lipidica de los clones RN" y RN". CCF de los lipidos libres
totales (0,4 mg): A) PAT; B) TDM, SL y DAT; CHCl;:CH;0H:H,0 30:8:1; y C) PIM. D) CCF de los
acidos micolicos (0,2 mg-0,4 mg). Los resultados fueron similares en el resto de cepas analizadas.
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(Fig 4.21A y B). Ademas, en comparacion con las cepas H37Rv y H37Ra, los clones
C42 y C49 producian una cantidad mayor de estos lipidos (Fig 4.21B).

La sintesis de PDIM también se analiz6 en 4 clones RN" (E7, El11, E18, E36) y
4 clones RN (E8, E12, E17, E35) procedentes de la electroporacion sin DNA,
detectandose solo en los clones RN E7, E18 y E36 (Fig. 4.21C). Estos tres clones

producian también una cantidad mayor de PDIM que la cepa salvaje H37Rv.
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Figura 4.21. Analisis de los lipidos no polares de los
clones de M. tuberculosis RN" y RN". A) 0,4 mg de
y lipidos no polares. B) 0,4 mg de lipidos totales.
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Estas observaciones indicaban que, si bien un cultivo de M. tuberculosis era
homogéneo en cuanto a la sintesis de la mayoria de los lipidos de la envuelta celular, era
heterogéneo en cuanto a la produccion de PDIM. Es decir, a partir de una cepa PDIM "
se aislaban clones PDIM , en un proceso independiente de la electroporacion. Estos
mutantes PDIM  constituian la poblacion mayoritaria de la cepa H37Rv mantenida en el

laboratorio, lo que explicaria la baja cantidad de PDIM extraidos de esta cepa.

155



Resultados

4.4.2. Analisis de la estabilidad clonal

Para estudiar si el fenotipo de los clones aislados en el experimento anterior era

estable, se eligieron 6 cepas RN (C19, C21, C28, C32, C44, C50) y 4 cepas RN" (C20,

C22, C27, C49), las cuales se incubaron en medio liquido durante 7 dias para sembrar,

posteriormente, un banco de diluciones en medio s6lido. Las colonias asi obtenidas se

resembraron para tener masa celular suficiente para realizar la tincién. El nimero de

clones analizados en cada caso y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Tincién con rojo neutro de clones derivados de 6 cepas RN y 4 cepas RN™.

N° de clones

Fenotipo inicial Cepa . N° de clones RN~ N° de clones RN"
analizados
C19 50 50 0
C21 50 50 0
C28 50 50 0
RN C3% 50 49 1
66 66 0
154 112 42
C44*
66 59 7
C50 72 72 0
C20 56 0 56
C22 58 0 58
N 60 0 60
RN C27*
66 0 66
168 0 168
C49*
66 0 66

*Se muestran los resultados de 2 experimentos independientes.

. + .
Todos los clones analizados procedentes de las cepas RN mantuvieron el

fenotipo RN". Este resultado sugeria que las frecuencias de clones RN~ observadas en el

anterior experimento serian el resultado de la acumulaciéon de estos mutantes y no las

tasas de mutacion reales. En cambio, los resultados con las cepas RN fueron diversos.

Los clones aislados de las cepas C19, C21, C28 y C50 fueron todos RN , mientras que

un clon procedente de la cepa C32 reverti6 a RN". El fenotipo de los clones aislados de

la cepa C44 (RN ) fue el mas variable, con la aparicion de un 27% y un 10% de clones

RN" en 2 experimentos independientes. Asi pues, el fenotipo RN no era tan estable

. + , . . ., .
como el fenotipo RN, observandose con una cierta frecuencia la reversion al fenotipo

salvaje.
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Asi mismo, para analizar la estabilidad del fenotipo PDIM se obtuvieron los
lipidos no polares de 25 clones procedentes de la cepa C27 (RN', PDIM ), 25 clones
procedentes de la cepa C32 (RN, PDIM ), 25 clones procedentes de la cepa C49 (RN,
PDIM"), y 25 clones procedentes de la cepa C50 (RN, PDIM ). En todos los casos se
mantuvo el fenotipo PDIM de la cepa original. Esto indicaria que la elevadisima
frecuencia de mutantes PDIM observada en el primer experimento seria,
efectivamente, consecuencia de su acumulacion con los sucesivos cultivos de la cepa en

el laboratorio.
4.4.3. Analisis comparativo del transcriptoma de las cepas H37Rv, C27, C32 y C49

Para intentar dilucidar la base genética de las variaciones observadas en los
fenotipos rojo neutro y PDIM, se comparé la expresion génica global de una cepa RN
(C32) con la de tres cepas RN" [C27, C49 y H37Rv (ATCC 27294)], y de dos cepas
PDIM ™ (C32 y C27) con la de dos cepas PDIM' [C49 y H37Rv (ATCC 27294)]. En el
Anexo se muestran los valores de expresion normalizados de los genes con una

expresion significativamente diferente en las distintas comparaciones realizadas.

La comparacion del transcriptoma de la cepa C32 (RN ) con los de las cepas
C27 y H37Rv (RN"), no permiti6 detectar ningn gen con una expresion
significativamente diferente. Sin embargo, cuando la misma cepa C32 se contrastd con
la cepa C49 (RN") se detectaron 5 genes con una expresion diferencial: el gen Rv1576¢
que codificaria la proteina de la capside del profago phiRvl (inducido 3,9 veces,
p=0,039); el operén formado por los genes Rv3160c-Rv3161c que codifican un posible
regulador transcripcional y una dioxigenasa (inducidos 3,7 y 4,9 veces respectivamente,
p=0,039); el gen Rv3312A cuyo producto es un antigeno secretado que formaria los
recién descritos pilis de M. tuberculosis (Alteri et al., 2007) (reprimido en un factor de
0,5 p=0,0375); y el gen Rv3706¢ que codifica una proteina conservada rica en prolina,

de funcion desconocida (reprimido en un factor de 0,4 p=0,0198).

Si se agrupaban las tres cepas RN" (C27, C49 y H37Rv), y se comparaban con la
cepa C32 (RN ) aparecian 4 genes con una expresion diferencial significativa (Fig. 4.22
y Tabla 8.6 en Anexo): el gen Rv2452¢c que codifica una pequefia proteina hipotética de
funcion desconocida (inducido 2,8 veces en la cepa RN, p=0,0481); los genes
Rv3160c-Rv3161c (inducidos 3,2 y 4,1 veces en la cepa RN , p=0,0365 y p=0,0402); y

el gen Rv3706C con una expresion 2 veces inferior en la cepa RN (p=0,0365). Estos
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tres ultimos genes también habian presentado una expresion diferencial al comparar la
cepa C32 con la cepa C49. Por lo tanto estos genes, o alguno/s de ellos, podrian estar

relacionados con el fenotipo RN de la cepa C32.
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Figura 4.22. Genes diferencialmente expresados en la cepa C32 (RN") respecto a las cepas RN".
Valor de la expresion de cada gen A) segin el fenotipo rojo neutro, y B) en cada cepa analizada. Los
genes estan coloreados segiin el nivel de expresion en la cepa C32. Gréficas generadas por el
programa GeneSpring.

En cuanto al fenotipo PDIM, cuando se comparé la cepa C27 (PDIM ) con la
cepa H37Rv (PDIM") se detectaron 2 genes con una expresion disminuida: el gen
Rv2940c o mas (0,4 p=0,0164) que codifica la sintasa de acidos micocerdsicos de los
PDIM; y el gen Rv3562 o fadE31 (0,6 p=0,042), una posible acil-CoA deshidrogenasa
(Tabla 8.7 en Anexo). El gen mas de sintesis de PDIM se encontraba también reprimido
en la cepa C27 (PDIM ) en comparacion con la cepa C49 (PDIM"), si bien en este caso
el nimero de genes con una expresion diferencial ascendi6 hasta 22 (Tabla 4.5, y Tabla
8.8 en Anexo). Asi mismo, si se agrupaban las dos cepas PDIM (C27 y C32) y se
comparaban con las dos cepas PDIM" (C49 y H37Rv), el tinico gen que presentaba una
expresion significativamente diferente era el gen mas (Fig. 4.23), que se encontraba
reprimido en un factor de 0,4 en las cepas PDIM ™ (p=7,8x10). Por lo tanto, la menor
expresion de este gen en las cepas C27 y C32 explicaria, muy probablemente, la

ausencia de PDIM en estas cepas.
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Figura 4.23. Expresion del gen mas en las cepas PDIM y en las cepas PDIM". A) Expresion segtn el
fenotipo PDIM. B) Expresion en cada cepa. El color corresponde a la expresion en las cepas PDIM y
en la cepa C27, respectivamente. Graficas generadas por el programa GeneSpring.

Tabla 4.5. Genes diferencialmente expresados en la cepa C27 respecto a la C49.

Factor de Valor

Gen e T Descripcion
Rv0244c (fadE5) 0,5 0,0178 - Probable acil-CoA deshidrogenasa
Rv0284 0,5 0,0432 - Proteina de membrana conservada
Rv0286(PPE4) 0,6 0,036 - Miembro de la familia de proteinas PPE
Rv0288 (cfp7 0 TB10.4) 0,4 0,0376 - Antigeno rico en alanina de la familia ESAT-6
Rv0314c 0,7 0,0178 - Proteina de membrana conservada
Rv0469(umaA) 0,6 0,0471 - Sintesis/modificacion de los acidos micolicos
Rv0634B (rpmG2) 0,6 0,0178 - Posible proteina ribosémica L33
Rv0909 0,6 0,0336 - Proteina hipotética conservada
Rv0965c 0,6 0,0471 - Proteina hipotética conservada
Rv1169c (PE11) 0,5 0,0315 - Miembro de la familia de proteinas PE
Rv1172c (PE12) 0,7 0,0463 - Miembro de la familia de proteinas PE
Rv1460 0,6 0,0442 - Probable regulador transcripcional
Rv1899c(IppD) 0,6 0,0178 - Probable lipoproteina
Rv1980c (mpt64) 0,6 0,0178 - Proteina inmunogénica exportada

- Alquil hidroxiperoxido reductasa. Respuesta al

Rv2428 (ahpC) 0.5 0,0463 estrés oxidativo y resistencia a la isoniazida
Rv2472 0,6 0,0471 - Proteina hipotética conservada

Rv2816¢ 0,6 0,0178 - Proteina hipotética conservada

Rv2940c (mas) 0,3 0,025 - Acido micocerésico sintasa
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Factor de

Valor

Gen represi()nl el Descripcion
- Corismato-piruvato liasa implicada en la sintesis
Rv2949c 0.5 0,0432 de derivados del acido p-hidroxibenzoico y PGL
Rv2956 0,6 0,0463 - Proteina hipotética conservada
Rv3019c 0,5 0,025 - Proteina de la familia ESAT-6
Rv3269 0,4 0,0471 - Proteina hipotética similar a chaperonas

'Cociente entre la expresion en la cepa C27 y la expresion en la cepa C49.
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5. Discusion

5.1. Los genes Rv0576-Rv0577 y la tincion con rojo neutro

Desde la década de 1950 se sabe que las cepas virulentas de M. tuberculosis
pueden distinguirse de las cepas avirulentas y de las micobacterias saprofitas por su
capacidad de adsorber el colorante rojo neutro en su forma catidnica roja. Aunque
inicialmente se atribuy6 esta reaccion al SL, trabajos posteriores refutaron esta relacion
(Soto, C. Y., 2002; Andreu et al., 2004a) y, por lo tanto, reabrieron la pregunta de cual
era la molécula responsable de este comportamiento en las cepas virulentas de

M. tuberculosis.

En nuestro laboratorio, en colaboracion con los laboratorios de la Dra. Marina
Luquin (UAB) y del Dr. Carlos Martin (Universidad de Zaragoza), se inici6 un estudio
para intentar establecer las bases moleculares de la tincion con rojo neutro. Se construyo
una cosmidoteca de M. tuberculosis H37Rv en M. smegmatis y se seleccionaron los
clones recombinantes RN (Soto, C. Y., 2002). Esta estrategia permitié demostrar que la
expresion heteréloga del gen Rv0577 en M. smegmatis era suficiente para conferir a este
microorganismo la capacidad de fijar el rojo neutro en su forma acidica (Andreu et al.,
2004b). Asi mismo, se establecid que este gen formaba un operon con el gen Rv0576, el
cual codificaba un posible regulador transcripcional (Andreu et al., 2004b). El siguiente
paso, y objetivo principal de esta tesis, era estudiar la implicacion de los genes Rv0576-

Rv0577 en la tincion con rojo neutro en M. tuberculosis.

5.1.1. Obtencion de los mutantes Rv0576 y Rv0577 y estudio de la funciéon de la
proteina Rv0576

En primer lugar, se construyeron los mutantes por delecion de cada uno de los
dos genes Rv0576 y Rv0577, generandose las cepas M. tuberculosis A76 y A77
(apartado 4.1). El hecho de que ambas cepas resultaran ser RN apoyaba la implicacion
de ambos genes en dicho fenotipo. Ademas, el analisis mediante Western-blot indicaba
que la cepa A76 sobreexpresaba la proteina Rv0577, lo que estaria de acuerdo con la

funcion reguladora propuesta para Rv0576.
Inicialmente, estos resultados podian explicarse en base a dos hipdtesis:

1.- La tinciéon con rojo neutro dependeria directamente de la presencia de la

proteina Rv0577 en una concentracion critica. El fenotipo RN de los dos mutantes seria
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debido a una concentracion inadecuada de la proteina Rv0577, la cual se encontraba
ausente en la cepa A77 y sobreproducida en la cepa A76. La funcién del gen Rv0576

seria controlar la expresion del gen Rv0577.

2.- Ademas del gen Rv0577 (que seria esencial para la tincion), existirian otros
genes adicionales implicados en el fenotipo RN en M. tuberculosis. La proteina
Rv0576 regularia no s6lo la expresion del gen Rv0577 sino también la de estos otros

genes hipotéticos.

Para esclarecer cudl de estas dos hipdtesis era correcta, se estudid la funcion de
la proteina Rv0576 mediante fusiones transcripcionales y el andlisis de la expresion
global con microchips de DNA. Los resultados de las fusiones con el promotor del
operon Rv0576-Rv0577 nos permitieron confirmar que la proteina Rv0576 era,
efectivamente, un regulador transcripcional que reprimia la expresion del operon. Este
resultado se corrobord con el andlisis por microchips que mostrd, ademds, que la
proteina Rv0576 regulaba unicamente la expresion del operén Rv0576-Rv0577
(apartado 4.2.2).

Aun asi, no se puede descartar la posibilidad de que, en presencia de algiin
estimulo desconocido o condiciéon ambiental diferentes de las utilizadas en los ensayos,
la proteina Rv0576 pueda regular la expresion de otros genes. En este sentido cabe
destacar que los genes Rv0576-Rv0577 no aparecen desregulados en ninguno de los
multiples trabajos en que se ha analizado la expresion global de M. tuberculosis en
respuesta a diversas condiciones ambientales (estrés térmico, anaerobiosis, privacion de
nutrientes, etc.) y durante la infeccion in vivo (Stewart et al., 2002; Fisher et al., 2002;
Betts et al., 2002; Schnappinger et al., 2003; Dahl et al., 2003; Bacon et al., 2004;
Talaat et al., 2004, entre otros). Por lo que no parece que la expresion de los genes
Rv0576-Rv0577 responda a ninguno de estos estimulos. Esto podria sugerir que la
funcioén de la proteina Rv0576 seria tinicamente mantener un bajo nivel de expresion del

operén Rv0576-Rv0577, en las condiciones examinadas hasta el momento.

En realidad, los reguladores de la familia SmtB/ArsR, a la que pertenece
Rv0576, acostumbran a funcionar como represores en ausencia de un inductor,
generalmente un metal. La union del inductor a la proteina reguladora inhibe la union de
ésta al operador, con lo que se activa la expresion de los genes regulados (Busenlehner

et al., 2003). En el caso de que la proteina Rv0576 se comportara de forma similar,
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podemos imaginar que dicho inductor hipotético no se hallaba presente a la
concentracion adecuada en ninguna de las condiciones ensayadas ya que se detecto la
represion de un gen y, por lo tanto, no hay ningln indicio que nos haga presuponer que

no reprimiria también los otros posibles genes regulados.

También cabria la posibilidad de que la variabilidad inherente a la tecnologia de
los microchips de DNA, especialmente en el andlisis de la expresion, nos haya impedido
detectar otros genes regulados (ver apartado 8.3 en Anexo). Si esto fuera asi, la posible
secuencia de union del regulador, identificada en la regiéon promotora del operdn
Rv0576-Rv0577 (Fig. 4.15), podria encontrarse en otros promotores del genoma de
M. tuberculosis. Sin embargo, cuando realizamos un analisis bioinformatico de dicho
genoma, buscando secuencias similares, no pudimos encontrar ninguna, ni siquiera
permitiendo 3 mutaciones en cada una de las repeticiones (busqueda de patrén en el
genoma de M. tuberculosis, en regiones de 200 pb anteriores al codon de inicio de
traduccion, realizada en el TubercuList http://genolist.pasteur.fr/TubercuList/). Es decir,
parece que en el genoma no existen otras secuencias diana para el regulador Rv0576,

aparte de la existente en su propio promotor.

Conjuntamente, estas observaciones desmentirian la hipotesis de que el fenotipo
RN de la cepa A76 fuera debido a la existencia de otros genes implicados en la tincion,
desregulados en ausencia de la proteina Rv0576. Por lo tanto, con los resultados
analizados hasta el momento, pareceria que la explicacion mas plausible del fenotipo
RN de las dos cepas mutantes, A76 y A77, seria que la tinciéon con rojo neutro

dependiera de unos niveles criticos de la proteina Rv0577.

Una tercera hipotesis que podria explicar el fenotipo RN de la cepa A76, seria
que la proteina Rv0576, ademas de ser un regulador transcripcional, realizara alguna
otra funcion que interviniera en la reaccioén con rojo neutro. En realidad, esta proteina es
bastante mas larga que la mayoria de reguladores SmtB/ArsR. Asi, mientras que el
extremo N-terminal de Rv0576 es similar a los reguladores de esta familia, el extremo
C-terminal es similar a proteinas hipotéticas y contiene el dominio conservado DUF704
(Pfam05146.6), de funcion desconocida pero presente en muchas proteinas bacterianas

y eucariotas'. Dentro del género Mycobacterium, los genes Rv0576-Rv0577 parecen

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=pfam05146
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estar restringidos al complejo M. tuberculosis (Huard et al., 2003; y BLAST con
genomas finalizados y en progreso de otras micobacterias®). Sin embargo, la reciente
secuenciacion del genoma de Rhodococcus sp. RHA1 (McLeod et al., 2006) ha
mostrado que un operon similar se halla también en este microorganismo, pero el gen
equivalente a Rv0576 aparece dividido en 2 ORFs que codificarian el regulador
transcripcional (78% de similitud con la region N-terminal de Rv0576) y la proteina con
el dominio DUF704 (75% de similitud con la regiéon C-terminal de Rv0576),
respectivamente. Esto respaldaria la hipotesis de que la proteina Rv0576 sea el resultado
de la fusion de un regulador transcripcional y de otra proteina de funciéon desconocida.
Atn asi, el gen Rv0576, ausente en el genoma de M. smegmatis, no es necesario para la
complementacion heterdloga de M. smegmatis (Andreu et al., 2004b), ni confiere el
fenotipo RN" por si mismo (resultados no presentados). Por lo tanto, aunque esta
proteina tuviera otra funcidon, ademas de la de regulador transcripcional, no parece que

¢ésta estuviera implicada la tincion.
5.1.2. Comprobacion de las cepas mutantes Rv0576 y Rv0577

Sea como fuera que ambas cepas mutantes eran RN , el siguiente paso para
demostrar la relacion de una determinada mutacion con un fenotipo es reintroducir una
copia salvaje del gen y analizar si se restablece el fenotipo salvaje. Inicialmente, se
intent6 sin éxito complementar las cepas A76 y A77 con la copia salvaje del respectivo
gen, utilizando un vector de expresion integrativo (apartado 4.3.1). Puesto que, en
ocasiones, la complementacion se puede ver afectada por los niveles de expresion de la
copia salvaje introducida y, en efecto, el andlisis por microchips demostréo que en la
cepa A76::Rv0576 el gen Rv0576 estaba inducido y el gen Rv0577 reprimido (Tabla
4.1), intentamos entonces restablecer el fenotipo RN' en las cepas A76 y A77
expresando cada gen desde el promotor natural del operdn, para que se pudiera regular
la expresion. Sin embargo, con esta estrategia tampoco conseguimos complementar el
fenotipo RN de ninguna de las dos cepas mutantes. Por ultimo, transformamos las
cepas A76 y A77 con el operdn completo, incluyendo la region promotora. En esta

ocasion si que se recuperé el fenotipo RN en la cepa A76, pero no en la cepa A77.

? http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/MICROBES/microbial _taxtree.html
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Estos resultados podrian ser debidos a que los niveles de expresion de los genes
Rv0576-Rv0577 fueran criticos para conseguir el fenotipo RN, explicacion que también
habiamos atribuido al fenotipo RN de las dos cepas mutantes. Sin embargo, esta
hipodtesis quedd descartada al sobreexpresar el regulador Rv0576 en la cepa salvaje
H37Rv, sin que esto afectara a la tincidn positiva de la cepa resultante (apartado 4.3.2).
Asi mismo, la posibilidad de que la mutacion del gen Rv0577 fuera de algin modo
dominante sobre la copia salvaje, y ello nos hubiera impedido complementar el fenotipo
rojo neutro de la cepa A77, se puede rechazar también al haber aislado al menos 2
clones que eran RN y poseian una copia mutada y una salvaje del gen Rv0577 [cepa

H37Rv (pMV261A77)] (apartado 4.3.2).

Conjuntamente, estos resultados apuntarian a que (1) durante el aislamiento de
las cepas A76 y A77 se habria producido una segunda mutacion responsable del fenotipo
RN ; y (2) que durante la obtencion de la cepa A76 (pSUM36+76+77), que resultd ser
RN", esta mutacion habria revertido o se habria producido una tercera mutacion
compensatoria. La confirmacion definitiva de que no existe ninguna relacion directa
entre los genes Rv0576-Rv0577 y la tincion con rojo neutro en M. tuberculosis, se
obtuvo al repetir la construccion de los mutantes en estos genes y conseguir aislar varios
mutantes independientes RN' (apartado 4.3.3). Asi mismo, el analisis de los
recombinantes simples y de los dobles recombinantes obtenidos durante el proceso de
construccion de los mutantes, demostré que los fenotipos RN" y RN son totalmente
independientes del genotipo Rv0576-Rv0577, reafirmando la existencia de mutaciones

adicionales.
5.1.3. Estudio del fenotipo RN y PDIM de las cepas A76 y A77

Habiéndose demostrado que los genes Rv0576 y Rv0577 no estan implicados en
la tincidén con rojo neutro ni en la sintesis de PDIM, ;cual o cudles serian las causas de
los fenotipos RNy PDIM de las cepas A76 y A77? En primer lugar, recalcar de nuevo
que estos dos fenotipos no estan relacionados entre si, ya que los recombinantes simples
H37Rv::pINILA76gm y H37Rv::pINILA77gm, de los que derivaron los mutantes, eran
RN pero sintetizaban PDIM (apartado 4.3.3). Por lo tanto, primero se habria producido
la mutacion responsable del fenotipo RNy, mas tarde en el proceso de obtencion de los

mutantes, se habria producido alguna otra mutacion, causando la deficiencia en PDIM.
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La independencia de estos dos fenotipos se ve confirmada en la cepa A76

SUM36+76+77), que revierte a RN" pero sigue siendo PDIM
(p q p g

Con el objetivo de identificar las mutaciones responsables de estos fenotipos,
analizamos y comparamos los resultados de expresion global de la cepa salvaje H37Rv
(ATCC 27294) y las cepas A76 (RN y PDIM ) y A76::Rv0576 (RN ). La expresion de
los genes del locus PDIM fue similar en las tres cepas (Tabla 8.4 en el Anexo). Y los
unicos genes con una expresion significativamente diferente en las dos cepas RN
respecto a la cepa RN' fueron los genes Rv1182-Rv1183, reprimidos, y los genes
Rv0097-Rv0098, inducidos.

Como ya se ha comentado, en M. tuberculosis H37Rv Pasteur (utilizada en la
obtencion de la cepa A76), el gen que codifica la policétido sintasa Msl3 presenta una
mutacion sin sentido que lo divide en 2 ORFs (Rv1180 y Rv1181), y es la causa de la
deficiencia de PAT en esta cepa (Dubey et al., 2002). La parada en la traduccion del
ORF Rv1180 podria afectar a la uniéon de los ribosomas al mRNA del operon,
disminuyendo su vida media. Esto podria explicar los bajos niveles de expresion de los
siguientes ORFs del operén (Rv1182-Rv1183) detectados en las cepas A76 y
A76::Rv0576, en comparacion con la cepa H37Rv ATCC 27294 que no presenta esta
mutacion. Por lo tanto, la represion de estos genes en las cepas A76 y A76::Rv0576
probablemente no estaria relacionada con su fenotipo RN (ni con el fenotipo PDIM de

la cepa A76).

Por otra lado, los genes Rv0097-Rv0098 que forman parte del operon Rv0096-
Rv0101 (Parish et al., 2003; Hotter et al., 2005), se han relacionado recientemente con
la sintesis de PDIM y PGL (Hotter et al., 2005). Estos autores aislaron de 2 librerias de
mutantes por transposicion de M. bovis, sendos mutantes avirulentos que presentaban el
transposon insertado en el gen correspondiente al Rv0097 de M. tuberculosis. Estos
mutantes no sintetizaban PDIM ni PGL, por lo que los autores concluyeron que estos
genes estaban implicados en la sintesis de dichos lipidos, quizd participando en la
produccion de los precursores de las cadenas ftiocerol y de los acidos micocerdsicos.
Ademas probaron que, si bien la insercion del transposén afectaba negativamente a la
expresion de los genes situados en 3’, el gen Rv0096 estaba inducido, lo que sugeria la
existencia de algin tipo de mecanismo de retrorregulacion (Hotter et al., 2005). De

forma similar, podriamos especular que las cepas A76 y A76::Rv0576 podrian tener
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alguna mutaciéon en estos genes que afectara a la funcion de alguna de las proteinas
Rv0096-Rv00101; y que ésta seria la causa de la deficiencia de PDIM y de la induccién
de los genes Rv0097-Rv0098 por retrorregulacion.

Sin embargo, la implicacion de estos genes en la sintesis de PDIM y PGL no
queda suficientemente clara en el trabajo de Hotter y colaboradores, ya que no
demuestran que no haya otros transposones insertados en los mutantes, ni afiaden
pruebas adicionales que apoyen las posibles funciones de las proteinas codificadas o que
relacionen las mutaciones con el fenotipo PDIM PGL . Recientemente, un estudio ha
mostrado que el factor sigma SigM de M. tuberculosis regula positivamente el operén
Rv0096-Rv0101, mientras que reprime el operén de sintesis de PDIM-PGL (Raman et
al., 2006). Estos autores sugieren una explicacion alternativa a la ausencia de PDIM-
PGL en los mutantes de M. bovis del trabajo anterior. Proponen que el operén Rv0096-
Rv0101 seria responsable de la biosintesis de un producto hipotético, que nada tendria
que ver con los PDIM-PGL, el cual reprimiria la expresion de SigM. Asi, en los
mutantes de M. bovis la expresion de SigM estaria desreprimida, con lo que el factor
sigma SigM reprimiria los genes de sintesis de PDIM-PGL, a la vez que induciria el gen
Rv0096 (Raman et al., 2006). No obstante, en las cepas A76 y A76::Rv0576 los niveles
de expresion de sigM y de los genes del locus PDIM son similares a los de la cepa
H37Rv (Tabla 8.4 en Anexo), por lo que la regulacion de sigM por el producto de los
genes Rv0096-Rv0101 parece poco probable.

Aparte de la posible relacion de estos genes con la sintesis de PDIM, no
podemos descartar, como sugieren Raman y colaboradores, que estas proteinas
sinteticen algun otro producto, y que éste pudiera estar implicado en la tincidon con rojo
neutro. En este caso, la ausencia de este compuesto hipotético en las cepas A76 y
A76::Rv0576 causaria el fenotipo RNy la induccion de los genes Rv0097-Rv0098. Pero
tampoco podemos excluir que la diferente expresion de estos genes responda
simplemente a diferencias entre las cepas H37Rv Pasteur y ATCC 27294, como sucede
con los genes Rv1182-Rv1183. Esta ultima explicacion probablemente sea también
valida para los otros genes desregulados en la cepa A76::Rv0576 respecto a la cepa

H37Rv ATCC 27294.

Por ultimo hay que resaltar también la posibilidad de que no se hayan detectado
los genes implicados en la tincién o en el fenotipo PDIM por problemas inherentes al

analisis de la expresion global con microchips (ver apartado 8.3 en Anexo), o porque
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este tipo de andlisis no permite detectar mutaciones que no afecten a la expresion pero si
a la funcion proteica (como, por ejemplo, mutaciones puntuales). En cualquier caso, los
resultados obtenidos no nos permiten extraer ninguna conclusion clara sobre la causa de

los fenotipos RNy PDIM  de las cepas A76 y A76::Rv0576.
5.1.4. Reinterpretacion de los resultados previos obtenidos en M. smegmatis

Otro aspecto que debemos tratar aqui es como reinterpretar la obtencion, previa
a este trabajo, de clones recombinantes de M. smegmatis Rv0577" y RN" (apartado
1.10.2.2 de la Introduccion). En primer lugar, hay que resaltar el hecho de que la tincion
con rojo neutro no parece ser una reaccion especifica, en el sentido de que no existe un
unico componente celular capaz de reducir y fijar el rojo neutro. Esta observacion
resulta evidente de los diferentes trabajos en que se intentd establecer el mecanismo de
la tincidn; ya que en todos los casos consiguieron aislar algiin compuesto que unia el
rojo neutro en su forma acida: el peptidoglicano (Asselineau y Lederer, 1950), acidos
grasos (Kolbel, H., 1957), proteinas (Hirsch y Cattaneo, 1958) y, finalmente, el SL y
fosfolipidos (Middlebrook et al., 1959). Asi mismo, el trabajo de Soto demostrd que los
diferentes lipidos purificados de M. tuberculosis H37Rv y H37Ra y de M. smegmatis
retenian una cantidad comparable de rojo neutro y, por lo tanto, el resultado no era
extrapolable a lo que sucedia en la célula completa (Soto, C. Y., 2002). Asi pues, no
todo compuesto capaz de fijar el rojo neutro en su forma acida conferird a la
micobacteria el fenotipo RN"; es necesario también que esté adecuadamente situado y
accesible, lo que depende a su vez de la arquitectura y composiciéon de la envuelta

celular, y determina, finalmente, la especificidad de la tincion de las células.

Con la experiencia acumulada a lo largo del presente trabajo, podemos pensar
ahora que quizas M. smegmatis no era un buen huésped heterélogo para aislar los genes
implicados en la tincion, puesto que la parte mas externa de su envuelta celular difiere
considerablemente de la de M. tuberculosis. Asi, M. smegmatis no sintetiza SL, PAT,
DAT ni PDIM; y produce, en cambio, grandes cantidades de glicopeptidolipidos,
ausentes en la envuelta de M. tuberculosis (Ortalo-Magné et al., 1996; Etienne et al.,
2005). En ambos microorganismos, los lipidos caracteristicos de la especie se
encuentran en la parte mas externa de la pared celular junto con los mas ubicuos
fosfolipidos y PIM; mientras que el TDM se encuentra en capas mas profundas (Ortalo-
Magné et al., 1996). En cambio, los TAG y TMM situados internamente en

M. tuberculosis, se hallan mas expuestos en M. smegmatis (Ortalo-Magné et al., 1996).
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Asi mismo, la capsula de M. smegmatis estd formada principalmente por proteinas,
mientras que en M. tuberculosis el componente mayoritario son polisacaridos. Ademas
M. tuberculosis libera durante el crecimiento grandes cantidades de este material
capsular al medio de cultivo, mientras que la cantidad liberada por M. smegmatis es
minima (Lemassu et al., 1996; Ortalo-Magné et al., 1995). Recientemente, un estudio
ha comparado la envuelta celular de la cepa altamente transformable M. smegmatis
mc®155 con la de la cepa parental ATCC 607, detectando ciertas diferencias (ausencia
de lipooligosacaridos y de los glicopeptidolipidos mas polares en mc’155, y algunas
diferencias en la localizacién de varios glicolipidos y fosfolipidos), que se traducen en
importantes cambios en las propiedades de la superficie celular (Etienne et al., 2005).
Este trabajo demuestra que pequefos cambios en la composicién y estructura de la
envuelta celular pueden tener importantes implicaciones a nivel celular. Por lo tanto, la
envuelta celular de M. smegmatis dificilmente puede servir como modelo para estudiar
la tincion de M. tuberculosis, y cualquier gen cuyo producto fuera capaz de localizarse
apropiadamente en la envuelta y reducir el rojo neutro, conferiria el fenotipo RN" a

M. smegmatis.

Asi pues, una posible explicacion del fenotipo RN’ de los clones de
M. smegmatis Rv0577" seria que la proteina Rv0577 se acumulara en la parte externa de
la envuelta celular de M. smegmatis y que tuviera algun tipo de actividad capaz de
reducir el rojo neutro. La proteina Rv0577 presenta dos dominios conservados de
enzimas relacionados con la lactoilglutation liasa (Blastp scores E-value=1x107'y
3x10"%). Estos enzimas pertenecen a una superfamilia de proteinas de funciones
diversas, pero con un motivo comun BoB3 que contiene 2 6 3 sitios de coordinacion de
metales; estos iones metalicos participan directamente en la catélisis, actuando como
electrofilos (Armstrong, R. N., 2000). Algunas de estas proteinas catalizan una reaccion
que implica la protonacién de sus sustratos, por lo que se podria pensar que la proteina
Rv0577 podria realizar de forma semejante la protonacion del rojo neutro. En
M. tuberculosis la proteina Rv0577 no seria la principal responsable de la tincion, ya
que se halla en baja concentracion y se localiza principalmente en el citoplasma y el
sobrenadante de cultivos liquidos (Huard et al., 2003). En cambio, en los clones
recombinantes de M. smegmatis la proteina tal vez quedara retenida en la pared o la

capsula, de diferente composicion y por lo tanto con unas caracteristicas fisico-quimicas
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distintas, quedando adecuadamente situada para interaccionar con el colorante rojo

neutro.

Dicho esto, no quisiera restarle importancia a M. smegmatis como huésped
heterdlogo para estudiar determinados aspectos de la biologia de M. tuberculosis. Las
ventajas son evidentes: presenta un crecimiento 6 veces mas rapido (3 h-5 h de tiempo
de duplicacion frente a las 24 h de M. tuberculosis); se puede trabajar en un laboratorio
de nivel de seguridad 2, incluso con clones recombinantes transformados con
fragmentos del genoma de M. tuberculosis de hasta 40 kb (Bange et al., 1999); es facil y
eficientemente transformable (Snapper et al., 1990); y expresa eficazmente genes de
otras micobacterias (Bashyam et al., 1996). Los ejemplos en los que M. smegmatis ha
sido un modelo util son muchos y variados; asi, se ha utilizado en diversos trabajos,
incluyendo el presente, para analizar la expresion y regulacion de genes (Santangelo et
al., 2002; Bagchi et al., 2005; entre otros); ha permitido estudiar aspectos comunes de la
fisiologia de las micobacterias, como la sintesis de aminoacidos (Jackson et al., 1996),
la sintesis de LAM (Kaur et al., 2006) o la captacion de hierro (Fiss et al., 1994);
identificar nuevas dianas de farmacos (Banerjee et al., 1994; Zimhony et al., 2000); ¢
incluso aislar un nuevo y prometedor farmaco antituberculoso, la diarilquinolona
R207910 (TMC207 o J) (Andries et al., 2005). Sin embargo, existen también
diferencias entre M. smegmatis y M. tuberculosis, que se deben tener en consideracion
al escoger esta micobacteria saprofita como huésped heterdlogo, y que no permiten

extrapolar ciertas conclusiones (Barry, C. E. 111, 2001b).
5.2. Los genes Rv0576-Rv0577 y la virulencia de M. tuberculosis

Los ensayos de virulencia en el modelo murino de infeccion por aerosol
muestran que las cepas A76 y A77 son altamente atenuadas, tanto en los ratones

inmunodeficientes SCID como en los ratones inmunocompetentes C57BL/6 (apartado

4.1.3).

La patogénesis de la tuberculosis es un proceso complejo, que depende tanto de
componentes del huésped como de la bacteria. En este sentido, si bien es necesaria una
respuesta inmune para controlar la infeccidbn, una respuesta excesiva provoca
inmunopatogenicidad, favoreciendo el avance de la enfermedad. Asi mismo, el
crecimiento bacteriano en ausencia de respuesta inmune puede causar importantes dafios

tisulares, y una rapida y fatal progresion de la tuberculosis. Esto tltimo sucederia en los
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ratones SCID, que carecen de las células efectoras de la respuesta inmune especifica.
Los resultados obtenidos en este modelo indicarian que las cepas A76 y A77 presentan
un defecto en el crecimiento in Vivo y/o son eficientemente controladas por la respuesta
inmune innata, durante las primeras 8 semanas posinfeccion; mientras que los ratones
infectados con la cepa salvaje sucumben rapidamente a la infeccion a partir de la tercera

semana, acusando claramente la ausencia de inmunidad especifica.

Estas observaciones se ven respaldadas por los resultados en los ratones
C57BL/6. La infeccion por aerosol de ratones inmunocompetentes con M. tuberculosis
resulta en un progresivo aumento del numero de bacterias en los pulmones, alcanzando
un maximo a las 3 0 4 semanas coincidiendo con el desarrollo de la inmunidad
especifica (Flynn, J. L., 2006). La infeccion también se disemina a otros érganos como
el bazo, a partir de las 2 semanas. Tras el periodo inicial de infeccién aguda, el nimero
de bacterias permanece estable durante meses gracias al desarrollo de la respuesta
inmune especifica, pero se produce una lenta y progresiva respuesta patologica que,
finalmente, resultard en la muerte del animal (Flynn, J. L., 2006). Este patron se observo
perfectamente en los ratones infectados con la cepa salvaje (Fig. 4.9). Mientras que, en
los ratones infectados con las cepas mutantes, el nimero de bacterias en pulmoén a las 3
semanas posinfeccion fue mucho menor, reflejando de nuevo un defecto en Ia
multiplicacion de estas cepas in vivo y/o un mas efectivo control por parte de la
respuesta inmune innata. Asi mismo, el nimero de bacterias de las cepas mutantes
aumento en la semana 9 para luego estabilizarse, manteniéndose en todo momento una
carga bacilar inferior que en los ratones infectados con la cepa salvaje. Estos resultados
indican un cierto retraso en el desarrollo de la respuesta inmune especifica pero un mas
efectivo control y/o un defecto en el crecimiento in vivo de las cepas mutantes también

durante la fase de persistencia.

En este sentido, el analisis de la respuesta inmune especifica mostrd unos niveles
inferiores de IFN-y y de iNOS en los ratones infectados con las cepas mutantes
(Fig. 4.10), lo que denota una débil respuesta inmune pero se traduce a su vez en una
menor infiltracion y, por lo tanto, en una menor histopatologia (Fig. 4.11 y 4.12). En
realidad, varios estudios sugieren que la respuesta inmune en ratones, en condiciones
normales, es mas fuerte de lo necesaria (Flynn, J. L., 2006). La menor induccion de la
respuesta inmune especifica en los ratones infectados con las cepas A76 y A77 podria

ser consecuencia del menor numero de bacilos y, por lo tanto, de una menor
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estimulacidon inmune, o bien de algun tipo de efecto inmunosupresor. Igualmente son de
destacar los elevados niveles de TNF-a en los ratones infectados con la cepa A77, y de
la quimioquina RANTES en los infectados con ambas cepas mutantes (Fig. 4.10). Estas
dos moléculas son importantes en la formacién y el mantenimiento de los granulomas, y
su mayor expresion probablemente explique la estructura compacta y localizada de los
pocos granulomas hallados en los pulmones de los ratones infectados con las cepas
mutantes (Fig. 4.11). Esta contencion bacilar en los pulmones resultaria también en una
menor diseminaciéon broncdgena y, por lo tanto, en el bajo niimero de bacterias
recuperadas en los lavados broncoalveolares (Fig. 4.9). Por otra parte, no parece que
estas cepas presenten un defecto en la diseminacion ya que el menor niimero de bacilos
en bazo en la semana 3 es proporcional al descenso en el nimero de bacterias en
pulmoén; aunque el defecto en el crecimiento se produce también en este drgano, ya que
la carga bacilar es menor que en los ratones infectados con la cepa salvaje, durante todo

el experimento (Fig. 4.9).

Varios trabajos indican que la proteina Rv0577 estimula la produccion de IL-10
y que activa las células de la respuesta inmune innata via TLR-2 (Huard et al., 2003;
Ho, J. L., 2005). La IL-10, producida por los macrofagos y las células T durante la
infeccidn, inhibe la produccion de IL-12 y, en consecuencia, la de IFN-y. Asi mismo
inhibe la activacion de los macrofagos en respuesta al IFN-y, incluyendo la produccion
de iNOS (Flynn y Chan, 2001). Por lo tanto, la inducciéon de la produccion de IL-10
podria ser responsable de la menor expresion de IFN-y e iNOS en los ratones infectados
con la cepa A76, en la que la produccion de Rv0577 estd inducida; pero no explicarian

la respuesta de los ratones infectados con la cepa A77, deficiente en esta proteina.

Por lo tanto, ;la atenuacidn de las cepas A76 y A77 es debida a las mutaciones en
los genes Rv0576-Rv0577 o es causada por las mutaciones RN y/o PDIM ? El fenotipo
practicamente idéntico de las cepas A76 y A77 abogaria mas por lo segundo, es decir,
responderia a unas mutaciones comunes, las responsables de los fenotipos RN y
PDIM . Esta conclusion estaria respaldada también por los ensayos de virulencia con la
cepa A76::Rv0576, en la que se restablece la sintesis del regulador plenamente funcional
(como prueba la represion del gen Rv0577 detectada con el analisis por microchips) y,
sin embargo, no se recupera en ninguna medida la virulencia, ni en los ratones

inmunocompetentes ni en los inmunodeprimidos (Fig. 4.17 y 4.18). De nuevo se podria
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pensar que la menor expresion del gen Rv0O577 en la cepa A76::Rv0576 resultaria en un
fenotipo similar al del mutante A77, por lo que habria sido interesante disponer de los
resultados de virulencia de la cepa A77::Rv0577. Lo que esta claro es que la deficiencia
de PDIM en estas cepas debe contribuir, al menos en parte, a su atenuacion, ya que
varios trabajos han mostrado que los mutantes en estos lipidos son atenuados (Camacho
etal., 1999; Cox et al., 1999; Rousseau et al., 2004; Cardona et al., 2006). Sin embargo,
los mutantes PDIM son menos atenuados que las cepas A76 y A77, y el defecto en el
crecimiento se produce especialmente durante la fase de infeccion aguda y en pulmoén.
Por tanto, las otras mutaciones presentes en las cepas A76 y A77 (RN y/o las deleciones
de los genes Rv0576-Rv0577, sumado a la ausencia de PAT) estarian contribuyendo

también a su atenuacion.
5.3. Variacion fenotipica de la tincion con rojo neutro y de la sintesis de PDIM
5.3.1. Tincion con rojo neutro

Los resultados obtenidos hasta el momento indicaban que, a partir de un cultivo
de M. tuberculosis H37Rv, se podian aislar con cierta frecuencia mutantes espontaneos
RN . Puesto que anteriormente no se habia observado este fendémeno en la cepa
cultivada en el laboratorio, existia la posibilidad de que estos mutantes se produjeran
como consecuencia de la electroporacion, la cual podria inducir un cierto estrés celular
con el consiguiente aumento en la tasa de mutacion. Para explorar esta hipotesis, se
compararon el numero de mutantes RN aislados directamente de un cultivo y tras la
electroporacion, con o sin DNA (apartado 4.4.1). En las 3 condiciones estudiadas se
aislaron clones RN con una frecuencia similar (del 2 al 16%), lo que sugeria que se
trataba de un proceso independiente de la electroporacion. Aun asi, resulta sorprendente
que en la obtencion de las cepas A76 y A77, los 2 unicos transformantes recombinantes
simples aislados fueran RN , y que en la reconstruccion de estas cepas, en que se partio
de una tnica colonia aislada RN", 9 de 16 transformantes fueran RN ; es decir, la
aparicion de clones RN se produjo con unas tasas mayores que las observadas en el

experimento anterior.

El estudio de la estabilidad de los fenotipos rojo neutro a partir de colonias
aisladas del cultivo de M. tuberculosis mostré que la frecuencia de aparicion de
mutantes RN era muy baja, de hecho, no detectamos ningun mutante RN en el andlisis

de casi 500 clones procedentes de 4 colonias RN (Tabla 4.4). Por tanto, la frecuencia
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de clones RN observada en el experimento anterior (del 2 al 16%) era probablemente el
resultado de una lenta acumulaciéon de mutantes en las sucesivas resiembras que ha
sufrido la cepa en el laboratorio. En cambio, si se detectaron clones RN procedentes de
clones RN , lo que demuestra que el proceso es reversible. Esto respalda la hipotesis de
que el caracter RN" de la cepa A76 (pSUM36+76+77) se debia a una reversion de la
mutaciéon (o a una mutacion compensatoria), mas que a la complementaciéon con los

genes Rv0576-Rv0577.

Estos resultados explicarian por qué existe la idea de que la tincién es estable
durante afios en M. tuberculosis H37Rv (Soto et al., 2002; Cardona et al., 2006). A
pesar de producirse mutantes RN (como demuestra nuestro trabajo), la poblacion
mayoritaria en un cultivo de M. tuberculosis H37Rv sigue siendo RN". Los mutantes
RN pasan desapercibidos, ya que la tincion se realiza sobre gran cantidad de células no
procedentes de colonias aisladas. De hecho, en otras cepas de M. tuberculosis se ha
observado una disminucion en la intensidad de la tincion (Soto et al., 2002). Y un caso
extremo es la cepa MT103, la cual pierde completamente la capacidad de tefiirse con 5 6
6 resiembras, y cuyo fenotipo RN se ha asociado con la ausencia simultanea de SL y

PDIM (Cardona et al., 2006).

Pero ;cual o cuales son las mutaciones responsables del fenotipo RN ? Para
intentar responder a esta pregunta, comparamos la expresion global de una cepa RN
(C32) con la de 3 cepas RN" (C27, C49 y H37Rv) (apartado 4.4.3). Observamos que
habia 4 genes desregulados: el gen Rv3706c, reprimido 2,5 veces en la cepa RN y que
codifica una proteina de funcion desconocida; el gen Rv2452¢ inducido 2,8 veces y que
codifica también una proteina de funcion desconocida; y los genes Rv3160c-Rv3161c,

inducidos 3,7 y 4,9 veces.

El gen Rv3161c codifica una posible dioxigenasa, un tipo de enzima que puede
hidrolizar compuestos aromaticos por hidroxilacién. Varios trabajos han mostrado que
la expresion de este gen se induce en respuesta a determinados farmacos bencénicos, lo
que respalda la probable actividad dioxigenasa de la proteina Rv3161c y sugiere que
podria constituir un nuevo sistema de detoxificacion de M. tuberculosis (Betts et al.,
2003; Waddell et al., 2004; Boshoff et al., 2004). Este gen muy probablemente forme
un operon con el gen Rv3160c, ya que la distancia intergénica es de tan solo 11 pb y
ambos genes estan coinducidos en presencia de los farmacos bencénicos (Betts et al.,

2003; Waddell et al., 2004). El gen Rv3160c codifica un posible regulador
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transcripcional de la familia TetR, familia que en muchos casos se ha asociado con la
regulacion de sistemas de resistencia a antibidticos y de detoxificacion (Ramos et al.,
2005) por lo que podria controlar la expresion de la dioxigenasa en respuesta a
compuestos toxicos. La secuenciacion del gen Rv3160c en la cepa C32 revelé una
mutacion de G a A en el nucledtido 337, que resultaba en el cambio del aminoacido 113
aspartico por asparagina (resultados no mostrados). Este cambio tal vez afecte a la
funcionalidad del regulador Rv3160c, resultando en la desrepresion del operén
Rv3160c-Rv3161c. Teniendo en cuenta la probable actividad dioxigenasa de la proteina
Rv316lc, podria ser que esta proteina, sobreproducida en la cepa C32, modificara
quimicamente el colorante rojo neutro retenido por la célula, resultando en el fenotipo

RN de esta cepa.

Sin embargo, la expresion de los genes Rv3160c-Rv3161c en las cepas A76 y
A76::Rv0576 era similar a la de la cepa H37Rv (resultados no mostrados) por lo que, al
menos en estas cepas, no estarian relacionados con el fenotipo RN . Considerando la
“inespecificidad” de la tincion y los diferentes factores que pueden afectar a la reaccion,
cabe la posibilidad de que diferentes mutaciones resulten en un mismo fenotipo RN ;

asi como que los casos de reversion a RN" sean también debidos a diferentes cambios.
5.3.2. Sintesis de PDIM

El hecho que las cepas A76 y A77 fueran deficientes en PDIM, habiéndose
demostrado que nada tiene que ver con el fenotipo RN ni con las mutaciones en los
genes RvV0576-Rv0577, revelaba que también se podian producir mutantes espontaneos
PDIM. Las cepas A76 y A77 derivaban de sendos clones PDIM"
(H37Rv::pINILA76gm y H37Rv::pINILA77gm) tras 2 resiembras en medio sélido, por
lo que en este caso no se planteaba la posibilidad de que fuera consecuencia de la
electroporacion. Asi, de 16 clones aislados directamente del cultivo de M. tuberculosis
H37Rv 13 fueron mutantes en la sintesis de PDIM, y se aislaron 5 clones PDIM de 8
procedentes de la electroporacion. Estos resultados indicaban que la mayoria de las
células del cultivo de M. tuberculosis eran deficientes en PDIM. Esto explicaria la baja
cantidad de PDIM extraida de la cepa H37Rv mantenida en el laboratorio, en
comparacion con los extractos de la mayoria de los clones recién aislados (Fig 4.21).

Asi mismo, estos resultados reafirmaban una vez mas la ausencia de relacion entre la
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sintesis de estos lipidos y la tincidn con rojo neutro, ya que se aislaron clones RN sin y

con PDIM, y clones RN sin y con PDIM.

El posterior analisis de 25 clones procedentes de 1 clon PDIM' y 75 clones
procedentes de 3 clones PDIM , no permitié detectar ningun nuevo mutante PDIM  ni
ninguna reversion a PDIM". Esto sugiere que la elevada frecuencia de mutantes PDIM
en el cultivo de M. tuberculosis H37Rv seria el resultado de su lenta acumulacion al

mantener la cepa en el laboratorio.

Como ya se ha comentado, en la cepa A76 la expresion de los genes del operdn
de sintesis de PDIM era comparable a la de la cepa H37Rv, y los unicos genes
desregulados que se han relacionado en cierto modo con la sintesis de PDIM eran los
genes Rv0097-Rv0098. En cambio cuando se compard el transcriptoma de las cepas
PDIM (27 y C32 con las cepas PDIM' C49 y H37Rv, se observé que la expresion del
gen mas era significativamente menor (apartado 4.4.3). Por lo tanto, la deficiencia en la
sintesis de PDIM de las cepas C27 y C32 muy probablemente sea debida a la menor

expresion del gen mas.

Otros autores han observado también la aparicién espontdnea y frecuente de
mutantes en la sintesis de PDIM durante la obtencion o el aislamiento de mutantes en
otros genes no relacionados (Domenech et al., 2004; Manjunatha et al., 2006). En uno
de estos trabajos, en que aislaban mutantes resistentes al farmaco PA-824, secuenciaron
el genoma de 5 mutantes (por secuenciacidon comparativa con microchips de
oligonucleotidos) y 3 de ellos presentaban mutaciones en el locus PDIM (2 con
deleciones diferentes y el tercero con una mutacion puntual en fadD26) que nada tenian
que ver con la resistencia al PA-284 (Manjunatha et al., 2006). Estos autores sugieren
que la elevada frecuencia de mutantes PDIM podria ser debida a la gran capacidad

codificante requerida para la sintesis de estos lipidos.

El locus PDIM parece contener todos los genes necesarios para la sintesis de
estos lipidos excepto, tal vez, para la de los precursores del ftiocerol y de los acidos
micocerosicos (revisado en Onwueme et al., 2005). Resulta por tanto sospechoso, el
elevado nimero de mutantes en otras policétido sintasas (Pks15/1, Pks10, Pks12, Pks7 y
Pks11) cuyo fenotipo PDIM se ha relacionado con la implicacion de estas proteinas en
la sintesis de PDIM, sin mayores comprobaciones ni complementaciones (revisado en

Onwueme et al., 2005). Asi, en el caso de la Pks15/1, se ha demostrado que interviene
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unicamente en la sintesis de la cadena fenolftiocerol de los PGL (Constant et al., 2002;
Reed et al., 2004), por lo que el mutante Pks15/1 deficiente en PDIM probablemente
tuviera otra mutacion causante del fenotipo PDIM . También se ha cuestionado la
relacion de la Pks12 con la sintesis de PDIM ya que otro grupo obtuvo (y complement6)
un mutante en este gen y sintetizaba normalmente PDIM, mientras que era deficiente en

manosil-p-1-fosfomicétidos (Matsunaga et al., 2005).

Estas observaciones y los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren
que los mutantes PDIM aparecen espontaneamente y pueden acumularse en la
poblacion hasta representar incluso el fenotipo mayoritario. Por lo tanto, antes de
realizar estudios de virulencia de cualquier nuevo mutante de M. tuberculosis, es
aconsejable analizar la sintesis de PDIM, ya que la deficiencia en estos lipidos resulta

en la atenuacion de M. tuberculosis.
5.4. Latincion con rojo neutro y la envuelta celular

De la bibliografia asi como del presente trabajo se deduce que, si bien los
diferentes lipidos de la envuelta de M. tuberculosis no estarian directamente
relacionados con la tincidén con rojo neutro, la composicion y la estructura de la envuelta
celular son importantes para que se produzca la tincion. En este sentido, recientemente
se ha publicado un trabajo (con la participacion de esta doctoranda) en el que se analiza
el fenotipo rojo neutro de varios mutantes deficientes en uno o mas de los lipidos libres
de la pared (Cardona et al., 2006). Asi, se estudiaron varios mutantes en la sintesis o el
transporte de PDIM de la cepa MT103 y una cepa complementada en la que se restituye
el transporte de PDIM, sendos mutantes de la cepa H37Rv deficiente uno en la sintesis
de PDIM vy en la sintesis de SL el otro, y las cepas salvajes H37Rv y MT103 (SL ). Los
diferentes mutantes PDIM  de la cepa MT103, y por lo tanto PDIM SL , fueron todos
RN, restableciéndose el fenotipo RN en la cepa complementada; mientras que
aquellas cepas deficientes en uno solo de estos lipidos (MT103, H37Rv SL , H37Rv
PDIM ) eran RN" (Cardona et al., 2006). Por lo tanto, solo aquellas cepas deficientes
tanto en PDIM como en SL eran RN . Esta conclusion estaria de acuerdo con el hecho
de que la cepa MT103 pierde simultdneamente la capacidad de sintetizar PDIM y de
tenirse (Cardona et al., 2006).

Un trabajo publicado recientemente aportaria una explicacion interesante a los

resultados observados en el estudio de Cardona y colaboradores (Jain et al., 2007). En
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este trabajo concluyen que la sintesis de PDIM y SL esta controlada por la
disponibilidad de un precursor comun, el metilmanolil-CoA (Jain et al., 2007). Asi
demuestran que los mutantes en la sintesis de PDIM (en los que se acumularia
metilmalonil-CoA) producen SL de mayor longitud y en mayor cantidad (2 6 3 veces
superiror) que la cepa salvaje. Mientras que, la abolicion de la sintesis de SL no afecta a
la sintesis de PDIM, probablemente porque los SL son mucho menos abundantes y su
ausencia no afectaria significativamente al pool de metilmalonil-CoA celular (Jain et
al., 2007). En este contexto y en relacion con la tincion con rojo neutro podriamos
especular que en los mutantes SL Ia tincidn no se veria afectada porque se trata de un
lipido poco abundante, por lo que su deficiencia no alteraria suficientemente la
estructura la envuelta celular. En el caso de los mutantes PDIM serian RN porque el
mecanismo compensatorio en la sintesis de SL conseguiria mantener una correcta
arquitectura de la envuelta celular y, por lo tanto, la tincién no se veria afectada. En
cambio, en los mutantes PDIM  SL  no existiria este mecanismo compensatorio, lo que
resultaria en una envuelta celular considerablemente alterada y en la tincion RN de

estas cepas.

Ademas, en el trabajo de Cardona y colaboradores también se sugiere que la
cepa avirulenta H37Ra, que si sintetiza PDIM, seria RN por la ausencia simultanea de
SL y PAT en su envuelta celular (Cardona et al., 2006). Otros trabajos apoyan también
el papel estructural de las PAT y el SL en la tincion. Asi, los mutantes phoP y phoPR,
deficientes en la sintesis de estos glicolipidos y de DAT, son RN, restableciéndose el
fenotipo RN" en las cepas complementadas (Gonzalo Asensio et al., 2006). Esto
también explicaria que un mutante en el gen mmpL8, deficiente en SL, fuera RN
(Domenech et al., 2004) a diferencia del mutante pks2 analizado por nosotros (Andreu
et al., 2004a). El mutante mmpL8 se construyé sobre la cepa H37Rv Pasteur y seria por

lo tanto deficiente también en la sintesis de PAT.

Estas observaciones indican que los lipidos libres PDIM, SL y PAT estarian
implicados en la tincion con rojo neutro de M. tuberculosis. Sin embargo, esta relacion
seria meramente estructural, en vista de los resultados del presente trabajo en que se ha

demostrado que el fenotipo rojo neutro es independiente de la sintesis de estos lipidos.
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6. Conclusiones

1. EI gen Rv0576 codifica un regulador transcripcional que reprime la expresion

del operon Rv0576-Rv0577, no habiéndose detectado otros genes regulados.

2. Los genes Rv0576 y Rv0577 no estan implicados en la tincién con rojo neutro de

M. tuberculosis.

3. El gen Rv0576 no parece ser necesario para la virulencia de M. tuberculosis en

el modelo de infeccidon murino.

4. La utilizacion de M. smegmatis como huésped heterologo de M. tuberculosis
deberia limitarse a procesos fisioldgicos comunes, comprobandose siempre los

resultados en el microorganismo original.

5. M. tuberculosis H37Rv forma poblaciones celulares heterogéneas en cuanto al

fenotipo rojo neutro y a la sintesis de PDIM.

6. Los mutantes espontaneos RN revierten al fenotipo RN original, manteniendo

una poblacién de células mayoritariamente RN

7. La aparicion de mutantes en la sintesis de PDIM es un proceso frecuente en
M. tuberculosis, no habiéndose detectado el proceso contrario. Estos mutantes se

acumulan en sucesivas resiembras, hasta convertirse en la poblaciéon mayoritaria.

8. Teniendo en cuenta la relacion de la tincién con rojo neutro y de los PDIM con
la virulencia de M. tuberculosis, y la elevada frecuencia con que se aislan
mutantes en estos caracteres, seria importante comprobar los fenotipos rojo
neutro y PDIM antes de estudiar la virulencia de una determinada cepa o

mutante de M. tuberculosis.

9. La tincion con rojo neutro de M. tuberculosis es un proceso complejo que
depende de diversos factores, incluyendo una adecuada composicion y estructura

de la envuelta celular.
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8. Anexo

Anexo

8.1. Analisis comparativo de las cepas H37Rv, 476 y A76::Rv0576 con microchips de

DNA

Tabla 8.1. Genes diferencialmente expresados en la cepa A76 respecto a la cepa H37Rv en el primer
experimento. Se muestran los niveles de expresion normalizados (EN) y la desviacion estandar (£SD)
para cada gen, en las 3 cepas analizadas. La linea doble separa los genes inducidos de los reprimidos.

Tr - H37Rv A76 A76::Rv0576
EN +SD EN +SD EN +SD
Rv0097 0,3925 0,0656 2,7232 0,8021 1,7682 0,3427
Rv0098 0,4042 0,0845 1,9317 0,3790 1,5254 0,4869
Rv0577 TB27.3 0,8388 0,1281 9,2476 1,5021 0,3983 0,0928
Rv1181 pks4 1,3816 0,4582 0,2738 0,0872 0,3136 0,2431
Rv1182 papA3 8,2474 1,4572 0,5589 0,1911 0,4601 0,2739
Rv1183 mmpL10 0,7908 0,2040 0,2196 0,0629 0,2582 0,0670

Tabla 8.2. Genes diferencialmente expresados en la cepa A76 respecto a la cepa H37Rv en el segundo
experimento. Se muestran los niveles de expresion normalizados (EN) junto con la desviacion estandar
asociada (£SD) para cada gen. La linea doble separa los genes inducidos de los reprimidos.

T - H37Rv A76
EN +SD EN +SD
Rv0097 0,9929 0,0095 3,4659 1,1694
Rv0098 0,9751 0,0243 2,9675 0,5236
Rv0099 fadD10 0,9931 0,0099 2,0691 0,4104
Rv0577 TB27.3 0,9943 0,0064 9,2594 2,8498
Rv0576 0,9977 0,0031 0,4197 0,0363
Rv1182 papA3 0,9911 0,0045 0,2216 0,0321
Rv2154c ftswW 0,9940 0,0067 0,5896 0,0346
Rv3486 0,9983 0,0012 0,7408 0,0265

Tabla 8.3. Genes diferencialmente expresados en la cepa A76::Rv0576 en relacion a la cepa H37Rv. Se
muestran los niveles de expresion normalizados (EN) y la desviacion estandar (£SD) para cada gen, en las

3 cepas analizadas. La linea doble separa los genes inducidos de los reprimidos.

H37Rv A76 A76::Rv0576
ORF Gen
EN +SD EN +SD EN +SD
Rv0097 0,3925 0,0657 2,7232 0,8021 1,7682 0,3428
Rv0098 0,4042 0,0846 1,9317 0,3791 1,5254 0,4869
Rv0576 0,4362 0,1197 0,3355 0,0805 49121 1,4489
Rv1129c 0,1532 0,0452 0,4006 0,2876 0,5716 0,1772
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- - H37Rv A76 A76::Rv0576
EN +SD EN +SD EN +SD
Rv1130 0,6003 0,1355 3,6284 4,1845 6,2501 2,0041
Rv1131 gltAl 0,2657 0,0823 2,0576 2,5513 2,4336 0,8024
Rv1801 PPE29 0,8658 0,2042 0,9937 0,3832 1,8144 0,3128
Rv2011c 0,5438 0,1746 0,9862 0,3914 1,0950 0,1861
Rv2660c 5,0381 0,9123 5,0879 1,661 9,5186 1,4339
Rv2913c 0,3287 0,0789 0,5538 0,4474 1,0045 0,2933
Rv3252c alkB 0,4066 0,1220 0,8749 0,4611 1,2944 0,2165
Rv0577 TB27.3 0,8389 0,1282 9,2477 1,5022 0,3983 0,0928
Rv0950c 1,1501 0,1550 1,0894 0,1016 0,7559 0,1052
Rv1182 papA3 8,2475 1,4572 0,5589 0,1912 0,4602 0,2740
Rv1183 mmpL10 0,7908 0,2040 0,2197 0,0629 0,2583 0,0670
Rv2336 3,4555 0,6450 2,3113 0,5808 1,6629 0,3780

Tabla 8.4. Expresion de SigM y de los genes del locus PDIM en las cepas H37Rv, A76 y A76::Rv0576.
Se muestran los niveles de expresion normalizados (EN) para cada gen junto con la desviacion estandar
asociada (£SD).

ORE T H37Rv A76 A76::Rv0576
EN +SD EN +SD EN +SD
Rv3911 sigM 1,1931 0,2065 1,1943 0,2603 0,9308 0,4285
Rv2928 tesA 1,8319 0,2487 2,1052 0,4488 1,3431 0,2857
Rv2929 1,3716 0,1943 1,7457 0,2966 1,4570 0,3163
Rv2930 fadD26 0,7445 0,1372 1,5528 0,7855 1,3180 0,2898
Rv2931 ppsA 0,4206 0,0783 0,7346 0,2547 0,7805 0,3757
Rv2932 ppsB 0,3978 0,0811 0,6495 0,2165 0,5944 0,2212
Rv2933 ppsC 0,5814 0,1378 0,8680 0,2946 0,8006 0,4377
Rv2934 ppsD 0,4104 0,0910 0,5538 0,2410 0,8287 0,8969
Rv2935 ppsE 0,6527 0,1643 0,9753 0,3340 0,9713 0,2466
Rv2936 drrA 1,3494 0,1476 2,1300 0,9981 1,7617 0,3405
Rv2937 drrB 0,5667 0,0922 0,7783 0,2726 0,7738 0,1468
Rv2938 drrC 0,6250 0,1878 0,8772 0,3840 0,7515 0,1277
Rv2939 papAS 0,6362 0,1518 0,8656 0,2724 0,6695 0,1618
Rv2940c mas 0,7632 0,2562 1,0561 0,2743 0,8771 0,2301
Rv2941 fadD28 5,0114 1,2280 5,5391 1,9171 4,3970 1,4898
Rv2942 mmpL7 0,7034 0,1604 0,6724 0,1464 0,6782 0,2661
Rv2943 0,5363 0,1123 0,5580 0,1510 0,5276 0,2693
Rv2944 0,6956 0,2119 0,8220 0,3479 0,7109 0,3216
Rv2945c IppX 1,3188 0,3899 1,4259 0,3106 1,1173 0,3623
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8.2. Analisis comparativo de las cepas H37Rv, C27, C32 y C49 con microchips de
DNA
Tabla 8.5. Genes diferencialmente expresados en la cepa C32 respecto a la cepa C49. Se muestran los

niveles de expresion normalizados (EN) para cada gen junto con la desviacion estdndar (+SD) asociada,
en las 4 cepas analizadas. La linea doble separa los genes inducidos de los reprimidos.

H37Rv C27 C32 C49
ORF Gen
EN +SD EN +SD EN +SD EN +SD
Rv1576¢ 0,7211  0,1387 | 0,6737 0,2334 | 0,9892 0,4185 | 0,2516  0,0494
Rv3160c 0,6248 0,1136 | 0,8038 0,5360 | 2,0577 0,7467 | 0,5610 0,0722
Rv3161c 0,6032 0,1216 | 0,6111  0,2098 | 2,4070 1,0423 | 0,4899  0,0403
Rv3312A 11,7407 1,4819 | 11,9700 11,6751 | 89246 1,7498 | 17,8458 2,6447
Rv3706¢ 6,3306 1,3152 | 5,9921 1,3652 | 3,3035 0,7236 | 8,3546 1,6710

Tabla 8.6. Genes diferencialmente expresados en la cepa RN~ C32 en relacion con las cepas RN™. Se
muestran los niveles de expresion normalizados (EN) para cada gen junto con la desviacion estandar
(£SD) asociada, en las 4 cepas analizadas y el valor promedio de las 3 cepas RN" (H37Rv, C27 y C49).
La linea doble separa los genes inducidos de los reprimidos.

H37Rv C27 C49 RN" C32
ORF

EN +SD | EN +SD | EN +SD | EN +SD | EN  %SD
Rv2452¢ | 1,030 0985 | 0,766 0330 | 0,681 ™ | 0,891 0,623 | 2,481 1,173

réplicas

Rv3161c | 0,603 0,122 | 0.611 0210 | 0490 0,040 | 0.585 0,140 | 2,407 1,042
Rv3160c | 0.625 0,114 | 0.804 0,536 | 0.561 0,072 | 0.639 0219 | 2,058 0,747
RV3706c | 6,331 1315 | 5992 1365 | 8355 1,671 | 6,929 1,726 | 3,304 0,724

Tabla 8.7. Genes diferencialmente expresados en la cepa C27 respecto a la cepa H37Rv. Se muestran los
niveles de expresion normalizados (EN) para cada gen junto con la desviacion estdndar (+SD) asociada,
en las 4 cepas analizadas.

H37Rv C27 C32 C49
ORF Gen
EN +SD EN +SD EN +SD EN +SD
Rv2940c mas 0,9867 0,2442 | 0,3765 0,0815 | 0,4273 0,1508 | 1,2389 0,3110
Rv3562 fadE31 | 0,4165 0,0701 | 0,2544 0,0325 | 0,2943 0,1131 | 0,3009 0,0539

Tabla 8.8. Genes diferencialmente expresados en la cepa C27 en relacion a la cepa C49. Se muestran los
niveles de expresion normalizados (EN) para cada gen junto con la desviacion estdndar (+SD) asociada,
en las 4 cepas analizadas.

H37Rv C27 C32 C49
ORF Gen
EN +SD EN +SD EN +SD EN +SD
Rv0244c  fade5 | 1,2006 02686 | 0,8177 0,1125 | 1,3184 0,4484 | 1,5739 0,2768
Rv0257¢ 1,4637 0,1529 | 1,4138 0,1745 | 1,5642  0,2302 | 2,1543  0,2093
Rv0284 1,6967 0,1097 | 1,6595 0,2083 | 2,4108 11,2766 | 3,0651 0,8288
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H37Rv C27 C32 C49

EN +SD EN +SD EN +SD EN +SD

Rv0286  PPE4 | 1,0871 0,1301 | 0,9929 0,1300 | 1,3860 0,5816 | 1,6121  0,2496
Rv0288 cfp7 7,5374  2,4841 | 6,9487 1,5308 | 9,5985  3,6825 | 15,8964 2,7245
Rv0314c 0,7242  0,1042 | 0,6661 0,0466 | 09216 0,2344 | 1,0037 0,0747
Rv0469  umaA | 1,8312 0,2188 | 2,0569 0,3050 | 2,6183 0,8376 | 3,2265 0,4675
Rv0634B rpmG2 | 82628 11,2314 | 82896 0,6922 | 10,6045 3,9818 | 14,5259 2,5071
Rv0909 2,5271 03789 | 2,3148 03346 | 2,9566 0,7410 | 4,0361 0,5697
Rv0965c 0,7482  0,1473 | 0,7660  0,0961 | 0,8896  0,1650 | 1,1912  0,2355
Rvl169c PE11 | 1,8508 0,2141 | 1,5827 0,1557 | 2,1784  2,1801 | 3,1653  0,8280
Rvll72c PE12 | 2,5798 0,3563 | 2,7114 0,3210 | 3,1773  0,9195 | 4,1376  0,7375
Rv1460 1,1912  0,1100 | 0,9347 0,1348 | 1,2447 0,2968 | 1,5177 0,1935
Rvi899c  IppD | 4,4949 0,7132 | 4,1346 0,4046 | 4,9233 1,8616 | 7,0515 11,1913
Rv1980c mpt64 | 3,5499 0,6623 | 3,4309 0,2918 | 3,6673  1,4759 | 6,0660 1,0994
Rv2428  ahpC | 1,1410 0,1931 | 1,0079 0,1722 | 1,3113  0,7209 | 1,8982  0,1688

ORF Gen

Rv2472 1,2721  0,2073 | 1,2515 0,1307 | 2,0020 11,3145 | 1,9289 0,3314
Rv2816¢ 4,2202 03922 | 4,4427 04577 | 6,5073 11,7539 | 7,2712 1,0164
Rv2940c mas 0,9867 0,2442 | 0,3765 0,0815 | 0,4273 0,1508 | 1,2389  0,3110
Rv2949c 2,7156  0,3656 | 2,3355 04627 | 3,1771 1,4507 | 4,5389 09111
Rv2956 0,7604  0,0937 | 0,7629  0,1051 | 0,7949 0,1668 | 1,1790  0,1697
Rv3019c 2,9456  0,7395 | 2,5326 04188 | 3,3138 11,3358 | 5,2162 0,7874

8.3. Variabilidad asociada a la tecnologia de los microchips de DNA

Sin duda el desarrollo de la tecnologia de los microchips de DNA ha sido uno de
los hitos mas importantes y que han generado un mayor optimismo en los ultimos afios.
Las aplicaciones y los beneficios de poder analizar simultdineamente miles de genes son
multiples. Sin embargo, como toda técnica, presenta también sus limitaciones, las cuales

se deben tener en consideracion a la hora de interpretar los resultados obtenidos.

En primer lugar hay que tener en cuenta la variabilidad asociada al estudio de la
expresion génica. Esta viene dada tanto por la rapidez con que la célula responde a las
condiciones ambientales (con ello me refiero, por ejemplo, simplemente a mantener las
células en hielo o centrifugarlas a bajas temperaturas antes de procesarlas), como por el
rapido metabolismo del RNA, con algunos transcritos con una vida media de tan s6lo
unos pocos segundos (Draghici et al., 2006). Estas fuentes de variabilidad son
conocidas y se han optimizado los protocolos para minimizarlas al maximo, pero es

practicamente imposible eliminarlas por completo.

208



Anexo

Ademas de estas fuentes de variacion “biologica”, el proceso de marcaje e
hibridacién, asi como las propias caracteristicas de los microchips pueden afectar
profundamente a los resultados obtenidos. Asi, la retrotranscripcion y el marcaje del
cDNA dependen de la secuencia y estructura de cada mRNA. Asi mismo, la secuencia
de las sondas utilizadas y la impresion de las mismas en el microchip afectaran también
a la hibridacioén, a la hibridacion cruzada y, finalmente, a la sefal obtenida para cada
gen. Por ultimo, la sensibilidad de la técnica conlleva también una importante
interferencia por el ruido de fondo y los artefactos generados durante todo el proceso. A
todo ello hay que anadirle el limite de deteccion que afecta, sobre todo, a los transcritos

poco abundantes (Draghici et al. 2006).

Si bien se han desarrollado multiples controles y andlisis estadisticos para poder
extraer el maximo de informacién fiable de cada experimento, las fuentes de
variabilidad pueden afectar a la calidad de la senal de los genes (datos que seran
eliminados en los subsiguientes procesados de los datos) y, en cualquier caso, los
analisis estadisticos predicen que un porcentaje de genes no seran detectados como
diferencialmente expresados (falsos negativos), asi como que algunos de los detectados
seran falsos positivos (un 5% de los genes en el caso del analisis utilizado en este

trabajo).
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