UNIVERSIDAD

NACIONAL
DE COLOMBIA
VIRULENCIA, RESPUESTA INMUNE IN VIVO Y
TRANSCRIPTOMICA DE Mycobacterium tuberculosis
GENOTIPO BEIJING CIRCULANTE EN
COLOMBIA

Maria Irene Cerezo Cortés

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Medicina
Bogoté4, Colombia
2021






VIRULENCIA, RESPUESTA INMUNE IN VIVO Y
TRANSCRIPTOMICA DE Mycobacterium tuberculosis
GENOTIPO BEIJING CIRCULANTE EN COLOMBIA

Maria Irene Cerezo Cortés
Bacteridloga, M.Sc. Infecciones y Salud en el Trépico

Tesis presentada como requisito parcial para optar por el titulo de:
Doctora en Ciencias Biomédicas

Directora:

Martha Isabel Murcia Aranguren
Licenciada en Bacteriologia, M.Sc. Ph.D.
Departamento de Microbiologia
Universidad Nacional de Colombia

Co-Director:
Rogelio Hernandez-Pando
Médico., Esp., Ph.D.

Linea de Investigacion: Virulencia de M. tuberculosis
Grupo de Investigacion: MICOBAC-UN

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Medicina
Bogoté4, Colombia
2021









Dedicado
A:

El primer gran regalo que me ha dado Dios y la Vida: Mi hija JULIANA MONROY
CEREZO. Gracias por estar en mi vida y ser la principal motivacion para emprender este
camino, aunque el plan siempre fue estar de la mano contigo emocional y
geograficamente, a medida que fueron avanzando los objetivos planteados tuve que
separarme forzosamente de ti por un largo periodo de tiempo. Gracias por soportar la
separacion y la distancia, por amarme estando lejos, por recibirme con esa hermosa
sonrisa, por tus brazos abiertos a mi regreso, por no cambiar tu bella esencia, por ser
buena y por tu comprension. Este logro es tan tuyo como mio, es por eso gque todo lo que
se derive de aqui sera siempre por y para ti. Te amo hija Preciosa.

Y...

Para mi segundo gran regalo, mi hijo NICOLAS MONROY CEREZO, llegaste a
completar la felicidad, a ensefiarme que se puede amar dos veces con la misma intensidad
y por ser otro impulso en la recta final de este trabajo. Te amo hijo Precioso









Agradecimientos

Esta tesis doctoral es el producto de varios afios de esfuerzo, no solo a nivel personal sino a nivel
familiar e interinstitucional, en la que se han involucrado un nimero importante de personas. La
finalizacion exitosa de la presente tesis implica hacer un reconocimiento a todos los involucrados en
la misma por sus invaluables esfuerzos personales, profesionales, académicos y financieros.

Primero quiero agradecer a todos los miembros de mi familia por su apoyo incondicional en este
proceso, sin ellos este objetivo no se habria logrado, cada una de sus acciones han sido
indispensables para la obtencion de este logro. A mi pareja Nelson Javier Monroy por su soporte y
acompafiamiento, por incentivar mi crecimiento académico y lo mas importante, por cuidar de mi
hija en mi ausencia. A mi abuela Blanca Irene Cafion por su apoyo incondicional, a mi Mama Maria
Mercedes Cortés por su apoyo constante, a mi hermana Laura y mis sobrinos Nathalia y Samuel, a
mi tia Chilay tio Tom por su incondicional apoyo y carifio durante mi vida académica y profesional,
a mis primos Tony, Jason y David por su ayuda con los articulos y a mis tios Yolanda, Clavia y
Harvey por estar pendientes.

Agradezco infinitamente a la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia y su
decano Dr. José Ricardo Navarro, al Departamento de Microbiologia y su directora Dra. Myriam
Navarrete, al Doctorado en Ciencias Biomédicas y su director Dr. Jean Paul Vernot, por haberme
abierto las puertas para la realizacién de este programa académico. Agradezco de manera muy
especial y sincera a la Dra. Martha Isabel Murcia Aranguren por haber aceptado ser la tutora de este
trabajo, que a pesar del gran esfuerzo que ha implicado su realizacién, estoy segura es una fuente de
satisfaccion tanto para ella como para mi, mil y mil gracias profesora. Mi mas sincero
agradecimiento para el Dr. Juan German Rodriguez por su incondicional apoyo y soporte constante
durante el presente trabajo. Agradezco a mis compafieros de academia en el laboratorio de
Micobacterias: Alejandro Vega, Viviana Mape y Magda Beltran. De la misma manera agradezco a
mis compafieros de trabajo en el laboratorio durante esta época de pandemia Cristian Rodriguez,
Samanda Aponte, Catherine Aguilar, Johana Hernandez, Lorena Argoti, Nina Rodriguez y Myriam
Herrera, ya que han ocupado su tiempo liberando un poco del mio para poder finalizar el proceso de
escritura de este documento.

De la manera mas atenta quiero agradecer al Dr. Rogelio Hernandez-Pando de la unidad de Patologia
experimental del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, agradezco



desde el coraz6n haberme abierto las puertas de su laboratorio, por sus invaluables ideas y por su
apoyo constante durante la realizacidn de la presente investigacion. De la misma manera agradezco
a los investigadores del laboratorio, Dra. Estela Bini por su invaluable apoyo y trabajo, Dra. Dulce
Mata, Dra. Brenda Marquina y Dr. Jorge Barrios y a Eréndira Angeles por sus aportes.

Un agradecimiento especial a la corporacion CORPOGEN vy a la doctora Patricia del Portillo, por
colaborar en el desarrollo del presente trabajo junto con el Dr. Juan Manuel Anzola. De igual manera
agradezco al Instituto de Biotecnologia IBT de la Universidad Nacional Autdnoma de México y a
sus miembros Dr. Adrian Ochoa Leyva y Fernanda Cornejo por el desarrollo y transferencia de
tecnologia para la realizacion del presente trabajo.

Un producto invaluable durante la realizacion del presente trabajo es, por una parte, haber afianzado
la amistad con mis amigos de antafio y, por otra parte, haber conocido personas maravillosas con las
que nacieron bonitas amistades. Por lo tanto, quiero agradecer a mis queridos amigos: Bibiana
Chavarro, Paola Santos, Iris Paredes, Lucia Zatarain, Octavio Ramos, Manuel Lopez, Mario Zetter,
Marco Peralta, Suhey Hernandez, Vasti Lozano, Belén Vecchione, Silvia Andrea Moreno, Jackeline
Lara, Alejandra Barrera, llse Mendoza, Yeisa Espinoza, Audrey Gerena, Carolina Trujillo, Nancy
Huérfano, Paola Garzon y Milena Maya por haberme hecho compafiia y en muchas ocasiones hacer
mi vida mas facil o mas feliz en Colombia o en México.

Gracias infinitas a todos.






Declaracion de obra original
Yo declaro lo siguiente:

He leido el Acuerdo 035 de 2003 del Consejo Académico de la Universidad Nacional. «<Reglamento
sobre propiedad intelectual» y la Normatividad Nacional relacionada al respeto de los derechos de
autor. Esta disertacion representa mi trabajo original, excepto donde he reconocido las ideas, las
palabras, o materiales de otros autores.

Cuando se han presentado ideas o palabras de otros autores en esta disertacion, he realizado su
respectivo reconocimiento aplicando correctamente los esquemas de citas y referencias

bibliograficas en el estilo requerido.

He obtenido el permiso del autor o editor para incluir cualquier material con derechos de autor (por
ejemplo, tablas, figuras, instrumentos de encuesta o grandes porciones de texto).

Por altimo, he sometido esta disertacion a la herramienta de integridad académica, definida por la
universidad.

(C.

Maria Irene Cerezo Cortés
Fecha 15/03/2021









Resumen y Abstract vii

Resumen

La tuberculosis (TB) continta siendo un grave problema de salud puablica mundial. En Colombia, el
linaje mas prevalente es el Euroamericano. El aumento de la circulacion del genotipo Beijing en el
territorio nacional, el cual se asocia con resistencia a medicamentos e hipervirulencia causando la
muerte de los pacientes, es motivo de investigacion. La variante Beijing-Like SIT190 es la mas
prevalente en Colombia, seguido del Beijing-Clasico SIT1. Los mecanismos patogénicos y
modulatorios son desconocidos. El presente trabajo comparé el comportamiento de las cepas 323
(Beijing-Like) y 391 (Beijing-Clasico), en un modelo de TB pulmonar en ratones Balb/c. El curso
de la enfermedad fue diferente para cada grupo de animales, los infectados con Beijing-Like tuvieron
una mortalidad del 100% al dia 45 post-infeccion (P1), con altas cargas bacilares y neumonia masiva,
mientras que el total de los infectados con Beijing-Clasico murieron hacia el dia 60 P1 por neumonia
y necrosis. Se realiz6 RNA-seq dual para determinar el perfil de expresién génica a los dias 3, 14,
28 y 60 PI. En los ratones infectados con Beijing-Clasico se sobreexpresaron genes asociados con
respuesta proinflamatoria, comparado con los infectados con Beijing-Like que sobreexpresaron
genes asociados con respuesta antiinflamatoria; siendo ambas cepas inductoras de respuesta inmune
no protectora. El genotipo Beijing-Like caus6 enfermedad aguda y fulminante y, Beijing-Clasico
causod TB cronica pero severa. A nivel bacteriano, con el RNA-seq de Mtb se logré ~33% del
transcriptoma completo a los dias 3, 14, 28 y 60 PI. El perfil de expresion fue diferente para 323
Beijing-Like y para 391 Beijing Clasico, evidenciando que las variaciones a nivel regulatorio
desencadenan un fenotipo diferente en el hospedador.

Palabras clave: Tuberculosis, Genotipo Beijing, Balb/c, Virulencia, Respuesta Inmune



viii Virulencia, respuesta inmune in-vivo y transcriptémica de Mtb genotipo Beijing

Abstract

Tuberculosis (TB) is a serious global public health problem. In Colombia, the most prevalent lineage
is the Euroamerican. The increased circulation of the Beijing genotype which is associated with drug
resistance and hypervirulence causing death in patients is intriguing. The Beijing-Like SIT190
variant is the most prevalent in Colombia, followed by the Classical-Beijing SIT1. The pathogenic
and modulatory mechanisms triggered by these strains are unknown. In the present work, the course
of pulmonary TB was compared in the Balb/c mouse model, in mice infected with Beijing-Like
(strain 323) and Classical-Beijing (strain 391). The course of the disease was different for each group
of animals, those infected with Beijing-Like had a mortality of 100% by day 45 post-infection (PI),
with high bacillary loads and massive pneumonia, and those infected with Classical-Beijing 100%
died by day 60 PI from pneumonia and necrosis. Dual RNA-seq was performed to determine the
global gene expression profile at days 3, 14, 28 and 60 PI. In mice infected with Classical-Beijing,
genes associated with a pro-inflammatory response were overexpressed and in those infected with
Beijing-Like, genes associated with an anti-inflammatory response were overexpressed, both strains
inducing non-protective immune responses. Beijing-Like caused acute and fulminant disease and
Classical-Beijing caused chronic but severe TB. Modulation at the bacterial level was consistent
with the type of disease caused in each group of animals, causing the premature death of the animals.
At the bacterial level, the RNA-seq of Mtb achieved ~ 33% of the complete transcriptome at days
3, 14, 28 and 60 PI. The expression profile was different for 323 Beijing-Like and for 391 Classic
Beijing, showing that variations at the regulatory level trigger a different phenotype in the host.

Keywords: Tuberculosis, Beijing-Genotype, Balb/c, Virulence, Immne Response
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Introduccion

La tuberculosis (TB) continta siendo un grave problema de salud publica a nivel mundial. Es una
enfermedad infecciosa causada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis (Mth) que
frecuentemente causa enfermedad pulmonar, es una enfermedad crénica adquirida principalmente
por via aérea, sin embargo, esta se puede presentar de forma extra pulmonar causando TB en casi
todos los 6rganos del cuerpo, siendo un patégeno altamente exitoso infectando cerca de dos billones
de personas a nivel mundial [1]. El bacilo es expulsado al medio ambiente por personas con TB
activa en gotas de saliva producidas por tos o estornudos, estas bacterias infectan a nuevas personas
a partir de la inhalacion de estas y aunque solo del 5 al 10% de los pacientes infectados desarrollan
la enfermedad, se estima que cerca de 1,7 millones de personas infectadas con Mtb desarrollan TB
en algin momento de su vida. Adicionalmente, existen condiciones asociadas al paciente que se
consideran factores de riesgo para la presentacion de TB, que hacen que este nimero se pueda
incrementar dadas las comorbilidades que deprimen el sistema inmunitario del hospedador tales
como: desnutricion, alcoholismo, tabaquismo y enfermedades como el cancer, diabetes, VIH-SIDA
y otras enfermedades inmunosupresoras; asi como condiciones socio-econémicas asociadas a la
presentacion de esta enfermedad tales como: pobreza, hacinamiento, desplazamiento, no acceso a
servicios de salud y por ende el no diagndstico oportuno y el no tratamiento efectivo; todos estos
factores configuran el cuadro epidemiolégico de esta enfermedad [2,3].

En el inicio de la década de los 90s, la TB se declar6 como una emergencia sanitaria mundial por la
OMS y es la Gnica emergencia mundial que permanece vigente, debido a la circulacién de cepas
multidrogorresistentes (MDR), resistentes a rifampicina (R) e isoniazida (H), principales
medicamentos de primera linea; cepas extremadamente o extensivamente resistentes (XDR), que
ademas de ser resistentes a R e H, también son resistentes a cualquier fluoroguinolona y al menos
un farmaco adicional del grupo A (Fluoroquinolonas, Bedaquilina y Linezolid) [4] medicamentos
de segunda linea; cepas totalmente resistentes o ultrarresistentes (XXDR), que son resistentes a todos
los medicamentos antituberculosos conocidos. Ademas la aparicion de la pandemia del VIH-SIDA
ha empeorado la situacion, por lo que la TB continua como una de las principales enfermedades
infecciosas que causa una alta morbilidad y la més alta mortalidad a nivel mundial debida a un solo
agente infeccioso [5,6].

I.1. Datos historicos de la TB

De acuerdo con los resultados de la busqueda de material genético de Mth, en restos Gseos
momificados de personas pertenecientes a diferentes culturas antiguas, se han logrado hacer
inferencias sobre los origenes de Mtb y su asociacion con TB en humanos y animales. Se cree que
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esta bacteria se encuentra en la tierra desde hace mas de 150 millones de afios y se postula que el
ancestro de Mtb co-evolucioné con los primeros hominidos hace alrededor de tres millones de afios
[7,8]. Se han identificado acidos nucleicos del patdgeno en momias provenientes de diferentes
culturas con antigliedades de 2000 a 5000 afios [9]; en Colombia se han identificado &cidos nucléicos
de Mtb en huesos y dientes de cadaveres prehispanicos que datan de los afios 1200 a 1600 DC. Como
hallazgo interesante, los restos de estas personas presentaban lesiones tipicas de TB en los huesos o
mal de Pott [7,10].

Cuando se inici6 la descripcion de la TB en la antigiiedad, esta se llamo “tisis” y fue descrita por
Hipdcrates quien describié la enfermedad como fatal, facil de contagiarse y que ocurria en personas
de entre 18 y 35 afios, la creencia era que esta enfermedad era de origen genético, sin embargo,
Aristdteles consideraba la enfermedad como contagiosa. Posteriormente el mismo Hipocrates hizo
una descripcién mas precisa en la que observo que la “tisis” causaba ulceraciones en los pulmones
causando dolor de pecho, tos, fiebre y expectoracion con pus [11]. A inicios del siglo XVII se
presento un brote epidémico en Europa “La gran plaga Blanca” y tuvo una duracion de cerca de 200
afios y se constituy6 como la principal causa de muerte de la época en dicho continente. La mayor
tasa en la mortalidad por TB en el continente americano fue de 9000 muertes/100.000 habitantes en
poblacién nativa americana hacia 1886, gracias a que fueron obligados a vivir en confinamiento,
superando con creces las tasas epidémicas en el continente europeo [12]. Aunque inicialmente se
creyé que la TB fue introducida al continente americano con la llegada de los conquistadores
europeos, hoy se sabe que la enfermedad se encontraba en el continente mucho antes gracias a la
presencia de DNA del patégeno encontrada en restos dseos de poblaciones nativas del continente
[13,14].

También en el siglo XVII se hacen las primeras descripciones patoldgicas y anatémicas de la TB, se
sefiala la presencia de tubérculos o granulomas en los pulmones y se nombra la enfermedad
oficialmente como “Tuberculosis” describiendo ademas tres fases de la enfermedad, las cuales se
denominaron en su momento como: (i): Inflamacion, (ii): Ulceracion vy (iii): Tisis [15]. Robert Koch
en 1882 hizo la descripcion etiolégica de la TB en su mas famosa presentacion en Berlin (Die
aetiologie der Tuberculose). Cultivo la bacteria en un medio de cultivo de papa y agar, desarroll6
nuevas tinciones bacterianas basadas en azul de metileno [16,17]; logré reproducir la enfermedad en
cobayos y gracias a esto pudo establecer sus cléasicos postulados que permiten implicar el origen
infeccioso de las enfermedades, los publicé en 1890 [18]. Koch ganoé el premio nobel de medicina
en 1905 [19]. Después de establecer el origen infeccioso de la TB, en 1921 se realiz6 la primera
aplicacion de la vacuna BCG gracias a la atenuacion de la virulencia de Mycobacterium bovis
realizada por Calmette y Guerin en Francia [20], la cual hace parte de los esquemas actuales de
inmunizacion en nifios, esta vacuna evita la presentacion de formas graves de la enfermedad como
la TB meningea. En 1943 inicia la era de la quimioterapia, a partir de la purificacion de la
estreptomicina obtenida de cultivos del hongo Streptomyces griseus, posteriormente se desarrollaron
otros antibidticos como el acido p- aminosalicilico en 1949 , isoniazida en1952, pirazinamida en
1954, cicloserina en 1955, etambutol en 1962 y rifampicina en 1963 [21].
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I.11. Tuberculosis en el mundo

Para el 2019 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estimé gue se presentaron en el mundo
10.0 millones de casos incidentes de TB y 1.2 millones de muertes debidas a la enfermedad en
pacientes VIH negativos y 250.000 adicionales en pacientes VIH positivos, haciendo de esta
enfermedad un grave problema de salud publica a nivel mundial, situacién que se empeora por el
aumento de la circulacion de bacterias resistentes a antimicrobianos de primera y segunda linea. Para
este mismo afio se estimé que 500.000 personas con TB se encontraban infectadas con bacterias
monorresistentes a la rifampicina y el 78% de estos pacientes estaban infectados por cepas con cepas
(MDR), entre los casos de MDR-TB, se estimo6 que el 8.5% de estos pacientes estaban infectados
con cepas XDR-TB [22]. En la Figura I-1., se muestra el mapa mundial de incidencia de TB para el
2019 en el que se observa que los paises con mayores tasas de incidencia se encuentran en el Africa
subsahariana con incidencias de mas de 300 casos/100.000 habitantes en algunos paises, asi como
en paises del pacifico occidental; en América latina, para este afio, los paises con mayores incidencias
fueron Peru y Ecuador con incidencias de 100-299/100.000 habitantes, Colombia se mantiene como
un pais de incidencia media de TB con 25-99 casos/100.000 habitantes [23].

Estimated TB incidence rates, 2019

Figura I- 1. Tasas de Incidencia estimadas por la OMS por pais a nivel mundial afio 2019. Tomado de WHO
TB report 2020 [22].
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I.11.1. Tuberculosis en Colombia

De acuerdo con los datos de la OMS, Colombia es considerado un pais con carga media alta de la
enfermedad. Del afio 2013 al afio 2019, se ha evidenciado un aumento en la tasa de incidencia de
24.46 casos /100.000 habitantes en 2013 a 27.7 en 2019. En el afio 2019 se notificaron al sistema de
vigilancia en salud publica (Sivigila) 15.034 casos de TB de todas las formas, de los cuales 13947
fueron casos nuevos, para una incidencia nacional de 27.7 casos /100.000 habitantes. Las tasas de
incidencia méas altas se presentaron en: Amazonas (66,47), Risaralda (53,75), Meta (46,56),
Barranquilla (44,09) y Buenaventura (43,70). Mientras que los departamentos con mayor carga de
la enfermedad para 2019 fueron: Antioquia (2587 casos), Valle del Cauca (1816 casos) y Bogota
D.C. (1140 casos) [24].

El 64.79% de los casos se presentaron en el sexo masculino. EI mayor nimero de casos se presento
en el grupo entre 25 a 34 afios (3254 casos), seguido por el grupo de 65 y mas afios (3090 casos).
Segun el tipo de TB predomina la forma pulmonar con el 83.3% de los casos, mientras que la forma
de TB extrapulmonar mas frecuente fue la TB pleural (44%). La coinfeccion TB-VIH fue del 11.9%
[24] .

Al afio en Colombia mueren alrededor de 1000 personas por TB; se estima que muchos de los casos
de la enfermedad se concentran en poblacion vulnerable: Pacientes VIH+ (11 de cada 100), indigenas
(5 de cada 100), habitantes de calle (4 de cada 100) y reclusos (6 de cada 100) [25]. La tasa de
incidencia nacional paso de ser 25/100.000 habitantes en 2010 a ser de 26/100.000 habitantes en
2019, en la Figura I-2. se muestra el mapa de las tasas de incidencia de los departamentos para el
2018 [26].

En cuanto a la resistencia a medicamentos, la OMS estimd que para el 2017 se reportaron en el pais
420 casos de MDR-TB, pero se diagnosticaron menos del 60% de los casos, teniendo asi un grave
problema de subregistro en el pais. Se estima que para el 2050 el 25% de las muertes causadas por
bacterias resistentes a antibioticos seran ocasionadas por Mth, pues es el agente etiol6gico causante
de enfermedades respiratorias con mayores tasas de resistencia [27].
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Tasa de incidencia de tuberculosis por entidad territorial,
Colombia, 2018
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Figura I- 2. Incidencia de tuberculosis en Colombia afio 2018. Fuente Sivigila [28]

I.111. Taxonomia de la Familia Mycobacteriacea

El género Mycobacterium se clasifica taxondmicamente de la siguiente forma: Dominio: Bacteria,
Filo: Actinobacteria, Orden: Corynebacteriales, Sub-Orden: Corynebacterineae, Familia:
Mycobacteriacea. El filo Actinobacteria, estd compuesto principalmente por bacterias Gram-
positivas con alto contenido de G+C en sus genomas [29]. Una forma clésica de hacer la clasificacion
de las especies de este género es por las tasas de crecimiento de las bacterias dividiéndolas en: i)
Rapidas crecedoras (Requieren menos de 7 dias para formar colonias visibles) y ii) Lentas
crecedoras: (Requieren mas de 7 dias para formar colonias visibles) [30].

Clasicamente, la clasificacion de especies del género Mycobacterium se basaba en las diferencias en
la secuencia de la subunidad ribosomal 16S, sin embargo, este marcador genético confiere poca
variabilidad entre las especies, es un gen pequefio de aproximadamente 1500 pb y contiene las
regiones hipervariables Ay B ubicadas en el primer tercio del gen, sin embargo la region que confiere
mayor variabilidad es la region hipervariable A, gracias a la cual se han clasificado la mayoria de las
especies [31]. En la region hipervariable B se pueden presentar tres tipos principales de variaciones:
en la hélice 18 (i): Una insercion de 14 nucledtidos, (ii): Una insercién de 12 nucle6tidos o (iii):
Ninguna Insercion [32]. Gracias a este blanco molecular, se lograron diferenciar muy bien las
bacterias lentas crecedoras de las rapidas crecedoras, la mayoria de las rapidas crecedoras tienen una
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hélice 18 muy corta sin secuencias de insercion, mientras que las lentas crecedoras poseen una
insercion de 12 nucle6tidos en la region hipervariable B, algunas especies lentas crecedoras como
M. terrae y M. nonchromogenicus tienen una insercion de 14 nucledtidos [33,34].

En resumen, usando el gen 16S como marcador polimorfico para clasificacion de especies tenemos
que: (i): Una hélice 18 corta es marcador genético de las bacterias rapidas crecedoras. (ii): Hay un
pequefio grupo de especies lentas crecedoras que estan relacionadas con el complejo M. simiae las
cuales comparten la misma secuencia en la regidn hipervariable B con una secuencia corta en esta
regién. (iii): La regidn hipervariable B con una insercion de 12 nucledtidos es caracteristico de las
Micobacterias lentas crecedoras. (iv): Un pequefio grupo de bacterias lentas crecedoras relacionadas
con el complejo M. terrae tienen una insercion mas larga de 14 nucle6tidos en la regidn hipervariable
B [34,35].

Es importante resaltar que la clasificacién taxondmica de este y muchos otros géneros de organismos
eucariotas y procariotas estd en constante cambio de acuerdo con el analisis de nuevos blancos
moleculares y con el refinamiento de las técnicas de secuenciacion y analisis de genomas; en la
actualidad y segln la mas reciente clasificacion taxonémica del género basada en la secuenciacién
de 150 cepas del género en donde se analizaron 1941 proteinas core (nucleares o centrales)
especificas del género Mycobacterium y 136 proteinas core del filo Actinobacteria; se logré
establecer que este género esta constituido por cinco grupos monofiléticos o clados principales:
“Tuberculosis-Simiae, 7 “Triviale,” “Fortuitum-Vaccae,” y “Abscessus-Chelonae” y
cuatro nuevos miembros Mycolicibacter gen. nov. (clado “Terrae”), Mycolicibacillus gen. nov.
(clado “Triviale”); Mycolicibacterium gen. nov. (clado “Fortuitum-Vaccae”), y Mycobacteroides
gen. nov. (clado “Abscessus-Chelonae”). Adicionalmente el género Mycobacterium es el género tipo
de la familia Mycobacteriaceae y a él pertenecen las principales especies causantes de enfermedad
en el ser humano tales como M. tuberculosis y M. leprae. [29].

FE T

Terrae,

Estos a su vez se siguen agrupando en LENTOS CRECEDORES (Micolicibacter gen. Nov. Clado
“Terrae”, Micolicibacillus gen. Nov. Clado “Triviale” y el género enmendado Mycobacterium clado
“Tuberculosis-simiae”) y RAPIDOS CRECEDORES (Mycobacteroides gen. Nov. Clado
Abscessus-chelonae y Mycolicibacterium gen. Nov. Clado “Fortuitum-Vaccae”).

I.1V. Generalidades de la Familia Mycobacteriaceae

La Familia Mycobacteriaceae estd conformada por los géneros: Mycobacterium, Mycolicibacter
gen. nov., Mycolicibacterium gen. nov., Mycolicibacillus gen nov., Mycobacteroides gen. nov y
Amycolicoccus [29].

Esta familia esta constituida por bacilos rectos o ligeramente curvos acido alcohol resistentes,
aerobios o microaerdfilos, tienen un tamafio de 0.2-0.6 x1 -10 uM, pertenecen al filum
Actinobacteria y las especies patdgenas representativas del género son M. tuberculosis y M. lepreae
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[29]. No poseen pilis ni flagelos, lo que hace que sean inmoviles, no tienen esporas, pero tienen un
alto niamero de granulos citoplasmaticos; no se colorean con la coloracion de Gram, aunque pueden
ser considerados como Gram positivos, tienen alto contenido de lipidos y acidos micolicos en la
pared celular, se consideran bacilos acido alcohol resistentes [26]. Son aerobios o microaeréfilos
(requieren oxigeno para sobrevivir), si se someten a crecimiento en presencia de 5-10% de CO2 su
crecimiento se ve favorecido y la temperatura 6ptima de crecimiento es de 37°C [36,37]. Mtb es una
especie de crecimiento lento, crece después de 7 dias de incubacion, debido a que su tiempo de
generacion o de duplicacion es de 24 a 48 horas, por lo que para observar colonias visibles en medios
de cultivo sélidos se debe esperar de dos a ocho semanas [38].

I.1V. I. Pared celular de las Micobacterias

La pared celular de las micobacterias es una de las mas complejas. Se caracteriza por tener en su
estructura de dentro hacia afuera: (i): una capa de peptidoglicano (formada por cadenas de N-
acetilglucosamina, y residuos de N-glicosilmuramico), (ii): Arabinogalactano; (iii): Acidos
micolicos, que conforman la micomembrana o membrana externa de los acido alcohol resistentes y
(iv) cépsula presente en las micobacterias patdgenas [39]. El peptidoglicano esta unido
covalentemente al Arabinogalactano el cual acta como Unico sitio de unién de los &cidos micélicos
formando el core o centro de la pared celular formada por el complejo acido micolico-
arabinogalactano-peptidoglicano; entretejidos en esta estructura se unen diferentes lipidos libres
como los fosfatidil inositol manosidos, los lipomananos, y los lipoarabinomananos. Se conectan
capas adyacentes de cadenas de glicano conectadas por péptidos pequefios con la secuencia I-alanil-
d-isoglutamil-meso-diaminopimelato-d-alanil-d-alanina y se unen al residuo d-lactoil de cada acido
N-acetilmuramico, los péptidos que salen de las cadenas de glicano, se entrecruzan con el grupo
carboxilo de los d-Ala en la cuarta posicion y en el extremo del grupo amino del
mesodiaminopimelato en la tercera posicion, en la Figura 1-3 se muestra esquematicamente fia
estructura de la pared celular micobacteriana con la descripcion de los lipidos que la conforman [40].
Ademas, entre la membrana citoplasmatica y la pared bacteriana se ha podido visualizar el
periplasma y porinas en la membrana externa, por lo que la pared de las bacterias &cido alcohol
resistentes es mas gram negativa que gram positiva.
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Figura I- 3. Esquema de estructura de la pared celular de las Micobacterias. Los simbolos azul claro
representan residuos de arabinosa, los simbolos rojos representan residuos de galactosa, los simbolos cafés
representan residuos de manosa y los circulos negros representan residuos de glucosa. El d-arabino-d-manano,
el d-glucano y el d-manano son polisacéridos capsulares. Las cadenas de &cido micdlico se muestran en verde
oscuro. LM: lipomanano; ManLAM: lipoarabinomanano protegido con manosa; AG: arabinogalactano; PG:
peptidoglicano, TDM: Trealosa Dimicolatos, TMM: Trealosa Monomicolatos, SL: Sulfolipidos, PAT:
Poliaciltrealosa, PIM: Fosfatidil Inositol Manosidos, DAT: 2,3 di-O-aciltrealosa, PDIM: Ftiocerol
dimicocerosatos, PGL: Glucolipido fenélico, MPM: Manosil-B-1-fosfomicocétido. Tomado de Jackson M.,
2014 [41].

1.V. Complejo M. tuberculosis MTBC

La TB es causada por los miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC), la especie
Mtb es la que se aisla con mayor frecuencia en humanos. Por mucho tiempo se crey6 que esta
enfermedad era causada por un patégeno de caracteristicas Gnicas, ya que su genoma era reconocido
como altamente conservado y sin evidencia de transferencia horizontal de genes; sin embargo,
actualmente se sabe que la variante lisa de MTBC M. canetti, considerada como el miembro méas
ancestral del complejo, lleva a cabo procesos de transferencia horizontal de genes y procesos de
recombinacion entre cepas diferentes, confiriéndole una mayor variabilidad genética con respecto a
los demas miembros del complejo. Hasta el momento, no hay evidencia de transmisién humano-
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humano de esta bacteria, de hecho, solo se han reportado alrededor de 60 casos Unicamente en el
continente africano, sugiriendo que el origen de esta bacteria es ambiental, aunque ain no se ha
logrado identificar un reservorio especifico. A pesar de que M. canetti tiene la facultad de llevar a
cabo la transferencia horizontal de genes, no se ha encontrado evidencia que lo puedan hacer otros
miembros del MTBC, lo que impide que esta sea una fuente de variabilidad genética para los
miembros de este complejo [42,43].

Los miembros del complejo MTBC pueden ser clasificadas en dos grupos: (i) Los adaptados a
humanos tales como Mtb sensu stricto, cuya diferenciacion entre aislamientos clinicos esta dado por
sutiles diferencias genémicas que dan origen a los linajes y M. africanum [44], que circula
Gnicamente en el continente africano, y este a su vez se divide en dos grupos de acuerdo con sus
caracteristicas bioquimicas y geogréficas, M. africanum subtipo | con propiedades similares a M.
bovis y M. africanum subtipo II, con propiedades similares a M. tuberculosis [45] y (ii) Miembros
adaptados a animales tales como: M. microti [46], M. bovis [47], M. pinnipedi [48], “M. mungi”
[49], “M. orygis” [50], “M. suricattae” [51], “Chimpanzee bacillus” [52], M. caprae [53] y “M.
canetti” [54] de vida libre. Todas estas especies conforman el llamado MTBC. Las especies
adaptadas a animales pueden causar enfermedad en los humanos a partir de transmisién zoonética.
Sin embargo, en general la clasificacién taxondmica de las especies del género Mycobacterium esta
sometida a constantes modificaciones y actualizaciones, de acuerdo con los andlisis genéticos y la
variacién en sus hallazgos. La més reciente publicacion de Riojas MA y cols., en 2018 en la
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology [55], en la cual, basados en la
secuenciacion de genomas completos de cepas ATCC de cada especie del complejo y posteriores
ensayos de hibridacion digital DNA-DNA para la determinacion de identidad de Nucledtidos
Promedio y calculo de distancias filogendémicas entre otros anlisis, propusieron la unién de las
especies del MTBC M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. caprae, M. microti y M. pinnipedii
como sindnimos heterotipicos de Mtb y, recomiendan el uso del término var para diferenciarlas,
mientras que las especies “M. canetti”, “M. mungi', y “M. orygis” se deben considerar como cepas
de la especie Mtb pero denominadas de la misma forma, ya que estas tres ultimas no han sido
publicadas adecuadamente para su validacion. Por lo tanto, se propone nombrar los miembros del
complejo MTBC de la siguiente manera: M. tuberculosis var. Tuberculosis, M. tuberculosis var
africanum, M. tuberculosis var bovis, M. tuberculosis var BCG, M. tuberculosis var caprae, M.
tuberculosis var microti, M. tuberculosis var pinnipedii, M. tuberculosis var canettii, M. tuberculosis
var mungi, M. tuberculosis var orygis, M. tuberculosis var uricattae, M. tuberculosis var dasie, M.
tuberculosis var chimnazee [55].

El patdgeno Mtb inici6 su expansion clonal en el continente africano y co-evoluciond con el hombre
[42,56]. Inicialmente se crey6 que MTBC se origin6 en hospederos animales, sin embargo, con la
disponibilidad de metodologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS) y la secuenciacion de
genomas completos (WGS), se ha logrado determinar que las cepas ancestrales de MTBC, se
separaron filogenéticamente de las cepas adaptadas a animales antes de la transicion demografica
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neolitica, es decir, antes del inicio de las migraciones humanas desde el continente africano a otros
continentes [57], dando como resultado la dispersion de algunos miembros del MTBC vy la
adquisicion de cierta especificidad en cuanto el predominio de determinados genotipos en
determinadas regiones geogréaficas; sin embargo, este fendmeno se ha visto alterado por la capacidad
de las personas para navegar y comerciar, estrategias que les ha permitido interactuar, con
poblaciones distantes, lo que se ve reflejado en la adaptacion bacteriana a grupos poblacionales,
dando paso a la diferenciacion de las cepas bacterianas en grupos que dan origen a los linajes,
sublinajes, familias y genotipos [58,59]. De hecho, la presencia de material genético de MTBC, en
lesiones Gseas de momias pertenecientes a diferentes culturas, que datan de siglos de antigtiedad y
gue provienen de civilizaciones egipcias, europeas, asiaticas, africanas y precolombinas en el
continente americano, soportan esta observacion que ha sido ampliamente descrita en la literatura
[60] indicando una posible co-evolucion con el hombre [14,61,62].

A pesar de la estabilidad del genoma de Mtb debido, entre otras razones, a la muy baja capacidad
de intercambio de material genético intra-especie e inter-especie [63] y a la limitacion en el proceso
de transduccion, debido a que el locus CRISPR (Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas y
Regularmente Interespaciadas) restringe la adquisiciébn de DNA a partir de bacteri6fagos [64].
Llama la atencion la evidencia existente que indica que pequefias variaciones como mutaciones
(SNPs, deleciones e inserciones principalmente) y cambios a nivel regulatorio, muchas veces
inducidos por presiones selectivas ambientales o inducidas por los mismos humanos, se produzcan
grandes variaciones en el fenotipo bacteriano. Gracias a las observaciones realizadas a partir de
diversos estudios en animales [65,66], en modelos celulares [67,68] y en estudios en humanos
[69,70], se ha podido evidenciar la variabilidad en el fenotipo de la enfermedad, mostrando la
existencias de cepas hiper, hipo y normovirulentas [65,71] variabilidad en el perfil de resistencia a
antibiéticos aun en cepas del mismo genotipo y presencia de las mismas en una poblacién
circunscrita [72,73], se concluye que a pesar de la alta conservacién en los genomas de las distintas
cepas, los cambios puntuales que se producen impactan significativamente el fenotipo de la bacteria
y de la enfermedad en los modelos evaluados.

Diferencias en la virulencia y en el perfil de resistencia, impactan negativamente en la eficacia del
tratamiento, lo que obstaculiza alcanzar la meta de la disminucién del nimero de casos incidentes y
prevalentes de TB en el mundo y por ende las muertes por esta enfermedad, que son desencadenadas
por los diferentes genotipos de Mtb anteriormente mencionados [56].

1.V. I. Métodos de tipificacion molecular, evolucion y clasificacion del

complejo M. tuberculosis
La Epidemiologia Molecular de Mtb, ha sido util para establecer diferencias a nivel genético y
determinar asi la dinamica de transmision de la enfermedad. Las técnicas de epidemiologia
molecular permiten establecer transmision reciente de cepas de Mtb, reactivaciones endégenas y
reinfecciones, pseudoinfecciones, brotes, evaluacién de los programas de TB y georreferenciacion
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de linajes. El conocimiento generado a partir de este campo, ha sido muy util en los programas de
salud publica sobre todo en paises desarrollados [74].

Las técnicas de tipificacién de Mth mas usadas a nivel mundial son: RFLP-1S6110 “Restriction
fragment Length Polymorphism” (Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion),
Spoligotyping (espoligotipado) y MIRUS-VNTR “Mycobacteria Intergenic Repetitive Units -
Variable Number Tandem Repeats” (Unidades Repetitivas Intergénicas de Micobacterias - Unidades
Variables Repetidas en Tandem). El nivel de resolucion de cada metodologia va a depender de la
regién gendmica a tipificar y de la cobertura del genoma por cada una de ellas.

RFLP-1S6110: esta técnica se basa en el polimorfismo generado por la diferencia en la longitud de
los fragmentos de ADN digeridos con una enzima de restriccion. En el caso de M. tuberculosis, su
aplicacion en tipia utiliza la deteccion de la secuencia 1S6110. Hasta hace poco tiempo fue
considerada como el método estandar o prueba de referencia para la tipia del complejo Mtb, cuya
metodologia fue estandarizada por Van Embden JD, 1993 [75]. La variabilidad en el nimero de
copias de 1S6110, asi como su localizacion en el cromosoma de Mtb, genera un alto polimorfismo
entre las cepas de diferentes origenes, lo cual posibilita la diferenciacion [76]. EI polimorfismo
encontrado entre las diferentes cepas puede explicarse por la capacidad de transposiciéon del
elemento, se asume que una transposicion “natural” ocurre raramente, lo que confiere estabilidad a
un determinado patrén. Las caracteristicas de especificidad de especie, estabilidad en el tiempo y
alto grado de polimorfismo son las 3 caracteristicas requeridas para permitir su utilizacion en
Epidemiologia. Se han descrito cepas de Mtb carentes de 1S6110. y también una baja proporcion de
aislados con escasas copias de 1S6110. En ambos casos el poder discriminatorio del método
disminuye por lo que se recomienda utilizar otros métodos para la diferenciacion de estos aislados
[77,78].

Las principales desventajas de esta metodologia son: la gran cantidad de DNA requerido, la
dificultad en su realizacién, la baja capacidad de comparacion inter-laboratorios y el bajo poder
discriminatorio en aislamientos clinicos con pocas copias de la 1S6110 [79].

Spoligotyping y MIRUS-VNTR son dos métodos de tipificacion basados en PCR, por lo que
requieren poca cantidad de DNA genomico. La region polimorfica que se tipifica con spoligotyping
es el locus DR (Direct Repeats) descrito por Kamerbeek y cols., en 1997 [79]. Actualmente sabemos
gue el locus DR en Mtb pertenece a los Locus CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) [80], la presencia de estos locus en los genomas bacterianos fue descrito por
Ishino y cols., en 1987 en E. coli a partir de la clonacion y la secuenciacion del gen iap responsable
de la conversion de las isoformas de la enzima fosfatasa alcalina [81], al realizar el anterior proceso
notaron la presencia de regiones repetidas de 29 nucleétidos espaciadas por regiones no repetidas y,
gracias a la subsecuente secuenciacion de varios genomas bacterianos, estas estructuras fueron
reconocidas como regiones CRISPR. Al determinar su estructura y funcion, concluyeron que estas
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regiones gendmicas se encuentran en nimero variable dependiendo la especie y que esta region actla
como una especie de sistema inmune bacteriano, ya que una vez un fago infecta una bacteria, se
incorporan los &cidos nucleicos de dicho fago al locus como region no repetida o espaciador e impide
una nueva infeccién actuando como un “sistema inmune de memoria” bacteriano [64]. La
tipificacion del locus DR se lleva a cabo a partir de la amplificacion por PCR y posterior hibridacion
con sondas complementarias de las secuencias espaciadoras fijadas en una membrana de nylon por
medio de una hibridacidon reversa, lo que permite identificar la presencia o ausencia de los
espaciadores 1 a 43 del locus. Estos resultados pueden ser facilmente digitalizados con cédigos
binarios lo que facilita la comparacion de resultados entre laboratorios y su principal beneficio es la
clasificacién en linajes y familias de aislados de Mth. Sin embargo, es el método de tipificacion de
mas bajo poder discriminatorio, por lo que es necesario realizar otro método como MIRUS-VNTR
[82]. Con respecto a la construccion de filogenias y a la determinacion de relaciones evolutivas, este
en un marcador muy poco robusto, ya que solo se analiza una pequefia regién gendémica, dando como
posible resultado, la evolucion convergente en las cepas analizadas, como se evidencié en un estudio
que utilizé los patrones existentes de la base de datos SpolDB4 [83].

El método MIRUS-VNTR fue descrito por Supply y cols., en 1997 [84] y consiste en determinar el
nimero de VNTRs en cada locus MIRUS. En el genoma de Mtb, existen 41 de estos locus, de los
cuales 24 son los mas polimérficos, inicialmente solo se utilizaba un set de 12 o 15 locus para esta
metodologia [84,85].

El Spolygotyping, junto con MIRUS-VNTR son las metodologias utilizadas actualmente para
genotipificacion. Aunque estos métodos de Epidemiologia Molecular son muy dtiles a nivel
epidemioldgico y estudios de brotes; es necesario el uso de otros marcadores genéticos para estudios
de relaciones evolutivas, ya que estos generan el fendmeno de convergencia genética, ya que se
basan en pequefias regiones del genoma de Mtb, que son altamente polimérficas con altas tasas de
cambio. En laFigura I-4., se esquematizan los diferentes blancos moleculares usados en los métodos
de epidemiologia molecular para tipificacién de Mtb [86].
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Figura I- 4. Cromosoma de M. tuberculosis con blancos moleculares y métodos de tipificacion de cepas y
aislamientos clinicos. MIRUs-VNTR, Spoligotyping, RFLPIS6110, identificacion de SNPs en genomas
parciales o completos. Autoria propia

Las relaciones evolutivas de MTBC han sido estudiadas y abordadas desde diferentes perspectivas
y marcadores moleculares, gracias a esto, se ha logrado establecer que Mtb es un patégeno con una
reducida variabilidad genética, y estas diferencias solo pueden ser determinadas usando métodos de
diferenciacion de alta resolucion tales como LSP “Large Sequence Polymorphism” (Polimorfismos
de secuencia larga), detectados a partir de la hibridacion con un set de arreglos de DNA o por PCR,
identificando deleciones largas en el genoma. Sin embargo, a pesar de la robustez de este marcador
a nivel epidemioldgico, no posee suficiente resolucion para la diferenciacion entre cepas
estrechamente relacionadas. La metodologia mas robusta para la reconstruccion de filogenias es la
tipificacion de SNPs (Single nucleotide Polimophisms) en secuencias de genomas completos, actual
prueba de oro, o la identificacion de SNPs en secuencias multildcus [87,88].

Actualmente se sabe que MTBC se divide en dos grandes grupos de linajes denominados
“ancestrales” y “modernos”; los linajes ancestrales, no poseen una delecion gendmica especifica en
la region ThD1, mientras que los modernos si poseen esta delecion [89]. En la region TbD1 de los
genomas de linajes ancestrales, se encuentra un nimero importante de genes de la familia mmpL7
(Mycobacterial Membrane Protein Large 7), que codifican para proteinas micobacterianas de
membrana, implicadas en el transporte de componentes de la pared celular como PDIM (Ftiocerol
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dimicocerosato) y policétidos especificos, como también en la expulsion de medicamentos
antituberculosos al exterior de la célula, por lo que estan implicadas en la resistencia a antibioticos,
de tal manera que los linajes modernos pierden esta capacidad, en la Figura I-5., se muestra la mas
reciente reconstruccion filogenética de MTBC [42].

Basandose en la reconstruccion filogenética de MTBC por SNPs, en genomas completos se
determind que existen 9 linajes filogeograficos, denominados del 1-9. Los linajes modernos, son
monofiléticos, es decir que todos comparten un Unico ancestro comin a diferencia de los linajes
ancestrales. A este grupo pertenecen los siguientes linajes: Linaje 2 (Oriente Asiatico) el cual
comprende el genotipo Beijing; Linaje 3 (Oriente Africano y Centro de Asia) y el Linaje 4 (Euro
Americano). Por el contrario los linajes ancestrales son parafiléticos, a este grupo pertenecen: el
Linaje 1 (Oriente Africano, Filipinas y Borde del Océano indico); Linaje 5 (Occidente Africano 1);
Linaje 6 (Oeste Africano 2); Linaje 7 (Etiopia) Anteriormente, usando LSPs y secuenciacion
multilocus, no se habia logrado identificar el Linaje 7 [42,74].
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Figura I- 5. Arbol de minima expansion basada en SNPs obtenidos de la comparacion de secuencia de
genoma completo de 220 cepas de MTBC [38].

Mas recientemente, se logrd identificar la presencia de un linaje adicional que circula exclusivamente
en la region de los grandes lagos del continente africano, conocido como “Linaje 8 Ruanda-
Uganda", el cual se obtuvo a partir de un paciente masculino de 77 afios, quien provenia de Uganda,
pero vivia en Ruanda [90]. Usando el test Deeplex® Myc-TB en el cual se determina el genotipo
(spoligotyping), deteccién simultanea de resistencia bacteriana a 15 farmacos, determinacion de
especie (evalla ~100 especies del género Mycobacterium), se determiné que el aislamiento
bacteriano era resistente a rifampicina (Mutacion Asp435Tyr en rpof) y recibié tratamiento de
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segunda linea para tuberculosis con moxifloxacina, kanamycina, protionamida, etambutol,
clofazimina, izoniacida y pirazinamida, el paciente fallecio después de 20 dias de tratamiento,
posteriormente se logré establecer que el aislamiento clinico era MDR. Después de la secuenciacion
y analisis del genoma, se logro establecer que esta cepa diferia en 189 SNPs del ancestro comuin mas
cercano del MTBC y M. canettii y se catalogé como L8 “Linaje 8 Ruanda-Uganda. Se identificaron
in silico las mutaciones Ser94Ala en inhA (resistencia a izoniacida), Asp435Tyr en rpof, se
identificaron las mutaciones Ala378 en embB y Ala205 en gidB las cuales no se asociaron con
resistencia a etambutol ni a estreptomicina, el espoligotipo de esta cepa no habia sido previamente
reportado en la base de datos internacional SITVIT2 vy tenia el patron
1111100000000000000000000000000001110000000. En la Figura 1-6 se muestras la construccion
filogenética de 241 cepas de MTBC a partir de la identificacién de 43.442 SNPs mostrando la
relacién evolutiva del recientemente descrito Linaje 8 y su cercania con M. canettii [90].
Posteriormente se identificé el Linaje 9 el cual se encuentra georreferenciado en Africa oriental
[91].
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Figura I- 6. Arbol filogenético de maxima verosimilitud construido a partir de 241 genomas de MTBC
mostrando las relaciones evolutivas de los linajes ancestrales y modernos de MTBC [81].

El Linaje 9 del complejo MTBC, se decribi6 a partir de un estudio de gendmica comparativa de 696
genomas de los cuales el 95% se aislaron de pacientes provenientes de Africa subsahariana y, 5% de
los genomas de pacientes de origen no africano. 365 genomas correspondian al Linaje 5, 326
genomas correspondieron al linaje 6 y 5 genomas no pudieron ser clasificados en ninguno de estos
dos linajes. Al contrsuir la filogenia, se encontrd que los 5 aislamientos no clasificados, formaron un
clado hermano al linaje 6; los pacientes de los que se aislaron estas bacterias provenian del oriente
africano (Djibuti, Somalia y un paciente de origen europeo), mientras que los aislamientos del linaje
5 y 6 provenian del occidente africano del centro del continente. Los 5 genomas no clasificados
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presentaron una distancia de 1,191 SNPs al linaje 6, 1.632 SNPs al linaje 5y 1.491 SNPs a los
genomas asociados a animales, clasificando estos 5 aislamientos como Linaje 9 [91]. En la figura |-
7 se muestra la filogenia construida con 424 genomas de M. africanum, demostrando la formacién
del clado hermano al linaje 6 denominado como Linaje 9.
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Figura I- 7. Filogenia construida a partir de 424 genomas de M. africanum analizados junto con genomas
asociados con animales de referencia. Tomado de Coscolla M y cols.,[91]

En cuanto a las diferencias entre los primeros 7 linajes, se han logrado establecer marcadores para
cada uno, de acuerdo a LSPs, asi por ejemplo el linaje del Occidente Africano 1 “linaje 5” posee la
delecion en RD9 y en RD711; el linaje Occidente Africano 2 “linaje 6” posee delecion en RD9 y
RD702; el linaje Indo-Oceanico “ Linaje 1” posee delecion en RD9 y RD239; el linaje del Oriente
Africano y centro de Asia “Linaje 3” posee deleciones en TbD1 y RD750; el linaje del Oriente
Asiatico posee deleciones en ThD1, RD105, RD181, RD150 y RD142 y algunas familias de este
linaje poseen deleciones en RD207 (responsable de la perdida de los primeros 34 espaciadores en el
locus DR del genotipo Beijing) [92].
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El linaje Euroamericano “Linaje 4”, comprende 10 sub-linajes determinados por deleciones en las
regiones RD115, RD122, RD174 (Diferencia el sub-linaje RD rio), RD182, RD183, RD193, RD219,
RD726 y RD761[93]. Adicionalmente, las cepas de este linaje presentan una delecion de 7 pb en el
gen pks1/15 que codifica para PDIM, que es el lipido méas apolar y mas importante de Mtb. El linaje
4 se caracteriza por presentar deleciones en pks1/15, 122, 115, 182, 183, 193, 219, las que son mas
frecuentes en cepas provenientes de los continentes americano y europeo, mientras que las
deleciones 174, 726 se encuentran con mayor frecuencia en cepas de Africa Occidental. La delecion
761 en cepas de Africa del sury la 724 en Africa central, ademas la identificacion de las cepas de
este linaje se puede realizar por la identificacion de SNPs en katG 463/gyrA 95 [94].

La secuenciacion de genoma completo (WGS) es el método méas robusto para la construccion de
filogenias, basado en la identificacion de todos los SNPs presentes en los genomas a estudiar. Esta
metodologia permite determinar in silico los MIRUS, patrones de Spoligotyping, 1S6110, LSPs, y
detecta ademas mutaciones y tipos de mutaciones presentes en el genoma. Por las razones expuestas
esta metodologia se convierte en la herramienta de eleccion tanto para epidemiologia molecular
como para el estudio de relaciones evolutivas [95].

Los primeros estudios de identificacion de SNPs, se llevaron a cabo a partir de la secuenciacion
multilocus, usando un set de genes implicados en diferentes procesos metabdlicos de la bacteria.
Estos andlisis se realizan a partir del alineamiento de las secuencias de dichos genes, para identificar
mutaciones puntuales entre cepas y luego se establece si dicha mutacion produce o no cambio en el
aminoéacido codificado. Las mutaciones a nivel de SNPs e indels, pueden tener efectos a nivel de la
sintesis de proteinas y expresion génica. Los SNPs de mayor importancia son los no sinénimos, ya
gue cambian el marco de lectura de las proteinas, produciendo cambios funcionales importantes,
estas mutaciones confieren un impacto importante en el fenotipo, linaje y resistencia a
medicamentos, por mutaciones de novo en MTBC [96]. Entre mayor nimero de SNPs no sindnimos,
mayor es el cambio evolutivo de la cepa, por ejemplo, Gutacker y col., establecieron las relaciones
evolutivas de Mtb analizando 5069 cepas, comparando la secuencias de 7 genes con las secuencias
de los genomas de las cepas H37Rv y CDC1551, permitiendo identificar nueve clusters o grupos
genéticos y 227 SNPs no sindnimos [97]. Sin embargo, a pesar que se analizaron un gran nimero de
cepas, las filogenias reportadas son sesgadas y convergentes, debido a la pobre cobertura del genoma
[98].

En el 2009 Comas y cols., analizaron los SNPs de 97 cepas de Mtb, a partir de la secuenciacion
directa de una region de 70 kbp, que corresponde a 89 genes, encontrando 339 SNPs que
determinaron una filogenia congruente con las correspondientes filogenias obtenidas por MIRUS-
VNTR, Spoligotyping y LSP. A pesar de la concordancia encontrada en las filogenias determinadas
por las diferentes metodologias, el Spoligotyping fue el método menos adecuado para las inferencias
evolutivas, ya que aunque infiere resultados evolutivamente importantes, las cepas son agrupadas en
grandes grupos, por lo que la informacion a nivel de clados y familias no es confiable; en cuanto a
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MIRUS-VNTR la informacidn es mucho mas confiable si se usa el set de 24 locus, puesto que
clasifica las cepas de Mtb mejor y proporciona informacién evolutiva importante, por lo que la
secuenciacion multilocus es el método mas robusto para definir grupos filogenéticos de bacterias
genéticamente monomérficas como Mtb [92].

Se han identificado sets de SNPs que son informativos de cada linaje; el estudio de 259 cepas de
Mtb provenientes de diferentes partes del mundo, identifico 34.127 SNPs obteniendo los 7 linajes
existentes [98]. EI m&ximo nimero de SNPs encontrado en este estudio al comparar dos cepas, una
adaptada a humanos y otra a animales fue de 2.188 SNPs, mientras que al comparar cepas adaptadas
a humanos el resultado fue 1856 SNPs, de los cuales 387 SNPs fueron homoplasicos (convergentes).
Su aparicidn esta dada por: (i) adicidn incorrecta de bases durante la secuenciacion, (ii) mutaciones
recurrentes y (iii) seleccion positiva. De acuerdo a estos resultados, en Mtb son pocas las posiciones
variables, lo que confirma la teoria de la expansion clonal de este microorganismo [42,99].

En un trabajo realizado en el 2013 por Rose y cols., se identificaron los SNPs con informacién
filogenética importante para cada linaje, en cepas adaptadas a humanos y se obtuvieron 13.086 SNPs,
estudiando 28 cepas de MTBC procedentes de diferentes origenes geogréaficos y pertenecientes a los
linajes 1-6. En este estudio se analizaron los SNPs no sindénimos y sinbnimos conservados en esta
poblacién, los que son especificos de cada linaje y estan relacionados con cambios evolutivos
tempranos [100]. Los SNPs generados de novo, se han encontrado en genes que producen resistencia
a antimicobacterianos y que estan relacionados con cambios evolutivos recientes, aunque existe la
hipotesis que los cambios evolutivos tempranos de los patogenos disminuyen el fitness del
microorganismo. Sin embargo, se ha probado que es un patgeno con alto fitness a pesar de la
frecuencia de mutaciones en genes de resistencia [42]. En MTBC, se presenta el fendmeno de las
mutaciones compensatorias; en las regiones determinantes de resistencia a medicamentos, en
regiones promotoras o0 en otros genes que confieren virulencia, lo que hace que ciertos linajes de
MTBC tengan mayor circulacién que otros a nivel mundial [101,102].

Se han encontrado 319 SNPs especificos en los linajes modernos (Linajes 2, 3, y 4); para el linaje 1
se identificaron 463 SNPs; Linaje 2: 124 SNPs; Linaje 3: 353 SNPs; Linaje 4: 163 SNPs; Linaje 5:
698 SNPs y linaje 6: 674 SNPs. La mayoria de mutaciones puntuales que se encontraron en este
estudio fueron no sinénimas, por lo que se categorizaron funcionalmente y la mayoria de ellas se
encontraron en genes regulatorios (NarL, Rv0275KdpD, Blal, SirR, VirS, Rv3167c y Rv3830c) [100].

Los trabajos mencionados anteriormente, indican que el anélisis de SNPs a partir de la secuenciacion
de genoma completo, es la forma mas robusta de construir filogenias, indicando que la tuberculosis
se origind en el continente Africano, co-evolucionando con el Homo-sapiens, que disperso la
enfermedad gracias a las migraciones humanas, al establecimiento de rutas de comercio y a que este
patégeno sufrié un proceso de adaptacion a determinadas poblaciones humanas, por lo que cepas de
MTBC de los linajes 5 (Occidente Africano 1), 6 (Occidente Africano Il) y 7 (Etiopia), hasta hace
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poco se creia, estaban adaptados Unicamente a habitantes de dichas zonas geograficas y a dichas
razas, siendo los linajes 2 (este asiatico) y 4 (Euroamericano), los de mayor capacidad de adaptacion,
dispersién y circulacion a nivel mundial, estdn asociados con alta virulencia y resistencia a
antibioticos. Sin embargo, recientemente se ha reportado la presencia de M. tuberculosis var
Africanum en Brasil, a partir de un aislamiento clinico obtenido a partir de una paciente con TB
pulmonar; la identificacion se realizd por secuenciacion del gen 16S y secuenciacion parcial del gen
Hsp65 [103]. Por otra parte, en 2016 se hizo el primer reporte de M. tuberculosis var Africanum en
Colombia, a partir de la secuenciacién por Illumina de un aislamiento clinico obtenido en el pais
[104].

El genotipo Beijing, perteneciente al linaje 2 (Este asiatico), se origind en la provincia de Beijing en
China, de alli se disperso a los paises asiaticos vecinos (Mongolia, Corea del Norte y Vietnam),
siendo el responsable del mayor nimero de casos de TB en el oriente asiatico [105]. Este genotipo
esta asociado a alta virulencia y resistencia a medicamentos de primera y segunda linea, siendo
MDR) o XDR, este es un patégeno exitoso en términos evolutivos, puesto que, a diferencia de otros
genotipos, causa tuberculosis en personas de todas las razas. Posee una copia intacta del gen pks1/15,
gue le permite producir PDIM, el cual es un importante factor de virulencia, asociado a alteracién
en la modulacién de la respuesta inmune del huésped, produciendo una respuesta tipo Th2 no
protectora. Sin embargo, el perfil de resistencia a antibidticos, la expresion de genes de virulencia y
la modulacion de la respuesta inmune, son variables entre los aislamientos clinicos de este genotipo
[106].

El segundo linaje més disperso a nivel mundial es el Linaje 4 Euroamericano, se pueden encontrar
aislamientos clinicos de este linaje en cualquier pais del mundo, aungue como su nombre lo dice, es
mas prevalente en Europa y las Ameéricas, la diferenciacion de este linaje esta dado principalmente
por las regiones de diferenciacion, la delecién en pks1/15 e identificacién por Spoligotyping. Este
linaje se caracteriza por la ausencia de los espaciadores 33-36 y sus sublinajes mas importantes son
HARLEM, LAM, T, Sy X [107]. Aunque este linaje esta ampliamente diseminado a nivel mundial,
la virulencia de los aislamientos clinicos es variable, asi como el perfil de resistencia a antibi6ticos
[108].

Los linajes con mayor restriccion en su localizacion geogréafica son los linajes Occidente Africano
1, Occidente africano 2 y el linaje de Etiopia, Mtb co-evolucion6 con el Homo Sapiens origindndose
estos 2 linajes en el continente africano, las cepas de estos linajes, se separaron del ancestro comun
de Mtb casi simultineamente con las cepas adaptadas a animales (M. bovis y M. canetti), y de
acuerdo con estudios gendmicos, se sabe que la adquisicion de esta bacteria no fue a partir de
animales domésticos, sino por un proceso de especiacion, lo cual dio origen a los diferentes linajes
filogeogréficos [42].
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I.VI. Genotipo Beijing: origen, descripcion, clasificacion
presencia global

El genotipo Beijing, perteneciente al linaje 2 o del Este asiatico de Mtb es un grupo filogeogréafico
responsable de TB en por lo menos un cuarto del total de casos a nivel global [109]. fue descrito en
1995 por Dick Van Soolingen y cols., a partir de un analisis poblacional de aislamientos clinicos
circulantes en China entre 1992 y 1994, que se caracterizaron por compartir el mismo patrén RFLP-
1S6110, con 15 a 20 copias de esta secuencia de insercion y, en el estudio del locus polimorfico DR
estas cepas mostraron un espoligotipo significativamente diferente a los aislamientos de otras
regiones del mundo, caracterizado por poseer unicamente los espaciadores 35 a 43 [105]. Las cepas
con estas caracteristicas genotipicas son conocidas como Beijing tipicas o clésicas, sin embargo, se
pueden encontrar aislamientos clinicos con diferencias en los patrones de bandeo por RFLP-1S6110
y con ausencia de espaciadores diferentes entre los espaciadores 35 a 43, dichas cepas son conocidas
como Beijing Atipicas o Beijing-like [110]. Por otra parte, hay otro grupo de cepas que se han
denominado como “Pseudo-Beijing”, las cuales se caracterizan por tener un espoligotipo tipico de
este linaje, pero al indagar sobre deleciones en las regiones de diferenciacién (RD) especificamente
RD207 y RD105 se observa gue estas cepas tienen una delecion mas corta (mas o menos 100 pb
menos) a la delecion presente en las cepas Beijing tipicas [111]. Adicionalmente, cepas de este
genotipo fueron identificadas en la década de los 90s en la ciudad de Nueva York en pacientes VIH+
en brotes en hospitales y carceles, en ese momento fueron denominadas como MDR “W?”, pero
posteriormente se identific que estas hacian parte de un pequefio sublinaje de la familia Beijing,
por lo que es comun encontrar en la literatura la denominacion de W/Beijing [112,113].

Se cree que el éxito del genotipo Beijing para mantenerse en circulacion a nivel global esta
determinado por varias causas; una de ellas, la vacunacién con el bacilo atenuado de M. bovis
Calmette Guerin (BCG) [114], ya que lainmunizaci6n con esta vacuna ha sido ampliamente utilizada
en la region asiatica en donde este predomina; esta hipétesis ha sido formulada a partir de varios
estudios en los que se ha determinado que, por lo general a los pacientes a los que se les aisla han
sido vacunados previamente, mientras que en pacientes infectados con otros genotipos bacterianos,
pueden o no estar vacunados, por lo que se postula que la presencia de cicatriz de la vacuna BCG,
es un factor de riesgo para contraer tuberculosis causada por el genotipo Beijing, especialmente en
areas en las que este es endémico [105,115].

Las cepas del genotipo Beijing, se han asociado con brotes de tuberculosis multirresistente (TB-
MDR) a nivel global, causados por migraciones poblacionales, comercio entre paises y facilidad en
el desplazamiento alrededor del mundo. El linaje Beijing posee ventajas selectivas, en comparacion
con otros linajes del MTBC tales como: (i): aumento en la capacidad de adquirir resistencia a
medicamentos, (ii): alta capacidad mutagénica y aumento en la transmisibilidad e (iii):
hipervirulencia [116]; estas dos Ultimas caracteristicas se observan mas frecuentemente, en las cepas
de evolucion reciente, principalmente las encontradas en paises latinoamericanos, paises del sur de
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Africa'y Europa Oriental, a diferencia de las cepas ancestrales, las cuales en su area de influencia
principal Este asiatico, presentan perfiles de susceptibilidad a antibidticos variables y virulencia
disminuida [109].

Genotipicamente y basdndose en la identificacion o tipificacion de polimorfismos de secuencia larga
(LSP), cuyo tamafio varia entre 224y 11.985 pb, el Linaje 2 se caracteriza por la presencia o delecion
de diferentes LSP que clasifican este genotipo; por ejemplo; todas las cepas hasta ahora estudiadas
tienen la delecién RD105 y la delecién RD207, este Gltimo responsable de la pérdida de los primeros
34 espaciadores en el locus DR Direct Repeats presente en todos los miembros del MTBC [117]. La
RD181 es caracteristica de casi todas las cepas de la familia Beijing y es un marcador de evolucion
temprana mientras que las RD150 y RD142 pueden o no estar presentes en dichas cepas siendo asi
caracteristicos de cepas de evolucién mas reciente [118].

El analisis de los LSP se ha logrado a partir de la amplificacion por PCR de estos, secuenciacion
parcial, total o a partir de la deteccion por hibridacion de sondas. Como se trata de grandes deleciones
gendmicas, estas son responsables de la delecidn parcial o total de genes de Mycobacterium,
caracteristica que influencia las variaciones en la virulencia de este linaje [119].

Los hallazgos de estas deleciones gendmicas principales son: RD 105 de 4267 pb, que deleciona por
completo los genes Rv0072 que codifican parte de una proteina transportadora permeasa no
caracterizada tipo ABC [120] y Rv0073 que codifica para una proteina de unién a ATP
transportadora de glutamina tipo ABC y deleciona parcialmente los genes Rv0071 que codifican
para una posible madurasa intrénica de tipo Il, gen no esencial para el crecimiento in vitro de la
bacteria [121] y Rv0074 que codifica para una proteina hipotética conservada, encontrada en la
fraccion membranal de la bacteria por espectrometria de masas, no esencial para el crecimiento in
vitro [122].

La delecion RD207 de 7399 pb, es la principal responsable de la pérdida de espaciadores en el locus
DR (Direct Repeats) de este genotipo, es evidenciada en el espoligotipo caracteristico de 9
espaciadores 35 a 43 y a su vez es la responsable de la delecion parcial de 7 genes'y la pérdida de la
secuencia de insercion 1S6110. Los genes delecionados por este RD son: Rv2814c subunidad de
transposasa requerida para la transposicion de 1S6110; Rv2815c Transposasa putativa para 156110
gue se fusiona con Rv2814c posible responsable del cambio en el marco de lectura durante la
traduccion [123]; Rv2816¢c, Rv2817c, Rv2818c, Rv2819c y Rv2820c, codifican para proteinas
hipotéticas conservadas, que corresponden a posibles islas gendmicas especificas de M. tuberculosis
[124,125]. Por otra parte, la RD181 es una delecion gendémica de 711 pb, que deleciona dos genes:
el Rv2262c que codifica para una proteina hipotética conservada de funcién desconocida y Rv2263
que codifica para una posible enzima oxidorreductasa [125]. La RD142 es una delecion de 2851 pb,
region en la que se encuentran ubicados 4 genes: el Rv1190 y Rv1191, que codifican para proteinas
hipotéticas; Rv1192 proteina de funcién desconocida y sigl posible factor sigma alternativo de la
RNA polimerasa sigL [126,127]. La RD 152 es una delecion de 11985 pb, responsable de la pérdida
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de 12 genes cutl, picD, y wag22 que son miembros antigénicos pertenecientes a la familia de
proteinas PE-PGRS; Rv1754c¢ proteina conservada rica en prolina; Rv1756¢, Rv1757c¢ subunidades
transposasas putativas para 1S6110; Rv1760 posible triacilglicerol sintetasa, responsable de la
acumulacion de lipidos de pared celular; Rv1761c posible proteina transportadora de extremo
hidrofdbico involucrada en procesos de metabolismo lipidico de pared celular; Rv1762c proteina de
funcion desconocida; Rv1763 y Rv1764 transposasas putativas para la insercion de 1S6110 v,
Rv1765c¢ proteina hipotética conservada del citosol de M. tuberculosis [67,69].

Otro marcador importante para la clasificacion del genotipo Beijing es la presencia de una copia
intacta del gen pks15/1, el cual es un marcador genético cominmente detectado en las cepas Beijing
de origen asiatico (81); este gen codifica para un factor de virulencia lipidico de la pared celular
denominado Ftiocerol Dimicoserosato (PDIM) [128,129], es el méas apolar de la pared de la bacteria,
relacionado estructuralmente con el glicolipido fendlico y su estructura es tan densa, que ha sido
denominada la CERA de la pared celular [127]. EL PDIM se encuentra presente en todas las especies
del complejo Mtb y en algunas micobacterias no tuberculosas (MNT), siempre y cuando sean
patégenas para humanos y animales. Todas las cepas que producen ptiocerol dimicocerosatos o
ptiocerol ptioceranatos, también sintetizan sustancias estructuralmente relacionadas como los
fenolftioceroles [130]. En teoria las cepas de Mtb virulentas poseen una copia completa de este gen
y producen PDIM, sin embargo, cepas de como H37Rv y CDC1551, poseen una delecion de 7 pares
de bases en este gen que afecta la produccién tanto de PDIM como del Peptido PGLs; las cepas del
linaje 2 producen estos dos lipidos, lo que posiblemente esta relacionado con su exacerbada
virulencia sobre todo en las cepas de evolucion moderna, esto ha sido comprobado en estudios en
modelos animales (Ratdn y Cobayo) y celulares (Macréfagos) usando cepas virulentas (HN878)
deficientes en pksl5/1 o cepas transfectadas con este gen (CDC1551, H37Rv, Erdman), cuyo
fenotipo resulta en cepas con mayor virulencia con respecto a su contraparte silvestre [131,132].

Otros marcadores genéticos para la clasificaciéon de las cepas Beijing en sublinajes ancestrales o
modernos como la presencia de un locus NTF (Noise Transfer Function) intacto con la RD181 intacta
es caracteristica de las cepas mas antiguas o ancestrales “atipicas” de ese genotipo, si esta se
encuentra delecionada las cepas son clasificadas como “ancestrales” o “ancestrales clasicas” [133].
Las cepas mas modernas de la familia Beijing se caracterizan por la presencia de 1 o 2 copias de la
I1S6110 en la region cromosomal NTF y por la presencia de mutaciones de Unico nucleétido (SNPs)
en los genes que codifican para enzimas de reparacion de DNA que son exclusivos del genotipo
Beijing Mut2 y Mut4 [134]; en Mut2 se produce una mutacién en el codon 58 produciendo el cambio
de glicina por arginina GGA (Gly) por CGA (Arg), y en el gen Mut4 se produce un cambio de
Arginina por Glicina en el codon 48 CGG (Arg) por GGG (Gly). Las cepas que no presentan SNPs
en estos genes, son denominadas como cepas modernas [135,136].

De acuerdo a estudios filogeograficos recientes, a partir de analisis de MIRU-VNTR e identificacion
de SNPs en secuencias de genomas completos de 4987 cepas pertenecientes al genotipo Beijing
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provenientes de 99 paises [116] se sugirid que este linaje se origind en la zona nororiental del este
Asiético en el norte de China, Corea y Japon, hace aproximadamente 6600 afios y se determind que
este genotipo se divide en 6 sublinajes o grupos principales o complejos clonales (CC): CC1, CC2,
CC3, CC4, CC5 y CC6 y un sublinaje basal BL7. Con estos 7 sublinajes se construyé un arbol
filogenético de minima expansién (MStree), que los agrup6 en 3 brazos principales. Posteriormente,
se indagé por la presencia de la 1S6110, en la region NTF estudiando un subgrupo de 337
aislamientos y se determin6 que los complejos clonales 1 a 5 (CC1-CC5), se clasificaron como cepas
modernas tipicas por la presencia de esta secuencia de insercién y, que las cepas pertenecientes al
CC6 y BL7 se clasificaron como variantes Beijing Ancestrales Atipicas, por la ausencia de una o
dos copias de la 1S6110 en esta region [116]. Ademas, estos sublinajes tienen distintos patrones de
dispersién a nivel mundial, CC1 (Asia central alrededor del mar negro), CC2 (Rusia y Oriente
Europeo), CC3 (Oriente Asiatico, Océano Pacifico y Américas), CC4 (Africa oriental y sur y océano
Pacifico), CC5 (Dispersion hacia el océano pacifico Micronesia y Polinesia) y CC6 y BL7 (oriente
asiatico, Norte América y México). En la Figura I-7., se muestra se muestra la distribucion mundial
de los complejos clonales del genotipo Beijing [137].
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Figura I- 8. Distribucion mundial de los complejos clonales y el linaje basal del genotipo Beijing en donde
cada circulo corresponde a un pais y el tamafio del circulo corresponde a la cantidad de aislados clinicos.
Tomado de Merker M. y cols 2015 [104].

Como se puede evidenciar, dependiendo de los marcadores empleados, se obtienen resultados
diferentes de filogenia del linaje 2, por lo que no hay un consenso con respecto a la caracterizacion
del mismo. Con el animo de unificar la clasificacion de este linaje, recientemente se realiz6 un
analisis evolutivo y comparativo con todos los marcadores empleados por los diferentes estudios
[138]. En esta investigacion, se analiz6 el genoma de 1.398 cepas del linaje 2 provenientes de 32
paises y adicionalmente se incluyeron los datos de 13 estudios independientes. Después de excluir
regiones repetitivas, elementos maviles, genes de la familia PE-PPE, genes asociados a resistencia a
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medicamentos y SNPs artefactuales asociados a indels, se emplearon 39.786 SNPs para reconstruir
la filogenia de méaxima verosimilitud; los resultados obtenidos dividen el linaje 2 en dos clados
filogenéticos: proto-Beijing y Beijing “Clasico”. Las cepas del clado proto-Beijing se caracterizan
por la delecion RD105 y un patrén spoligotyping atipico para Beijing, conteniendo espaciadores
entre los espaciadores 1-43[138].

Las cepas del clado Beijing “clasico” se caracterizan por la delecion RD207, una rama temprana
dentro del clado contiene los genes mutT2, mutT4 y ogt intactos. Pasos evolutivos subsiguientes
consistieron en adquirir la delecion RD181 y una mutacion en el gen mutT4 (coddn 48). Otro grupo
monofilético importante lo constituyen cepas con mutaciones en los genes mutT4 (codén 48) y ogt
(coddn 37). Todas estas ramas son consideradas Beijing “ancestral”, dentro del clado Beijing. El
grupo monofilético mayoritario (1212 cepas del estudio mencionado), contiene cepas con las
mutaciones en mutT2 (coddén 58), mutT4 (coddn 48), ogt (coddn 12) y la presencia de la secuencia
de insercion 1S6110 en la region NTF; estas cepas son consideradas Beijing “modernas” dentro del
clado Beijing. Finalmente; el clado Beijing es dividido en 8 grupos de dos a 5 subgrupos
dependiendo del estudio.

Por tal motivo, Shitikov y cols, proponen un método para la clasificacion del linaje 2, el cual incluye
los clados proto-Beijing y Beijing, y tiene un mayor poder discriminatorio mayor, comparado con
los otros métodos de genotipificacion. Este método clasifica 10 grupos dentro del clado Beijing,
donde tres de ellos pertenecen al grupo Beijing “ancestral” (Asia Ancestral 1, Asia Ancestral 2, Asia
Ancestral 3) y siete pertenecen al grupo Beijing “moderno” (Asian African 1, Asian African 2, Asian
African 2/RD142, Asian African 3, Pacific RD150, Europe/Russia BO/W148 outbreak y Central
Asia) [138].

I.VI. I. Epidemiologia de Genotipo Beijing

I.VI.1.1. Genotipo Beijing en el mundo

El genotipo Beijing del Este asiatico de Mtb es uno de los mas exitosos a nivel mundial junto con
cepas del linaje Euroaméricano. Aunque como se discutié anteriormente su origen es asiatico, hoy
lo encontramos en casi todo el mundo y mas de un cuarto de la epidemia global de TB es causada
por cepas de esta familia. Aunque hay paises en los que alin no se reporta, muy seguramente en
muchos de ellos es porque no se busca, si bien es dificil establecer una prevalencia o incidencia
mundial de este genotipo, por la no vigilancia epidemioldgica de genotipos de Mtb por pais como se
hace en la mayoria de los eventos de interés en Salud publica, si se encuentran diversos estudios en
los que se reporta Beijing en todos los continentes [109].

Ademaés de ser un exitoso patégeno emergente por su capacidad de infectar personas sin distingo de
nacién o raza como ocurre con otros genotipos [139], por ejemplo los del Occidente Africano y
Etiopia (Linajes 5, 6, 7, 8 y 9) los cuales estan limitados geograficamente; el genotipo Beijing
frecuentemente se encuentra en Brotes de TB, causando TB resistente a medicamentos y casi siempre
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se presenta como un patégeno con alta virulencia causando cuadros graves de la enfermedad
[112,113], que en muchos de los casos el desenlace es fatal [140].

Segun la “Accion Europea Concertada en Marcadores genéticos de nueva generacion y técnicas para
la epidemiologia y control de Tuberculosis”, el genotipo Beijing tiene cuatro tipos de
comportamiento o patrones de presentacion mundial: (i): Endémico sin resistencia a medicamentos,
que predomina en el Oriente Asiatico; (ii): Epidémico resistente a medicamentos que circula en su
mayoria en la antigua Union Soviética, Cuba, Vietnamy Sur Africa y con circulacion poco frecuente
en Europa Occidental; (iii): Epidémico pero sensible a medicamentos antituberculosos circulando en
su mayoria en Argentina y Malawi y (iv): Muy poca o infrecuente circulacién en algunos paises del
continente Africano y continente Europeo [141].

La asociacion de MDR-TB y genotipo Beijing es variable ya que no solo depende de la poblacién
de estudio, sino del origen de los pacientes, el tamafio de la muestra etc., [142,143] y asi como hay
estudios en los que no se encuentra asociacion entre resistencia a medicamentos y TB, otros estudios
si han logrado establecer dicha asociacion [144,145] aunque como se menciond anteriormente ya
estan establecidos los patrones de circulacion, dependiendo del estudio, se pueden presentar
cualquiera de los patrones antes mencionados en cualquier lugar [146].

En Asia, es el genotipo mas prevalente, hay estudios que reportan genotipo Beijing en méas del 50%
de los pacientes o cepas incluidas en los estudios, llegando incluso al 90% de los casos de TB con
este genotipo en paises como China [105,147], Mongolia [148], Vietnam [149-151] e India [152].

En Europa la presencia de cepas genotipo W/Beijing es variable, en la Antigua Union Soviética la
circulacion de estas es alta con el 45%-56% de los aislamientos, mientras que en Europa Occidental
la proporcion es bastante baja <6% de los aislamientos. En el continente africano el genotipo Beijing
es poco frecuente, sin embargo, en la capital de Sur Africa, la proporcion es significativamente
mayor [141], estudios reportan prevalencias de genotipo Beijing de menos del 10% y en algunos
estudios asociados a pacientes VIH+ como por ejemplo en Mozambique [153].

I.VLI. I1. Genotipo Beijing en el continente americano

Los paises que conforman América Latina o “Nuevo Mundo”, como se denomind inicialmente a esta
region del mundo, por los colonizadores europeos provenientes de Espafia, Francia, Portugal,
Inglaterra y Holanda, gracias a las ambiciones expansionistas del imperio francés dirigido por
Napoleon 111, America, se divide en tres regiones principales: América del Norte, América Central
y América del Sur, pero la region Latinoamericana, que en su mayoria fue denominada como tal por
el colonialismo espafiol esta dividida en: América central (México, Guatemala, Belice, El salvador,
Honduras, Nicaragua, Costa Rica y Panama), América del sur (Colombia, Venezuela, Peru, Ecuador,
Bolivia, Paraguay, Uruguay, Chile, Argentina, Brasil, Guayana, Guyana y Surinam) y las islas del
caribe en las cuales hay variabilidad de idiomas siendo las islas mas representativas: Las Antillas
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mayores (Cuba, Isla de la Espafiola (Republica Dominicana y Haiti) y Puerto Rico), Antillas
Francesas y Holandesas, Trinidad y Tobago entre otras [154].

Debido al proceso de colonialismo europeo, no solo llegaron al continente americano las costumbres
sociales, religiosas e idiomaticas del viejo continente, también llegaron diferentes enfermedades que
fueron transmitidas a la poblacion nativa americana e incluso fueron las responsables de diezmar
dicha poblacion en su momento con enfermedades como la viruela y el sarampion [155] v,
posiblemente la tuberculosis. Sin embargo, sabemos que la TB estaba presente en el continente antes
de la invasion europea, gracias a los registros que se conocen actualmente de presencia de DNA de
Mtb en restos momificados precolombinos [13]. Es l6gico pensar, que la variedad de genotipos que
hoy conocemos en el continente, son producto no solo del colonialismo europeo, sino de la llegada
de esclavos africanos, trayendo consigo sus respectivos genotipos de Mth, dando como resultado una
amplia variabilidad genética.

Datos estimados por la OMS en el afio 2019, muestran que el continente americano aport6 cerca del
3% de la carga mundial de TB, que corresponde a alrededor de 300.000 casos al afio. Los paises con
mayor tasa de incidencia son Haiti, Pert y Bolivia con 100-199 casos por cada 100.000 habitantes,
mientras que el resto de los paises del subcontinente tienen tasas de incidencia media de 25-99 casos
por 100.000 habitantes a excepcién de Chile que se sitla como pais de incidencia baja con 0-24
casos por 100.000 habitantes [23].

En Canada la mayoria de los reportes implican poblacion migrante. En un estudio en Alberta se
report6 que el 21% de las cepas de pacientes con TB correspondian a genotipo Beijing las cuales en
su mayoria presentaban algun grado de resistencia a antibiéticos [156][157]; en un estudio de
cohortes de pacientes con TB en su mayoria migrantes se determin6 que el 19% de ellos estaba
infectado con cepas de genotipo Beijing [158]. Canadé es un pais caracterizado por recibir una gran
cantidad de poblacion extranjera para ocupar su territorio y dada la alta calidad de vida de este pais
se considera que es un pais con baja incidencia de TB junto con Estados Unidos, en estos paises la
TB por genotipo Beijing se presenta en 19-27% de los casos [157,158].

En Estados Unidos, el reporte de este genotipo se ha realizado a partir de brotes, por lo que la
proporcidn es alta; uno de ellos en la ciudad de Nueva York en donde se aislaron cepas MDR en el
22% de los pacientes con diagndstico de TB, posteriormente con la tipificacion con RFLP-1S6110
se demostrd que estas cepas pertenecian al genotipo Beijing y se denominaron W/Beijing [159]. En
otro brote en Houston Texas en el 25% de los pacientes estudiados 326 de 1283 pacientes estaban
infectados por este genotipo [160], a pesar que el reporte de este genotipo en USA es en brotes
epidémicos, se ha comprobado la circulacion nacional de Genotipo Beijing en poblacién migrante y
no migrante [161].
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Hasta hace pocos afios, se pesaba que la circulacién del genotipo Beijing en América Latina era
infrecuente, sin embargo, con la realizacion creciente de estudios de tipificacién de cepas de Mtb
usando técnicas de epidemiologia molecular clasica o secuenciacién masiva, se ha evidenciado un
aumento significativo en el reporte de este genotipo en los distintos paises de la plataforma
continental y las islas del caribe [162].

Los estudios que se han llevado a cabo en américa Latina son dispersos y se han realizado por lo
general en grupos especificos de poblacion. En una revision de tema, realizada con el fin de obtener
informacion sobre la presencia del genotipo Beijing en América Latina, se obtuvo que: Solo el 3.9%
(980/25.184) de las cepas tipificadas por distintos métodos pertenecian a genotipo Beijing [163]. Los
paises con mayor predominio del genotipo Beijing son Cuba (17.26%, n=112), Peru (16%, n=634)
y Colombia (5%, n=100). Los genotipos presentes en Cuba son SIT1/Beijing clésico, y solamente
una cepa es SIT190/Beijng-like [164]. A pesar de que Cuba tiene una de las incidencias de TB mas
bajas de América Latina [165], es el pais con mas presencia del genotipo Beijing con respecto a los
otros paises de la region y ha sido reportado desde el afio 1995, en este pais se ha incrementado
significativamente la presencia de genotipo Beijing de un 11.3% en el afio 1995 a un 25.6% en 2010
[166] y ademds presenta alta resistencia a los antibidticos de primera linea, en especial a
estreptomicina [141]. La asociacion existente entre resistencia a antibidticos y el genotipo Beijing,
surgid a partir de la falla en los programas nacionales de control de TB, en la extinta Union soviética
y se cree que la aparicion de estas cepas en América Latina, se deba a un efecto fundador gracias a
las relaciones diplométicas entre los ex paises soviéticos y la isla [167].

Perd es el siguiente pais con mayor proporcion de genotipo Beijing en América Latina, con un 16%
correspondiente a 634/25123 cepas, todas obtenidas de pacientes de la ciudad de Lima y alrededores
(29.4% segun censo 2018). Colombia es el tercer pais con mayor carga de genotipo Beijing 5%
(100/1989) [163], el cual fue reportado circulando en el pais desde 1997, especificamente encontrado
en la ciudad portuaria de Buenaventura sobre el Pacifico Colombiano [168].

Ecuador tiene una prevalencia baja del genotipo Beijing con 1.17% , a pesar de ser un pais limitrofe
y de fronteras abiertas con paises con predominancia alta del genotipo Beijing, como son Per( con
16% y Colombia con 5% y al igual que en Cuba y Colombia, las cepas Beijing del Ecuador tienen
una fuerte asociacion con resistencia a los antimicrobianos [169].

El resto de los paises de la region, (México, Guatemala, Panama) presentan una prevalencia por
debajo del 1%, también paises con gran poblacion como Brasil. Los paises del cono sur (Chile,
Argentina y Paraguay) histéricamente han tenido prevalencias muy bajas de Beijing, sugiriendo la
ausencia de migraciones importantes de poblacion asiatica o de Europa Oriental. Las islas del Caribe
Oriental, tienen un comportamiento diferente a Cuba, posiblemente influenciado por el tipo de
migrantes provenientes de Holanda y Francia principalmente [170-173].
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Finalmente, hay que mencionar que la informacion es muy escasa con respecto al genotipo Beijing
en Honduras, Haiti, Bolivia y Paraguay en la Figura 1-8., se muestra la distribucién en América
Latina del genotipo Beijing en comparacion con los demas linajes que circulan en cada pais del
continente [163].
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Figura I- 9. Distribucion de genotipos por pais en América Latina. Tomado de Cerezo-Cortés Ml y cols., 2020
[163].

L.VIL.L111. Genotipo Beijing en Colombia

Los estudios de epidemiologia molecular describiendo la circulacion de genotipos de Mtb en
Colombia corresponden a estudios que involucran varias regiones del pais, sin embargo, el genotipo
Beijing esta geo-referenciado principalmente en la ciudad de Buenaventura y por el momento no
existe reporte de la presencia de este genotipo en el resto del pais. EI genotipo predominante, a
diferencia del encontrado en los otros paises de la region antes mencionados, es el SIT190/Beijing-
like con el 79% de las cepas Beijing y es casi exclusivo de Colombia, con la excepcién de Cuba, que
reporté solo un caso causado por este genotipo. El primer estudio que detect6 la presencia del
genotipo Beijing en Colombia se realiz6 en 1998, basado en patrones RFLP y encontr6 que 11/34
(32.4%) de los casos que tenian falla en el tratamiento correspondieron a la Familia Beijing [174].
En 2010 Murcia y col., reportaron en Bogota el primer caso mortal de TB causado por el genotipo
“‘Beijing-like’” (SIT190) [140][175], la bacteria se aisld de esputo y de muestras de necropsia; todos
los aislamientos, tuvieron un patron RFLP 1S6110 idéntico, por Spoligotyping, estas cepas se
caracterizaron por la ausencia de los espaciadores 1-34 y 40 y por MIRUS-VNTR (Mycobacterial
Intersperced Repetitive Units-Variable Number Tandem Repeats) se obtuvo el patron huérfano
224326153223, de acuerdo a la base de datos del Institut Pasteur de La Guadaloupe (SITVIT2) [175].
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Estudios posteriores realizados en Cali encontraron también cepas pertenecientes al genotipo
Beijing-like, SIT190, asociados a TB-MDR/XDR [176,177]. En el afio 2012, Cerezo y col.,
realizaron un estudio de genotipificacion en aislamientos clinicos obtenidos en Bogota, encontrando
los siguientes genotipos: LAM/SIT42 (49.34%), Harlem/SIT62 (38.25%), T/SIT53 (13.82%) y
Beijing-like (1.06%) [178].

Puerto G y cols., genotipificaron 51 aislados de Mth, obtenidos también de pacientes en
Buenaventura, encontrando una prevalencia de 41% de cepas de la familia Beijing [179], este estudio
refirié que el 81% de aislamientos TB-MDR correspondio a pacientes previamente tratados, mientras
gue en pacientes no tratados se recuperaron 5 aislados TB-MDR, no hubo ningin aislamiento
sensible [180]. Llerena P y cols., analizaron por spoligotyping 201 aislados clinicos colombianos
asociados a MDR-TB y se encontr6 que el 36,3% de los aislados pertenecian al linaje LAM 26.9%
al linaje Haarlem y el 11% al linaje Beijing [181].

Otro genotipo Beijing-like encontrado recientemente en el pais es el SIT406/Beijing-like en un
paciente indigena del departamento del Cauca que también pertenece a la region pacifica del pais
[182]. genotipo gque también se encontrd en un paciente de Guadalajara, México [183]. Todas las
cepas Beijing-like tienen todo el espectro de resistencia, desde cepas monoresistentes hasta
extensivamente resistentes (XDR), a diferencia del fenotipo reportado en otros paises, en los que no
hay asociacion a resistencia, excepto en Cuba donde también se encontré esta asociacion [164].

En otro estudio reciente realizado por Nieto-Ramirez y cols., en el que se estudiaron aislamientos
clinicos enviados al CIDEIM entre 2002 al 2010 para la realizacién de pruebas de susceptibilidad a
medicamentos, se logrd establecer a partir del analisis 37 cepas de genotipo Beijing que estas
presentaban un alto grado de resistencia antibi6ticos, sobre todo aquellas con SIT 190, los resultados
de la evaluacion de susceptibilidad a medicamentos mostraron que 30 de los 37 aislamientos
tipificados en el estudio eran MDR, 6 fueron XDR y 1 fue sensible a medicamentos antituberculosis,
36 aislamientos clinicos pertenecian al genotipo Beijing-Like SIT 190 y 1 aislamiento clinico
pertenecia al genotipo Beijing Clasico SIT 1, se determin6 que todas las cepas Beijing tenian la
delecion en la region de diferenciacion RD105 y adicionalmente se establecié que estos aislamientos
clinicos eran sublinajes modernos del genotipo Beijing a partir de la confirmacion de la presencia de
las deleciones en las regiones de diferenciacion RD207 y RD131 [184].

La mayoria de los aislados Beijing recuperados en el pais pertenecen al genotipo “Beijing-like [174—
176,179,180] sin embargo, poco se sabe de la enfermedad causada por este genotipo, que difiere del

genotipo “Beijing Clasico” en el patron que presenta en la tipificacion por spoligotyping [83].

Los datos de los estudios mencionados ratifican la aparicion de Mtb genotipo Beijing en nuestro pais
como un nuevo patdégeno emergente asociado a TB-MDR / XDR. Las actividades comerciales, el
turismo y la movilidad de la poblacion de la ciudad de Buenaventura al resto del pais pueden
contribuir a la difusion del genotipo Beijing [116].
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Las cepa “Beijing-Like” 323 SIT 190 objeto de este estudio fue secuenciada utilizando la plataforma
PacBio; las caracteristicas encontradas para este genoma fueron: (i) tamafo 4.411.216 bp; (ii)
contenido G+C: 65.6%; (iii) regiones codificantes para proteinas: 4.237; (iv) genes codificantes para
tRNA: 45; (v) genes codificantes para rRNA: 3; (vi) SNPs (Polimorfismos de Unico nucleétido):
2.143.1787 se encontraron en regiones codificantes, 743 fueron mutaciones sindnimas, 1026 fueron
de perdida de sentido o0 missense y 18 de ellas fueron sustituciones sin sentido; (vii) inserciones: 588
y deleciones: 569. Posteriormente, la anterior cepa junto con la cepa 391 [185].

La mayoria de trabajos de investigacion de las variables fenotipicas en virulencia se han llevado a
cabo en el modelo murino, utilizando los diferentes linajes de M. tubeculosis. EI Raton (Mus
musculus) es el principal modelo animal utilizado para estos estudios, ofrece diferentes ventajas con
respeto a los demas animales de laboratorio, entre ellas estan: la facilidad de su manejo, el costo
respecto a los demas modelos y la respuesta inmune uniforme. A pesar de que la inmunopatologia
gue se desarrolla en estos animales no es igual a la que se desarrolla en humanos, lo que se constituye
en la principal desventaja de su uso, este modelo ha ayudado a entender las caracteristicas
patoldgicas desencadenadas por las diferentes cepas de Mtb, lo cual ha contribuido a la identificacion
de blancos terapéuticos, a la evaluacion de la actividad de diversos antibioticos y a la identificacion
de cepas virulentas de diferentes especies bacterianas, entre muchas otras aplicaciones [186].
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Planteamiento del problema

A partir del primer reporte de pacientes con tuberculosis causada por el genotipo Beijing en la ciudad
portuaria de Buenaventura en 1998 [174], asi como en un estudio posterior que utilizé ademas de
RFLP, MIRUs-VNTR y Spoligotyping para tipificar varios aislados clinicos de diferentes muestras
obtenidos de una paciente proveniente del mismo puerto, se pudo determinar que pertenecian al
genotipo Beijing-Like SIT190, que se diferencia del genotipo Beijing clasico (SIT 1) por la ausencia
del espaciador nimero 40 entre los espaciadores 35 a 45 del locus DR [140].

La aparicion de estudios posteriores que reportan la presencia y su asociacion con resistencia a
antibioticos en casi todas las cepas de este genotipo, corroboran la alta asociacion de genotipo
Beijing-Like con resistencia multiple y extendida (MDR/XDR) a medicamentos para el tratamiento
de TB [146,163,174] y probablemente la hipervirulencia de este patégeno el cual actualmente es
considerado emergente en nuestro pais. El genotipo Beijing se estad constituyendo en un grave
problema de salud publica en el pais debido a su alta resistencia y segin proyecciones de la OMS,
hacia el 2050 van a ser las “Superbacterias” (SuperBugs) resistentes, las principales causantes de
muerte a nivel mundial [187,188] [189,190]. En el caso de TB, se cree que cerca del 20% de los
pacientes previamente tratados con los medicamentos antituberculosos de primera linea son MDR 'y
el 9.7% de estos son XDR [191].

Si bien no existen estudios a nivel nacional para conocer la situacion real de la circulacion del
Genotipo Beijing en el pais, en los estudios publicados hasta el momento no se han reportado casos
fuera de la ciudad Portuaria de Buenaventura y no se reporta la circulacién del genotipo con SIT190
en paises vecinos como Ecuador y Pert que tienen circulacién de Beijing [163], adicionalmente, alin
no se tiene una explicacion precisa de las particularidades de esta bacteria en el pais, la principal
hipotesis es que debido a que en el pacifico colombiano se encuentra uno de los principales puertos
comerciales en la ciudad de Buenaventura, este puede ser la puerta de entrada de estas cepas
provenientes de Asia.

Dado que de estas bacterias solo se conoce su genotipo y su perfil de resistencia a antibidticos y de
acuerdo con los escasos reportes que se tienen, la mayoria de los pacientes infectados con Beijing-
Like mueren de la enfermedad, tal como sucedié con el primer caso encontrado en la ciudad de
Bogoté de la paciente proveniente del puerto de Buenaventura [140,168,174].
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Hasta el momento no se han reportado en el mundo estudios referentes a la interaccién huésped
patégeno (en modelos animales ni celulares) del genotipo Beijing-Like, cuya presencia en pacientes
colombianos se encuentra en aumento. En este estudio se propone ampliar el conocimiento existente
de este genotipo emergente, de tal manera que los resultados obtenidos con respecto a la virulencia,
respuesta inmune y expresion diferencial de genes en el analisis de transcriptoma a partir de tejidos
infectados en el raton (Mus musculus) BALB/c, permitira generar el conocimiento necesario de la
biologia de este genotipo en este modelo animal que, aunque los resultados que se obtengan no seran
100% extrapolables al humano, por sus diferencias en inmunopatogenicidad, si permitiran disponer
de herramientas Utiles para generar intervenciones que permitan el control de esta peligrosa bacteria,
gue circula en América: en Estados Unidos, Cuba y Colombia, siendo este ultimo el pais con el
mayor nimero de casos reportados [175].
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Hipotesis

Mycobacterium tuberculosis genotipo Beijing-like es mas virulento en el modelo de tuberculosis
pulmonar progresiva murino comparado con las cepas de referencia y con el genotipo Beijing clasico
circulante en Colombia. Adicionalmente, los genes del patégeno presentan una expresion diferencial
que favorece el establecimiento y rapida progresion de la patologia pulmonar y extrapulmonar
produciendo enfermedad grave en los animales y posteriormente la muerte.
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Justificacion

En el inicio de la década de los 90, la TB se declar6 como una emergencia sanitaria mundial por la
OMS, y aun permanece vigente. El genotipo Beijing es uno de los genotipos més virulentos que
circulan en el mundo, se le atribuye alta capacidad de virulencia, resistencia maltiple y extendida a
medicamentos, esta asociado con fallas en los tratamientos, brotes de tuberculosis multirresistente
(TB-MDR), hipermutabilidad y aumento de la transmisibilidad.

Varios estudios experimentales han proporcionado evidencia de que las cepas clinicas de MTBC
difieren en su capacidad de virulencia. Teniendo en cuenta que se desconocen los factores
determinantes de virulencia en el hospedador humano infectado con cepas del genotipo Beijing-
Like, asi como la respuesta inmune del mismo y la modulacién de la expresion génica de la bacteria
y el hospedador durante la infeccion, el presente estudio brinda la posibilidad de determinar estos
factores en el modelo murino, conocimiento que es de gran importancia para comprender la biologia
de la infeccion de este importante patdgeno emergente en el pais. Por estas razones consideramos el
presente trabajo pionero en Colombia y esperamos proporcione importantes bases fundamentales
para el control de cepas con el genotipo Beijing-Like en Colombia.






Obijetivos 67

Objetivos

Objetivo General

Caracterizar la virulencia y la respuesta inmune in vivo de Mycobacterium tuberculosis genotipo
Beijing a partir de la infeccion del modelo de tuberculosis pulmonar progresiva “raton BALB/¢” y
analizar la expresion diferencial de genes determinantes de virulencia en fase aguda y crdnica de la
enfermedad en el animal.

Objetivos Especificos

- Evaluar en el modelo animal de tuberculosis progresiva “raton BALB/c” las bases
histopatoldgicas e inmunoldgicas de la virulencia in vivo de Mycobacterium tuberculosis
genotipos Beijing circulante en Colombia.

- Evaluar en ratén BALB/c la expresion diferencial de genes de Mycobacterium tuberculosis
genotipo Beijing circulante en Colombia, asociados a su virulencia en las fases aguda y
cronica de la infeccion.






Capitulo 1. Aislamientos clinicos colombianos de Mtb y
Modelo de TB pulmonar progresiva Cronica Raton
Balb/c.

1.1. Introduccidn

1.1.1. Respuesta inmune a Mtb

1.1.1.1.  Respuesta inmune Innata

El proceso de infeccion por Mtb ocurre cuando cualquier hospedador infectado expulsa los bacilos
a través de la saliva al toser o estornudar, estas gotas de saliva con bacterias pueden permanecer en
el aire por largos periodos de tiempo, asi como son capaces de sobrevivir en superficies, favoreciendo
la infeccion de nuevos hospedadores los cuales inhalan los bacilos, los cuales llegan a los alvéolos
pulmonares para establecer la infeccién. Se sabe de numerosas variables que favorecen la infeccion
y posterior enfermedad por Mtb, se conocen entre ellas, variables genéticas y ambientales, asi como
distintos mediadores del huésped y del microorganismo, implicados en la resistencia o
susceptibilidad a la infeccion por lo que incrementan el riesgo de la progresion hacia un estadio
activo de la enfermedad. Entender como estos distintos factores interactian determinando el
desenlace de la infeccién es fundamental para el disefio de nuevas y mas eficientes terapias contra
esta enfermedad [192].

Una vez entran los bacilos al microambiente pulmonar, inicia una interesante interaccion entre los
efectores inmunoldgicos del nuevo hospedador infectado y la bacteria. Mtb es un patégeno que ha
incorporado a su estructura genética mecanismos para evadir el sistema inmune de la persona
infectada, a través de estrategias sofisticadas y efectores moleculares que favorecen el proceso
infeccioso y que bien podrian servir como blancos moleculares Utiles para el desarrollo de vacunas
y nuevos tratamientos antituberculosis (Antibi6ticos, inmunoterapia, terapia génica dirigida etc.,)
[193].

Las células dendriticas y los macrofagos alveolares residentes, son las células encargadas de realizar
el proceso inicial de fagocitosis y procesamiento de antigenos. El reconocimiento se da a partir del
receptor de fagocitosis ubicado en la membrana de las células presentadoras de antigenos
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profesionales (CPA) que son las encargadas de reconocer los antigenos del patégeno. Luego, las
proteinas de superficie del bacilo, activan las proteinas del complemento. La otra ruta que puede
tomar la respuesta de las células fagociticas, es reconocer los residuos de manosa del
lipoarabinomanan (LAM) por medio de los receptores de manosa. Si la fagocitosis se realiza por
medio de los receptores de complemento, se produce una cantidad limitada de especies reactivas de
oxigeno para mediar la muerte de la bacteria, pero si la fagocitosis, es mediada por los receptores de
manosa, el bacilo es dirigido al compartimento fagosomal, el cual al unirse con el lisosoma, tiene la
capacidad de madurar y acidificarse para matar la bacteria, este proceso es mediado por proteinas
bacterianas que le permiten evadir la accion de las células presentadoras de antigeno [194-196].

Existen muchos otros receptores involucrados en el reconocimiento de antigenos bacterianos, que
van a cumplir diferentes funciones inmunes para el control de la infecciédn, estos receptores, pueden
estar ubicados en la superficie o en el citoplasma de las células y son los que reconocen los patrones
moleculares asociados a patogenos (PAMPS), entre los que se encuentran: Receptores de superficie
celular: TLRs (Toll like receptors), CRs (Receptores de complemento), MR (Receptores de manosa)
y DC-SIGN (Senalizacion por Células dendriticas); entre los antigenos que estos receptores
reconocen estan: LM (Lipomanan), lipoproteinas, y trehalosa dimicolatos. Los receptores
intracelulares tales como: NOD, TLR9, DAI, cGAS, AIM2, NLRP3, IFI16, STING, DDX4ly
RNA Pol I11, se encargan del reconocimiento de acidos nucleicos y peptidoglicano [195,197,198].

Luego de todo este proceso de reconocimiento, entra en accién una respuesta inmune innata
proinflamatoria, caracterizada por la produccion de las citoquinas TNF-o, IL-1f ¢ IL-12 entre otras,
que producen la quimiotaxis de mas macrdfagos al sitio de infeccion y desencadenan la migracion
al sitio de infeccion de células Natural Killer (NK) y neutrofilos, activando el sistema de
complemento para mediar la muerte del bacilo fagocitado; por otra parte, los macréfagos producen
la molécula efectora Interferoén y (IFN- y) que ademas de ayudar en el control de la infeccion, facilita
la produccion de interleuguinas tales como: IL-12, IL-15 e IL-18 y la quimiotaxis de LT virgenes,
LT vy que se encuentran en las mucosas reconociendo epitopes bacterianos no mediados por
moléculas de MHC y permitiendo asi el aumento de células TCD8+, que posteriormente formaran
el granuloma para contener la infeccion [193].

Dado que la mayoria de las veces, la respuesta inmune innata es insuficiente para el control de la
infeccion, a medida que aumentan la concentracion de Ags en las células, se activa la respuesta
inmune adaptativa, mediada por linfocitos B (Inmunidad humoral) y linfocitos T (Inmunidad
Celular); estos dos tipos de inmunidad, son activados en los 6rganos linfoides periféricos y una vez
el antigeno esta procesado por las CPA, este es presentado por medié de moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) a las células B y células T [199,200].

La respuesta inflamatoria constituye un mecanismo fundamental en el control y la eliminacion de
muchos patégenos, resultando claramente beneficiosa cuando es auto-limitada. La IL-1f es una
citoquina pro-inflamatoria importante en este proceso. La transcripcion del gen que codifica el
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precursor pro-IL-1Beta es inducido por PRRs (Patrones de reconocimiento de Receptores) como los
TLRs (Toll like receptors) y el procesamiento del péptido precursor entra en su forma activa, gracias
a un complejo multiprotéico conocido como inflamosoma, en este caso el inflamosoma NLRP3,
activa la caspasa-1 que conduce a la maduracién y secrecion de IL-1p e IL-18, las dos citoquinas
pro-inflamatorias mas potentes para el control de la infeccion por esta via. La produccion de IL-13
es controlada a través de sefiales derivadas de la colonizacién microbiana y/o sefiales del tejido
inflamado derivados de dafios inducidos por este patégeno [201].

Claramente, la infeccion por Mtb, cuya principal célula hospedera es el macréfago [202-204]
desencadena una potente produccién de IL-1p [205] e IL-12 [206]. La IL-12 es primordial para el
establecimiento del otro componente de la respuesta, la inmunidad adaptativa, a través de la
induccion de los linfocitos Th1l productores de IFN-y [207], siendo citoquina primordial para el
control del bacilo [208,209], ya que actta sobre los macrofagos infectados activando su funcién
bactericida y por ende la liberacion de enzimas hidroliticas y especies reactivas de oxigeno toxicas
para las bacterias; sin embargo, el dafio ocasionado al bacilo por estos efectores inmunes resulta
igualmente dafiino para las células y el tejido del huésped [210,211]. ElI IFN-y también induce la
produccion de NO (Oxido Nitrico) producto de la actividad de la Oxido Nitrico Sintasa (iNOS), el
cual inhibe el crecimiento bacteriano [212] y a su vez favorece la liberacion de IL-12 [213][214].
En los casos en que el control de la infeccion no es efectivo (5% de individuos infectados) las
evidencias sugieren que la respuesta inflamatoria se perpetiia en parte a expensas de un “feedback”
positivo del inflamosoma que al parecer se controla en individuos con infeccion latente — pero que
persiste en sujetos con enfermedad activa. No obstante, este escenario ha sido descrito desde hace
varios afios, actualmente se desconocen detalles acerca de los mecanismos homeostaticos
responsables de los distintos tipos del devenir de la infeccion. Estudios recientes han sugerido un rol
inhibitorio del IFN-y sobre la liberacion de IL-1p por el macrofago, en respuesta a la infeccion por
Mtb que es mediado por la inactivacion del inflamosoma por NO [215].

Mediadores importantes de este proceso son los Interferones de tipo | que son esenciales para la
defensa del huésped contra agentes virales, que en las fases iniciales de la infeccion favorecen la
respuesta anti-viral incluida la formacion del inflamosoma; pero que cuando sus niveles prevalecen
como en el caso de la infeccion por Mtb este tipo de respuesta al parecer resulta deletérea para el
hospedador. En distintos estudios tanto en animales como en humanos, el IFN-f ha sido asociado
con tuberculosis exacerbada que cursa con niveles persistentes de este IFN en las primeras semanas
de la infeccion [216-218]. Se ha observado que la infeccion pulmonar inducida por cepas
hipervirulentas de Mtb esta asociada a altos niveles de IFN tipo | que comprende la respuesta Thl
[219].

El IFN-B previene la expresion de pro-IL-1p y la secrecion de IL-10, una citoquina anti-inflamatoria
cuya produccion es dependiente de la activacion autocrina de STAT3 que modula la liberacion de
IL-1B [220]. Estos fendmenos han sido demostrados tanto en modelos animales in vivo, como en
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monocitos humanos in vitro [221]. Otros estudios sugieren que la inhibicion de IL-1p en su mayoria
es independiente de 1L-10 [217]. Los interferones de tipo | exdgenos y la IL-10, también son capaces
de inhibir otras citoquinas protectoras del huésped como IL-12 y TNF-a, mecanismo que parece
estar mediado por la IL-10 [222]. Por su parte la IL-10 inhibe la respuesta Thl desencadenada por
Mtb a través de distintos mecanismos [223,224]. Adicionalmente, el IFN-B antagoniza la
sefializacion del IFN-y regulando a la baja la expresion de su receptor y comprometiendo la
activacion de los macrdfagos [225]. Sin embargo, las acciones de los IFN tipo | parecen ser mas
complejas, evidenciado en acciones que en ocasiones son opuestas y distintas a las previamente
descritas [216]. Tanto el IFN-f como IFN-y activan la caspasa 11, que es pro-inflamatoria y favorece
la activacion del NLRP3 [216,219] y se ha observado que su secrecién autocrina es requerida
parcialmente para una produccion dptima de IL-12, por estimulacion de TLR [217,219] y TNF-a.
Estas acciones contradictorias parecen estar explicadas por los hallazgos de McNab y col., quienes
realizaron un estudio de la cinética de la accion de los IFN tipo | sobre los macréfagos infectados
con Mtb, cuando estan presentes pronto, después o previo a la infeccion.

En términos generales fue posible establecer que la accién inhibitoria de la respuesta inmune del
macrofago por el IFN-B, es a expensas de la inhibicion de los efectos del IFN-y en los macrofagos
infectados. Este estudio también sugiere que mas alla de la accion del IFN tipo | o IL-10, los
macro6fagos raramente producen grandes cantidades de la forma activa de IL-12, la IL-12p70, lo cual
sugiere que en el contexto de la infeccion por Mtb existen una variedad de mecanismos relacionados
con la regulacion a la baja de esta citoquina importante para la diferenciacion Thl de la respuesta
celular [217].

La Prostaglandina E2 (PEG2) también constituye un mediador importante en la regulacion de la
infeccion por Mtb. Es inducida por la IL-1, mejora la actividad antimicrobiana de los macréfagos,
bloquea la accion de los IFN tipo | e inhibe el crecimiento bacteriano, pero este Gltimo mecanismo
no se conoce del todo. Se cree gue esta relacionado con la inhibicién de la muerte por necrosis del
macro6fago. De manera importante el eje IL-1- PGE2 IFN tipo | esta asociado con una presentacion
mas severa de la enfermedad en los humanos [226,227].

Existen variaciones genéticas entre los individuos que tienen roles significativos en esta compleja
red, por ejemplo, variaciones en la biosintesis de eicosanoides [228] y polimorfismos de la IL-1,
gue se asocian con la predisposicion a TB [229]. Lo anterior abre la posibilidad de que individuos
que son capaces de mantener la infeccion controlada pero presentan un incremento en la via de los
IFN tipo I, por una infeccion viral por ejemplo, pasaran de infeccion pasiva a tuberculosis activa
[230]. En la Tabla 1-1., se relacionan los principales receptores inmunes involucrados en el
reconocimiento de antigeno y las principales citoquinas involucradas en la respuesta pro-
inflamatoria a Mth



Tabla 1- 1. Principales receptores inmunes implicadas en el reconocimiento de antigenos de M. tuberculosis

MOLECULASINVOLUCRADASEN LA RESPUESTA INMUNE INNATA A Mtb

RECEPTORES EN SUPERFICIE DE MACROFAGOS

MOLECULA

FUNCION

CELULASEN LAS QUE SE
EXPRESA O SE INDUCE

Receptores de Manosa (Proteina transmembranal tipo I)

MR, CD206

Fagocitosis, Union a superficie de Mth (ManLAM), sobreregulacion de PPAR-y y
receptor Nuclear del peroxisoma

Macrofagos, Células dendriticas

capturadora de ICAM-3 de c¢lulas dendriticas No Integrina
(Proteina Transmembranal tipo 11)

DC-SIGN, CD-209

Mediador de fagocitosis en CDs, union de ligandos y receptores, Fagocitosis, trafico
intracelularde particulas ligando

Células dendriticas

Dectina-1 (Proteina Transmembranal tipo I1)

B -glucan PRR

Regulador de respuesta Pro-inflamatoria, coestimula la produccion de TNF-o e IL-12p4

Macrofagos, Células Dendriticas,
neutrofilos

Receptores tipo Toll (TLRs)

Superficie (TLR2 y 4),
Intracelulares (TLR8 y
9)

Induccion de una fuerte respuesta pro-inflamatoria a mtb mediada por TLR-2 y las
proteinas adaptadoras Myd88 y TIRAP.

Células Inmunes

Receptor de Complemento Tipo 3 CR1 (CD35) y CR4
(CD11c/CD18)

CR3, CD11b/CD18

Opsonizacion, fagocitosis

Monocitos y Macrofagos

RECEPTORES CITOSOLICOS INTRACELULARES

Dominio 1y 2 de oligomerizacion de nucleétidos NOD1,
NOD2

CARD4 y CARD15

Regulacion de respuesta pro-inflamatoria, sobrevivencia intracelualr de Mth en
macrofagos

Células Epiteliales tipo 11 y MLB en células
hepaticas

Lectinas Solubles de tipo C o Colectinas

SP-A, SP-D y lectinas de
unién a manosa-MBL

Sistema inmune innato en pulmén, modulan fagocitosis, favorecen fusion
fagolisosomal, MLB reconoce carbohidratos de superficie actuando como opsonina y
promueve inflamacion

CITOQUINASY QUIMIOQUINAS

Respuesta proinflamatoria protectora, Involuacrada en la formacion y mantenimiento

Monocitos, Macrofagos 'y Células

Factor de Necrosis Tumoral TNF-a -,
de granulomas. Dendriticas
. . . . Células Inmunes en forma inactiva ro-I1L-
Interleuquina 1 Beta IL-1B Mediador en la sobre regulacion de moleculas necesarias para el control del Mtb 15
Interleuquina 6 IL-6 P_ropleda_lde_s'pro |nflam<:itor|as y anti inflamatorias, induccion de LT citotoxicos y Células inmunes
diferenciacion de Macrofagos
. Reclutamiento de Células Inflamatorias al sitio de infeccion, Niveles incrementados de .
Interleuquina 8 IL-8 0 CXCL-8 Lo e, . . © Células fagociticas
esta quimioquina esta sociado con mortalidad.
TifErEiE 48 1L-10 Citoquina inactivadora de macréfagos, promueve la reactivacion de la TB en ratones, [Monocitos, Macrofagos, Células
q inhibe maduracion fagolisosomal favoreciendo la persistencia intracelular de Mtb. Dendriticas, Linfocitos B, Linfocitos T
. L, . o Monocitos, Macrofagos, Células
Interleuquina 12 IL-12 Induce la Produccion de IFN-y por LT, promueve la diferenciacion de LT a Th1. Dendriticas, Linfocitos B, Linfocitos T
Interleuguina 18 IL-18 Citoquina pro-lnf!amatorla, induce produccion de IFN-y, ejerce un rol protector
durante la infeccion con Mth
Proteina quimioatractante de Monocitos-1 MCP-1 0 CCL2 Involucrada en el reclutamiento de monocitos y formacion de granuloma Monocitos y Macrofagos
RANTES CCL5 Promueve la formacion de granulomas Celgla,S.T’ monoc,@S’ macréfagos,
eosinofilos y basofilos
Oxido Nitrico Sintetasa inducible iNOS o NOS2 Molécula efectora con actividad bactericida Macrofagos y Células Epiteliales
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1.1.1.2. Respuesta inmune adaptativa

Posterior al control inicial de la TB por parte del sistema inmune innato, cobran importancia los
linfocitos T CD4+ de memoria que son los responsables de generar una memoria inmunoldgica de
tipo celular ante la presencia de bacterias del MTBC, esto ocurre una vez los bacilos migran hacia
los nodulos linfoides, alli los linfocitos son activados y sufren un proceso de expansion ante la
presencia de antigenos micobacterianos. La actividad protectora de los LT CD4+ puede iniciar tan
temprano como a los 5 dias de la infeccion primaria, sin embargo, el establecimiento completo de la
respuesta ocurre entre las 2 y las 6 semanas posteriores a la infeccion primaria y tanto LT CD4+ y
LT CD8+, pueden proteger contra nuevas infecciones por Mtb.

A medida que aumentan la concentracion de Ags en las células, se activa la respuesta inmune
adaptativa, mediada por linfocitos B (Inmunidad humoral) y linfocitos T (Inmunidad Celular); estos
dos tipos de inmunidad, son activados en los érganos linfoides periféricos y una vez el antigeno esta
procesado por las CPA, este es presentado por medio de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) a las células By T [199,200].

La células responsables de la iniciacién de la respuesta inmune adaptativa para la generacién de
memoria inmunoldgica contra el bacilo, son las células dendriticas (CDs), estas células presentadoras
de antigeno profesionales, son las encargadas del procesamiento de antigenos, o en su defecto el
transporte de bacterias viables a los nédulos linfoides que drenan a pulmon, para presentar alli los
antigenos que activan a las células T, o se presentan los antigenos procesados a las células T virgenes
por via Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase Il (MHC-I1) [231]. Para que la generacion de
respuesta inmune de memoria efectiva contra Mtb sea generada, se requiere de la biodisponibilidad
de las moléculas necesarias para el funcionamiento adecuado de este proceso, sin embargo, se ha
evidenciado que diferentes genotipos de Mth pueden alterar el funcionamiento normal de este
proceso. Por ejemplo, fracciones lipidicas de cepas de genotipo Beijing, regulan negativamente la
expresion de moléculas de MHC-II, impidiendo el procesamiento antigénico y el desarrollo de una
respuesta inmune celular de memoria mediada por linfocitos T ayudadores [232]. En un modelo de
infeccion in vitro en macréfagos derivados de médula dsea, estimulados con extractos solubles de
diferentes genotipos de Mtb, se determin6 que a diferencia de la cepa de laboratorio H37Rv y M.
bovis BCG, las células estimuladas con genotipo Beijing, fueron incapaces de producir la
maduracion de CD por medio de la inhibicién en la expresion de moléculas asociadas a MHC-II,
ademas de la inhibicion en la produccion de IL-12 y TNF-a [232]. En general el éxito de una
respuesta inmune celular de memoria contra Mtb, radica en la induccidn de una respuesta potente y
sostenida de los linfocitos T, que esté caracterizada por la Induccion de Células T Helper CD4+, las
cuales promueven la proliferacion de LT citotéxicos CD8+, este balance es interrumpido por cepas
genotipo Beijing, desencadenando al final TB complicada en el hospedador [233,234]. En la Figura
1-1., se esquematiza globalmente la intervencion del sistema inmune innato y adaptativo, ante el
reconocimiento de Mtb por células inmunes y la infeccion de células fagociticas para el control y/o
progresion de la TB.
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Figura 1- 1. Esquema general de respuesta inmune innata y adaptativa a la infeccion por M. tuberculosis
Tomado de: New vaccines for tuberculosis Kaufmann y cols., [224]

1.1.2. Generalidades de Modelos animales e In-Vitro para el estudio de la
virulencia de Mtb

La virulencia de Mtb se define como “la capacidad que tienen las diferentes cepas de: invadir,
sobrevivir y multiplicarse dentro de las células del hospedero, la capacidad de inducir una respuesta
inflamatoria granulomatosa, la capacidad de superar las defensas del huésped y persistir en el tejido
del huésped en un estado latente (incluso por afios) [106,235]. Con el fin de indagar sobre los
diferentes sucesos bioquimicos que ocurren durante el proceso de infeccion y enfermedad, se han
utilizado diferentes modelos in-vitro e in-vivo, para simular los procesos de infeccidn e indagar sobre
los actores génicos y protéicos involucrados.

La virulencia de Mtb se puede cuantificar en el laboratorio utilizando modelos celulares y Modelos
animales (Raton, Rata, Cobayo, Conejo, Primates no humanos, otros modelos animales). El principal
criterio para la eleccion de un modelo animal es principalmente la similitud en el desarrollo de la
patologia y en la respuesta inmune a la del humano [65].
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1.1.3. Modelos In-Vitro para estudios de virulencia y respuesta inmune

El primer modelo que se contempla para evaluar hipétesis planteadas sobre la infeccion y respuesta
inmune generada por Mtb, es el modelo celular in vitro. Existe una variedad de lineas celulares de
referencia de macréfagos, las cuales son infectadas por las bacterias, y ademas poseen la capacidad
de establecer un nicho infeccioso intracelular, evadiendo su actividad inmune protectora en el
hospedador infectado. Los modelos in vitro de infeccion son claves para comprender los mecanismos
patogénicos desencadenados por Mtb y la patologia que desencadenan diferentes cepas, observables
la mayoria de las veces, por el tipo de citoquinas que se producen durante la infeccidn de estas células
[236].

Las infecciones en células in vitro se vienen realizando desde los afios 50, usando cepas con
diferentes niveles de virulencia, en fagocitos presentes en exudados peritoneales de cobayos sanos
[237]. Hoy en dia, se tienen lineas celulares de referencia de monocitos y macrdfagos que han
permitido dilucidar la capacidad replicativa y los mecanismos inmunes desencadenados por Mtb. La
mayoria de las lineas celulares de monocitos y macrdfagos provienen de ratones, primates y
humanos [236]. En la Tabla 1-2., se relacionan las principales lineas celulares utilizadas para
estudios de respuesta inmune in vitro y virulencia de Mtb.

Son numerosas las ventajas de trabajar con cultivos celulares, la principal de ellas, los bajos costos
en el mantenimiento de las lineas celulares (con respecto a los modelos animales), la disponibilidad
en relativamente poco tiempo de una gran y homogénea poblacion celular, disponibilidad de
reactivos y anticuerpos, realizar estudios de tamizaje a gran escala, diferenciacion de las células con
una variedad de citoquinas, investigacion del rol de la respuesta inmune desencadenada por las cepas
de Mtb, induccion y activacion de inflamasoma, generacion de células mutantes, multiples
manipulaciones genéticas, relativa facilidad en la obtencién de lineas celulares y cultivos primarios
provenientes de cualquier especie animal [236].
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Tabla 1- 2. Principales lineas celulares utilizadas para estudios in-vitro de respuesta inmune generada por
cepas de Mth, estudios de virulencia in-vitro, citotoxicidad, capacidad replicativa, origen, caracteristicas fisicas

de la linea celular.

LINEA

CELULAR

RAW 67.4

J 774

MH-S

AMJ2-C11

ESPECIE DE
ORIGEN
BALB/c

BALB/c

BALB/c

C57BL/6

FENOTIPO
CELULAR
Monocitos/Macrofagos
Transformados por el
virus de Leucemia

Murina

Macréofagos

Macrofagos alveolares
transformados con
virus SV40

Macrofagos Alveolares

ORGANO —
ORIGEN
Liquido
Ascitico.
Tumor
inducido por
virus de la
Leucemia
Murina de
Abelson
Células
reticulares de

Sarcoma

Alvéolos

Pulmonares

Alvéolos

Pulmonares

Los principales parametros evaluados en estudios in- vitro son:
e Determinacion de UFCs: Determinacion de la capacidad replicativa de las cepas bacterianas y
determinacion de la capacidad fagocitica y bactericida de las células a partir de la siembra en
placa y cuantificacion de la carga bacteriana.
e Medicion de citoquinas: Cuantificando la concentracion de citoquinas por ELISA, Citometria
de Flujo, Elispot, etc., o cuantificacion de la expresion de citoquinas y otros genes por gRT-PCR

0 RNA-seq

USOSY
PROPIEDADES
Células
Adherentes.
Pinocitosis,
fagocitosis,

citotoxicidad

Células
Adherentes.
Fagocitosis,
sintesis de IL-1P,
productoras de
Lisozima.
Células
adherentes y en
suspension.
Actividad
fagocitica,
Productoras  de
IL-1B

Células en
suspension.
Actividad
Fagocitica,
expresion
constitutiva  de
MHC-II,

e Evaluacion de alteraciones Morfoldgicas: Con preparaciones para Microscopia electronica de
transferencia, o coloraciones basicas como Giemsa.

¢ Viabilidad Celular: Usando coloraciones supravitales como Azul de tripan.
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1.1.4. Modelos animales para determinacion de virulencia y respuesta

inmune de Mtb

El estudio de las manifestaciones clinicas asociadas a virulencia en animales, se ha convertido en
una herramienta muy Util para evaluar todo el espectro clinico de las enfermedades infecciosas
ademas de otros campos de investigacion en salud humana. Existen diferentes modelos animales en
los que cepas o aislamientos clinicos de Mtb pueden ser estudiadas, entre ellos tenemos: Raton, Rata,
Cobayo, Conejo, peces e inclusive, animales grandes como el ganado vacuno, porcino y los primates
no humanos [238]. La seleccion de la especie animal va a depender de diversos factores: el méas
importante como se menciond antes es la patologia pulmonar, que debe ser lo més parecido a la del
humano. Otro criterio muy importante es la infraestructura para el mantenimiento de los animales,
entre mas grande sea el animal, mayor espacio necesitarad y por lo tanto se incrementan los costos de
mantenimiento, ademas hay modelos que ofrecen mayores ventajas para trabajar en ellos, por otra
parte, la bioseguridad de las instalaciones en las cuales se mantendran los animales deben garantizar
gue no se presentaran infecciones en investigadores y mucho menos en la comunidad que rodee
dichas instalaciones [239].

Basicamente, los animales de laboratorio, pueden clasificarse en dos grupos: Los animales
ENDOCRIADOQOS y los animales EXOCRIADOS. Los animales endocriados son aquellos que son
cruzados entre hermanos, por lo cual también se les conoce como animales consanguineos o
isogénicos (Inbred), su estatus genotipico, consiste en que los locus de todos los individuos son
homocigotos para el mismo alelo de un locus determinado y su descendencia posee el mismo alelo
idéntico, estos animales se obtienen después del cruce consecutivo por 20 0 mas generaciones y
todos provienen de la misma pareja reproductora inicial, reduciendo en teoria en menos del 2% la
variabilidad genética (Heterocigosis residual). Por otra parte, los animales exocriados son aquellos
gue son cruzados al azar (Random bred) de tal manera que el grado de consanguinidad sea lo mas
alejada posible. Aunque las cepas de animales endocriados tiene la bondad de reducir al maximo la
variacién de los resultados experimentales por variaciones intrinsecas del animal, la investigacién
en animales exocriados reproduce el tipo de reproduccion humana, por lo que antes de elegir el tipo
de animal méas conveniente para la aproximacién experimental que se quiera llevar a cabo, es
necesario tener conocimiento sobre el background genético del animal y el tipo de crianza [240,241].

El inicio de la generacién de cepas de animales endocriados se desarroll6 hacia 1906 por G. M.
Rommel quien llevé a cabo los experimentos de cruce entre hermanos en Cavia porcellus (Cobayo).
A partir de estos experimentos, se empezaron a generar un gran numero de cepas endocriadas en
diferentes especies animales de mamiferos, anfibios, peces e invertebrados [240,241]. La primera
cepa endocriada de ratdn fue generada por C. C. Little in 1909, quien desarroll6 la linea de ratones
DBA (diluida, marrén y no aguti), otras lineas de ratones endocriados ampliamente utilizados en
investigacion son A/J, BALBc, C3H, C57BL/6 entre otros [240,242].

En cuanto a la nomenclatura, las lineas de consanguinidad de los animales se designan en letras
mayusculas, minusculas o en combinacion y también pueden ser denominados con nimeros y las
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sublineas son los nimeros que se encuentran después de la barra (/), que por lo general s un nimero
0 cddigo o una letra, es importante tener en cuenta que aungue los animales endocriados poseen una
alta homogeneidad genética entre individuos, se pueden inducir fuentes potenciales de variabilidad
como los son la contaminacién involuntaria (apareamiento entre cepas diferentes), las mutaciones
aleatorias espontaneas (om?) y la seleccion heterocigota (Se involucra mas de una pareja por
generacion en el stock de cria, los individuos con alta heterocigosidad con mayor fitness reproductivo
contribuyendo més a la siguiente generacion), por lo que en realidad no se dispone de cepas de
animales completamente homocigotos, cualquiera de las anteriores causas de variabilidad genética
puede tener implicaciones muy importantes en los resultados obtenidos, poniendo en tela de juicio
su veracidad [240,242].

Raton: Es el modelo que se usa mas comunmente para estudios de virulencia y desarrollo de
vacunas, el ratén posee un 95% de homologia en su genoma al del humano, por lo que es usado para
el estudio de diferentes enfermedades que no pueden ser realizados en personas. Este modelo ofrece
grandes ventajas para su uso: (i): es un modelo muy econémico y no requiere una infraestructura
muy compleja para su mantenimiento, (ii): existe una amplia disponibilidad comercial de anticuerpos
y reactivos, (iii): los ratones pueden ser manipulados genéticamente para simular diferentes
condiciones en humanos, (iv): se pueden obtener cepas de ratones endocriadas, lo que reduce la
variabilidad en los experimentos, (v): La esperanza de vida de estos animales es acelerada, cada afio
de ratén equivale a 30 afios humanos, lo que permite hacer el estudio de enfermedades crénicas en
todo su espectro como TB. EI mayor inconveniente que presenta este modelo es que la patologia
pulmonar no es igual a la del humano a pesar de su homogeneidad, en ellos MTB no induce la
produccion de granulomas estructurados, cuya formacion, estd mediada por el intercambio en la
produccion de citoquinas T helper 1 y T helper 2 (Thl y Th2) en fase aguda y latente de la
enfermedad. Sin embargo, es el modelo del cual se tiene mas informacion en cuanto a la
investigacion de patogenicidad y respuesta inmune, lo que permite tener puntos de referencia para
poder comparar los hallazgos obtenidos de estudios de aislamientos clinicos determinados [186,238].

Quiza el laboratorio con la mayor coleccion de cepas de ratones es el The Jackson Laboratories en
Estados Unidos, los grupos de cepas de ratones mas comunmente pedidos a este laboratorio constan
de 8 cepas de ratones inmunodeficientes, 20 cepas de ratones endocriados, 7 cepas de ratones
hibridos, 1 cepa de ratones exocriados y 17 cepas de ratones mutantes en diferentes genes. Los
ratones de este laboratorio son usados principalmente para la investigacion en Alzheimer y Cancer,
sin embargo, las cepas BALB/c y C56BI/6 son ampliamente utilizados para la investigacion en
enfermedades infecciosas [243].

La cepa de ratobn BALB/c es utilizada para la produccion de anticuerpos monoclonales, esta
caracteristica es medida por la formacion de plasmacitomas después de la inyeccion de aceite
mineral. Como caracteristicas fisicas del animal, encontramos que es un ratdn albino, genotipo
Hld/HId BALB/cByJ o BALB/cJ, la vida media del animal es de 18 meses. Es susceptible a la
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formacién de diferentes tipos de cancer, asi como también es susceptible a la infeccion por Mtb,
desarrollando una enfermedad progresiva, por lo que es ampliamente utilizado para el estudio y
caracterizacion de las fases de la enfermedad [243]. La primera cepa de este modelo fue criada por
Bagg en 1913 obtenido de un stock del distribuidor de mascotas Ohio, la cual fue subsecuentemente
endocriada por MacDowell en 1923; en 1932 este entreg0 la cepa endocriada a Snell y este la entregd
a Andervont quien mantuvo la cepa a partir de 1935, luego Andervont entregd la generacion 72(F72)
de la cepa en 1951 a NIH, quien en 1974 la entrego a Charles River. La cepa de raton BALB/c
ademas puede ser utilizada para investigacion en: Inmunologia, estudios comportamentales y
parasitologia [243].

Cobayo: Es un modelo muy sensible a la infeccion por Mtb y es muy (til para estudios de virulencia,
desarrollo de vacunas y evaluacion de antibioticos. Es un modelo relativamente econémico, pero
mas costoso que el raton, sin embargo, la conformacion de granuloma y la patologia pulmonar es
muy similar a la del humano. La principal desventaja de este modelo, es la poca disponibilidad
comercial de anticuerpos y reactivos, por lo que hay que realizar metodologias para evaluar los genes
asociados a virulencia y respuesta inmune que no impligue el uso de estos [66,238,244,245].

Conejo: Es un modelo naturalmente resistente a la infeccién con Mtb, pero con el uso de animales
endocriados (Cruce entre padres e hijos) aumenta la susceptibilidad a la enfermedad. Aunque su uso
hoy en dia es limitado, este fue usado para la evaluacion de diferencias en la patologia y virulencia
entre Mtb y M. bovis y estudios de virulencia de asilamientos clinicos y cepas de referencia de Mtb.
Uno de los grandes beneficios del uso de este modelo es el amplio espectro de la enfermedad que
ellos desarrollan, ademas la patologia pulmonar es la més similar a la del humano fuera del modelo
primate. Los principales inconvenientes del uso de este modelo son: La no disponibilidad de
reactivos y anticuerpos comercialmente, requiere una infraestructura mas compleja para su
mantenimiento aumentando los costos, y no hay mucha disponibilidad de animales endocriados, por
lo que se obliga al uso de los exocriados produciendo una amplia variabilidad en los resultados
[196,238,238].

Primates no humanos: aunque genéticamente es el animal mas similar al humano y desarrolla la
enfermedad progresiva con las caracteristicas clinicas iguales a las del humano, es un modelo muy
costoso, por lo que pocas instituciones pueden trabajar en este. EI mecanismo de infeccion, la
eficacia de la vacunacion con BCG vy el tratamiento son iguales al humano, convirtiéndolo en el
modelo més robusto para estudio de virulencia, desarrollo de nuevos antibioticos, anélisis de nuevos
blancos terapéuticos y desarrollo de vacunas. Sin embargo, ademas del costo de mantenimiento, la
probabilidad de contaminacién del personal de laboratorio es mayor que con los otros animales,
puesto que los primates expectoran y expulsan bacilos. Se requiere de grandes indculos para poder
inocular y los dispositivos para la infeccion experimental de estos animales son costosos y
complejos. Las principales especies de primates usadas para estos estudios son: Macaca mulata
(Rhesus) y Macaca fasicularis (Cinomologus) siendo esta Ultima por su susceptibilidad mas
semejante a la del humano, la més usada (M. mulata es muy susceptible) [195-197,246]. En la
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Figura 1-2 se muestra un esquema de la correlacion entre las diferentes fases de la enfermedad en
distintos modelos animales en comparacion con el humano.
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Figura 1- 2. Ciclo inmunldgico de la TB y su correlacion entre los diferentes modelos animales y el humano
Tomado de Ernst JD., 2012 [247].

1.1.5. Modelo Murino de tuberculosis Pulmonar progresiva Croénica
Raton Balb/c

El modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva crénica (raton Balb/c), fue disefiado con el
fin de tratar de simular en un organismo vivo la historia natural de la TB como ocurre en el humano.
Esta cepa de raton es naturalmente resistente a la infeccion por Mtb, esta caracteristica permite que
el animal muestre unas fases de la enfermedad, las cuales estan determinadas por el perfil de

secrecion de citoquinas determinadas no solo por las caracteristicas del animal si no por la virulencia
de las cepas con las que se realiza la infeccion.

Como punto de partida, se requiere que los animales a infectar sean machos jovenes, los cuales no
poseen los ciclos hormonales presentados por las hembras relacionados con la reproduccion y las
bacterias son inoculadas intratraquealmente con altas dosis de Mtb para lograr establecer la infeccion
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controlando el nimero de bacterias que ingresan a los pulmones, asi esta no sea la via natural de
infeccion [248].

En este modelo se establecieron dos fases claras en la progresién de TB (usando la cepa de referencia
H37Rv):

Fase Aguda (Dias 1 a 28 pos-infeccidn): Caracterizada por la produccion de citoquinas pro-
inflamatorias tipo Thl como IL-2, 1I-12 e IFN-y; estas citoquinas inducen la activacion de los
macréfagos, desencadenando un alto flujo celular al sitio de infeccidn, cuyo fin es contener y/o
eliminar los bacilos por la induccién de la formacion de granulomas y la presentacion de antigenos
Micobacterianos por la induccién del MHC gracias al alto grado de diferenciacion de los LT a LT-
CDA4. Por otra parte, en los dias mas tempranos de la infeccion se induce la produccion de un alto
numero de LT y§, los cuales disminuyen rapidamente y vuelven a presentar un segundo pico de
produccién hacia el dia 120 pos-infeccién [249].

Fase Cronica o avanzada (Dia 20 a >120 pos-infeccién):

Esta fase se caracteriza por la presentacion de signos, sintomas y hallazgos concordantes con TB
Activa, caracterizada por la disociacién de las estructuras tipo granuloma que contenian la
multiplicacion de los bacilos y la aparicion de zonas de neumonia, en algunos casos y dependiendo
de la cepa, necrosis tisular y fibrosis pulmonar. Este cambio en el fenotipo de la enfermedad esta
desencadenado por un cambio en el perfil de expresién de citoquinas, pudiendose observar un
balance tipo ThO (produccion de cantidades iguales de I1L-2 e IL-4 con alta produccion de IFN-y) o
una polarizacion hacia una respuesta inmune tipo Th2 caracterizada por la produccién de citoquinas
antiinflamatorias como IL-4, IL-6, IL-10 y TGF-B. La produccion de las citoquinas antes
mencionadas inducen un aumento en la produccion de LTCD8, desencadenando una respuesta no
efectiva contra la TB, ocasionando dafio tisular y por lo tanto antagonizando la respuesta inmune
celular de memoria [250,251].

Parametros para la determinacion de la virulencia in-vivo de cepas de Mtb
Experimentalmente, se han definido y elegido los siguientes criterios para la evaluacion de la
virulencia de los aislamientos clinicos de Mtb:

e Sobrevivencia: Se define por el tiempo en que tarda un animal en morir a causa de la
enfermedad, aunque actualmente se practica eutanasia antes que el animal muera, atendiendo a
signos clinicos sustitutos de desenlace por mortalidad.

e Patologia pulmonar: Medicion de area de neumonia, porcentaje de necrosis tisular, infiltrados
celulares, area de granulomas y demas hallazgos patologicos de la enfermedad.

e Carga bacteriana: Para medir que tanto se multiplica la bacteria en el huésped vivo, en general,
a mayor carga bacteriana, mayor virulencia, aunque pueden presentarse excepciones en cepas
muy inmunogénicas y por ende multiplicacion mas rapida del bacilo, sin que desencadene signos
clinicos tempranos ni produzca mortalidad en el animal, esta medicién se realiza haciendo el
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recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de la bacteria en medios de cultivo sélidos
[238,245].

e Medicion de citoquinas: Medicion de citoquinas de tipo Thl, Th2 y T reg, la expresion de estas
citoquinas es variable entre aislamientos, por lo que es necesario hacer la medicién de todas para
definir el tipo de respuesta de cada aislamiento clinico. En todos los modelos in vivo se usan
estos criterios para los estudios de virulencia; el método de cuantificacion de la expresién o
cuantificacion de las proteinas dependera del disefio del trabajo y la disponibilidad de
metodologias y recursos [186,249].

12.  Materiales y Métodos

1.2.1. Caracterizacion de aislamientos clinicos de genotipo Beijing aisladas

en Colombia

Antes de empezar con las actividades relacionadas especificamente con el cumplimiento de los
objetivos planteados en el presente trabajo, se realizaron diferentes actividades y experimentos
encaminados a la caracterizacién completa de las cepas incluidas en este estudio. Para la
confirmacién de genotipo bacteriano se realiz6: Spoligotyping y MIRUs-VNTR, para la
determinacion de la susceptibilidad de las bacterias a antibiéticos de primera linea se realiz6 SIRE
BACTEC™-MGIT™ 960 y, para la deteccion genotipica de la susceptibilidad a antimicrobianos se
realizé Genotype® MTBDRPIus 2.0.

Por otra parte, y con el fin de tener una vision inicial de la virulencia (Capacidad replicativa y
secrecion de citoquinas generadas por la infeccion) de las cepas Beijing en un modelo in-vitro, se
realiz6 un experimento de infeccion en macrofagos alveolares de raton MH-S “KILLING”.

Como producto de la pasantia internacional en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran en la Ciudad de México, se realiz6 la caracterizacion morfolégica de las cepas
Beijing y Beijing-Like por microscopia electréonica (MET). A continuacion, se describen las
actividades que se llevaron a cabo para la fase inicial del presente trabajo.

1.2.1.1.  Consideraciones Eticas

El protocolo de investigacion para el desarrollo del presente trabajo fue aprobado por el Comité de
Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia bajo el acta de aprobacion
N° 011-104-15.

Adicionalmente fue presentado bajo la ley mexicana NOM 061-Z00-1999 al Comité Interno para el
cuidado y uso de animales de laboratorio (CICUAL) del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran y aprobado bajo el protocolo N° PAT-1846-16 / 20.



84 Virulencia, respuesta inmune in-vivo y transcriptémica de Mtb genotipo Beijing

1.2.1.2. Cepas de Mtb objeto de estudio

Las cepas de Mtb utilizadas en el presente estudio pertenecen a la familia Beijing Linaje 2 o del este
asiatico, de acuerdo con la clasificacion de linajes basados en SNPs. Se utiliz6 el primer aislamiento
clinico colombiano reportado en Bogota y tipificado como Beijing-Like SIT 190 cepa 323, aislado
de una paciente de sexo femenino proveniente del puerto de Buenaventura reportado por Murcia y
cols., [175] y un aislamiento Colombiano Beijing Clasico SIT 1 cepa 391 también aislada del puerto
de Buenaventura proveniente de un paciente de género masculino de 52 afios de origen
afrocolombiano quien padecia de TB pulmonar, este aislamiento clinico fue gentilmente donado por
el grupo de Micobacterias de la Red Nacional de Laboratorios, del Instituto Nacional de Salud [185].
Por altimo se utiliz6 un aislamiento clinico colombiano con el genotipo mas prevalente en el pais
genotipo LAM9 codigo BO77bc SIT 150 como control, [252] sensible a todos los medicamentos
antituberculosis, obtenida de un paciente de 22 afios habitante de calle VIH+. Debido a la
optimizacién de recursos y al amplio reporte de la virulencia in-vivo generada por la cepa de
laboratorio H37Rv en la literatura, no se incluyé esta cepa en la cinética de infeccion para este
trabajo. Por otra parte, dado que el principal interés del presente trabajo es determinar la virulencia
y el perfil de expresion de genes de las cepas colombianas de genotipo Beijing y por los altos costos
del uso de herramientas de secuenciacion de nueva generacién (NGS), solo se realizé transcriptomica
y microscopia electrénica de las dos cepas Beijing 323 y 391.

1.2.1.3.  Caracterizacién genotipica y fenotipica de cepas de Mtb
= SPOLIGOTYPING

La tipificacion de oligonucleétidos espaciadores entre repeticiones directas (DR) estd basada en
amplificacion del locus DR e hibridacion reversa con sondas complementarias a regiones
espaciadoras para determinar su presencia o ausencia en cepas de Mtb, es una metodologia util para
la identificacion de linajes y familias a las que pertenecen aislamientos clinicos y cepas de Mtb
descrita por Kamerbeek y cols., en 1997 [79]. La regién DR esta compuesta por multiples copias
conservadas de 36 pares de bases (repeticiones directas) separadas por espaciadores Unicos, para esta
metodologia solo se tipifican 43 espaciadores.

- Extraccion de DNA.

Para la obtencion de DNA de las cepas de estudio se utilizo el kit de extraccion rapida de DNA
gendmico GenoLyse®. Brevemente, a 200 ul de buffer de Lisis (A-Lys) se le agregan entre 1y 5
colonias de un cultivo puro y se coloca en termobloque agitador a 95°C por minimol10 minutos,
posteriormente se adicionan 200 ul de buffer de purificacion (A-NB) y se centrifuga a 10.000 rpm
por 10 minutos. Se tomaron 200 pl del sobrenadante en donde se encuentran los &cidos nucleicos
libres de detritos celulares, en el Anexo A-2 se detalla el protocolo para hibridacion y deteccion y
en la Tabla 1-3., se relacionan las condiciones de PCR para amplificacion del Locus DR.
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- Amplificacion por PCR del locus DR.

Tabla 1- 3. Condiciones de montaje de PCR para amplificacion de los DR en cepas de Mth

Primers

DRa : 5’-GGT TTT GGG TCT GAC GAC-3’+ biotina

DRb : 5°-CCG AGA GGG GAC GGA AAC-3’

PROTOCOLO DE PCR

Concentracion

Reactivo Volumen 1X
final
Agua 14,2 ul
Buffer 10X 1X 2,5 ul
MgCI2 15 mM 0,75 ul
dNTPs 25 mM 2l
Primer DRa 20 pmolar 2ul
Primer DRb 20 pmolar 2ul
Tag polimerasa 0,04 unidades 0,05 ul
DNA Blanco 1,5 pl
Volumen final 25 ul

PROTOCOLO TERMICO

Temperatura Tiempo Repeticiones
96°C 3 min 1X
96°C 1 min
55°C 1 min 20 X
72°C 30 seg
72°C 5 min 1X

= MIRUs-VNTR

La tipificacién de cepas por el método Mycobacterial Intersperced Repetitive Units-Variable
Number in Tandem Repeats descrito originalmente por Supply y cols., [253], que consiste en
amplificar por PCR 24 de los 41 loci MIRU presentes en el cromosoma de Mtb y de acuerdo al peso
molecular, al comparar el tamafio del amplicon comparando con un patrén de peso molecular en
geles de agarosa después del corrido electroforético de dichos productos, determinar el nimero de
repeticiones en tindem de cada loci MIRU. En el presente estudio se utiliz6 el método automatizado
de alta resolucion que se basa en PCR multiplex y electroforesis capilar, para la deteccién y célculo
de productos de amplificacion en un software automatizado.

- Extraccion de DNA
Los acidos nucleicos no purificados se obtuvieron a partir de un hervido de colonias en un buffer de
lisis compuesto por Tris-HCI 10 mM y EDTA 1mM. Las colonias resuspendidas en 200 ul de esta
solucidn se colocaron en un vaso de precipitado con agua destilada a temperatura de ebullicion sobre
plancha de calentamiento por 10 minutos, posteriormente los tubos se llevaron a centrifugar a 14.000
rpm por 2 minutos, el sobrenadante se transfirié a un tubo limpio previamente marcado y se almacend
a -70°C hasta su uso.
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- PCR Multiplex de los 24 Loci MIRU
A continuacion, se muestran las condiciones para el montaje de PCR con 8 mezclas multiples: Tabla
1-4.

Tabla 1- 4. Condiciones para montaje de PCRs multiplex para MIRU-VNTR.

Numero de
mezcla Mezcla 1 Mezcla 2 Mezcla 3 Mezcla 4 Mezcla 5 Mezcla 6 Mezcla 7 Mezcla 8
0424- 0577- | 2401-3690- [2163b- 1955 2347-2461-
Loci 4-26-40 10-16-31 2165 4156 4052 2-23-39 20-24-27 3171
MgCI2 [C final] 3mM 2mM 1.5mM 3mM 1.5mM 2.5mM 1.5mM 2mM
H20 W 7.5 8.3 8.7 7.5 8.7 7.9 8.7 8.3
Buffer 10X (W) 2 2 2 2 2 2 2 2
Sin Q 5X (W) 4 4 4 4 4 4 4 4]
MgCI2 25 mM (pl) 12 04 0 0,8 0,8 0,8 0,8 08
DNTPs 5 mM (W) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,9
Primer F (p) 04 04 04 04 04 04 04 04
Primer R (u) 04 04 04 04 04 04 04 04
Hot Start Taq () 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
DNA () 2
Volumen final () 18
Protocolo térmico
Temperatura Tiempo N° Ciclos

95°C 15 min 1X

el L m!n 30X para Mezclas 1, 2, 4, 6,

59°C 1 min 7y8

72°C 1.5 min 35X para Mezclas 3y 5

72°C 10 min 1X 1X

4°C Forever 1X 1X

- Electroforesis Capilar
Para determinar el tamafio de los fragmentos de amplificacion de los diferentes Loci MIRU se utilizd
un secuenciador ABI 3100, 3100 Avant.
Se prepar0 el patron de peso molecular 0.2 pl de MapMarker 1000 marcado con ROX™ en 10 pul de
formamida.

Se agregd 1ul de producto de PCR por cada pozo de una placa de lectura en el equipo antes
mencionado, se centrifugd la placa para eliminar las burbujas presentes y se llevo al médulo de
lectura.

Los resultados fueron exportados en un archivo de Excel y posteriormente se hizo el analisis de las
cepas para confirmacion de linaje, familia y relacion filogenética usando el portal https://miru-
vntrplus.org/MIRU/miruinfo.faces.

= Genotype® MTBDRPIlus 2.0

El GenoType® MTBDRplus 2.0 es un método molecular basado en PCR e hibridacion reversa en
membranas de nitrocelulosa con sonda lineal de productos de amplificacion biotinilados, utilizado
para la deteccion de resistencia a los antibi6ticos de primera linea Isoniazida y Rifampicina de
aislamientos clinicos de Mtb. La identificacion de cepas resistentes por este método se basa en la
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identificacion de las mutaciones méas frecuentes ubicadas en los genes determinantes de resistencia
a estos dos antibi6ticos. La resistencia a H se detecta en los genes KatG (codificante para Catalasa-
Peroxidasa) posicion 315y en el promotor del gen inhA (codificante para enoil ACP reductasa) y la
resistencia a Rifampicina se detecta por mutaciones presentes en la regién central de 81 pb del gen
rpof (Codificante para la subunidad § de la ARN polimerasa bacteriana). El kit viene provisto con
los reactivos para la amplificacion y la hibridacion. La extraccion de DNA a partir de los cultivos de
MTB se realizo con el kit Genolyse® siguiendo las instrucciones del fabricante. Para cada muestra
se hace una mezcla maestra compuesta por: 10uL de AM-A, 35 uL de AM-B y 5 uL de DNA en
solucion y se llevo al equipo de PCR convencional utilizando el protocolo térmico relacionado en la
Tabla 1-5.

Tabla 1- 5. Protocolo térmico GenoType® MTBDRplus 2.0

Temperatura °C Tiempo Numero de Ciclos

95 15 min 1X

95 30 seg 10X

65 2 min

95 25 seg 20 X

50 40 seg

70 40 seg

70 8 min 1X

Los productos de amplificacion se sometieron al proceso de hibridacion siguiendo las instrucciones
del fabricante (VER ANEXO A-3).

=  SIRE BACTEC™-MGIT™ 960
Para la determinacion fenotipica de resistencia se utilizé el método automatizado MGIT sigla en
inglés de Tubo Indicador de Crecimiento Bacteriano (Beckton Dickinson, Maryland USA). Es un
método cualitativo en el que se evallan los antibidticos Estreptomicina (STR), Isoniazida (INH),
Rifampicina (RIF) y Etambutol (EMB). En la Tabla 1-6., se muestran las concentraciones criticas y
las concentraciones de trabajo de cada antibi6tico evaluado. Brevemente; este método consiste en el
crecimiento de aislados clinicos de Mtb en un tubo de medio de cultivo Middlebrook 7H9 que
contiene al final del tubo un compuesto fluorescente en parafina, indicador del consumo de oxigeno
en presencia de metabolismo bacteriano y que ademas contiene 0 no una concentracion conocida de
antibiotico. Para el montaje de la prueba se realizé una suspension de colonias bacterianas puras a
partir de un cultivo en medio LJ (Lowenstein Jensesn) en agua destilada estéril en un frasco con
perlas de vidrio, se mezcléd mediante vortex por dos minutos para disgregar los grumos bacterianos,
posteriormente en esterilidad se ajusta al tubo 1 de la escala de McFarland (3X108 células), se dejo
reposar la suspension y se llevéd el sobrenadante a un nuevo tubo estéril, se ajust6 la concentracion
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al tubo 0.5 de la escala de McFarland (1.5X108 células), posteriormente se realizé una dilucion 1:5
de la suspension en agua destilada estéril, a partir de esta dilucion 1:5 se realizé una dilucién 1:100.
Los tubos MGIT™ con antibiético previamente suplementados con 800 uL de OADC (AlbUmina,
Acido Oléico, Dextrosa, Catalasa), se inocularon con 500uL de la suspension 1:5 y el tubo control
sin antibidtico se inoculé con 500uL de la dilucién 1:100. Los tubos MGIT™ inoculados se
incubaron en el equipo BD BACTEC MGIT 960 SIRE (Tubo 1: Control de Crecimiento, Tubo 2:
Estreptomicina, Tubo 3: Isoniazida, Tubo 4: Rifampicina, Tubo 5: Etambutol) los resultados se
obtuvieron después de entre 4 y 13 dias de incubacion en donde se observan las gréficas de
crecimiento de las bacterias de cada tubo, cuando una cepa es resistente la curva de crecimiento del
tubo con el antibidtico correspondiente muestra crecimiento antes que el tubo control de crecimiento.

Tabla 1- 6. Concentraciones de antibiéticos para el método de deteccidn fenotipica de resistencia a
antibiéticos BACTEC™ MGIT™ SIRE.

CONCENTRACIONES DE LOS ANTIBIOTICOS PARA BACTECTM MGIT™ SIRE

Antibidtico Concentracion Volumen de Concentracién final
Inicial del antibidtico de antibidtico en
Antibidtico adicionado a cada cada tubo de
tubo MGIT™ MGIT™
Estreptomicina 83 pg/mL 100 pL 1.0 pg/mL
Isoniazida 1.0 pg/mL 100 pL 0.1 pg/mL
Rifampicina 83 pg/mL 100 pL 1.0 pg/mL
Etambutol 415 pg/mL 100 pL 5.0 pg/mL

= MICROSCOPIA ELECTRONICA PARA EL ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL
DE CEPAS BEIJING AISLADAS EN COLOMBIA.

La microscopia Electrénica de Transmisién (MET) es una técnica de alta definicién encaminada al
estudio detallado de la morfologia de diferentes clases de células y tejidos. En esta técnica, una sonda
enfocada en electrones es escaneada sobre la superficie de un especimen (muestra), formandose una
imagen de alta resolucién a partir de los electrones transmitidos. EIl escaneo con un microscopio
electrénico permite obtener imagenes con calidad tridimensional y de gran profundidad. El estudio
ultraestructural de Mtb ha permitido identificar diferentes organelos a los cuales se les ha adjudicado
una variedad de funciones.

- Obtencion de bacterias
Las cepas criopreservadas en glicerol a -70°C fueron descongeladas subiendo la temperatura
progresivamente, 1 hora a -20°C y 1 hora a 4 °C, una vez se descongelaron se tomaron 100 uL de
las bacterias suspendidas en glicerol y se inocularon en 10 ml de medio liquido 7H9 (Ver Anexo A-
4 de preparacion de medios de cultivo) suplementado con OADC vy se llevaron a incubacion a 37°C
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por 72 horas, al obtener evidencia visual de crecimiento bacteriano, se escald el cultivo a 60 ml de
medio 7H9 y se midio el porcentaje de transmitancia cada 24 horas para determinar el inicio y el
final de la fase logaritmica de cada bacteria (Anexo A-5, Anexo A-6). La cinética de crecimiento
bacteriano fue graficada con los puntos de la medicion diaria. Una vez establecida la fase logaritmica,
se repitid el experimento y se tomaron las bacterias en la mitad de la fase logaritmica de crecimiento
al dia 14. Una vez se obtuvieron las bacterias en fase logaritmica de crecimiento se llevaron a la
preparacion de muestras para microscopia electrénica (Ver Anexo A-7). Una vez procesadas las
muestras se observaron en el microscopio electronico FEI Tecnai G2 Spirit Transmission Electron
Micoscope Hillsboro, OR, USA.

= Caracterizacion in-vitro de la virulencia de las cepas de estudio de Mtb (KILLING).

Un dia antes de la infeccion, las células se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 1x10°
células por pozo y se incubaron durante toda la noche a 37°C con 5% de CO.. Las células MH-S
adheridas fueron infectadas con 5 x10° bacterias por pozo (MOI 1:5) e incubadas 3 horas a 37°C.
Posteriormente, las células fueron lavadas 3 veces con RPMIc (Medio de cultivo celular Roswell
Park Memorial Institute completo) con 1% de estreptomicina para eliminar las micobacterias libres
y posteriormente se agregaron 200 pl de medio RPMlIc suplementado con Suero Fetal Bovino al
10% y se incub6 a 37°C por 1 hora (Dia 0), 24 horas (Dia 1), 48 horas (Dia 2), 72 horas (Dia 3) 0 96
horas (Dia 4). Después de cada periodo de incubacion, los sobrenadantes de los pozos se recuperaron
en pooles y posteriormente, los macréfagos infectados se lisaron con 100 pl de 7H9 con SDS al 0.1%
mezclando vigorosamente y raspando en cruz el fondo de la placa durante 10 min a temperatura
ambiente. Las diluciones seriadas del producto de lisis en medio 7H9, fueron plaqueadas en placas
de agar 7H10 y se realiz6 recuento de UFC a los 14 y 21 dias de incubacion.

Para la medicion de las citoquinas (IL-1pB, IL-10. TNF-a, IFN-y e IL-12p70), se recuperaron los
sobrenadantes de los macrofagos infectados a los siguientes tiempos: 1 hora (Dia 0), 24 horas (Dia
1), 48 horas (Dia 2), 72 horas (Dia 3) 0 96 horas (Dia 4), los sobrenadantes recuperados fueron
filtrados y congelados a -80°C hasta su procesamiento. La medicidn de citoquinas se hizo usando la
técnica de ELISA tipo sandwich usando los estuches comerciales disponibles Mouse TNF-a
(Mono/Mono) ELISA Set Cat. No. 555268 (BD OptEIA™); Mouse IFN-y ELISA Set Cat. No.
555138 (BD OptEIA™); Mouse IL-12 (p70) ELISA Set (BD OptEIA™); Mouse IL-10 ELISA Set
Cat. No. 555252 (BD OptEIA™); Mouse IL-1p ELISA Set Cat. No. 559603 (BD OptEIA™),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Ver protocolo completo en Anexo A-9.
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1.2.2. Materiales & métodos para cumplir con el objetivo especifico N° 1 “Evaluar en el
modelo animal de tuberculosis progresiva “raton BALB/c” las bases histopatologicas e
inmunoldégicas de la virulencia in vivo de Mycobacterium tuberculosis genotipos Beijing

circulante en Colombia”

1.2.2.1. Modelo in-vivo de TB pulmonar progresiva crénica ratén Balb/c

El uso de modelos animales para el estudio de la fisiopatologia pulmonar de la tuberculosis, es una
invaluable herramienta que ha permitido dilucidar los mecanismos utilizados por las diferentes cepas
de M. tuberculosis para causar la enfermedad. Las caracteristicas que se tienen en cuenta para los
estudios de virulencia en un modelo animal son: i) El recuento de UFC, ii), Patologia (Histologia)
Pulmonar, iii) Sobrevida, iv) Determinacion de la expresion de genes que codifican para proteinas
asociadas a la respuesta inmune desencadenada en el ratén ante la infeccion con Mtb (QRT-PCR,
Transcriptémica). El modelo de tuberculosis pulmonar progresiva crénica ratén Balb/c es un modelo
gue permite evidenciar el progreso de la TB pulmonar a partir de la velocidad de replicacion de las
bacterias, la sobrevivencia de los animales, el estudio de los cambios tisulares de los 6rganos
afectados y la determinacion del tipo de respuesta celular generado por los animales que
desencadenan o no una enfermedad complicada. A continuacion, se describen los procedimientos y
experimentos llevados a cabo para la infeccién y seguimiento de animales con las cepas de estudio,
para la determinacion de la virulencia y respuesta inmune in-vivo en este modelo animal.

Para el presente trabajo se utilizaron ratones machos de la cepa Balb/c de 6 a 8 semanas de edad y
22 gramos de peso. Esta cepa de ratdn es producida y mantenida en el Departamento de Investigacion
Experimental y Bioterio (DIEB) del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran. En la Figura 1-3., se muestra el resumen experimental y relacién de las actividades para la
determinacion de virulencia in-vivo en ratones infectados con las cepas de estudio y en las Tablas
1-7 a 1-11 se muestra la relacion del nimero de animales a utilizar en cada experimento.

Calculo de la muestra.

El calculo de la N por experimento para el presente trabajo se realizd6 mediante una formula
establecida basada en las incidencias seriadas de los procedimientos, es decir, cuantos animales se
requieren para llevar a cabo los procedimientos experimentales que brinden la suficiente informacion
sobre la virulencia de cepas de Mtb en el animal y asi poder determinar el nimero de ratones
necesarios por tiempo de sacrificio.

X=N/((A/100) x (B/100) x (C/100))
Donde:
X= Namero final de animales necesarios 0 niumero de animales del cual debemos partir.
N= Numero minimo estadistico que permite concluir los objetivos propuestos en el proyecto
A= 100 - b% de incidencia 2 (p.ej.: muertes por enfermedad, sx humanitario)
D= 100 - d% de incidencia 4 (p.ej.: muertes por anestesia en la infeccion)
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Tabla 1- 7. Nimero de animales a infectar en experimento de inmunopatologia

INMUNOPATOLOGIA

Grupo/Cepa Cinética de sacrificio Ratones/grupo Total
dias post infeccion

-Beijing-Like 323 1,3,7,14,21, 28,60y 120 7 por cepa por 168

-Beijing Cléasico 391 tiempo de sacrificio

-LAM BO77bc

Tabla 1- 8. NUmero de ratones a infectar en experimento de co-habitacion

EXPERIMENTO DE CO-HABITACION (CONVIVENCIA)

Grupo/Cepa Cinética de sacrificio Ratones/grupo Total
dias pos-infeccion
Modelo de -Beijing Like 323 30y 60 dias 14 por grupo 84
convivencia para  -Beijing Cléasico por cepa

la evaluacién de 391
transmisibilidad.  -Cepa LAM
BO77bc

Tabla 1- 9. Numero de ratones a infectar en experimento de RNA-seq

SECUENCIACION DE TRANSCRIPTOMA COMPLETO

Grupos Grupo/Cepa Cinética de sacrificio =~ Ratones/grupo  Total
dias postinfeccion
Secuenciacién de - Beijing Like 323 Dia 3,21y 60 7 ratones por 63
transcriptoma de - Beijing Clasico 391 tiempo de
cada uno de los -Cepa LAM B077bc sacrificio por
aislamientos clinicos cepa

Tabla 1- 10. Consolidado de nimero de ratones a infectar en los experimentos por duplicado

N° De Experimentos Numero de
ratones
Experimento 315
Repeticion 315

Total 2 experimentos 630
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Tabla 1- 11. Namero minimo de animales requeridos (6 animales) para asegurar la cantidad necesaria de

PD: Pulmén derecho, PI: Pulmén izquierdo, UFC: Unidades Formadoras de Colonias, HIST: Histologia,
BM: Biologia Molecular, BAZ: Bazo.

muestras que nos permitan hacer los experimentos

Distribucién de muestras por tiempo de sacrificio

cinetica Inmunopatologia

Ratén PD P 1zq BAZO
1 UFC HIST
2 UFC HIST Sl
3 UFC BM
4 UFC BM
5 UFC HIST NO
6 UFC UFC
7 BM BM

Distribucién de muestras por tiempo de sacrificio
Convivencia

Raton PD P lzq BAZO
1 UFC HIST
2 UFC HIST Sl
3 UFC HIST
4 UFC HIST
5 UFC HIST NO
6 UFC HIST
7 UFC HIST

Distribucién de muestras por tiempo de sacrificio
Transcriptomica

Raton PD P lzq BAZO
1 BM BM
2 BM BM
3 BM BM
4 BM BM NO
5 BM BM
6 BM BM
7 BM BM
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Resumen experimental objetivo N° 1. Evaluar en el modelo animal de tuberculosis progresiva “raton
BALB/c” las bases histopatologicas e inmunolégicas de la virulencia in vivo de Mycobacterium tuberculosis
genotipos Beijing circulante en Colombia

1,3,7,14, 21, 28, 60 y 120 PI

Siembra de homogenizados de pulmdén

UFCs en tejido y/o0 bazo para recuento de UFCs

Pulmonar granulomas y neumonia

Curvas de sobrevida de
los animales

Seguimiento de animales hasta muerte
o eutanasia

[ Estudio Histolégico J » Tincién con HE y cuantificaciéon de

N
. s
Q\' 3 [ Infeccién

- 323Beijing-Like
- - 391 Beijing-Clasico
L

- LAMB077bc

Convivencia de animales sanos con
» animales infectados con cada una de las
cepas

Experimento de co-
¥ | . Intratraqueal habitacion
6 animales por grupo

experimental

Determinacion de
citoquinas

qRT-PCR: iNOS, TGF-{,IL-10, IFN-y,
TNF-aelIL-12

>

~
Expresion global de » RNASeq de hospedador al dia 3, 14, 28y / ’

-
-

RATON Balb/c —
-

-

-

genes del ratén 60 PI

R. Hernandez-Pando. Immunology. 1996 Sep;89(1):26-33.

Figura 1- 3. Resumen experimental para cumplir el objetivo especifico N°1 del presente trabajo
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1.2.2.2. Procedimientos para la obtencion de bacterias y estandarizacién del inéculo
bacteriano

Las cepas de Mtb se encontraban criopreservadas en glicerol a -70°C. Para la recuperacién de las
cepas en cultivo, se sacaron del ultracongelador y se colocaron a -20°C por 1 hora y luego se dejaron
a -4°C hasta su descongelacién.

Una vez descongeladas, se tomaron 100ul de la suspensidn descongelada de bacterias y se inocularon
en 10 ml de medio de cultivo 7H9 suplementado con Tyloxapol Premium (Ver Anexo A-4 de
preparacion de medios de cultivo) y se llevé a incubar con agitacion a 37°C con 5% de CO; por 48
horas. Una vez pasadas las 48 horas de incubacion, el cultivo se escal6 a 65 ml de medio de cultivo
7H9 suplementado con Tyloxapol Premium, y se llevé a incubacion a 37°C al 5% de CO2 en
agitacion. Las cepas se recuperaron en la mitad de la fase logaritmica de crecimiento (Ver Anexo
A-5) y se hicieron alicuotas del cultivo que se congel6 a -70°C por 72 horas, posteriormente se
descongelaron 3 alicuotas para verificar la concentracion de las mismas haciendo diluciones seriadas
de la suspension bacteriana, posteriormente las diluciones se sembraron en placas de agar 7H10, se
incubaron a 37°C por 14 a 21 dias y se realizo recuento de UFCs, de acuerdo a la dilucién sembrada,
las UFCs se multiplicaron por un factor de dilucién y se calcul6 la cantidad de bacterias (Ver Anexo
A-6).

1.2.2.3.  Inoculacién intratraqueal de ratones Balb/c

El dia de la infeccion, se calcula el nimero de dosis necesarias para (NUmero de animales) las
infecciones de acuerdo con la concentracion de los stocks bacterianos de manera tal que se obtengan
250.000 bacterias en cada 100 pl de solucidn salina suplementada con Tyloxapol Premium de cada
cepa bacteriana.

Una vez se tiene ajustada la concentracion de las bacterias, estas se envian refrigeradas al bioterio
en donde se realiza la infeccion para que las suspensiones bacterianas no pierdan la cadena de frio.
En el bioterio los animales se anestesiaron con vapor de sevoflurano (100 uL por ratén) dentro de
una camara de acrilico de 20x20x20 cm, para su inoculacién intratraqueal (v.it.) los animales se
colocaron sobre una placa de icopor revestida con papel aluminio y se les sujetaron los incisivos con
una banda de caucho, se introdujo una canula de calibre 22G x1.0" w/ y punta roma de 1.25 mm por
la trdquea y se infectaron con 250.000 UFC de las cepas de Mtb 391 Beijing Clasico, 323 Beijing-
Likey LAM BO77bc. Los animales utilizados para los estudios relacionados con Micobacterias se
alojaron en cajas ventiladas bajo presion negativa y aire suministrado a través de filtros HEPA y
manipulados bajo Bioseguridad Animal Nivel 3.

1.2.2.4.  Seguimiento y curva de sobrevida de ratones Balb/c

La sobrevida de los animales se llevd sobre la totalidad de los animales infectados para los tres
experimentos (Cinética, Transcriptomica, Convivencia), el sacrificio programado de acuerdo a la
cinética de sacrificio en los dias patognomanicos establecidos se llevo a cabo, pero estos decesos no
se contaban en la sobrevida. A partir de la infeccidn se hizo seguimiento diario del estado de salud
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de los animales, si se observaba deterior en el estado de salud de los animales (Disminucion de >20%
del peso corporal, piloereccion, distanciamiento social, disminucion en la movilidad, fiebre) se hacia
sacrifico humanitario y se registraba el deceso para ese dia. Usando el programa estadistico
GraphPad Prism 8 se construy6 un archivo de sobrevida; si no se encontraba ningun deceso, se
ingresaba un cero y si se encontraban animales muertos o se hacia eutanasia humanitaria se colocaba
el nimero de animales fallecidos en la columna de cada cepa.

1.2.2.5.  Cinética de sacrificio

Grupos de 6 animales para el experimento de Inmunopatologia se sacrificaron a los dias 1, 3, 7, 14,
21, 28, y 60 pos-infeccion y se sacrificaron grupos de 6 animales para el experimento de
Secuenciacién de Transcriptoma completo a los dias 3, 14 y 28 pos-infeccion.

Para la eutanasia de los animales estos se inyectaron con Pentobarbital 210 mg/kg intraperitoneal.
Se sacrificaron por exanguinacion, posteriormente se expuso la cavidad peritoneal y toracica
haciendo diseccion del animal haciendo colgajos de la piel de dicha zona teniendo la precaucion de
no cortar el peritoneo, luego se corta el peritoneo y se abre la caja toracica de manera tal que queden
expuestos los pulmones, la traquea y los érganos abdominales. Se pinzé con una Pinza de Kelly el
bronquio derecho y se cortd el pulmén derecho el cual se colocé en criotubo de 2 ml previamente
identificado con la fecha, cepa y raton e inmediatamente almacen6 temporalmente en un contenedor
con nitrégeno liquido; posteriormente se perfundié con una jeringa de 5 ml con aguja el pulmoén
izquierdo con etanol absoluto a través de la traquea del animal teniendo cuidado de no cortarla ni
perforarla con la aguja, una vez perfundido, se cortd el pulmén y e colocé inmediatamente en un
tubo Falcon con etanol absoluto (se realizo este procedimiento en 3 animales de cada grupo, para el
procesamiento histoldgico) se fijaron en etanol absoluto por lo menos 72 horas, los pulmones
derechos no perfundidos de los otros 3 animales se colocaron en criotubos previamente identificados
y se almacenaron en nitrégeno liquido para su transporte. Para diferenciar los pulmones para
histologia pulmonar de cada ratén 1, 2 y 3 de cada punto de sacrificio se cortd: (i) R1solo el pulmén,
(ii) R2 Pulmén y corazon, (iii) R3 pulmon, corazén y traquea ya que todos los 6rganos van al mismo
Falcon con etanol. Después de recolectar los pulmones se procedio a recolectar el bazo el cual fue
colocado en criotubos individuales de 2 ml y almacenados inmediatamente en nitrégeno liquido.

Para el almacenamiento permanente de los 6rganos, los tubos se organizaron en crio cajas las cuales
se guardaron a -70°C hasta el procesamiento de los mismos, UFCs y experimentos de biologia
molecular.

1.2.2.6. Determinacion de unidades formadoras de colonia (UFC) en pulmones y
bazos de ratones Balb/c.

Los 6rganos almacenados a -70°C (Pulmones y bazos), se sacaron del ultracongelador y se colocaron

en tina de hielo antes de comenzar su procesamiento. A cada tubo con cada érgano se le agregd una

perla de Silice y Zirconio con filo y se les agregd PBS 1x-Tween 0.05% y se homogenizaron tres
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veces consecutivas en el equipo FasTPrep™ por 20 segundos cada vez con intervalos de 3 minutos,
posteriormente se llevaron a sonicar por 45 segundos a 20kHz para disgregar los cumulos
bacterianos, una vez se homogenizaron los tejidos, se realizaron diluciones en base 10 del
homogenizado usando PBS 1x-Tween 0,05% (desde 10 hasta 10°°) en una microplaca de Elisa,
cada dilucion fue sembrada posteriormente en placas de agar 7H10 y se incubaron a 37°C durante
14 y 21 dias para el recuento de UFCs, para el calculo de las colonias, se multiplico el nimero de
UFCs contadas por el factor de conversion de cada dilucion. Ver protocolo completo en Anexo A-
10.

1.2.2.7.  Procesamiento histolégico de tejidos

Para el estudio histoldgico, tres pulmones izquierdos fueron previamente perfundidos via IT con
etanol absoluto y almacenado por 72 horas. Se realizaron cortes parasagitales a nivel del hilio
pulmonar y los tejidos fueron colocados en cassettes de plastico en un procesador de tejidos Spin
Tissue Processor Microm STP 120 (ThermoFisher Scientific). Los cassettes son embebidos en
parafina en la estacion de inclusion HistoStar Embedding Workstation (ThermoFisher Scientific),
posteriormente los bloques son cortados en micrétomo (Leica RM2135) en secciones de 4um y
colocados en portaobjetos. Los tejidos son desparafinados y tefiidos en un tren de hematoxilina-
eosina. El proceso se concluye colocando una gota de resina y un cubreobjetos en el tejido.

El &rea de neumonia y granulomas fue determinada en micras cuadradas mediante un analizador de
imégenes (Q Win Leica, Milton Keynes). Adicionalmente se obtuvieron cortes de higados con la
misma metodologia para realizar la medicion de la inflamacién inducida por la administracion de
los adenovirus recombinantes. Las mediciones fueron tomadas a ciego y los datos fueron reportados
como la media y la desviacion estandar de 3 ratones diferentes de cada tiempo en 2 experimentos
diferentes.

1.2.2.8.  Expresion de citoquinas en homogenizados de pulmén por medio de gRT-
PCR.

Se midio la expresion de citoquinas pro y antiinflamatorias, en pulmones pulverizados con nitrégeno
liquido, de ratones infectados con 323 Beijing-Like, 391 Beijing-Clasico y con la cepa LAMBO077bc
a los dias 3, 14, 28 para todas las cepas y al dia 60 Pl para 391 Beijing-Clasico. La medicion de
expresion de citoquinas en estos tiempos, se realizd con base en el analisis histoldgico de los
pulmones basandose en los cambios en el progreso de la patologia pulmonar y de las UFCs para las
tres cepas. Se realizo extraccion de RNA a partir de pulverizados de pulmén con nitrégeno liquido,
usando el kit Quick RNA mini prep Zymo. Cat. R1055, siguiendo las instrucciones del fabricante
con algunas modificaciones (Ver protocolo completo en Anexo A-11). Posteriormente, se hizo la
sintesis del cDNA (Anexo A-12) y se amplificaron las citoquinas: IL-10, TNF-a, TGF-B, IFN-y,
iNOS e IL-12 de acuerdo con las condiciones mencionadas en el Anexo A-12.
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1.2.2.9. Modelo de convivencia de ratones Balb/c

Para determinar la capacidad de las cepas de Mtb de infectar animales sanos, se utilizé el modelo de
co-habitacion o convivencia previamente descrito por Marquina-Castillo y cols., [254] que consiste
en poner a convivir ratones sanos y enfermos en proporciones iguales durante el tiempo que duren
vivos los animales enfermos. Para este experimento se infectaron 14 ratones por cepa y se pusieron
a convivir el mismo nimero de ratones sanos en cajas ventiladas bajo presion negativa y aire
suministrado a través de filtros HEPA. Para distinguir los animales infectados de los sanos sobre
todo en las fases iniciales del experimento, se hizo una marca en la cola de los animales sanos con
marcador de tinta indeleble, a los 60 dias y 90 dias de convivencia, se hizo sacrificio de los ratones
sanos y se recuperaron los pulmones para la realizacion de UFCs (Ver Anexo A-10) e histologia
pulmonar. Como la mayoria de los animales infectados fallecieron antes del dia 60 post infeccion,
se iba tratando de mantener la proporcién de animales sanos y enfermos completando las cajas con
los ratones infectados para los otros experimentos.

1.2.2.10. Andlisis estadistico

En general los resultados se reportaron como la media + desviacion estandar. La significancia
estadistica se determind a partir de la aplicacion de andlisis de varianza de multiples mediciones
(ANOVA). *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005; ****P < 0.001, cada observacion se analiz6 por
triplicado. Todos los experimentos de la cinética in-vivo y el experimento in-vitro se hicieron por
duplicado.

1.2.2.11. Andlisis de expresion global de genes en pulverizados de pulmdn por medio de
secuenciacion de transcriptoma completo (RNA-seq).

Al observar los hallazgos de los experimentos de UFCs y la histologia pulmonar de los ratones
infectados con las cepas 323 Beijing-Like y 391 Beijing-Clasico y dado que para el momento se
encontraba activa la linea de investigacion en NGS en el Departamento de Patologia Experimental
del INCMNSZ, se decidié hacer secuenciacion de transcriptoma completo (RNA-seq) del
hospedador murino Balb/c en ratones infectados con estas dos cepas. De acuerdo con los hallazgos
de la histologia pulmonar y del recuento de UFCs en pulmones para cada cepa, se decidié secuenciar
el transcriptoma completo de cada cepa de Mtb genotipo Beijing a un dia temprano post-infeccion
(D3), un dia intermedio (D14) y un dia tardio (D28).

1.2.2.12. Extraccion de RNA para secuenciacion

Se sacrificaron 6 ratones (solo infectados con cepas Beijing) por cepa y se extrajeron los pulmones,
los cuales fueron almacenados inmediatamente en nitrégeno liquido y posteriormente se
almacenaron permanentemente a -70°C. Brevemente, para la extraccion de RNA se maceraron en
un mortero y pistilo previamente enfriados con nitrégeno liquido los dos pulmones de cada raton
(R1-R6) en presencia de nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino, posteriormente se hicieron
alicuotas de dicho pulverizado en tubos eppendorf previamente enfriados y se almacenaron en
nitrégeno liquido y posteriormente a -70°C teniendo mucho cuidado de no dejar aumentar la
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temperatura de los pulverizados y evitar de este modo la degradacion del RNA, posteriormente se
realizd extraccion de RNA usando una o dos alicuotas de pulmén cada vez siguiendo el protocolo
detallado en el Anexo A-11.

1.2.2.13. Determinacion de cantidad y calidad del RNA previo al proceso de
secuenciacion.

Una vez obtenido el RNA, se hicieron 3 alicuotas de 5 pl en tubos de PCR (0,2 ml). Una alicuota se
utiliz6 para medir la concentracion y la relacién 260/280 por espectrofotometria en el equipo
EPOCH™, la segunda alicuota fue utilizada para realizar electroforesis en agarosa al 2% con el fin
de evidenciar la integridad de las subunidades ribosomales, si las extracciones tenian relaciones
260/280 cercanas a 2.0 y en el gel de agarosa se observaban claramente las subunidades ribosomales
sin signos de degradacion, se enviaron a la Red de Apoyo a la Investigacion (RAI) para la medicion
de RIN (RNA Integrity Number) por medio de electroforesis capilar usando los Nanochips RNA
6000 en el equipo 2100 Bioanalyzer. Si el RIN de cada muestra extraida era 7.0 o superior, estas
muestras eran seleccionadas para el proceso de RNA-seq. Para cada tratamiento, se secuenciaron 3
ratones independientes.

1.2.2.14. Envio de muestras a secuenciacion.

Una vez se obtuvieron todas las muestras que cumplieron las condiciones para el proceso de
secuenciacion, se enviaron a la RAI, en donde se elaboraron las librerias utilizando el kit TruSeq®
Stranded mRNA de Illumina siguiendo las instrucciones del fabricante; posteriormente estas
librerias fueron cuantificadas por Fluorometria usando el Qubit dSDNA HS de ThermoFisher cat.
Q32851; posteiormente se evalu6 el tamafio de los fragmentos de las librerias construidas usando el
equipo 2100 Bioanalyzer y el kit High sensitivity DNA Kit Agilent, Cat 50674626; una vez
verificadas las condiciones de las librerias construidas se secuenciaron las cepas utilizando el sistema
lllumina HiSeq 2500 a partir de la preparacion de una mezcla equimolar de las librerias a una
profundidad de 100x, secuenciando tanto la hebra forward como la reverse siguiendo las
instrucciones del fabricante.

1.2.2.15. Andlisis de resultados de RNA-seq

Los resultados de las secuencias, fueron entregados digitalmente en formato FastQ y compartidos en
la nube del sistema lllumina BaseSpace, en una cuenta creada especificamente para este proyecto. A
las lecturas o secuencias, se les hizo control de calidad (>20Q) usando el programa Tim_Galore
https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore/blob/master/Docs/Trim_Galore User_Guide.md)
version 0.6.4 y FastQC Version 0.11.9. Posteriormente, las lecturas obtenidas del control de calidad
se mapearon contra el genoma de referencia de Mus musculus reportado en el NCBI (assembly
GRCm38.p6) usando el software BWA_MEM [255] con los parametros establecidos por defecto
para el software. El conteo de lecturas se realiz6 usando el software Htseq-count versiéon 0.11.1 [256]
y posteriormente a expresion diferencial de genes se obtuvo usando el programa bioconductor
DESeq?2 (version 3.7) [257] y considerando como genes diferencialmente expresados aquellos con
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un valor de p <0.01, el listado de genes diferencialmente expresados se digitaliz6 en un archivo de
Excel.

Con el listado de genes diferencialmente expresados, se realizaron anélisis de enriquecimiento a
través del andlisis de ontologias con los genes regulados diferencialmente, usando el portal gratuito
en linea Gene Ontology (GO) http://geneontology.org/, este analisis se realiz6 con el fin de clasificar
funcional y jerarquicamente los genes diferencialmente expresados.

Se realizaron analisis de enriquecimiento usando el portal en linea KEGG
https:/www.genome.jp/kegg/ usando WebGestalt (WEB-based Gene SeT AnaLysis Toolkit) [258],
con el fin de analizar las vias metabolicas a las que estaban asociados los genes diferencialmente
expresados. Tanto para los analisis de enriquecimiento en KEGG y GO, se utilizé un punto de corte
de valor de p de 0.01.

Por otra parte, se realizaron analisis de sobrerrepresentacion (ORA), usando la plataforma InnateDB
https://www.innatedb.com/. Por Gltimo, se realizd un analisis de interaccion por redes bioldgicas
usando la plataforma NetworkAnalyst https://www.networkanalyst.ca/. Los datos crudos de
secuenciacion se depositaron en el repositorio gratuito del NCBI bajo el bioproyecto PRINA635984.
Ver protocolo de analisis en el Anexo A-13.

1.3. Resultados

1.3.1. Caracterizacion genotipica y fenotipica de los aislamientos clinicos de mtb

1.3.1.1.  Genotipificacion de aislamientos clinicos por Spoligotyping y MIRUS-VNTR
Los ensayos de tipificacion se realizaron con el fin de confirmar el genotipo de los aislamientos
clinicos objeto del presente trabajo.

Por Spoligotyping se confirmé que el aislamiento 323 pertenece al Linaje 2 (Este asiatico) genotipo
Beijing SIT 190 denominado en la base de datos internacional SITVIT2 como Beijing-like,
caracterizado por la ausencia de los espaciadores 1-34 y 40 de los 43 analizados por esta
metodologia.

El aislamiento clinico 391 pertenece al linaje 2 (Este asiatico) genotipo Beijing SIT 1 caracterizado
por la ausencia de los espaciadores 1-34 denominado en la base de datos internacional SITVIT2
como Beijing-Clasico.
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El aislamiento clinico LAM9 B077bc pertenece al linaje 4 (Euroamericano) sublinaje LAM9 SIT
150 caracterizado por la ausencia de los espaciadores 21-24 y 33 a 36 segun la base de datos
SITVIT2.

Por el método automatizado MIRUs-VNTR (24 loci) se confirmd el linaje al cual pertenecian estas
cepas. En la Figura 1-4., se muestran los espoligotipos y los MIRU tipos analizados en el portal
VNTRplus https://www.miru-vntrplus.org/MIRU/index.faces.
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Figura 1- 4. Patrones obtenidos por Spoligotyping y MIRUs-VNTR para |
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1.3.1.2. Determinacion genotipica y fenotipica de la resistencia a antibi6ticos de primera
linea para el tratamiento de TB.

Con el fin de caracterizar por distintas metodologias las cepas del estudio, se verificé el perfil de
resistencia a antibidticos. Por Genotype® MTBDRplus, se obtuvo que la cepa Beijing-Clasico 391
es MDR (Resistencia a Isoniacida y Rifampicina), la resistencia a R se determiné por la pérdida en
la hibridacion con la sonda del WT8 que corresponde a los codones 530 a 533 del gen, aunque no
hubo hibridacion con ninguna de las sondas MUT, la pérdida del WT es indicativo de resistencia a
R. Por otra parte, se detectd resistencia a H por la pérdida de hibridacion con la sonda WT que hibrida
en el codon S315T1 y se observo hibridacion con la sonda MUT1 que corresponde a la mutacion
S315T1. En cuanto a 323 Beijing-Like se obtuvo resistencia a rifampicina por pérdida de WT8, pero
sin hibridacion con ninguna de las sondas MUT Yy resistencia a H por pérdida de WT e hibridacion
en MUT1, detectando la mutacién S315T1.

En cuanto a la cepa LAM9 BO77bc se detectd que es sensible a R y H, observando hibridacion de
todas las sondas WT y ninguna hibridacion con sondas mutantes, tanto para rpog, inhA 'y katG.
Adicionalmente se realizé la prueba fenotipica de susceptibilidad a antibiéticos BACTEC™
MGIT™SIRE con el fin de determinar la resistencia a los 4 antibidticos de primera linea S, I, R E
individualmente; se obtuvo que la cepa 323 Beijing-Like es resistente a los 4 antibi6ticos de primera
linea /H, R, S, E), la cepa Beijing-Cléasico 391 es resistente a S, | y R y la cepa LAM BO077bc es
sensible a los cuatro antibi6ticos de primera linea.


https://www.miru-vntrplus.org/MIRU/index.faces
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1.3.1.3.  Caracterizacion morfoldgica ultraestructural de cepas Beijing por
microscopia electronica de transmision (MET).

Antes de realizar el procedimiento, se realiz6 una curva de crecimiento para cada cepa, midiendo
cada 24 horas el porcentaje de transmitancia con un nefelémetro analogo con el fin de determinar la
fase logaritmica de crecimiento de las bacterias. En la Figura 1-5 se muestran las curvas de
crecimiento para las cepas Beijing. Para el procesamiento de las cepas para MET se recuperaron las
bacterias el dia 12 después de la deteccion de crecimiento, las mediciones iniciaron el dia 12 porque
a partir de ese dia que se presentaron cambios en el porcentaje (%) de transmitancia, la medicion de
cada punto se realiz6 cada 24 horas. Para graficar los resultados, se obtuvieron los valores de
absorbancia, calculando el Logio de la transmitancia, con los puntos de tiempo que comprenden la
fase logaritmica de crecimiento, se calculd el tiempo de generacion de cada cepa a partir de la
regresion lineal y pendiente con los puntos de la fase log de la curva de crecimiento.

A 323 Beijing-Like B 391 Beijing-Clasico
0
100+ 1 ~3136h e
g =41,8 horas g »20 floras .o ®
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K
& .
210 14 £ 101 .
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Figura 1- 5. Curvas de crecimiento de cepas Genotipo Beijing.A) 323 Beijing-Like, B) 391 Beijing Clasico.
El crecimiento de las cepas fué seguido cada 24 horas por 21 dias, midiendo el % de Transmitancia, estos
valores fueron convertidos a absorbancia para obtener las graficas de crecimiento y calculo del tiempo de
generacion (g) de cada cepa.

Las dos cepas fueron recuperadas al dia 12 de crecimiento, tiempo aproximado en que las bacterias
se encontraban en la mitad de la fase logaritmica de crecimiento (Metabdlicamente activas) para
realizar las preparaciones para MET. Debido a que el genotipo Beijing de Mth es un genotipo
emergente en Colombia, y el conocimiento de estas cepas es reducido y, dado que en el INCMNSZ
se dispone de un microscopio electrénico de transmision, se decidié ahondar en el proceso de
caracterizacion, en este caso sobre las bacterias en cultivo para determinar sus caracteristicas
ultraestructurales. En las Figuras 1-6 y 1-7., se observan las capturas fotograficas para las cepas 323
y 391 y en la Figura 1-8., se observan capturas fotograficas de la cepa de laboratorio H37Rv
(Imagenes cedidas por el Laboratorio de Patologia experimental del INCMNSZ).
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Adicionalmente en la Tabla 1-12 se hace una comparacién en cuanto a la presencia o ausencia de
organelos bacterianos entre las cepas Beijing y H37Rv. En la cepa 323, es evidente la presencia de
vacuolas lipidicas grandes, lo que sugiere la presencia de depdsitos de reserva de lipidos,
posiblemente utilizados para su metabolismo durante los procesos metabdlicos que realice la bacteria
o involucrados en mecanismos de evasion de respuesta inmune y por lo tanto podrian actuar como
posibles factores de virulencia, las vacuolas lipidicas son méas pequefias en la cepa 391 y
préacticamente inexistentes en H37Rv.Otro elemento que llama visiblemente la atencion es la gran
cantidad de depdsitos de metales pesados (posiblemente Hierro), que podrian actuar como cofactores
de procesos metabdlicos de la bacteria, estos dep6sitos de metales son menos evidentes en la cepa
391 y alin mas escasos en H37Rv.

Se evidencio la estructura de la envoltura celular, compuesta por una membrana celular seguida de
varias capas de peptidoglicano, rodeada de una pared celular, formando una estructura similar a
capsula de Mtb. La pared celular consistio en la presencia de dos capas distintas visibles, un interior
electron densa y una capa exterior electron transparente que se cree esta compuesto por el complejo
Micolil-arabinogalactano unido covalentemente a peptidoglicano. Se hicieron mediciones del grosor
de las mismas a las tres cepas, y a pesar de presentar diferentes perfiles en cuanto a la susceptibilidad
a antibidticos, solo hubo una diferencia significativa en la comparacién de medias en nanémetros de
la pared celular entre H37Rv y la cepa Beijing-Clasica 391 MDR, la cual es una bacteria MDR
(resistente a H, Ry S). Llama la atencion que la pared celular de 323-Beijing-like presenta un grosor
normal, casi igual al de H37Rv, a pesar de ser un aislamiento clinico XDR. (Figura 1-9).

El citoplasma esta compuesto por una red compleja de sistemas membranosos, a este sistema se le
ha adjudicado el nombre de mesosomas, los cuales se forman por la invaginacion y bifurcacion de
la membrana citoplasmatica y se observan Unicamente en bacilos Gram positivos, estas estructuras
se observan como elementos laminares tubulares o vesiculares cubiertos por una membrana que las
envuelve. La funcidn de estas estructuras es servir como potenciadores de la actividad metabdlica
de la micobacteria; esta estructura puede variar en forma, estructura y localizacion dependiendo del
estadio metabolico bacteriano [259]. Sin embargo, hay autores que afirman que esta estructura de
forma artefactualmente por el procesamiento de las muestras para MET por la fijacion quimica y el
proceso de deshidratacion [260], estas estructuras se observan claramente tanto en los aislamientos
clinicos genotipo Beijing como en H37Rv (Figuras 1-6 A, 1-7 | y 1-8 B).

Es interesante resaltar la fase de actividad metabdlica en la que se recuperaron las bacterias, pues,
tanto para la cepa 323 como la 391 se observa un patron de agrupamiento o formacion de filas de
bacterias con septos visibles y bacilos en elongacion, que indican que las cepas se encuentran en una
fase de replicacion activa. En las fotografias (Figuras 1-6, 1-7 y 1-8) se observa claramente el
material genético de los bacilos, dependiendo la forma en la que se visualiz6, se nombré como
cromosoma o nucleoide en las tres cepas.
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En la Tabla 1-12 se relacionan los organelos intracelulares observados en los aislamientos clinicos
analizados por MET vy su representatividad dentro de la célula.

cw

Figura 1- 6. Fotografias con MET de bacterias de Mtb genotipo Beijing-Like cepa 323. A). Se observan las
grandes vacuolas (V) y el mesosoma (M). B). Mesosoma (M), C). Ribosomas (R), depésitos de metales
pesados (MD) y granulos de polifosfato (PG), D). Septo, y polos celulares E). Vacuolas (V) y Nucleoide (N),
F). Agrupamiento de las bacterias. G-H). Granulos de polifosfato (PG) y vacuolas (V), I). Cromosoma (C) o
nucleoide (N), vacuolas (V), J). Vacuola (V), Mesosoma (M) y depdsitos de metales (MD), K). Granulos de
polifosfato (PG) y Mesosoma (M), L). Nucleoide (N), Septo (S), Pared celular (CW) y membrana plasmatica

(MP).



104 Virulencia, respuesta inmune in-vivo y transcriptémica de Mtb genotipo Beijing

Figura 1- 7. Fotografias con MET de bacterias de Mth genotipo Beijing- Clésico cepa 391. A). Pared celular
(CW), Membrana Plasméatica (MP), Granulos de Polifosfato (PG). B). Material Intracelular (IM), C).
Elongacion Bacteriana (E) y vacuolas (V), D). Septo (S), E). Mesosoma (M), F). Ribosomas (R), Nucleoide
(N) y Material intracelular (MI). G). Membrana (M) y pared celular (CW) H). Ribosomas (R), 1). Mesosoma
(M), J). Pared Celular (CW) y Granulos de Polifosfato (PG) K). Pared Celular (CW) y membrana Plasmatica
(MP) L). Septo (S).
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Figura 1- 8. Fotografias con MET de bacterias de Mth cepa H37Rv. A). Cromosoma (C), Pared celular (CW)
B). Fotografia de un bacilo en el que se observa claramente el material genético, Cromosoma (C). C). Pared
Celular (CW) y Cromosoma (C) D). Cromosoma (C) E). Cromosoma (C), F). Ribosoma (R), Nucleoide (N),
Pared Celular (CW), G). Membrana (CM), Pared celular (CW), Cromosoma (C) H). Membrana Celular (CM).
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Tabla 1- 12. Relacién de organelos celulares observados por MET para cada aislamiento clinico.

ESTRUCTURA H37Rv 391 323
C: Cromosoma Presente Presente Presente
IN: Nucleoide Presente Presente Presente
R: Ribosomas Normal Normal Abundante
S: Septo Presente Presente Presente
(M: Mesosoma
Escasa Estructura Grande Estructura Grande
PG: Granulos de
[Polifosfato Escasos Presentes Grandes y Abundantes
V: Vacuolas
Estructuras Grandes y
Escasas Vacuolas Pequertias Deformantes
MD: Depositos de
[Metales Ausentes Presentes Abundantes
E: Elongaciéon Presente Presente Presente
IC: Material intracelular Normal Abundante Abundante

(CW: Pared Celular

Evidente y de tamafio
Normal

Evidente y de tamafio
Normal

Evidente y de tamafio
Normal

PM: Membrana

Evidente y de tamafio

Evidente y de tamarfio

Evidente y de tamatio

[Plasmatica Normal Normal Normal
Grosor de paredes celulares
15+ *
~—
S
A=
o
C
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S
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Figura 1- 9. Comparacion del espesor de las paredes celulares
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1.3.1.4. Infeccion de macro6fagos alveolares de ratébn MH-S “KILLING”

Con el fin de obtener un acercamiento inicial sobre el comportamiento de los aislamientos clinicos
del estudio en un modelo de infeccion (en este caso in-vitro) se utilizé una linea de macréfagos
alveolares adherentes de raton (Balb/c) MH-S (ATCC® CRL-2019™), esta linea celular es
ampliamente utilizada para estudios de replicacion y secrecidon de citoquinas. Las células se
infectaron con los aislamientos clinicos 323, 391 y LAM-B077bc, se realizé el Killing (Lisis) de las
células con SDS 0.1% y UFCs a los dias: 0, 2, 3 y 4 post infeccidon con cada una de las cepas.

En los dias tempranos post-infeccion DOy D2, se observa la capacidad fagocitica de los macréfagos,
la cual estd determinada no solo por el tipo de respuesta inmune generada por la célula sino de la
modulacion de la misma por parte de las bacterias infectantes.

Al DO post-infeccion, no se observé diferencia en la cantidad de bacterias fagocitadas, tendencia que
se mantuvo hasta el dia 2 post-Infeccion. Al dia 3 post-infeccidn se empez6 a observar diferencias
en el nimero de UFCs entre las cepas. El objetivo en esta etapa del ensayo es determinar cudl es la
capacidad de sobrevivencia y capacidad de replicacion de las bacterias, dentro de una célula que
tiene la capacidad de producir su muerte.

En la Figura 1-10 A., se observan gréaficamente los resultados obtenidos a partir de las UFCs al DO,
D2, D3 y D4 post-infeccion. La Cepa 323 Beijing-Like mostr6 la méas alta capacidad de
multiplicacion intracelular, desencadenada posiblemente por la regulacién de factores de virulencia
propios de la cepa, que le permiten evadir los mecanismos de muerte y el procesamiento de antigenos
de los macréfagos en cultivo. El objetivo de incluir un aislamiento clinico LAMO9 que es el genotipo
mas prevalente en el pais, era disponer de un control clinico “Normovirulento” y sensible a
medicamentos para comparar su comportamiento con el de las cepas Beijing, sin embargo, con estos
resultados se observa que después de 323 Beijing-Like, el aislamiento clinico BO77bc muestra un
fenotipo virulento, con una alta capacidad de multiplicacion intracelular, a diferencia de la cepa
H37Rv y el aislamiento clinico 391 Beijing-Clasico; siendo H37Rv la cepa con menor virulencia
(inferida por la capacidad replicativa intracelular).

Para determinar la respuesta inmune generada por los macréfagos MH-S después de la infeccion con
las diferentes bacterias, se midieron las citoquinas pro-inflamatorias IL-12p70, IFN-y y TNF-a y la
citoquina antiinflamatoria 1L-10 por ELISA (Figura 1-10 B-E) en pooles de sobrenadantes
obtenidos antes de realizar el proceso de Killing en dia tiempo post-infeccion, dado que el volumen
de sobrenadante era muy bajo no se pudieron hacer réplicas del experimento y se interpreta
cualitativamente la produccién de citoquinas.

En cuanto a la secrecion de IL-1B, se observa que se produce en muy bajas cantidades por parte de
las células infectadas con todas las bacterias, siendo indetectable la presencia de esta citoquina en
los sobrnadantes (no se muestran datos), sin embargo, las células infectadas con el aislamiento
clinico LAM-B077bc, producen una cantidad superior de IL-12p70 comparado con las otras



108 Virulencia, respuesta inmune in-vivo y transcriptémica de Mtb genotipo Beijing

bacterias al DO post-infeccion, seguido de una cantidad importante de las citoquinas protectoras IFN-
vy TNF-a a los dias 3 y 4 post-infeccion, la cual es una respuesta inmune protectora o benéfica para
las células infectadas; sin embargo, la presencia de estas citoquinas no neutraliza la alta capacidad
replicativa de esta cepa. La produccién de la citoquina TNF-a es tardia ante la infeccion con el
aislamiento clinico 323 Beijing-Like y su efecto no se ve reflejado en la carga bacteriana al D4 post-
infeccion, demostrando que esta bacteria tiene la habilidad de evadir el efecto de esta citoquina.

Llama la atencion que al dia 4 post-infeccidén todas las bacterias producen la citoquina anti-
inflamatoria (respuesta no protectora) 1L-10, excepto 391 Beijing-Clasico, y aunque esta bacteria
muestra una carga bacteriana mas baja que las cepas mas virulentas de este ensayo (323 y B077bc)
y pese a la baja cantidad de citoquinas protectoras producidas por las células infectadas con esta
cepa, esta bacteria no es tan veloz en su replicacion, a pesar de inducir la produccion de una baja
concentracion de todas las citoquinas aqui evaluadas (Figura 1-10 B-E).
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Figura 1- 10. Resultados de infeccion de macrofagos alveolares de raton (Balb/c) “Killing”. A) UFCs a partir del killing al Dia 0 Post-infeccidn, Dia 2 Post
Infeccidn, Dia 3 Post Infeccion y Dia 4 Post-Infeccion. * B) Medicion de citoquinas en pooles de sobrenadantes obtenidos a partir del cultivo de MHS-Infectados
con las diferentes cepas en estudio dias 0, 3 y 4 post Infeccion- TNF-o C) IL-12p70, D) IFN-y, E) IL-10. P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005; ****P < 0.001
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1.3.1.5. Cinética de infeccion con aislamientos clinicos colombianos en el modelo de TB
pulmonar progresiva crénica ratén Balb/c.
= Sobrevida

Se hizo seguimiento del estado de salud y se documentaron las muertes espontaneas y/o sacrificios
humanitarios de los grupos experimentales de ratones infectados (323 Beijing-Like, 391 Beijing-
Clasico y LAM B077bc). El aislamiento clinico 323 Beijing-Like indujo prematuramente la muerte
de los animales, al dia 42 PI habian fallecido la totalidad de los animales; el estado de salud de este
grupo de animales era bueno y estable hasta el dia 21 P, pero a partir del dia 28 PI se observo un
marcado deterioro del estado de salud, induciendo caquexia, limitacion en el movimiento y
piloereccion disminuyendo aceleradamente la poblacion de ratones sobrevivientes. Los animales
infectados con el aislamiento clinico LAM BO77bc presentaron deterioro en el estado de salud desde
el dia 21 PI, sin embargo la sobrevida se extendié hasta el dia 60 Pl cuando fallecieron los ultimos
ratones. Por Gltimo los animales infectados con el aislamiento clinico 391 Beijing-Clasico,
comenaron a morir despues del dia 45 post infeccion, dia a partir del cual se observo el deterioro en
el estado de salud, estos animales a pesar de no presentar signos marcados de enfermedad fallecian
subitamente hasta el dia 63 en el que falleci6 el dltimo animal, en la Figura 1-11 A se observa la
grafica de sobrevida, en donde se observan diferencias estadisticamente significativas en la
sobrevida entre los aislamientos 323 y B077bc y 323 y 391.

= Carga bacilar en homogenizados de pulmon y bazo

Entre el dia 7 y 14 PI, se produjo el crecimiento marcado en el nimero de bacterias del aislamiento
clinico 323 Beijing-Like seguido de LAM BQ77bc, al igual que en el experimento in vitro estas dos
bacterias fueron capaces de sobrepasar los mecanismos inmunes del hospedador y multiplicarse.
Aungue el crecimiento bacteriano del aislamiento 391 Beijing clasico no fue tan acelerado, esta
bacteria también produjo una alta carga bacteriana en las UFCs, el cremiento acelerado a partir del
dia 14 PI se correlaciona con la muerte de los animales, ya que posiblemente al dia 28 Pl la carga
bacteriana estaba causando afectaciones orgénicas determinantes de muerte prematura (Figura 1-
11B). La presencia de bacterias en bazo indica que los aislamientos de Mtb tienen la capacidad de
causar TB extrapulmonar, en este caso se encontraron bacterias en bazo a partir del dia 14 PI, de
nuevo 323 y BO77bc produjeron la mayor cantidad de bacterias en este 6rgano (Figura 1-11 C), sin
embargo hacia el dia 28 Pl la cepa LAM B077bc produjo una mayor carga bacilar extrapulmonar.
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Figura 1- 11. Cinética infeccidn de ratones Balb/c con aislamientos clinicos colombianos. A) Porcentaje de
sobrevida B) Recuento de unidades formadoras de colonia en homogenizados de pulmén *P < 0.05; **P <
0.01; ***P < 0.005; ****P < 0.001 C). Recuento de unidades formadoras de colonia en homogenizados de
Bazo*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005; ****P < 0.001.

= Histologia y morfometria de pulmones de ratones infectados con aislamientos clinicos
colombianos.

Se procesaron histolégicamente 3 pulmones derechos perfundidos con etanol absoluto, de 3 ratones
distintos de cada punto de sacrificio (Dia 1, 3,7, 14, 21, 28, 60 PI), con el fin de observar el progreso
de la patologia pulmonar desarrollada por los animales a dias de infeccion tempranos, intermedios y
tardios. En las Figuras 1-12 a 1-14 se observan los principales hallazgos y cambios patognomanicos
en los dias claves de la cinética. Figura 1-12. Progreso del dafio histolégico desencadenado en
animales infectados con aislamiento 323 Beijing-Like: A partir del dia 14 P1 se observa la presencia
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de granulomas numerosos Figura 1-12 A. Otro hallazgo histoldgico es la presencia de Alveolitis
(flecha en Figura 1-12 B) e inflamacion perivascular (Figura 1-12 C) caracterizada por la presencia
de células inflamatorias alrededor de la luz vascular. Hacia el dia 21 PI los granulomas aumentan en
namero y tamafio en coexistencia con parches de neumonia (Figura 1-12 D), en los que se evidencia
la presencia de macrofagos espumosos produciendo un cambio ya notorio en la arquitectura
pulmonar (Figura 1-12 F). Hacia el dia 28 PI, predomina la inflamacién tisular con areas extensas
de neumonia, hallazgo bien correlacionado con la disminucion en la sobrevida de los animales y las
altas cargas bacterianas en este dia. En la Figura 1-15 A y B se grafica el area de granulomas y
porcentaje de neumonia.

En los ratones infectados con la cepa 391 Beijing clasico, fueron los Gnicos en los cuales fue posible
hacer la cinética hasta el dia 60 PI. Histolégicamente, el progreso del dafio tisular fue mas lento que
con los demas aislamientos clinicos, formando estructuras granulomatosas a partir del dia 14 Pl
(Figura 1-13 Ay B) asi como alveolitis (Figura 1-13 C) conservando la arquitectura pulmonar.
Hacia el dia 21 PI se observaron granulomas grandes y en mayor cantidad (Figura 1-13 D.F), sin
embargo, la mayoria de estas estructuras fue inexistente hacia el dia 28 PI, momento en el cual se
empezO a observar la presencia de parches neumonicos (Figura 1-13 G-l), caracterizados por
presentar un gran nimero de macréfagos espumosos, aunque estos hallazgos indican que hay una
TB activa, los ratones no estaban visiblemente enfermos; ya en el dia 60 PI, en el dltimo grupo de
ratones sobrevivientes, se observo la presencia de necrosis tisular, cambiando por completo la
arquitectura pulmonar y correlacionada con la muerte de los animales. En la Figura 1-15 Ay B se
grafica el &rea de granulomas y porcentaje de neumonia.

En pulmones de ratones infectados con LAM BO077bc se encontré un hallazgo poco comin y es la
formacidn temprana de estructuras granulomatosas a partir del dia 7 Pl (Figura 1-14 A-C), los cuales
aumentaron en nimero y tamafio al dia 14 Pl sin formacidn de parches de neumonia (Figura 1-14
D-F), sin embargo, aunque hacia el dia 21 Pl ain se observaban granulomas bien conformados
(Figura 1-14 G), se empezaron a formar parches de neumonia (Figura 1-14 H-1), la cual se extendi6
rapidamente hacia el dia 28 P1 (Figura 1-14 J-K) produciendo la pérdida en la arquitectura pulmonar
(Figura1l-14 L). EnlaFigura 1-15 Ay B se grafica el area de granulomas y porcentaje de neumonia.
En este caso se logré analizar el pulmdn del dltimo animal sobreviviente al dia 60 PI, en el que se
observd una neumonia masiva.

= Transmisibilidad de Mtb por medio del uso del modelo experimental de
transmisibilidad o convivencia de animales sanos con animales infectados con
aislamientos clinicos de Mtb.
Se usé el modelo de transmisibilidad para determinar qué tan infecciosas son los aislamientos
clinicos evaluados en el presente estudio, colocando igual nimero de animales sanos y animales
infectados cada uno con 2.5x10° bacterias en la misma caja aisladora para convivir. Luego de 60 y
90 dias de convivencia, se realizo el sacrificio de los animales sanos para realizacién de UFCs (Ver
anexo A-10) e histologia pulmonar. No se obtuvo crecimiento bacteriano ni a los 60 ni 90 dias de
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sacrificio. Como se observé en los resultados de sobrevida, los ratones infectados con los
aislamientos clinicos de este estudio, sobrevivieron maximo 60 dias; después de los 30 dias para el
caso del aislamiento clinico 323 Beijing-Like y aproximadamente después de 45 dias para los otros
dos aislamientos clinicos, fue imposible mantener la proporcién de animales sanos y animales
infectados debido a la rapida disminucion en la sobrevida, lo que pudo influir en la no transmisién
de las bacterias. A pesar de no obtener crecimiento bacteriano en el experimento de UFCs, se realizé
el procesamiento histologico de los pulmones perfundidos con etanol absoluto sin observar cambios
sugerentes de infeccion con Mtb.

Histologia Pulmonar 323 Beijing-Like

D 14 PI

D 21PI

D 28

Figura 1- 12. Hallazgos histopatoldgicos en pulmones de ratones infectados con 323 Beijing-Like, tincion H-
E. A-B). Las flechas muestran estructuras granulomatosas al dia 14 PI, C). Inflamacién perivascular, D).
Parche de neumonia, E). Granuloma grande dia 21 PI, F). Panordmica pulmonar con arquitectura conservada,
pero con parches de neumonia G). Neumonia y presencia de macréfagos espumosos (flecha), H-1). grandes
areas de neumonia.
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Histologia Pulmonar 391 Beijing-Clasico

Figura 1- 13. Hallazgos histopatoldgicos en pulmones de ratones infectados con 391 Beijing-Clasico, Tincion
H-E. A-B). Las flechas muestran estructuras granulomatosas pequefias y en baja cantidad al dia 14 PI, C).
Inflamacion peribronquial, D). Granuloma grande dia 21 PI, E). Vista de numerosos granulomas F). granuloma
grande, inflamacion peribronquial y alto flujo de células inflamatorias G). Neumonia y presencia de
macréfagos espumosos H-1). grandes areas de neumonia. J-L). Extensas areas de neumonia con presencia de
necrosis tisular y pérdida de arquitectura pulmonar.
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Histologia Pulmonar LAM B077bc

Figura 1- 14. Hallazgos histopatoldgicos en pulmones de ratones infectados con LAM B077bc. Tincién con
H-E. A-C). Formacion temprana de numerosos granulomas. D). Inflamacidn perivascular 14 Pl, E). Vista de
numerosos granulomas F). granuloma grande, inflamacion peribronquial y alto flujo de células inflamatorias
G) Neumonia H-I). grandes areas de neumonia. J-L). Extensas areas de neumonia y pérdida de arquitectura
pulmonar.
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Figura 1- 15. Gréficas de cuantificacion de area de granulomas. A). y porcentaje de neumonia B). en pulmones
infectados con los aislamientos clinicos colombianos. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005; ****P < 0.001.

= Cuantificacién de citoquinas en pulverizados de pulmones de ratones infectados con
aislamientos clinicos colombianos de Mtb.
Con el fin de determinar qué tipo de respuesta inmunoldgica se indujo a partir de la infeccién con
los aislamientos clinicos de Mtb, se cuantificd la expresién de citoquinas pro y anti-inflamatorias
por gRT-PCR vy el andlisis de resultados se realiz6 por cuantificacion relativa usando como gen de
referencia RplpO.

Se cuantifico iINOS, una enzima de produccion temprana durante la infeccién con Mtb cuya funcion
es la de activar los macréfagos para que se produzca la fagocitosis de bacterias y actla
sinérgicamente con IFN-y y TNF-a, produciendo una respuesta inmune pro inflamatoria benéfica
para el hospedador infectado, a lo largo de la cinética de infeccion se expresd iNOS en bajas
cantidades, la mayor expresion de esta se dio al dia 7 Pl por parte del aislamiento 323 Beijing-Like
(Figura 1-16 A). Al dia 3 PI hubo una expresion importante de I1L-12 por parte de los animales
infectados con los aislamientos clinicos Beijing, sin embargo, la produccion de esta citoquina no se
mantuvo a lo largo del tiempo, por lo que la activacion de los macr6fagos en las fases iniciales de la
infeccion pudo ser transitoria (Figura 1-16 B).

La otra citoquina pro-inflamatoria de expresion temprana fue la IL-12, siendo el mayor pico de
produccion de la misma al dia 7 PI por parte del aislamiento 323 seguido del 391, en general, esta
citoquina junto con iNOS se producen en respuesta a la infeccion por Mth con el fin de activar los
macréfagos para favorecer el proceso de fagocitosis, pero al observar los niveles de expresion asi se
alcancen a observar diferencias significativas entre las bacterias, en general los niveles de expresion
de estas es bajo, sin embargo, Ilama la atencion que el aislamiento clinico 391 Beijing-clasico,
mantiene los niveles de expresion de estas hasta el dia 60 PI (Figura 1-16 Ay B).
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La mayor expresion de TNF-a se dio por parte de los animales infectados con el aislamiento LAM
BO77bc, siendo el dia 28 Pl el de mayor expresién de la misma (Figura 1-16 C), los aislamientos
clinicos Beijing expresaron la mayor cantidad de esta citoquina al dia 7 PI. la expresion de esta
citoquina es crucial para la formacion de granulomas, estas estructuras fueron observables
tempranamente al dia 7 PI, correlacionandose con la produccion de esta citoquina e IFN-y (Figura
1-16 C y D). El aislamiento BO77bc mantuvo altos niveles de expresion de esta citoquina a lo largo
de la cinética, sin embargo, la expresion de estas no evito el rapido progreso de la patologia pulmonar
y la muerte prematura de los animales infectados con este aislamiento clinico.

Por otra parte, la medicion de las citoquinas anti-inflamatorias IL-10 y TGF-p, permite determinar
el perfil de la respuesta inmune desencadenada por las bacterias utilizadas en la infeccion, los
aislamientos clinicos que hasta el momento han mostrado un fenotipo mas virulento 323 y LAM
BO77bc mostraron un alto nivel de expresion de estas citoquinas en los dias tempranos Pl (Dia 3y
7) (Figura 1-16 E y F), contrarrestando el efecto inflamatorio que pudiera tener la baja expresion
de enzimas y citoquinas de fase aguda (IL-12 e iNOS), B077bc y 323 mostraron mayor expresion
de TGF-B (Figura 1-16 F) y 391 Beijing clasico, expresé tempranamente en mayor cantidad IL-10
(Figura 1-16 E).
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Figura 1- 16. Medicién de la expresion de citoquinas por qRT-PCR. A) iNOS y las citoquinas B) IL-12, C) TNF-a, D) IFN-y, E) IL-10 y F) TGF- en cinética
de infeccidn con aislamientos clinicos colombianos de ratén Balb/c. La medicion de la expresidn se realizd por medio de qRT-PCR y la cuantificacion de la
expresion se realiz6 por cuantificacion relativa usando como gen de referencia rplp0. El andlisis estadistico se realizd con ANOVA de dos vias. *P < 0.05; **P <
0.01; ***P < 0.005; ****P < 0.001.
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1.3.1.6. Expresion global de genes ante la infeccion de ratones Balb/c con
aislamientos clinicos colombianos genotipo Beijing

En el momento del disefio del experimento se tuvo en cuenta las caracteristicas del modelo de TB
pulmonar progresiva crénica; en este, cuando se usa la cepa de referencia H37Rv los dias claves en
los que hay cambios histoldgicos determinantes de la infeccion son dia 3 (infeccion temprana), dia
21 (formacion de granulomas “latencia”) y fase tardia posterior al dia 60 PI (TB activa), sin embargo,
los aislamientos clinicos genotipo Beijing, mostraron un fenotipo virulento con una progresion mas
rapida de la enfermedad en los animales, formando granulomas a partir del dia 14 Pl y adelantando
su fase activa hacia el dia 28 PIl. Con las observaciones obtenidas a partir del recuento de UFCs y
los hallazgos histol6égicos pulmonares, se eligieron como dias determinantes en la progresion del
cuadro pulmonar los dias 3, 14, 28 y 60 PI.

Los pulmones de tres animales diferentes infectados con 2.5x10° bacterias, se pulverizaron con
nitrogeno liquido y se les realizé extraccion de RNA, se verifico la cantidad y calidad del mismo
antes de ser enviados a secuenciacion. La calidad de las librerias (RIN) se verifico por electroforesis
capilar antes del proceso de secuenciacion el cual se realiz6 usando la plataforma Illumina en la Red
de Apoyo a la Investigacion RAL, instituto adscrito a la Universidad Nacional Autbnoma de México,
secuenciando ambos extremos (paired end); en todos los pardmetros de control de calidad de la
secuenciacion se obtuvieron buenos resultados para el analisis bioinformatico. Acontinuacion en la
Tabla 1-13,, se relacionan las muestras enviadas a secuenciacion con su respectiva concentracion,
relacién 260/280 y RIN.
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Tabla 1- 13. Relacion de la cantidad y calidad de las muestras enviadas a RNA-seq del hospedador, ratones
Balb/c infectados con cepas Beijing

, Ratones ., . .
fortmte. | Infebein | emiadesa | agozo | R | BT
secuenciar
D3 R1 117.24 2.107 8.30 i 1\
R2 165.22 2115 860 || Il
R3 84.88 2.141 8.20 | 1 i
o D14 R1 68.34 2.063 880 || |
Be"';'géL'ke R 22425 2089 890 |l | |
R3 414.68 2.025 910 | |
D28 RL 475.84 2,031 760 |l 111
R2 158.30 2.045 8.40 I [T |
R3 364.48 2.047 920 |l I
D3 RL 150.45 2.067 930 || | i}
R2 113.08 2.086 840 || |
R3 236.51 1.999 930 |l I 1
D14 RL 213,01 2.020 9.0 | | 1
R2 319.45 2.012 9.0 | 118
Beijing-Clasico R3 189.78 2.047 9.10 | |1
29t D28 RL 175.29 2,061 g0 || | |
R2 179.62 2,022 910 || | 1
R3 475.84 2.031 g0 || I'N
D60 RL 364.98 2.047 g0 |l | |
R2 158.30 2,045 790 |l | |
R3 111.38 2,038 910 |l I

Después de realizar el procedimiento de limpieza, control de calidad, mapeo contra el genoma de
referencia Mus musculus (assembly GRCm38.p6), se determind el listado de genes diferencialmente
expresados, utilizando la herramienta DESeq 2 Bioconductor del paquete estadistico R comparando
el nimero de genes diferencialmente expresados del dia 3 vs 14, 28 y 60.

Para determinar la expresion diferencial de genes a los diferentes dias Pl en ratones infectados con
las dos cepas de estudio, se compard el listado de genes obtenido para cada uno de los dias usando
como control el dia 3 PI, este proceso se realizé tanto para los genes sobreexpresados como para los
genes con expresion negativa.

En la Figura 1-17 A se observan los resultados del nimero de genes sobreexpresados en ratones
infectados con 323 Beijing-Like y en la Figura 1-17 B, se observan los genes con expresion negativa
para ratones infectados con la misma cepa. En cuanto a los genes sobreexpresados se obtuvo que al
Dia 14 PI se sobreexpresaron 98 genes, al dia 3 Pl se sobreexpresaron 602 genes y al dia 28 Pl se
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sobreexpresaron 138 genes, se compartio la expresion de un grupo de 349 genes entre los dias 3 y
14 PI. En cuanto a los genes con expresion negativa en ratones infectados con 323 Beijing-Like se
obtuvo que al dia 3 PI no hubo genes diferencialmente expresados, al dia 14 se obtuvieron 129 genes
con expresion negativa, al dia 28 Pl 147 genes con expresion negativa y entre los dias 14 y 28 Pl se
compartié la expresion de 473 genes regulados negativamente.

323 Beijing-Like

(5

?
D14 D3 D28

D14 D28

Figura 1- 17. Representacion global de la expresion diferencial de genes en pulmones infectados con 323
Beijing-Like a los dias 3, 14 y 28 PI. A) Genes sobreexpresados. B) Genes expresados negativamente

En cuanto a los ratones infectados con la cepa 391 Beijing-Clésico, se obtuvo que se sobreexpresaron
150 genes al dia 14 PI, 102 genes al dia 28 Pl y 395 genes al dia 60 PI; entre los dias 14 y 28 Pl se
compartié la expresion de un conjunto de 339 genes. Con respecto a los genes con expresion negativa
se obtuvo que al dia 14 Pl se expresaron negativamente 97 genes, al dia 28 se expresaron
negativamente 137 genes y al dia 60 Pl se expresaron negativamente 468 genes; entre el dia 14 y el
dia 28 PI se compartio la expresion negativa de 188 genes (Figura 1-18).
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Figura 1- 18. Representacion global de la expresion diferencial de genes en pulmones infectados con 391
Beijing-Clasico los dias 14, 28 y 60 PI. A) Genes sobreexpresados. B) Genes expresados negativamente

Posterior a la obtencién del listado de genes diferencialmente expresados, se realizaron analisis de
enriquecimiento funcional del listado de genes obtenido usando los repositorios Gene Onthology
(GO), la cual es una base de datos de conocimientos bioldgicos que permite describir la funcién de
los genes y los productos de los mismos, ademas permite ubicar ontolégicamente la informacion
genética de acuerdo a su funcion molecular, su participacion en procesos biol6gicos y su localizacion
dentro de las células. Permite establecer una relacion jerarquica entre las relaciones de los genes a
través de nodos, en donde a medida que avanza la clasificacion jerarquica, los genes hijos van a tener
funciones cada vez mas especializadas y por Gltimo permite hace la anotacion genética en términos
ontoldgicos. Un analisis adicional se realizo en el repositorio KEGG en el que se indaga sobre las
vias metabdlicas en las que estan involucrados los genes diferencialmente expresados a través de
una jerarquia de rutas metabdlicas y establece la ruta de dichas vias hasta la participacién de los
productos génicos (proteinas).

Para 323 Beijing-Like, el analisis de enriquecimiento en KEGG al dia 3 Pl mostr6 genes
involucrados en la presentacion y procesamiento de antigeno, asociados a funciones fagosomales,
genes involucrados en la respuesta a la infeccion por Staphylococcus aureus, asma y rechazo de
transplantes principalmente (Figura 1-19 A). Adicionalmente, el andlisis de sobrerrepresentacion en
GO (limite significativo 1,3) evidencio genes relacionados con respuesta inmune incluyendo
complejos protéicos asociados a MHC-II, genes asociados a la respuesta celular a interferones de
tipo 'y Il (IFN-y e IFN-B), esta respuesta es predecible ante la infeccion de patdégenos intracelulares
(Figura 1-19 B).
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Figura 1- 19. Analisis de enriquecimiento con KEGG y GO de los genes diferencialmente expresados
durante la infeccidn con 323 Beijing-Like comparando el dia 3 Pl vs dia 14 PI. A) Cada circulo en la
gréfica representa una via metabdlica KEGG, en el eje Y se encuentra el nombre de cada via y el factor de
enriquecimiento se indica en el eje X. | factor de enriquecimiento es la proporcién del nimero de genes
diferencialmente expresados anotados en cada via en relacién con la proporciéon de todos los genes
mencionados en la misma via. Un factor de enriquecimiento mas alto significa un enriquecimiento mas
significativo de los genes diferencialmente expresados en una via determinada. El color del circulo representa
el valor g, que se obtuvo a partir del valor de P ajustado después de multiples pruebas de hipétesis, que van de
0al. Unvalor g mas pequefio indicé una mayor confiabilidad de la importancia del enriquecimiento de genes
diferencialmente expresados en cada via. Los tamafios de los circulos representan el nimero de genes
enriquecidos. B) Representacion del andlisis de enriquecimiento en ratones infectados con 323 Beijing-
like al dia 3 PI. El umbral representa 1.3 B-H del valor de p ajustado, el cual se calcul6 de la distribucién
hipergeométrica. Las barras méas largas representan una proporcion mas grande de genes enriquecidos en una
via especifica.
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Figura 1- 20. Andlisis de redes de interaccion génica en ratones infectados con 323 Beijing-Like al dia 3
Pl. Las interacciones proteina-proteina se realizaron usando la herramienta Networkanalyst en la plataforma
InnateDB. Esta red se construyé con los genes sobre-regulados al dia 3 PI. Los circulos representan los nodos
(genes) y las lineas representan las interacciones entre los nodos (genes). El grado de un nodo, es el nimero
de conexiones que tiene con otros nodos. Los nodos con més alto grado actdian como ejes importantes en la
red. La intermediacion “Betweenness” mide el nimero de rutas mas cortas que atraviesan el nodo. Las notas
con mayor intermediacion actlan como importantes cuellos de botella en la red. Los circulos rojos resaltan los
4 nodos principales en nivel e intermediacién.

Un andlisis adicional se realizo utilizando la plataforma innateDB. Esta es una base de datos publica
de genes y proteinas con evidencia experimental que permite indagar sobre las vias de sefializacion
involucradas en la respuesta inmune innata en humanos, murinos y bovinos ante la infeccion con
microorganismos patégenos; a partir de los analisis de enriquecimiento, los datos se analizaron
usando la herramienta Networkanalyst mostrando grandes nodos de interaccion génica, involucrando
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vias de sefializacién asociadas a respuesta inmune, con el predominio de respuesta inflamatoria,
especificamente los genes Ikbkg y Hsp90. EI gen méas expresado al dia 3 Pl con 323 Beijing-Like
fue el gene Tnfrsf8 (Fold change: 7.79) el cual es un miembro de la superfamilia de receptores de
TNF, el segundo gen més sobre expresado fue la quimioguina CXCL9 (Fold change:7.7), involucrada
en el crecimiento, movimiento y activacion de la respuesta inmune pro-inflamatoria de las células e
implicado directamente en la formacion de granulomas en infecciones por Mtb. Otros genes
sobreexpresados que codifican para quimioquinas fueron CCL3 (Proteina inflamatoria de
macréfagos 1 MIP-7/a), CCL4, CXCI16 e 7 (IL-7), todos involucrados en respuesta inmune pro-
inflamatoria, como se espera en las fases iniciales de infeccidn por Mtb. Otro gen sobreexpresado es
SHARPIN, cuya funcién es la induccion en la produccion de citoquinas pro-inflamatorias en
respuesta a la activacion de los TLRs en macréfagos y es requerida en la activacion éptima del
inflamasoma NLRP (Figura 1-20).

Al dia 14 Pl las vias metabdlicas mas enriquecidas fueron: Biosintesis de Aminoacil-tRNA,
fosforilacion oxidativa, VEGF, vias de sefializacion de calcio y vias de sefializacion de MAPK
(Figura 1-21 A). Por otra parte, los analisis en GO mostraron genes relacionados con la unién de
proteinas, actividad mitocondrial, remodelacion de vasos sanguineos y actividad esfingosina kinasa
(Figura 1-21 B). La interaccién proteina-proteina analizada con networkanalyst mostr6 genes
involucrados en la respuesta inmune en nodos de interaccion; por ejemplo, el gen FYN (Fold change:
1.09) que codifica para una tirosin-kinasa asociada a membrana implicada en el control del
crecimiento celular y al control de la funcién de la IL-16 (Figura 1-22).
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Figura 1- 21. Analisis de enriquecimiento con KEGG y GO de los genes diferencialmente expresados durante
la infeccion con 323 Beijing-Like comparando el dia 14 Pl vs dia 3 Pl. A) Los elementos enriquecidos en la
via KEGG se midieron mediante el factor de enriquecimiento, el valor g y el nimero de genes, como se
menciona en las figuras 26 y 27. Se enriquecieron diferentes vias el dia 14 frente al 3. B) Enriquecimiento en
GO en ratones infectados con 323 Beijing-Like dia 14 PI.

Otro importante centro de interaccion es el gen Smarca2, el cual est involucrado en la activacion
transcripcional y la activacion y represion de genes seleccionados para la remodelacion de la
cromatina (Alteraciones en la topologia del DNA).

El gen Fyn es miembro de la familia de oncogenes de la protein-tirosin-kinasa que codifica para una
proteina-kinasa asociada a membrana celular implicada en el control del crecimiento celular y esta
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relacionada con diversas vias de sefializacion en respuesta inmune como la via de sefializacion de
IFN-y, media eventos de sefializacion de IL-12, sefializacion en receptor de células T, sefializacion
del receptor de RGF-p y TRAIL (Miembro de la superfamilia TNF) (Figura 1-22, Tabla 1-14).

Node Explorer

14360
67155
15375
17268
19636
20845

16170

. Search

323 Beijing-Like dia 14 P1

=) Delete - o

® xa1
Degree Betweeness & bd
41 10786
28 16409.49 ® ..
25 5974
22 5517
20 10112.71 o
13 6933.631
1 2465 e

[=) -
EY
o
o o

.
.

Figura 1- 22. Anélisis de redes de interaccion géenica en ratones infectados con 323 Beijing-Like al dia 14 PI

También se encontrd sobreexpresado el gen Spkh2 (Fold change: 1.3) (Tabla 1-14) que codifica para
una esfingosina kinasa responsable de suprimir la inflamacion y la activacion de los macréfagos.
También se sobreexpresaron los genes Cacnalc and Rras2, relacionados con la sefializacion del
calcio y de las MAPK que estan implicados en el silenciamiento de la respuesta inflamatoria durante
la infeccion con Mtb, sugiriendo que a estas alturas de la cinética de infeccion se estd produciendo
un cambio en la regulacion de la respuesta inmune, polarizando la respuesta hacia una de tipo anti-
inflamatoria no protectora que puede estar favoreciendo el rapido progreso de la enfermedad en los

animales.
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Tabla 1- 14. Genes diferencialmente expresados a los 14 dias PI en pulmones de ratones infectados con 323-
Beijing-Like.

Entrez ID Name Biotype Description Log FC | p-value
17739 TrnP tRNA tRNA proline, mitochondrnial 0.66 0,0008
17977 Ncoal Protem Nuclear receptor coactivator 0.44 0.0199
23874 Farsb tRNA Phenylalanyl-tRN A synthetase, beta subumit 048 0,0077
55936 Ctps2 Protein Cytidine 5 -triphosphate synthase 1.27 0,0000
56632 Sphk2 Protein Sphingosine kirase 2 0.38 0,0000
69721 Nkirasl Protem NFKB mhibitor mteractions 046 0,0022
71056 4933405E24Rik |[ncRNA Non coding RNA 040 0,0077
74453 Ctap53 Protein Ciha and flagella associated protein 53 052 0,0004
75138 4030526L06Rik |ncRNA Non coding RNA 0,84 0,0000
75388 Boll Protein Boule homolog, RNA binding protein 052 0,0102
75784 Ctap200 Protem Cila and flagella associated protemn 299 0,55 0,0054
75888 4930573H1 8RiklncRNA RIKEN c¢DNA 4930573H18 0,74 0,0000
76933 If2712a Protein Interferon alpha-inducible protein 27 ke 2A 0,55 0,0004
330401 Tmecl Protein Transmembrane and coiled coil domains 1 043 0,0030
664942 Gml3858 Predicted gene|Cancer susceptibility candidate 4 pseudogene 0.48 0,0040
668253 Dleu2 IncRNA Long non coding RNA 042 0,0069

100504464 |E230016K23Ri{iIncRNA Long non coding RNA 0,72 0,0000

102632404 |Gml5396 IncRNA Long non coding RNA 0,30 0,0062

102635296 |Gm32673 IncRNA Long non coding RNA 0.60 0,0027

102636584 |Gm32673 IncRNA Long non coding RNA 042 0,0061

108167382 |LOC108167382|IncRNA Long non coding RNA 0.85 0,0093

Después de un mes de infeccion (dia 28 PI) y del marcado deterioro en el estado de salud de los
animales, se encontr6 un nimero menor de vias de sefializacion activadas que el dia 14 PI, al dia 28
algunas de las vias enriquecidas se compartieron en esta etapa de la infeccidn, lo que indica que hubo
un ligero cambio en la respuesta del animal (Figura 1-23 A). Una de las vias que permanecieron
activadas fue la de las MAPK, la sobreexpresion de supresores inmunes MAPK7 and MAPK12 que
sugieren una respuesta anti-inflamatoria sostenida.

Los analisis de enriquecimiento ontolégico mostraron un perfil genético similar entre los dias 14 y
28 P, el perfil genético en esta etapa de la enfermedad esta relacionado con la union de proteinas, la
actividad mitocondrial y el remodelamiento de los vasos sanguineos. En este caso, no hubo actividad
de la esfingosina-kinasa, indicando un cambio hacia una respuesta pro-inflamatoria (Figura 1-23
B).
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Figura 1- 23. Analisis de enriquecimiento con KEGG y GO de los genes diferencialmente expresados
durante la infeccion con 323 Beijing-Like al dia 28 vs dia 3 PI. A) Los elementos enriquecidos en la via
KEGG se midieron mediante el factor de enriquecimiento, el valor q y el nimero de genes, como se menciona
en las figuras 26 y 27. Se enriquecieron diferentes vias el dia 28 frente al dia 3 PI. B) Enriquecimiento en GO
en ratones infectados con 323 Beijing-like dia 28 PI

Los genes con mayores interconexiones en el analisis en Networkanalyst al dia 28 PI fueron Fyn and
Smarca2 los cuales estan involucrados con hipertension arterial pulmonar (Figura 1-24).

En sintesis, estos resultados indican que al inicio de la enfermedad de los animales infectados con
323 Beijing-Like (dia 3 PI) se produce una fuerte expresion de genes involucrados en respuesta
inmune pro-inflamatoria, la cual disminuye hacia el dia 14 Pl y posteriormente se reactiva hacia el
mes PI. Esta evolucion en la respuesta inflamatoria puede estar inducida por el mantenimiento en la
via de sefalizacion de MAPK y por la perdida en la actividad de la esfingosina-kinasa. Este perfil
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de expresion coexiste con la inflamacion pulmonar extensiva y las altas cargas bacilares cuyo
desenlace final es la muerte prematura de los animales.
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Figura 1- 24. Andlisis de redes de interaccion génica en ratones infectados con 323 Beijing-Like al dia 28 PI

Los ratones infectados con 391 Beijing-Clasico, desarrollaron una enfermedad de curso mas croénico,
logrando sobrevivir hasta el dia 60 PI, por lo que ademas del dia 3, 14 y 28 PI, se secuenciaron los
pulmones de tres animales al dia 60 PI. Los analisis de enriquecimiento en KEGG revelaron que los
genes sobreeexpresados estuvieron involucrados en la presentacion y procesamiento de antigeno, en
la respuesta a la infeccién por Staphylococcus aueus, asma y rechazo a trasplantes. Los analisis de
enriquecimiento observados con esta cepa en la fase temprana de la enfermedad son muy similares
a los de 323 Beijing-Like (Figura 1-25 A). Los analisis en GO también mostraron un perfil de
expresion génica muy similar relacionado con la respuesta inmune entre ambos aislamientos clinicos
(Figura 1-25 B).

De nuevo en el analisis de redes bioldgicas se observo la sobreexpresion de genes muy similares
formando parte de los nodos superiores de interaccion, mostrando a lkbkg and Hsp90abl como los
genes mas significativamente involucrados en la respuesta inmune. Se debe resaltar que se encontrd
la expresion de SHARPIN en ambos aislamientos clinicos cuya funcién principal es la induccion de
la expresion de citoquinas para la activacion de los TLR en los macréfagos y la 6ptima activacion
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del inflamasoma NLRP. Por otra parte, uno de los genes con mas interconexiones de genes
sobreexpresados es el Nos2 que codifica para la Oxido Nitrico Sintasa 2, confirmando el perfil pro-
inflamatorio de la respuesta (Figura 1-26). El perfil de quimioquinas inducido por este aislamiento
es similar a 323 Beijing-Like con la sobreexpresion de CXCLI9, CCl4 e IL7.
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Figura 1- 25. Andlisis de enriquecimiento con KEGG y GO de los genes diferencialmente expresados
durante la infeccion con 391 Beijing-Clasico comparando el dia 3 P1 vs dia 14 P1. A) Cada circulo en la
gréfica representa una via metabdlica KEGG, en el eje Y se encuentra el nombre de cada via y el factor de
enriquecimiento se indica en el eje X. | factor de enriquecimiento es la proporcién del nimero de genes
diferencialmente expresados anotados en cada via en relacion con la proporcion de todos los genes
mencionados en la misma via. Un factor de enriquecimiento mas alto significa un enriquecimiento mas
significativo de los genes diferencialmente expresados en una via determinada. El color del circulo representa
el valor g, que se obtuvo a partir del valor de P ajustado después de multiples pruebas de hipétesis, que van de
0al. Unvalor g mas pequefio indicd una mayor confiabilidad de la importancia del enriquecimiento de genes
diferencialmente expresados en cada via. Los tamafios de los circulos representan el nimero de genes
enriquecidos. B) Representacion del analisis de enriquecimiento en ratones infectados con 391 Beijing-
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Clasico al dia 3 PI. El umbral representa 1.3 B-H del valor de p ajustado, el cual se calculé de la distribucion
hipergeométrica. Las barras mas largas representan una proporcion mas grande de genes enriquecidos en una
via especifica.
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Figura 1- 26. . Analisis de redes de interaccién génica en ratones infectados con 391 Beijing-Clésico al
dia 3 PI. Las interacciones proteina-proteina se realizaron usando la herramienta Networkanalyst en la
plataforma InnateDB. Esta red se construyd con los genes sobre-regulados al dia 3 PI. Los circulos representan
los nodos (genes) y las lineas representan las interacciones entre los nodos (genes). El grado de un nodo, es el
namero de conexiones que tiene con otros nodos. Los nodos con més alto grado actlian como ejes importantes
en la red. La intermediacion “Betweenness” mide el nimero de rutas mas cortas que atraviesan el nodo. Las
notas con mayor intermediacion actian como importantes cuellos de botella en la red. Los circulos rojos
resaltan los 4 nodos principales en nivel e intermediacion.
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Al dia 14 P, el andlisis de enriquecimiento en KEGG mostro que los genes sobreexpresados estaban
implicados a la via del sistema renina-angiotensina, a la via de la biosintesis de tRNA, a la
fosforilacion oxidativa y a la sefializacion de VEGF principalmente, se encontraron genes
involucradas en vias de sefializacion especificamente asociadas a respuesta inmune, entre ellas la via
de citotoxicidad mediada por células NK (Figura 1-27 A).

En los anélisis en GO se obtuvo que los genes sobreexpresados estaban involucrados en vias de
fosforilacién oxidativa, actividad mitocondrial, el sistema renina-angiotensina, la via de sefializacion
VEGF y via de sefalizacion del receptor de LT CD4 (Figura 1-27 B).

La sobreexpresion de genes que provienen de la via de sefializacion de citotoxicidad mediada por
células NK como Itgh2, RAC3, Kras y Ppp3cc fueron detectados a las dos semanas de progreso de
la enfermedad. El gen Itgh2 codifica para una integrina que contribuye a la citotoxicidad de las
células NK y ademas esta involucrado en la capacidad de adhesion de los leucocitos y la
transmigracion de los mismos, entre ellos los LT y los neutréfilos, estas poblaciones celulares son
claves para la formacion y el mantenimiento de los granulomas. El gen Itgh2 ademés promueve la
transmigracion de los neutr6filos durante eventos de dafio tisular importante como la neumonia a
través de la activacion del sistema protéico PTK2B/PYK2.
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Figura 1- 27. Andlisis de enriquecimiento con KEGG y GO de los genes diferencialmente expresados
durante la infeccién con 391 Beijing-Clasico comparando el dia 14 Pl vs dia 3 Pl. A) Los elementos
enriquecidos en la via KEGG se midieron mediante el factor de enriquecimiento, el valor q y el nimero de
genes, como se menciona en las figuras 26 y 27. Se enriquecieron diferentes vias el dia 14 frente al 3. B)
Enriquecimiento en GO en ratones infectados con 391 Beijing-clasico dia 14 Pl

Las interacciones proteina-proteina en Networkanalyst mostr6 que los genes Aph1, Dynclil, Notch3
y Gnbl eran los mas interconectados en esta red. La dineina 1 citoplasmatica codificada por el gen
Dynclil contribuye a la motilidad retrégrada intracelular de vesiculas y organelos a lo largo de los
microtubulos, y Gnb1 que es una proteina guanina heterodimérica de unién a nucleétido (Proteina
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G), integra sefiales entre receptores y proteinas efectoras. Al dia 14 Pl solo se detectaron 29 genes
diferencialmente sobreexpresados con respecto a 323 Beijing-Like y ademas Ilama la atencion que

el 48% de los genes son RNA no codificantes que no se compartieron entre las dos cepas (Figura 1-
28).
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Figura 1- 28. Analisis de redes de interaccion génica in ratones infectados con 391 Beijing-Clasico al dia 14
PI.
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Tabla 1- 15. Genes diferencialmente expresados a los 14 dias PI en pulmones de ratones infectados con 391-
Beijing-Clasico.

Entrez ID | Name Biotype Description Log FC | p-value
15516 Hsp90abl |Protein Heat shock protem 90 alpha (cytosolic)2C class B member 1| 044 0,0172
16468 Janid2 Protein Jumonji, AT rich interactive dorrain 2 0.64 0,0003
16651 Sspn Protemn Sarcospan 0,78 0,0000
21577 Terb Protem T cell receptor beta chain 0.56 0.0001
27204 Syn3 Protein Synapsin IT1 0.41 0.0042
27660 1700088E04Rik|cDNA RIKEN cDNA 1700088E04 gene 0.40 0.0102
76392 SltSos heRNA Schlafen 5 opposite strand 0.46 0,0028
78749 Fiipl  |Proten Filamin A inferacting protein 1-lke 0.68 | 0.0001
106205 Zc3hTa Protein Zine finger CCCH type contamning 7 0,65 0.0001
106585 Arnkrdl2 Protem Ankyrin repeat domam 12 048 0.0038
109979 Art3 Protemn ADP -ribosyltransferase 3 0,37 0,0180

225182 Rbbp8  |Proten Retinoblastoma binding protein 0.88 | 0.0001
232414 Clec9a Protein C -type lectin dommain family 9, member a 045 0.0168
278279 Tintc2 Protein Tamsmemnbrane and tetratricopeptide repeat contaming 0.62 0,0008
319371 [D030028 A08RiK IncRN A Long non coding RNA 0,37 0,0180
320249 D130009T18Rik |IncRNA Long non coding RNA 0.71 0.0000
667373 Ifir1bll Protein Interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 0.30 0,0066

101056014 |[LOC101056014|misc RNA  |Long non coding RNA 047 0.0011

102465200 Mir6381 Micro RNA | Micro RNA 6381 0.44 0,0005

102632231 |LOC102632231|IncRNA Long non coding RNA 049 0.0038

102634124 GnB31785  |lncRNA Long non coding RNA 0,52 0.0003

102635265 GmB32650  |lncRNA Long non coding RN A 042 0.0036

102636152 Gm28068 [mcRNA Long non coding RNA 0.28 0,0151

102639821 Gm36043  [lncRNA Long non coding RNA 046 0,0006

102639982 |LOC102639982|IncRNA Long non coding RNA 041 0.0119

102640929 GnB36876  |ncRNA Long non coding RNA 0.66 0.0002

105243537 Gm39429 |[lmcRNA Long non coding RNA 0,57 0,0013

108167336 108167336 |IncRNA Long non coding RNA 0,52 0,0001

108168339 108168339 [lncRNA Long non coding RNA 0.69 0.0002

Los anélisis de enriquecimiento en KEGG al dia 28 PI con 391 Beijing-Clésico (Figura 1-29 A)
mostré menos vias activadas que en el dia 14, pero en ambos dias se comparte la sobreexpresion de
algunos genes y algunas nuevas vias se evidenciaron en estos andlisis, tal como la via del
metabolismo de propanoato y metabolismo de triptéfano. En el analisis en GO (Figura 1-29 B) se
obtuvieron resultados similares a los observados al dia 14 Pl, en donde se encontraron genes
involucrados en actividad mitocondrial y angiogénesis, entre las nuevas vias de sefializacion
encontradas estd una de regulacion de procesos de metabolismo de lipidos. En los analisis de
interaccion de proteinas se encontrd que los genes Smarca2, Gata2, Rbbp4 y Aphl fueron los mas
interconectados en la red de interaccion bioldgica.
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Figura 1- 29. Andlisis de enriquecimiento con KEGG y GO de los genes diferencialmente expresados
durante la infeccion con 391 Beijing-clasico al dia 28 vs dia 3 PI. A) Los elementos enriquecidos en la via
KEGG se midieron mediante el factor de enriquecimiento, el valor q y el nimero de genes, como se menciona
en las figuras 26 y 27. Se enriquecieron diferentes vias el dia 28 frente al dia 3 PI. B) Enriquecimiento en GO
en ratones infectados con 391 Beijing-clasico dia 28 PI
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Figura 1- 30. Andlisis de redes de interaccion génica in ratones infectados con 391 Beijing-Clasico al dia 28
Pl.

Por ultimo, al dia 60 PI los analisis de enriquecimiento en KEGG mostraron unas vias involucradas
en la respuesta inmune de tipo inflamatoria muy similares a las encontradas al dia 3 PI (Figura 1-25
y Figura 1-31 Ay B), entre ellas, la via de presentacién y procesamiento de antigenos, la via de
respuesta inmune a la infeccién por Staphylococcus aureus, asma y la via de rechazo de trasplantes.
Los analisis en GO y Networkanalyst confirmaron estos resultados, se encontraron sobreexpresados
los genes CCL4, IL-7 y SHARPIN, (Figura 1-32) creemos que en esta etapa de la infeccion y después
de evidenciar un marcado dafio tisular con presencia de necrosis, los animales tratan de reestablecer
la respuesta inmune pro-inflamatoria que resulta ser un esfuerzo ineficiente desencadenando la
muerte de los animales.
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Figura 1- 31. Andlisis de enriquecimiento con KEGG y GO de los genes diferencialmente expresados durante
la infeccion con 391 Beijing-clasico al dia 60 vs dia 3 PI. A) Los elementos enriquecidos en la via KEGG se
midieron mediante el factor de enriquecimiento, el valor g y el nimero de genes, como se menciona en las
figuras 26 y 27. Se enriquecieron diferentes vias el dia 28 frente al dia 3 PI. B) Enriquecimiento en GO en
ratones infectados con 391 Beijing-clasico dia 28 PI.
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391 Beijing-Clasico dia 60 PI
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Figura 1- 32. Andlisis de redes de interaccion génica in ratones infectados con 391 Beijing-Clasico al dia 60
PI.

En resumen, los ratones infectados con el aislamiento clinico 391 Beijing-Clasico, muestran una
respuesta pro-inflamatoria al inicio de la infeccion, después de dos semanas, hay una activacion en
la via de sefializacidn citotoxica mediada por células NK que se apaga hacia el dia 28 PI, en la tltima
etapa de la enfermedad (dia 60 PI), cambia el perfil de expresion de genes involucrados en respuesta
inmune siendo de nuevo tipo pro-inflamatoria como al inicio de la infeccién, pero con una mayor
expresion de quimioquinas que creemos permite un recrudecimiento de la enfermedad mostrando
una extensiva necrosis en los pulmones y como desenlace final la muerte de los animales.
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1.4. Discusion

El linaje Beijing, también conocido como linaje 2 de Mtb, es uno de los mas prevalentes y virulentos
a nivel global, lo cual ha sido demostrado en diversos estudios a partir de su identificacion en
pacientes de China, Mongolia, Korea del Sur y Tailandia [105]. Observaciones en diversos trabajos
de investigacion han demostrado que este genotipo esta asociado con frecuencia a resistencia a
antibidticos [168,261] y expresa factores de virulencia que le permiten evadir de forma eficiente los
mecanismos inmunes del hospedador y, por lo tanto replicarse, diseminarse y transmitirse a otras
persona [135]. Este genotipo también es el responsable de TB severa, de causar brotes de TB y de
circular endémicamente en distintas localizaciones geograficas a nivel global. De acuerdo a una
revision hecha recientemente por Cerezo y cols., este genotipo no es frecuentemente reportado en
latinoamerica presentando una incidencia menor al 5% [163]. En Colombia, este genotipo ha sido
reportado en la costa sur occidental del pais desde 1998 y frecuentemente se ha encontrado asociado
a resistencia a medicamentos antituberculosis, con diferentes espectros de resistencia
(Monoresistencias, MDR y XDR) [163]. En Colombia, hasta el momento se conoce de la presencia
de dos variantes principales del genotipo Beijing, aislamientos de SIT 190 de acuerdo a la base de
datos SITVIT2 y aislamientos SIT 1, pero con un predominio marcado en la circulacion del SIT 190
causando un alto grado de TB complicada y con altos indices de mortalidad [184].

En un estudio previo de nuestro grupo de investigacién en genémica comparativa de aislamientos
clinicos Beijing aislados en Colombia, se encontré gque los aislamientos clinicos de las variantes
antes mencionadas presentan una alta homologia mostrando diferencias solo en 18 SNPs, sin
embargo estas pequefias variaciones pueden ser las responsables de la variabiliad en el desenlace
clinico de la enfermedad causada por cada genotipo y hasta variabilidad en la patologia
desencadenada dependiente del aislamiento bacteriano [262].

Para tener una visién inicial sobre las caracteristicas de los aislamientos clinicos genotipo Beijing
estudiados en este trabajo y dada la disponibilidad de un microscopio electrénico de transferencia,
se tuvo la oportunidad de caracterizar fenotipicamente las bacterias en fase logaritmica de
crecimiento en cultivo liquido de genotipo Beijing 323 Beijing-Like y 391 Beijing-Clasico, y se
obtuvieron iméagenes ultraestructurales de alta resolucion de las bacterias para identificar las
diferencias morfoldgicas entre ellas.

La primera gran impresion en el momento de comparar las morfologias de estas bacterias es que a
pesar de ser altamente homologas a nivel genémico, morfologicamente cada aislamiento clinico
tiene caracteristicas Unicas. La primera gran diferencia evidenciada, fue la presencia de grandes
vacuolas lipidicas en 323 Beijing-Like (Figura 1-7 A, E), las cuales en 391 (Figura 1-8 C) aunque
estan presentes no son del tamafio y frecuencia encontrada en 323.



142 Virulencia, respuesta inmune in-vivo y transcriptémica de Mtb genotipo Beijing

En varios estudios se ha determinado que Mtb utiliza los lipidos para su metabolismo encaminado a
la obtencién de energia, a partir de diversas fuentes de carbono siendo los triacilgliceroles los
componentes principales de las inclusiones intracelulares de tipo lipidico encontrados en Mtb, se
cree ademas que la acumulacion de grandes vacuolas lipidicas se asocia con persistencia (latencia)
por la disponibilidad de fuentes de energia almacenada, resistencia o tolerancia a antibi6ticos,
formacion de lesiones con cavitacion, ineficacia en los tratamientos y por ende, enfermedad
complicada en los pacientes [263]. Es posible entonces que la capacidad de almacenar grandes
cantidades de lipidos le permita a la bacteria detener su crecimiento e influir en la pérdida de las
actividades antimicrobianas de los macréfagos espumosos dando lugar a infecciones complicadas
[264,265].

Como se menciond previamente, 323 Beijing-Like, se caracteriza por estar asociada a diferentes
grados de resistencia a antibidticos, causar TB complicada y ocasionar la muerte de las personas de
las que este genotipo bacteriano se aisla; entonces, la caracteristica morfoldgica de esta bacteria y su
capacidad de acumular grandes almacenes intracelulares lipidicos y su posible asociacion a
virulencia, concuerda con los antecedentes patogénicos de esta cepa. En 391-Beijing Clasico,
también se evidencid la presencia de vaculas lipidicas pero de menor tamafio y en menor frecuencia,
como discutirémos mas adelante, esta bacteria también mostr6 un fenotipo altamente virulento, y la
presencia de estas inclusiones puede estar asociada a su capacidad de causar enfermedad complicada
pero de curso mas cronico.

Aunque H37Rv es considerada la cepa virulenta de referencia, llama la atencién que en las
fotografias analizadas no se observd la presencia de estas inclusiones intracitoplasmaticas, a pesar
de estar en fase logaritmica de crecimiento, observacion que también fue realizada previamente
[260].

Vijay y cols, analizaron por MET esputos positivos para BAAR y posteriormente aislaron estas
bacterias en cultivo liquido; en las muestras de esputo encontrando la presencia de inclusiones
lipidicas las cuales aumentaron en tamafio y nimero al analizar las bacterias en fase log de
crecimiento, lo cual es una observacién concordante con lo encontrado con 323 Beijing-Like, ademas
observd que al someter las bacterias en cultivo a condiciones de estrés oxidativo por medio de la
adicion de perdxido de hidrégeno a una concentracion progresiva entre 21 y 210 mM vy al agregar
cantidades subinhibitorias de H a los cultivos, las bacterias incrementaron la capacidad de almacenar
lipidos [260], sugiriendo que la presion selectiva con antibidticos les permite realizar a las bacterias
estos procesos de acumulacion lipidica como mecanismo de persistencia y supervivencia [266].

En general, Mtb interactGa estrechamente con las células y efectores inmunes del hospedador a lo
largo de las fases de la enfermedad, en varios estudios se ha evidenciado que Mtb interviene en la
formacion de los macréfagos espumosos aparentemente mediada por los &cidos grasos de cadena
larga (acidos micdlicos), los cuales desencadenan la diferenciacion de los monocitos a macréfagos
espumosos, al final, las bacterias engolfadas por estos macrofagos acumulan lipidos dentro del
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citoplasma, permitiendole a la bacteria persistir y modular la respuesta de las celulas del hospedador
[263].

En bacterias de genotipo Beijing, se ha evidenciado su habiliad de almacenar lipidos del tipo
triacilglicéridos cuando estas se encuentran en cultivo, Reed y cols, encontraron que esta alta
capacidad de almacenamiento de triacilglicéridos se presento a la vez que se sobreexpreso el
miembro del regulén DosR o regulén de dormancia Rv3130c, el cual le permite a estas bacterias
crecer en ambientes anaerobicos o microaerofilicos y su actividad transcripcional se activa ante las
bajas tensiones de oxigeno y éxido nitrico, permitiendo la sobrevivencia de las bacterias durante la
fase de latencia de la enfermedad [267]. Por ultimo, en la capacidad de almacenamiento de este tipo
de lipidos, también se demostrd que las bacterias de genotipo Beijing se asocian con la produccion
de glicolipido fendlico que es producido por bacterias altamente virulentas y que se asocia con la
inhibicién en la produccién de citoquinas pro-inflamatorias [132] como se pudo confirmar en el
presente estudio tanto en la infeccion in-vitro (Figura 1-11 B-E ) como in-vivo (Figura 1-17 B-D)
[239,267], demostrando la importancia de la presencia de lipidos y la regulacion en la produccién
de los mismos tanto en cultivo como dentro del hospedador, como factores de virulencia
desencadenantes de cuadros complicados de TB [268].

Otra estructura observada fue el Mesosoma, siendo mas evidente en los aislamientos 323-Beijing-
Like y 391 Beijing-Clasico que en H37Rv, aln es controversial la presencia y funcion de esta
estructura en las preparaciones para MET, algunos autores afirman que esta estructura se forma como
un artefacto resultante del procesamiento de fijacion quimica y desecacion [260], mientras que otros
afirman, que esta estructura es el resultado de la prolongacién e invaginacion del citoplasma y que
es caracteristico solo en bacilos gram positivos, pero actualmente existe un acuerdo general en que
estas estructuras tambien se encuentran en bacterias Gram negativas [256, 266]. En Mycobacterium
leprae, se ha evidenciado la estructura membranosa mesosoma y se le ha asociado con el proceso de
division celular, de acuerdo con su localizacion dentro del bacilo, infiriendo que esta estructura
puede estar implicada en la formacion del septo durante la replicacion [269], estas estructuras se
observan como sistemas membranosos trilaminares separados por una zona electron transparente
con forma tubular, vesicular o laminar [259]. Cepas de Staphylococcus aureus tratados con
antibioticos que presentan diferentes mecanimos de accion fueron sometidos a analisis por
Microscopia Electronica de Transmision método rapido, encontrando que bacterias tratadas con
antibiotico, principalmente vancomicina y oxacilina, mostraban la presencia de mesosomas
caracterizados por una invaginacion profunda de la membrana celular a diferencia de las cepas
control no tratadas con antibioticos, postulando que estas bacterias forman éstas estructuras como
mecanismo de defensa ante la presencia de antibioticos [270]. Las cepas genotipo Beijing de este
estudio presentan un amplio espectro de resistencia a antibioticos, lo cual posiblemente ha
desecadenado la capacidad en estas bacterias de formar estas estructuras que ademas de los
mecanismos ya descritos como mutaciones cromosomales, pueden favorecer la resistencia a
medicamentos, sin embargo esta hipotesis debe ser comprobada experimentalmente
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Con el fin evaluar la virulencia de los asilamientos clinicos y con tener un punto de comparacién
con la cinética in-vivo, objetivo principal del presente trabajo, se realiz6 un experimento de infeccién
de macrofagos alveolares de raton (MH-S). En general, los macréfagos infectados, sean de tipo
primario o de lineas celulares inmortalizadas, en condiciones normales, al inicio de la infeccion
inducen una fuerte respuesta de tipo pro-inflamatorio con la secrecion de IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 y
TNF-a principalmente [235], este tipo de respuesta permite que las bacterias sean eliminadas durante
el proceso de fusidn fagolisosomal, se procesen los antigenos y sean presentados por medio del
MHC-II a los LT y generar una memoria inmunolodgica de larga duracion de tipo celular. Sin
embargo, y en gran parte dependiendo del tipo de bacterias utilizadas para la infeccidn, se puede
alterar el tipo de respuesta inmune producida, la cual al final influye en el desenlace de la infeccion
de las células [271].

Los resultados mostraron una mayor replicacion intracelular en 323 Beijing-Like, seguido de LAM9
BO77bc, 391 Beijing-clasico se replico a niveles muy similares a la cepa de laboratorio H37Rv que,
aunque es considerada una cepa virulenta, es superada ampliamente por 323 Beijing-Like y LAM9
B0O77bc, siendo mas evidente esta diferencia al dia 4 PI.

En nuestra hipdtesis inicial, las cepas con comportamiento mas virulento serian los aislamientos
clinicos genotipo Beijing. En este experimento se evidencio que, tanto en la capacidad de replicacion
intracelular como en el perfil de producciéon de citoquinas, el aislamiento clinico sensible a
medicamentos LAM9 B077bc tuvo un comportamiento muy similar a 323 Beijing-Like, las dos
produjeron una mayor cantidad de TNF-o, mientras que la cepa 391 Beijing-Clasico produjo una
muy baja produccion de IL-10 al dia 4 PI. Estos resultados contrastan con un trabajo previo, en el
cual se evaluaron 7 aislamientos clinicos de genotipo Beijing (SIT 1 Beijing Clasico, y Beijing-Like
SIT 269 y 941) sensibles a medicamentos, provenientes de Vietnam, todos ellos, mostraron una
produccion temprana de las citoquinas pro-inflamatorias IL-18 y TNF-a, sin embargo, al dia 0 PI si
se produjo una cantidad temprana de la citoquina pro-inflamatoria 1L-12 [71]. Por lo tanto, la
respuesta inmune generada en este tipo de experimentos, no depende solo de la cepa infectante, si
no del tipo de linea celular utilizada para el experimento [65,72].

En otro estudio en el que se evaluaron cepas genotipo Beijing Clasico, se indujo una baja produccion
de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1p y TNF-a en los estadios tempranos de infeccion, lo cual
contrasta con la alta produccion de TNF-a después de 4 dias de incubacion con 323 Beijing-Like y
LAM9 B077bc, sugiriendo que el tiempo post-infeccion es también un factor a tener en cuenta en el
momento de analizar los resultados, en la produccion de citoquinas en los macrofagos infectados,
por lo que este tipo de estudios se debe extender hacia el uso de modelos in vivo y comparar los
resultados [272].

El objetivo principal de este trabajo, fue indagar y comparar el tipo de respuesta inmune generada
por las dos variantes de genotipo Beijing que circulan en Colombia, en comparacion con la respuesta
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producida por un aislamiento clinico de diferente genotipo, en este caso LAMOY, el cual es el que
circula mas frecuentemente en el territorio nacional, utilizando el modelo de tuberculosis pulmonar
progresiva cronica raton Balb/c (UFCs, Histologia Pulmonar, expresion de genes asociados a
respuesta inmune qRT-PCR y expresion global de genes del ratdn en pulmones infectados).

Han sido numerosos los estudios en los que se evalua la variacion en la virulencia en modelos in-
vivo de tuberculosis pulmonar, en uno de ellos se obtuvo que los aislamientos clinicos genotipo
Beijing obtenidos de pacientes asiaticos, han mostrado ser altamente virulentos y son incapaces de
inducir una respuesta inmune protectora para el hospedador [71]. Posteriormente, se utilizaron
aislamientos clinicos de genotipo Beijing provenientes de Sur Africa, se demostré que aquellos
aislamientos clinicos pertenecientes al genotipo Beijing, presentaban un espectro variable en la
virulencia similar a sus caracteristicas epidemioldgicas. Las cepas Beijing tipicas demostraron ser
altamente transmisibles y desencadenaron enfermedad severa en los animales infectados. Por otro
lado, las cepas Beijing atipicas no fueron transmisibles y mostraron un perfil de virulencia atenuado,
aun cuando tanto las cepas virulentas como las no virulentas pertenecian al mismo sub-linaje [247].

En los resultados de los aislamientos clinicos genotipo Beijing del presente estudio, se confirmé la
hipervirulencia de ambos aislamientos clinicos, sin embargo 323 Beijing-Like demostrd ser una
bacteria mas virulenta que 391 Beijing-Clasico, causando la muerte de los animales infectados mas
tempranamente (Figura 20 A), con una alta capacidad replicativa (Figura 20 B) en el pulmén,
causando una gran extension de dafio tisular con predominio de neumonia (Figuras 21 y 24B),
aunque391 Beijing-Clasico no causé la muerte tan temprana de los animales (Figura 20 A), también
mostré un fenotipo altamente virulento, causando la muerte de la totalidad de los animales hacia el
dia 60 PI pero desencadenando una TB complicada con un curso un poco mas crénico, con la
presencia de neumonia masiva con parches de necrosis tisular (Figura 22 y 24 B).

Por otro lado, aunque se tiende a pensar que el hecho de que un aislamiento clinico o cepa sea
sensible a todos los antibidticos antituberculosis, lo hace menos virulento que los aislamientos
clinicos que presentan algun tipo de resistencia; al comparar aislamientos clinicos genotipo Beijing,
altamente resistentes a antibidticos y con antecedentes de causar decesos en los pacientes afectados,
con un aislamiento clinico sensible linaje 4 Euro-Américano y prevalente en el pais, se demostré que
este tipo de bacterias son tan virulentas como las cepas de genotipo Beijing. Este tipo de
observaciones también han sido reportadas tanto en modelos in-vivo como in vitro. Marquina y cols.,
en 2009 report6 un aislamiento clinico de linaje 4 que fue altamente virulento, causando la muerte
de los animales a las 3 semanas PI, con una alta capacidad replicativa y a diferencia del aislamiento
clinico aqui evaluado, altamente transmisible, lo cual estaba en concordancia con las caracteristicas
epidemioldgicas de dicho aislamiento clinico, el cual fue obtenido a partir de un gran cluster de
infeccion reciente en México [254]. En otro estudio, en el que se evalud la virulencia en ratones
Balb/c, incluidas cepas pertenecientes al linaje 2 y 4, se observo que aquellas pertenecientes al
genotipo Beijing, mostraron un fenotipo mas virulento que las cepas pertenecientes al linaje 4
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(Harlem), estos animales sobreviviron mas de 4 meses después de la infeccion, a diferencia de lo
gue se encontré en LAM9 B077bc de este estudio [106].

Las observaciones obtenidas a partir de la infeccion de macrofagos alveolares de raton en el
experimento de Killing, se correlacionan con el perfil de virulencia que se obtuvo en la cinética in-
vivo, mostrando que, aunque los experimentos in-vitro no permiten obtener resultados 100%
extrapolables a lo que sucederia en los animales o en el hospedador humano, en este caso, si se pudo
obtener un acercamiento inicial al comportamiento de los aislamientos clinicos aqui incluidos en un
modelo de infeccidn, siendo una herramienta econémica y un poco mas sencilla de manejar para la
obtencién de informacion preliminar.

Dadas las observaciones anteriores, se decidio determinar el perfil inmunoldgico desencadenado por
las bacterias a nivel puntual (determinacion de expresion de citoquinas por qRT-PCR), si no global
(RNA-seq). Dados los costos generados para hacer secuenciacion de transcriptomas completos, se
decidié hacer RNA-seq de pulmones de ratones infectados solo con los dos aislamientos clinicos
genotipo Beijing, los cuales son el objeto principal del presente estudio, sin embargo y dado que con
LAMBO77bc se obtuvieron hallazgos tan interesantes, en estudios futuros se pretende hacer la
secuenciacion de transcriptoma completo de esta, para determinar las posibles causales y
mecanismos de su fenotipo altamente virulento.

Se obtuvieron transcriptomas de 3 ratones de cada cepa a los dias 3, 14, 28 Pl y 60 Pl para 391
Beijing-Clé&sico, no se obtuvieron diferencias entre los transcriptomas al dia 3 y 28 PI entre las dos
cepas, el perfil de expresion de genes al inicio de la cinética fue esencialmente pro-inflamatorio, en
el cual la expresion del gen SHARPIN parece cumplir un rol fundamental, ya que esta involucrado
en la activacién del inflamasoma [273] y ademas participa en la induccion de la respuesta a
citoquinas en respuesta a la activacion del TLR en macréfagos [274]. Aunque se observaron
granulomas bien formados al dia 14 PI, se sugiere que al dia 3 Pl inicia el reclutamiento celular para
su formacion, ya que varios genes involucrados en la formacion de estos, estan sobre-expresados
tales como aquellos que codifican para las quimiocinas CXCL9, CCL3 y CCL4. Sin embargo, se
encontré una diferencia sutil, aunque no sin importancia y fue que el gen Hsp90ab tenia una
expresion mas alta (dos veces mas) en ratones infectados con la cepa 391 Beijing-Clasico (Fold
Change: 1,54). El gen Hsp90ab1 tiene un rol antagénico con la ubiquitinacion mediada por CHIP y
la degradacién de Smad3, que permite la activacién de la via de sefializacién mediada por la proteina
anti-inflamatoria TGF-. Por lo tanto, se observa que aun en estadios tempranos de la infeccion, hay
una activacion de factores anti-inflamatorios no protectores que inducen dafio tisular en los animales.
Por otra parte, al dia 14 Pl se empezaron a observar cambios mas significativos; en este momento en
los animales infectados con 323 Beijing-Like, se observé que solamente habia 21 genes sobre-
expresados, de los cuales el 42% fueron RNAs no codificantes. De la misma manera, para los
animales infectados con 391 Beijing-Clasico, se obtuvo que habia solo 29 genes sobre-expresados,
de los cuales el 48% fueron RNAs no codificantes, cabe resaltar que el aislamiento clinico menos
virulento fue el que presenté mayor porcentaje de RNAs no codificantes y ninguno de estos se
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compartid entre los genes sobreexpresados, 1o que indica una respuesta especifica del huésped a cada
aislamiento de Mtb después de 2 semanas de infeccion. La sobreexpresion de ZC3H7A (Dedo de
zinc tipo CCCH que contiene 7 A) puede estar relacionada con este proceso, ya que codifica para
una proteina reguladora especifica para la biogénesis de miRNA [275]. Después del dia 14 PlI, el
aislamiento clinico 323 Beijing-Like indujo una respuesta inmune parcialmente suprimida, debido a
que los genes Nkirasl, Dleu2 y Sphk2 estaban sobreexpresados. Nkirasl es un gen atipico similar a
Ras que codifica una proteina, que es un potente regulador de la actividad de NF-kappa-# que
previene la degradacion del inhibidor beta de NF-kappa-4 (NFKBIB) por la mayoria de las sefiales
y media la retencidn citoplasmatica de la Subunidad p65. / RELA de NF-kappa-B [276,277].

La sobre-expresion del gen largo no codificante Dleu2 deberia ser importante en la respuesta inmune
humoral, ya que controla la proliferacion de células B, mientras que la proteina codificada por el gen
Sphk2, debe ser importante en la respuesta inmune mediada por células, ya que este regula la via de
sefializacion de la IL-12 en células T suprimiendo la respuesta de tipo inflamatorio [278].
Adicionalmente, la sobre-expresion de este gen codifica para una Esfingosina quinasa 2 que es un
factor inmunosupresor importante, ya que es un regulador negativo de la activacion de macréfagos
[279], inhibe el crecimiento celular y aumenta la apoptosis [280]. Por otra parte, el gen Ifi2712a que
estd involucrado en la apoptosis de linfocitos inducida por interferones de tipo I, puede estar
contribuyendo en la inmunomodulacion de la respuesta que se esta generando [281,282].

Los datos aqui obtenidos, ademdas sugieren que los eventos epigendmicos son otros procesos
significativos e importantes a las 2 semanas de infeccion con la cepa 323 Beijing-Like, considerando
que el andlisis de red sugiri6 la interaccion del co-activador del receptor nuclear 1 (NCOA1 o SRC-
1). NCOA1 es una proteina co-reguladora transcripcional que muestra varios dominios de
interaccion con el receptor nuclear y una actividad intrinseca de histona acetiltransferasa que modula
la expresion del DNA [283].

Otra actividad celular significativa fue la proliferacion celular, considerando la sobreexpresion del
gen que codifica la proteina relacionada con el metabolismo Ctps2, que cataliza la aminacién
dependiente de ATP de UTP a CTP con L-glutamina o amoniaco como fuente de nitrégeno. Ctps2
es la enzima que limita la velocidad en la sintesis de nucleétidos de citosina que indica la replicacion
celular. Ademas, dos genes sobre-expresados fueron proteinas asociadas a cilios y flagelos, CFap53
y Cfap299. Estos genes han estado involucrados en el asma y la enfermedad pulmonar crénica,
respectivamente [284,285].

El aislamiento clinico 323 Beijing-Like produjo un cambio en el perfil de expresion luego de dos
semanas de infeccion que disminuyd la respuesta pro-inflamatoria, pero al dia 28 PI la fuerte
respuesta pro-inflamatoria regresé como lo sugiere la falta de expresion del gen de esfingosina
quinasa, que probablemente contribuya al desarrollo de neumonia rapida y extensa que produce la
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muerte de animales por insuficiencia respiratoria. Esta reprogramacion del sistema inmunoldgico se
ha descrito previamente en infecciones in vitro e in vivo con cepas genotipo Beijing [286].

En contraste, al dia 14 PI en animales infectados con 391 Beijing-Clésico, se observd un perfil
diferente en el patron de genes. Este perfil genético se caracteriz6 por un fuerte patron de
sefializacion de las células NK y genes sobre-expresados relacionados con la respuesta pro-
inflamatoria, como Tcrb (receptor B de células T), receptor de lectina tipo tipo C (CTLR) del grupo
V CLEC9A, que es un activador de receptor que induce la produccion de citocinas pro-inflamatorias
[287], el gen Rbbp8 (Proteina Retinoblastoma), que son importantes genes de recombinacion
inmunoldgica y, Syn3, el cual es un miembro de la familia de genes sinapsina, importantes para la
maduracion del fagosoma. La sobreexpresion de Art3, ADP-ribosyltransferase 3 (ADPRT) es un
importante mediador en la regulacién de la respuesta inmune celular, ya que este codifica para una
proteina que cataliza una reaccion reversible que modifica proteinas por la adicion o remocion de la
ADP-ribosa a un residuo de arginina, regulando la funcién de la proteina modificada en las células
T maduras, pero sin efecto alguno en LB y macrofagos. La expresion de ADPRT permite ADP-
ribosilar las proteinas de la superficie celular. Existe un grupo significativo de moléculas ADP-
ribosiladas muy importantes para la funcion de las células T, como LFA-1, CD8, CD27, CDA43,
CD44 y CD45 [288].

La comunicacion entre el citoesqueleto y la matriz extracelular también es un evento importante en
este momento de la infeccion con 391 Beijing-Clasico, ya que hubo sobreexpresion del gen Sspn, un
miembro del complejo distrofina-glicoproteina (DGC) que proporciona un vinculo estructural entre
el citoesqueleto de la matriz extracelular; [289] el gen Filipl, el cual codifica para una filamina, la
cual es una proteina de unién que promueve su degradacion [290] y Ankrd12 que codifica para un
miembro de la familia de cofactores que contiene repeticiones de anquirina, estas proteinas inhiben
la actividad transcripcional de receptores nucleares a partir del reclutamiento de desacetilasas de
histonas; en plasma de pacientes con TB activa, se detecta circRNA Hsa_circ_102296, que se alinea
con ANKRD12 [291].

Otra actividad importante es la funcion del reticulo endoplasmico rugoso, como indica la
sobreexpresion de Tmtc2, cuya proteina codificada se localiza en el reticulo endoplasmico y juega
un papel en la homeostasis del calcio [292].

Por altimo, llama la atencion la sobreexpresion del gen Ifitlbl1 (proteina inducida por interferén con
repeticiones de tetratricopéptido 1B-like 1), debido a que esta proteina inhibe la replicacién viral y
el inicio de la traduccién [293]. Considerando que Mtb es un patdgeno intracelular similar a los virus,
es posible que compartan mecanismos de defensa similares.

Los ratones infectados con la cepa Beijing clasico 391, mostraron una mayor supervivencia, algunos
de ellos lograron sobrevivir hasta el dia 60 PI. Curiosamente, en este punto de tiempo “tardio”, el
perfil de expresion era pro-inflamatorio, muy similar al dia 3 PI, se expresaron algunos genes
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considerados marcadores de gravedad de la enfermedad, como CLC3 y CLC4, que se
correlacionaron bien con cargas bacilares altas y dafio tisular extenso (neumonia con necrosis).

Es importante resaltar, que a pesar de que los aislamientos clinicos Beijing son casi idénticos, ya que
solo difieren en 18 SNPs a nivel gendmico y en un espaciador en el locus DR, desencadenaron un
perfil diferente en su virulencia y expresion genica en el hospedador, sugiriendo que pequefios
cambios a nivel genémico podrian tener altos impacto en el fenotipo. En comparacion con 391
Beijing-Clésico, los SNP de 323 Beijing-Like se localizan en genes relacionados con la sintesis de
ptiocerol dimicoserosato (PDIM) y el factor de transcripcién WhiB6 [262]. Esto podria explicar
parcialmente las diferencias descritas en este estudio, pero se requieren otros estudios para
determinar con mayor precision diferencias a partir de estudios funcionales para verificar el papel
del DEG en el fenotipo.

Como resumen del efecto de la expresion diferencial en las células infectadas con Mtb, en la Figura
1-33 se muestra un modelo de inmunomodulacidndurante progresion de la TB en ratones infectados
con 323 Beijing like, construido a partir de los genes que presentaron mayor interaccion de los genes
reportados en la base de datos INNATE-DB y en la Figura 1-34 se muestran las mismas
caracteristicas, pero en ratones infectados con 391 Beijing-Clasico.
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Figura 1- 33. Modelo de inmunopatogenicidad a lo Iargo de la infeccion de pulmones de ratones Balb/c infectados con 323 Beijing-Like.
Se construye un modelo resumen con los genes con expresion diferencial que mas interacciones mostraron en el analisis realizado en el portal

InnateDB en la fase inicial (D3), intermedia (D14) y tardia (D28) de la infeccion.
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Se construye un modelo resumen con los genes con expresion diferencial que mas interacciones mostraron en el analisis realizado en el portal
InnateDB en la fase inicial (D3), intermedia (D14) y tardia (D28 y D60) de la infeccion.
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1.5.

Conclusiones

323 Beijing-Like fue altamente virulenta, desarrollando TB aguda en el raton.

391 Beijing-Clasico, aunque mostré un fenotipo virulento, el curso de la TB fue mas crdnica
gue con 323 Beijing-Like.

Ambas cepas genotipo Beijing desencadenan una respuesta inmune no protectora en ratones
Balb/c, responsable del desenlace de la enfermedad de los animales.

Beijing-Like 323 y 391 Beijing-Clasico desencadenaron la expresion temprana pero fugaz
de TNF-a e IFN-y.

La cepa LAM B077bc, mostré un comportamiento altamente virulenta In-vivo.

LAM BO077bc, mostr6 un perfil de expresién simultdnea de citoquinas pro y anti-
inflamatorias, con la expresion sostenida de TNF-a y fugaz expresion de IFN-y.

En ambas cepas Beijing, el inicio de la cinética fue esencialmente pro-inflamatorio desde
fases tempranos.

Al D14 Pl la cepa 323 Beijing-Like, desencadena en el modelo murino la expresién de genes
responsables del reclutamiento de células para la formacion de granulomas.

En el modelo murino al dia 28 PI, la cepa 323 Beijing-Like desencadend la expresion de
genes pro-inflamatorios como el gen Bmpr2 que posiblemente al igual que en los humanos
cause hipertension pulmonar y muerte de los animales.

La cepa 391 Beijing-Clasico al dia 14 PI, indujo una fuerte sefializacion de células NK en el
modelo murino.

En la cepa 391 Beijing-Clasico, la respuesta inflamatoria producida en los ratones se
mantiene hasta el dia 28 PI, dia en el cual la respuesta producida es similar a la generada por
la cepa 323 Beijing-Like al dia 14 PI.

Al dia 60 PI, en ratones infectados con la cepa 391 Beijing-Clasico, el perfil de expresion
génica observado fue similar al dia 3 PI, sin embargo, dada la extension del dafio tisular,
esta respuesta no tuvo efectos benéficos.






Capitulo 2. Expresion diferencial de genes de
Mycobacterium tuberculosis a partir de la secuenciacion
de transcriptoma bacteriano completo (RNA-seq) en
pulmones infectados de raton Balb/c.

2.1. Marco Conceptual

2.1.1. Factores de Virulencia de Mth

Un microorganismo patdgeno es considerado virulento por la capacidad que este tenga de infectar,
colonizar, enfermar y matar a la célula u organismo blanco de infeccion [294]. En un gran nimero
de microorganismos, las habilidades antes mencionadas dependen de la presencia de una variedad
de factores de virulencia tales como: la produccion de toxinas o la presencia de organelos celulares
tales como pilis, flagelos, capsulas polisacaridas, entre otros [295].

En Mtb, la virulencia se puede evidenciar en términos de morbilidad (severidad de la enfermedad) y
mortalidad (capacidad de producir la muerte del hospedador), evaluando parametros tales como la
carga bacteriana tanto en modelos celulares como animales [294].

Dado que las especies del complejo MTBC a exepcion de M. canettii, no hacen transferencia
horizontal de genes, que permita transferir a otras bacterias por ejemplo resistencia a antibioticos,
caracteristica considerada como un factor de virulencia. Sin embargo, en Mtb la resistencia se
produce por la presencia de SNPs a nivel comdsomico, que constituyen cambios evolutivos que le
permiten a la bacteria adaptarse a cambios ambientales y de hospedador. Adicionalmente, cambios
en la expresion de los genes que le permiten producir las proteinas involucradas en la biosintesis y
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metabolismo bacteriano, juegan un rol importante tanto en el fenotipo de las bacterias como en la
enfermedad que producen [296].

Son numerosos los genes que cambian su perfil de expresion ante un ambiente determinado, para
facilitar el entendimiento en la funcion génica en Mtb, es necesario agruparlos de acuerdo al proceso
metabdlico en el que estan involucrados o, dicho de otra manera, asociar dichos genes a categorias
funcionales, sin embargo, hay genes que desempefian funciones muy especificas en las células
bacterianas. De acuerdo con los datos gendmicos obtenidos a partir de la secuenciacién de la cepa
de laboratorio H37Rv, se sabe que esta bacteria posee un genoma de 4.411.529 pb, con 65.6% de
contenido G+C, con un unico origen de replicacion (OriC), es un genoma con alta concentracién de
zonas repetitivas, contiene 3.924 marcos abiertos de lectura con una capacidad codificante de 91%
del genoma [297].

De acuerdo con los datos de secuenciacion y de la clasificacion funcional de los genes 4000 que
posee Mth, se encontrd que: 225 genes estan involucrados en el metabolismo de lipidos (9.3% de
genoma codificante); 207 genes estan involucrados en vias de informacién (6.1% de genoma
codificante); 517 genes estan asociados a procesos celulares y de sintesis y funcionamiento de pared
celular (15.5% de genoma codificante); 50 genes codifican para RNAs estables (0.2% de genoma
codificante); 137 genes se asocian a secuencias de insercién y fagos (2.5% de genoma codificante);
167 genes codifican para el grupo de proteinas PE y PPE (7.1% de genoma codificante); 877 genes
codifican para proteinas intermediarias de metabolismo y respiracion (24.6% de genoma
codificante); 607 genes codifican para proteinas de funcidon desconocida (9.9% de genoma
codificante); 188 genes codificantes para proteinas regulatorias (4% de genoma codificante); 911
genes codificantes para proteinas hipotéticas conservadas (18.4% de genoma codificante) y, 91 genes
gue codifican para proteinas de virulencia, detoxificacién y adaptaciéon (2.4% de genoma
codificante) [297,298].

De acuerdo a la clasificacién funcional de los genes identificados en el genoma completo, estos a su
vez se han clasificado como factores de virulencia de Mth, cumpliendo funciones especificas en el
metabolismo bacteriano. A continuacién, se mencionan algunos de dichos factores de virulencia que
le han permitido a Mtb ser un patgeno exitosamente adaptado al humano.

2.1.1.1 Sistemas de secrecion
La secrecion de proteinas es un mecanismo importante en el funcionamiento bacteriano en su entorno
natural e importante para la adaptacion y la supervivencia. Estos sistemas son esenciales para la
interaccion con las células hospederas, mediante la exportacion de proteinas sefial o toxinas que le
permiten a las Micobacterias causar enfermedad con diferentes patrones de virulencia de acuerdo a
la actividad regulatoria de los genes asociados a estos sistemas [294].

Uno de los principales sistemas asociados a la virulencia de Mtb son los Sistemas de secrecion. Mtb
expresa constitutivamente la via general de secrecion dependiente de SecAl y un sistema accesorio
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pero asociado a hipervirulencia dependiente de SecA2 requerida para la secreciéon dptima de
superoxido dismutasa y la catalasa-peroxidasa KatG [299], estos sitemas permiten la traslocacion de
proteinas precursoras que contienen los péptidos sefial clasicos amino-teminales que les permiten
pasar a través de la membrana citoplasmatica, interactuando con chaperonas, fosfolipidos y proteinas
integrales de membrana [299].

Hasta el momento, se ha descrito la presencia de 5 sistemas de secrecion especificos en el género
Mycobacterium, ESX-1-ESX-5 que son conocidos como sistemas de secrecion tipo VII, el principal
miembro de esta familia de sistemas es el ESX-1 que esta compuesto por la proteina de secrecion
temprana ESAT-6 (Rv3875) (Early Secreted Antigenic Target-6 kDa), y CFP10 (Rv3874) (Culture
Filtrate Protein-10kDa) [300], normalmente, estas proteinas se encuentran en los filtrados de cultivos
de Mth, comportandose como antigenos inmunoreguladores dominantes que pueden ser detectados
en el suero de pacientes infectados con Mtb y su funcién basica, es promover la secrecion de
proteinas al ambiente extracitoplasmatico[89] . Los genes Rv3874 y Rv3875, son necesarios para la
virulencia de Mtb y estan localizados en la RD1, esta region estd compuesta por 9 genes estructurales
Rv3971-Rv23979, se ha demostrado que la delecion en esta region como ocurre normalmente en M.
bovis BCG, desaparece la virulencia de las cepas [294].

La principal funcién adjudicada a ESX-1, es conferir la habilidad a la micobacteria de evadir la
fusion fagolisosomal de las células infectadas, permitiéndole a la bacteria traslocarse del citosol de
los macréfagos y células dendriticas durante el curso de la infeccion, lo que le permite a la bacteria
ser invisible a los mecanimos de reconocimiento antigénico en la célula infectada [300]. En estudios
de sobrevivencia intracelular mediada por ESAT6:CFP10, se ha demostrado en M. marinum que
posee una RD1 intacta, tiene la capacidad de romper la membrana del fagosoma y traslocarse al
citoplasma, desencadenando vias citoplasmaticas (MHC-I) de reconocimiento de patégeno [301].
En el caso de Mtb, se ha demostrado que la ruptura de la membrana fagolisosomal y translocacion
de la bacteria al citoplasma tanto en cepas de Mtb y cepas de M. bovis mutantes para RD1 o
trasnfectadas con RD1 recombinante restituyendo su funcion y presencia, a partir del uso del método
FRET (Transferencia de energia por resonancia) usando el gen BlaC como reportero, para investigar
el potencial de Mtb de acceder al citoplasma de los macréfagos THP-1 infectados y su consecuencia
de forma cuantitativa y no sesgada y de esta manera determinar la importancia del efecto de ESX-1
en el proceso de ruptura del fagosoma; desencadenando que la célula entre en muerte celular por via
necrdtica (identificado con un marcador de necrosis loduro de Propidio), gracias a la polarizacion
de la respuesta inmune hacia el tipo anti-inflamatorio [302].

Ademés de ESX-1, exiten cuatro loci ESX parélogos en el genoma de Mtb, ESX2-ESX-5, de los
cuales ESX-3 y ESX-5 han cobrado importancia por su asociacion a virulencia en Mtb y M.
marinum. En general, los sistemas de secrecion estan compuestos por complejos multiprotéicos, que
se arman sobre genes 0 componentes conservados (Ecc) y proteinas asociadas a secrecion (EsP, EsX
y PE/PPE). Basicamente, la maquinaria dispone de dos componentes: uno citosélico y proteinas de
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unién a ATP ancladas a la membrana (EccB, EccD, EccE), esta maquinaria permite la traslocacion
y exportacién de proteinas, mediada por ATP [303].

2.1.1.2. RV2031C, HSPX a-Cristalina
La a-Cristalina, es una proteina de 16-kDa codificada por el gen Rv2031c o hspX o Acr, cuyo nivel
de transcripcion esta regulado por el regulén dosR (Responsable de la regulacién de cerca de 50
genes en respuesta a hipoxia y estrés). Esta proteina es uno de los antigenos mas comdnmente
encontrados en los pacientes con TB, pertenece a la familia de proteinas de shock térmico similares
a a-Cristalina (a-HSP), la sobreproduccion de esta proteina, ocurre en respuesta a condiciones de
hipoxia favoreciendo el estado de latencia de la bacteria [304].

En cultivos de Mtb, la o-Cristalina es detectada en fase estacionaria de crecimiento e indetectable en
fase logaritmica, inicialmente esta proteina se encontraba asociada a membrana celular, pero ademas
se ha descrito como una proteina chaperona independiente de ATP y también se ha encontrado
asocidada a estructuras macromoleculares de la pared celular, por lo tanto, esta proteina ha sido
blanco de caracterizacién y busqueda en estudios de dormacia del bacilo tuberculoso y de latencia
de la TB, tanto es estudios in-vitro como in-vivo [305].

2.1.1.3. Genes asociados a superficie celular

La envoltura de las micobacterias, estd compuesta por la membrana plasmatica que a su vez, esta
rodeada por una pared celular compleja compuesta de un 60% de lipidos, carbohidratos y en algunas
especies, especialmente las mas patdgenas, la pared celular esta rodeada por una estructura similar a
capsula, el analisis de los componentes de esta importante estructura celular han sido estudiados
desde hace mas de 50 afios a partir de extractos libres de micobacterias tales como M. bovis y M.
smegmatis [306].

Los lipidos de la pared de las micobacterias conforman més del 40% del peso seco de la bacteria,
siendo la pared celular méas rica en lipidos, lo que le confiere la propiedad de &cido alcohol resistencia
y la baja permeabilidad a nutrientes, iones, compuestos quimicos como antibi6ticos etc. El fragmento
principal de la pared celular de Mtb est4 compuesta por acidos micélicos, factor cuerda o dimicolato
de trehalosa y ceraD (waxD), a su vez, estd formada por los segmentos exterior e interior [307]. La
estructura central de la pared celular (MAGP) estd compuesta por la union covalente del
peptidoglicano (PG) con el arabinogalactano (AG), los cuales estan unidos a las cadenas a largas y
cortas del meromicolato, a su vez, la porcién mas externa de la pared celular, estd compuesta por
lipidos libres con cadenas largas y cortas de acidos grasos, en donde las proteinas de membrana estan
intercaladas junto con los fosfatidilinositol manésidos (PIMs) y el ptiocerol y contiene los lipidos
lipomanan (LM) y lipoarabinomanan (LAM), esta compleja red de lipidos, carbohidratos y proteinas



Capitulo 2 159

gue conforman la pared celular, permite que ellas sean moléculas efectoras en el proceso de
enfermedad y antigenos importantes para el desarrollo de la respuesta inmune del huésped, y por
tanto es uno de los componentes micobacterianos mas tenidos en cuenta para el desarrollo de
antibiéticos [306,308].

El LAM, es uno de los principales factores de virulencia de la pared celular de Mtb, una de sus
principales funciones es favorecer la sobrevivencia en el ambiente intracelular y evadir la accion de
los efectos citotdxicos de los radicales libres que se producen en el macréfago infectado, inhibe la
accion de los linfocitos T citotoxicos activados por los macrdfagos, inhibe la transcripcion de
Interferon Gamma (IFN-y) e inhibe las vias de sefnalizacion intracelulares mediadas por proteinas
guinasas, que sefializan la transcripcion de citoquinas y demas efectores de la respuesta inmune
[307].

Estudios que analizan las proteinas de la pared celular, han identificado que mas del 5% de estas
estan relacionadas con la virulencia de Mth. Entre estas encontramos la proteina Erp (Proteina
exportadora repetitiva), o P36, Pirg y Rv3810, la cual es un miembro de la familia de proteinas
extracelulares exclusivas del género Mycobacterium, esta proteina esta asociada a la pared celular y
tiene una organizacion modular que consiste de tres dominios: dos conservados (N-y C-terminales)
y un dominio central que contiene varias motivos de aminoécidos PGLTS, cuyas repeticiones varian
en numero; esta variabilidad en el dominio central esta relacionada con la virulencia y multiplicacion
intracelular del bacilo [309].

La proteina de unién a fibronectina (Fbp) también conocida como Apa, ModD, Rv1860, 0 MPT-32,
es la principal proteina secretada durante el cultivo celular y se encuentra asociada con la superficie
[310]. Este es un antigeno inmundominante rico en prolina y alanina identificado en varias especies
patogenas del género Mycobacterium, que desempefia un papel esencial en la patogénesis de la
tuberculosis, favoreciendo la adherencia de la micobateria a la superficie de la mucosa, y a la
superficie de los macrofagos, crecimiento, migracion y diferenciacion celular, favoreciendo la
entrada a la celula blanco y su sobrevivencia dentro de la misma [311]. Su contribucion a la
virulencia de Mtb se da gracias a su papel en la sintesis de la pared celular, que se centra en el
mantenimiento de la integridad de la envoltura celular. Se ha demostrado que en residuos de cuatro
repeticiones de treonina en regiones ricos en prolina, cerca de los dominios N y C terminales de Apa,
son O-glicosilados con manosa por uniones via a-1,2 glycosidicos, desencadenando la respuesta de
los linfocitos T ante la infeccion. Por otra parte, la supresion de la interaccion Fibronectina-Apa
inpide la unién de las bacterias a las células y por ende la capacidad de invadirlas, siendo este un
factor de virulencia crucial en Mtb [312].

Dentro de las proteinas de sintesis de pared celular, se encuentra la codificada por el gen pcaA
(Rv0470c), determinante de virulencia y persistencia de Mtb en las células infectadas. Codifica para
una S-adenosil dependiente de metionina metiltransferasa que cataliza la ciclopropanacion
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(incorporacion de anillos de ciclopropano) proximal del a-micolato, el cual es la principal subclase
de &cido micolico de la pared celular de Mtb, y esta involucrado en la produccion de factor cordén,
esta capacidad de modificacion de las cadenas de acidos micdlicos se presenta solo en micobacterias
patégenas. La funcion de ciclopropilacion, esta involucrada en la evasion de la accion de las especies
reactivas de oxigeno iNOS y especies reactivas de nitrégeno RNIs producida por el huésped [313].

Los sulfolipidos (SLs) son un importante factor de virulencia de Mtb, ya que producen lipidos
acidicos, los cuales estan presentes en la mayoria de las micobacterias patdgenas; a su vez se han
implicado en la inhibicion de la maduracion fagolisosomal de los macrofagos. El Ftiocerol
Dimicoserosato (PDIM), es el lipido principal de Mtb, es el mas apolar de la pared de la bacteria,
relacionado estructuralmente con el glicolipido fenolico. La estructura del PDIM es tan densa, que
ha sido denominada la CERA de la pared celular, los PDIM y PGLs poseen esqueletos de cadenas
largas de acidos grasos que consisten en 3-metoxy (o 3-ceto, 3- 41 hidroxi), 4-metill, 9,11-dihidroxi
glicoles (ftioceroles) y p-glicosilados fenylglycoles 42 (glicosil fenolftioceroles) y estan
esterificados en di-, tri-, y tetra- 43 brazos metilo cadenas acyl (micocerosatos). EL PDIM se
encuentra presente en todas las especies del complejo M. tuberculosis y en algunas micobacterias no
tuberculosas (MNT), siempre y cuando sean patdgenas para humanos y animales. Todas la cepas de
Mtb que producen ftiocerol dimicocerosatos o ftiocerol ftioceranatos, también sintetizan sustancias
estructuralmente relacionadas como los fenolftiocerol [41,314].

El PDIM es codificado por el gen pks15/1, en teoria las cepas de Mtb virulentas poseen una copia
completa de este gen y producen PDIM, sin embargo cepas de Mtb tales como H37Rv y CDC1551,
poseen una delecion de 7 pares de bases en este gen, afectando la produccién tanto de PDIM como
de PGLs; las cepas del linaje del Este de Asia (Linaje 2), producen estos dos lipidos, lo que
posiblemente esta relacionado con su exacerbada virulencia, esto ha sido comprobado en estudios
en modelos animales (Rat6n y Cobayo) y celulares (Macréfagos) usando cepas virulentas (HN878)
deficientes en pksl5/1 o cepas transfectadas con este gen (CDC1551, H37Rv, Erdman) cuyo
fenotipo resulta en cepas con alta virulencia [306,315].

MmpL7 (Rv2942, mmpL7), es otra proteina importante para la virulencia de Mtb, es miembro de un
grupo de proteinas relacionadas, 13 proteinas de membrana (mmpL) codificadas por 13 genes
denominados RND (proteinas de resistencia, nodulacion y division celular); estan involucradas en
el transporte de varias sustancias de naturaleza catidnica, aniénica y neutra, dentro de los que se
encuentran los antibidticos, metales pesados, solventes organicos, sales biliares, acidos grasos, entre
otros, mediando el transporte de dichas sustancias a través de la membrana citoplasmética y
modulando el gradiente del potencial electroquimico de membrana [316], la mmpL7 est4
involucrada en el transporte de PDIM y se ha sugerido que esta y otros miembros de la familia mmpL
median la secrecidn de lipidos contribuyendo a la habilidad del patégeno, de sobrevivir dentro de las
células infectadas y son determinantes para el desenlace de la infeccién, mediando los procesos de
interaccion hospedero-patogeno [41].
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La Isocitrato-Liasa (isocitrasa, isocitritasa, isocitratasa e isocitrato glyoxylato-liasa) codificada por
los genes icl es una enzima involucrada en el ciclo del glioxilato, la cual es una via alternativa a la
de los &cidos tricarboxilicos, para generar energia que le permite a Mtb sobrevivir cuando el ciclo
del &cido tricaboxilico esta regulado negativamente, es un factor de virulencia determinante para la
patogenicidad y sobrevivencia intracelular de Mth. Esta enzima es un blanco potencial de
medicamentos antituberculosis, ya que no se encuentra en mamiferos. Las isoformas ICL1 (Isoforma
similar a procariotas) y la isoforma ICL2 (Isoforma similar a eucariotas), se requieren para garantizar
la sobrevivencia intracelular de Mtb [317].

2.1.1.4.Genes y proteinas asociadas a regulacion transcripcional

PhoP (Rv0757, phoP) hace parte del sitema de dos componentes PhoP/PhoR, responsable de la
regulacidn de la expression de un grupo de genes de Mth controlando funciones metabdlicas vitales
para el bacilo tales como: sobrevivencia ante la hipoxia, metabolismo respiratorio, respuesta ante
condiciones de estrés, sintesis de lipidos, entre otros., este gen codifica para un factor regulador de
transcripcion putativo del sistema de dos componentes PhoP/PhoR, el cual es un transductor de sefial
de ATPasa que utiliza la energia liberada a partir de la hidrolisis de ATP, para responder ante
cambios en las condiciones del microambiente de la bacteria y regula la expresion de cerca del 2%
de los genes de Mth [318].

En general, la expresion de los genes regulados por PhoP desempefian funciones en el metabolismo
de lipidos, transporte de sustancias a través de membrana celular, reguladores de sintesis (DosR).
Cuando se ha hecho mutacién de phoP, se afectan funciones tales como sintesis de sulfatidos por
regulacion negativa de los genes msl3 pks2 y mmpl8 involucrados en la sintesis de sulfatidos. PhoP
también regula la transcripcion de ESAT-6 antes descrita, lipFyfadD21, que codifican para
esterasas importantes en la patogénesis y ademas PhoP se autoregula gracias a la union de dos
motivos repetidos adyacentes directos de 9pb, localizados corriente abajo del sitio de transcripcion
[319].

Por otra parte el grupo de factores Sigma (6) hacen parte de la holoenzima RNA polimerasa con
estructura a2BB o compuesto en total por 13 genes, que son expresados constitutivamente durante la
fase exponencial de crecimiento de Mtb (sigA, sigB, SigC, sigC-like, sigD, sigE, sigF, sigF-like,
sigG, sigH, sigl, sigJ, sigK, sigL, sigM) [320]. La subunidad o €s necesaria para proveer la union
especifica de acido desoxirribonucleico (ADN) mientras que el complejo a2pB” (core) lleva a cabo
la reaccion de polimerizacion. Los factores o de un organismo generalmente tienen distintas
especificidades de promotor, por lo que combinar varios factores ¢ con la ARN polimerasa, muestra
una forma eficiente de modular los perfiles de transcripcion, a su vez, los niveles de expresion génica
se modifican ain més por la accién de activadores y represores de la transcripcion [321].

Los factores ¢ se dividen en dos grupos: i) Los relacionados a ¢”° y ¢, todas las eubacterias
codifican para al menos un factor 6’°y solo algunas codifican para alguna de la clase ¢°*. Los factores
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relacionados a 6’%a su vez se dividen en tres grupos dependiendo de su estructura y funcion: (i)
Factores o primarios los cuales son codificados por casi todas las eubacterias dando lugar a la
transcripcion de genes constitutivos; (ii) factores ¢ similares a factores primarios no esenciales
involucrados en la sobrevivencia en fase no estacionaria en enterobacterias y (iii) Factores
alternativos, no esenciales en condiciones fisioldgicas de crecimiento, es un grupo mas heterogeneo
de factores que se puede clasificar en diferentes subgrupos c" perteneciente al grupo de factores de
respuesta a estrés y esporulacion y ¢%, o°, of, 6%, 6", 6, &7, X, o' y oM, pertenecientes al subgrupo
de los involucrados en funcidnes extracelulares, los cuales son reguladores sensibles al ambiente,
controlando una variedad de funciones en respuesta a sefiales ambientales extracelulares, como
proteinas mal plegadas en el periplasma, cambios en la luz, en osmolaridad o presién barométrica, y
la presencia de moléculas tdxicas [320].

El regul6n dosR (Rv2027c) es un conjunto de cerca de 48 genes co-regulados cuya expresion se
induce ante la presencia de tres factores que inhiben la respiracion aerébica del bacilo: Hipoxia,
oxido nitrico (NO) y 6xido de carbono [322]. La activacion de la expresion del regulon dosR ocurre
durante la TB y cuando el bacilo estd dormante o en estado persistente no replicativo, por la
activacion de los sensores de quinasa DosS and DosT. que hacen parte del regulén y a partir de ese
momento inicia el proceso de regulacion de la expresion de los 48 genes asociados, que le permiten
a la bacteria adaptarse y sobrevivir a las condiciones adversas del granuloma [323].

Dentro del conjunto de genes regulados por dosR ante la exposicion a condiciones de hipoxia y
presencia de NO, se encuentra el sistema regulatorio de dos componentes dosR-dosS (devR-devs,
Rv3133c/Rv3132c2), el cual esta compuesto de un sensor de kinasa unido a membranay un regulador
de respuesta, activado por la fosforilacién de una histidina-aspartato, para unirse corriente arriba a
algunos genes regulando su expresion, por lo tanto DosS (Rv3132c) es una quinasa funcional del
sistema de dos componentes antes mencionados activando a dosR por la transferencia de fosfato asi
como dosT (Rv2027c) [324].

Por altimo, la superfamilia de genes reguladores de transcripcion whiB, son pequefios reguladores
de transcripcién globales citoplasmaticos, que contienen cuatro residuos de cisteina conservados con
la capacidad de sensar estados redox en Streptomyces regulando las funciones de esporulacion y
diferenciacion. En total son 7 las proteinas pertenecientes a esta familia con motivos CXXCy WhiB5
con motivos CXXXC, estas proteinas tienen la capacidad de unirse al DNA para regular la
transcripcion de proteinas especificas, gracias a su actividad disulfuro reductasa [294,325].

WhiB1 es un regulador transcripcional que se activa ante la presencia de NO dando lugar a la
expresion de un sistema de dormancia que da lugar al establecimiento de la fase latente de la TB
[326]. WhiB2 (WhmD) esta involucrado en division celular, WhiB3 interactua con el factor SigA,
ante la presencia de condiciones de estrés generadores de dormancia actuando como sensor de redox,
dando lugar a la biosintesis de lipidos complejos contribuyendo a la homeostasis de la célula. Por
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otra parte, WhiB7 desencadena una resistencia de bajo nivel a antibi6ticos, por la induccién en la
expresion de genes de proteccion ribosomal y bombas de eflujo [325].

2.1.1.5.Antigeno 85

Las proteinas del antigeno 85 son uno de los principales grupos protéicos de productos de secrecion
en Mth y M. bovis BCG, que se encuentran en sobrenadantes de cultivos bacterianos y son altamente
inmunogénicas; son proteinas exportadoras de union a fibronectina y se consideran de gran
importancia en en la biosintesis de la pared celular [327]. Son tres las proteinas que componen este
complejo: (i) Ag85A(FbpA), (ii) Ag85B (FbpB) v (iii) Ag85C2 (FbpC2), su funcion especifica es
catalizar la transferencia de micolatos por medio de la micoliltransferasa formando monomicolatos
y dimicolatos (Factor cuerda), en cuanto a FbpC2, se sabe que su principal funcién es unir
covalentemente &cidos micélicos al arabinogalactano [328].

2.1.2. Meétodos de ultima generacion para el estudio de la expresion
génica

El andlisis de la expresion de genes en seres vivos, se ha convertido en un proceso fundamental para

el entendimiento de los procesos biolégicos. El desarrollo de las diferentes metodologias para

determinar las diferencias en la expresion de genes bajo diferentes condiciones fisiol6gicas,

ambientales y de infeccidn, ha permitido comprender muchos aspectos que antes no se habian podido

analizar de forma global o simultanea.

Las metodologias usadas para el andlisis de la expresién de genes son basicamente, gRT-PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa cuantitativa por transcripcion reversa) [329], que solo permite
la evaluacion de la expresion de genes individuales; métodos basados en la hibridacion o union de
sondas marcadas a un gen particular entre los que se encuentran los Microarreglos y Northern Blott
y, mas recientemente el método de secuenciacion a nivel global del RNA total RNA-seq. La primera
aproximacién de estudios globales de expresion pudo ser realizada gracias a los microarreglos en
donde se usan paneles con sondas complementarias a todas las regiones codificantes del genoma,
permitiendo hacer analisis de expresién bajo diferentes condiciones de la célula, asi como hacer
inferencias a nivel protéico y funcional para entender los mecanismos mediados por la regulacion
génica diferencial, la cual orquesta la respuesta celular a los estimulos ambientales como por ejemplo
la respuesta celular a tratamientos con farmacos, estrés nutricional etc. Los andlisis de estos datos
ofrecen informacion util para ser empleados en: (i). identificacién de nuevos blancos terapéuticos;
(ii). posibles candidatos a vacunas y (iii). permite entender més la biologia de los diferentes tipos
celulares [330].

El RNA-seq, es un método de secuenciacion masiva de todos los RNAs de una célula presentes en
un momento determinado, es decir, el analisis global de expresion se puede realizar tanto en modelos
de infeccién experimental tanto animales como celulares. A partir del cDNA correspondiente al
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RNA extraido y fragmentado previamente, se construye una biblioteca de fragmentos a secuenciar,
para posteriormente ser secuenciados mediante las tecnologias de nueva generacion, las cuales
permiten que el proceso sea mas eficiente. Estas tecnologias pueden utilizar o no el paso de
amplificacion previa por PCR [331]. Mediante este método se pueden detectar, ademéas de las
regiones codificantes en los transcriptomas bacterianos que estan asociados directamente con la
funcionalidad de su maquinaria, las regiones no codificantes (rRNA y tRNA) y los pequefios RNA
como los SRNA que pueden ser indicativos de regulaciones post transcripcionales, involucrados en
el fitness de la bacteria. Esta metodologia permite obtener transcriptomas a un relativo bajo precio y
ademas analizar mas facilmente la expresién global de secuencia completa, sin tener la secuencia
del genoma [332].

Los métodos de secuenciacion masiva de nueva generacion se pueden dividir en dos grupos de
acuerdo a si usan o no el paso previo a la secuenciacion de amplificacion por PCR, las tecnologias
mas utilizadas basadas en PCR son: (i) Life Techonologies (SOLID), (ii): Roche 454 que ya no estan
en el mercado como métodos de secuenciacion de reutina y, por otra parte i) Illumina (Solexa) ii)
PaCBio SMRT Yy iii) MinlON-Oxford Nanopore Technologies que son los métodos mas utilizados
para secuenciacion de genomas y transcriptomas. Los protocolos de cada método varian entre ellos
de acuerdo a la quimica que utilizan y generan lecturas. Para el caso de los andlisis globales de
expresion en infecciones experimentales in vivo e in vitro, es preferible el uso de plataformas que
usen la amplificacion previa a la secuenciacion, para obtener suficientes lecturas del
microorganismo. Mas que la capacidad de obtener millones de lecturas de una secuencia, la robustez
de RNA-seq se basa en la capacidad de analisis de los datos, ya que este método a diferencia de los
microarreglos, requiere del uso de una estadistica no paramétrica que normalmente se encuentra
gratis en la web, SamSeq en “R” [333,334].

Una vez se obtienen los datos generados del proceso de secuenciacidn, el esquema de analisis de
RNA-Seq para el analisis de expresion diferencial contiene cinco estaciones o fases basicas: i) las
muestras de ARN largas se cortan en fragmento cortos de ADN complementario (ADNCc) ii) se
Secuenciacion de lo fragmentos en una plataforma de alto rendimiento como Illumina, iii) Las
lecturas de secuencia corta resultantes se vuelven a asignar al genoma o transcriptoma de referencia
iv) Luego se determina el nivel de expresion para cada gen, v) Los datos resumidos luego se
normalizan utilizando enfoques estadisticos o algoritmos de aprendizaje automatico para identificar
genes expresados diferencialmente. Finalmente, la importancia de los datos se determina en un
contexto bioldgico [335].

Las lecturas obtenidas con los métodos de secuenciacion de nueva generacion (NGS), son mapeadas
y ensamblados contra un genoma de referencia, para luego buscar las regiones codificantes, marcos
abiertos de lectura, genes diferencialmente expresados etc., la metodologia RNA-seq posee diversas
ventajas que la convierten en el método mas adecuado para estudios de expresion génica como lo
son, la alta sensibilidad, se genera informacion de forma masiva, permite identificar genes
diferencialmente expresados que no se reportaron antes, no existe el problema de background en las
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sefiales como en los microarreglos, y el analisis en las diferencias en expresiéon, pierden subjetividad,
pues en el analisis de genoma completo este calculo se realiza por medio de métodos estadisticos,
sin embargo una de las principales desventajas de esta metodologia, es la dificultad en el mapeo y
analisis de regiones gendmicas altamente repetitivas muy comunes en genomas tanto eucariotas
como procariotas, por lo que es necesario tener en cuenta la profundidad de la secuenciacion [336].

A pesar de las bondades de la secuenciacion masiva de datos y las ventajas que ofrece a nivel de
expresion génica, en ocasiones y por razones ajenas al método de secuenciacion se introducen errores
en el proceso, por lo que es necesario realizar acciones para normalizar los datos gque se obtienen del
proceso, actualmente, existen un gran nimero de algoritmos que permiten realizar este proceso para
la correccion de errores, cuya seleccion dependera del método de secuenciacion utilizado, del tipo
de datos que se generen, se la escala de los datos y de los andlisis que se planee realizar [337,338].

Entre los métodos que mas se utilizan en la normalizacién de datos se encuentran: los de no
abundancia: RC, UQ, Med, TMM, DESeq, Q, RPKM y ERPKM y los métodos de normalizacion
de estimacion de abundancia RSEM vy Sailfish; todos estos métodos se usan con datos obtenidos por
secuenciacion por Illumina, estos métodos son frecuentemente utilizados y permiten determinar con
el menor error posible diferencias entre muestras tales como el tamafio de la biblioteca o profundidad
de secuenciacion, diferencias dentro de la muestra como la longitud del gen, el contenido de guanina-
citosina (GC), o variaciones no deseadas introducidas por efecto de lote del criterio de la persona
que realiza los anélisis y del origen y destino de la informacion a analizar [339].
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2.2. Materiales & Meétodos para cumplir con el objetivo especifico N° 2: Evaluar en raton
BALBI/c la expresion diferencial de genes de Mycobacterium tuberculosis genotipo Beijing
circulante en Colombia, asociados a su virulencia en las fases aguda y crénica de la

infeccion.

l Sacrificio: D3, D14, D28 y D60 PI
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Figura 2- 1. Resumen metodoldgico para cumplir el objetivo especifico N° 2.
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2.2.1. Infeccién de animales: Modelo de TB pulmonar progresiva cronica
raton Balb/c.

2.2.1.1. Cultivo de bacterias y preparacion de inoculo para infeccion

Las cepas de Mth se encontraban criopreservadas en glicerol a -70°C. Para la recuperacion de las
cepas en cultivo, se sacaron del ultracongelador y se colocaron a -20°C por 1 hora y luego se dejaron
a -4°C hasta su descongelacién.

Una vez descongeladas, se tomaron 100ul de la suspensidn descongelada de bacterias y se inocularon
en 25 ml de medio de cultivo 7H9 suplementado con Tyloxapol Premium (Ver Anexo A-4 de
preparacion de medios de cultivo) y se llevo a incubar con agitacion a 37°C con 5% de CO; por 48
horas. Una vez pasadas las 48 horas de incubacion, el cultivo se escalé a 65 ml de medio de cultivo
7H9 suplementado con Tyloxapol Premium, y se llevé a incubacion a 37°C al 5% de CO2 en
agitacion. Las cepas se recuperaron en la mitad de la fase logaritmica de crecimiento (Ver Anexo
A-8) y se hicieron alicuotas del cultivo que se congel6 a -70°C por 72 horas, posteriormente se
descongelaron 3 alicuotas para verificar la concentracion de las mismas haciendo diluciones seriadas
de la suspension bacteriana, posteriormente las diluciones se sembraron en placas de agar 7H10, se
incubaron a 37°C por 14 a 21 dias y se realiz6 recuento de UFCs, de acuerdo a la dilucidén sembrada,
las UFCs se multiplicaron por un factor de dilucién y se calcul la cantidad de bacterias (Ver Anexo
A-10).

2.2.1.2. Inoculacion intratraqueal de ratones Balb/c

El dia de la infeccidn, se calcul6 el nimero de dosis necesarias para (NUumero de animales) las
infecciones de acuerdo con la concentracion de los stocks bacterianos, de manera tal que se obtengan
250.000 bacterias en cada 100 ul de solucion salina suplementada con Tyloxapol Premium de cada
cepa bacteriana.

Una vez se tiene ajustada la concentracion de las bacterias, estas se envian de forma escalada al
bioterio en donde se realiza la infeccion para que las suspensiones bacterianas no pierdan la cadena
de frio.

En el bioterio los animales se anestesiaron con vapor de sevoflurano (100 uL por raton), dentro de
una camara de acrilico de 20x20x20 cm, para su inoculacién intratraqueal (v.it.) los animales se
colocaron sobre una placa de icopor revestida con papel aluminio y se les sujetaron los incisivos con
una banda de caucho, se introdujo una canula de calibre 22G x1.0" w/ y punta roma de 1.25 mm por
la trdquea y se infectaron con 250.000 UFC de las cepas de Mycobacterium tuberculosis Beijing
Clasico 391, Beijing-Like 323. Los animales utilizados para los estudios relacionados con
micobacterias se alojaron en cajas ventiladas bajo presion negativa y aire suministrado a través de
filtros HEPA y manipulados bajo Bioseguridad Animal Nivel 3.
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2.2.1.3. Sacrificio de ratones

Grupos de 7 animales para el experimento de Secuenciacion de Transcriptoma completo a los dias
3, 14 y 28 post-infeccién.

Para la eutanasia de los animales estos se inyectaron con Pentobarbital 210 mg/kg intraperitoneal.
Se sacrificaron por exanguinacion, posteriormente se expuso la cavidad peritoneal y toracica
haciendo diseccion del animal haciendo colgajos de la piel de dicha zona teniendo la precaucion de
no cortar el peritoneo, luego se cortd el peritoneo y se abrio la caja toracica de manera tal que queden
expuestos los pulmones, la traquea y los 6rganos abdominales. Se cortaron los pulmones de cada
animal y colocaron en criotubos previamente identificados y se almacenaron en nitrégeno liquido
para su transporte.

Para el almacenamiento permanente de los drganos, los tubos se organizaron en crio cajas las cuales
se guardaron a -70°C hasta el procesamiento de los mismos, UFCs y experimentos de biologia
molecular.

2.2.1.4. Extraccion y purificacion de RNA bacteriano a partir de pulmones infectados
con aislamientos clinicos de Mtb.

Para la obtencién del RNA bacteriano purificado a partir de pulmones infectados, se sacaron los
tubos con los pulmones del ultracongelador y se transportaron en nitrégeno liquido, para realizar
los procedimientos en cabina de bioseguridad. Los pistilos, moteros, tubos y pinzas se enfriaron
previamente con nitrégeno liquido y los procedimientos con dichos 6rganos se trabajaron en
temperaturas de congelacion para preservar la integridad de los acidos nucléicos. Para cada dia
post-infeccién se utilizaron los pulmones derecho e izquierdo de 3 animales (réplicas
bioldgicas).

- Se tomaron los dos pulmones congelados de cada raton y se llevaron a un mortero para ser
macerados hasta obtener un polvo fino el cual fue almacenado en alicuotas en tubos
eppendorff estériles previamente marcados e inmediatamente se llevaron a nitrégeno liquido
para impedir su descongelacion.

- Con las alicuotas de pulménes pulverizados se realizé un proceso de enriquecimiento
bacteriano por ultracentrifugacion y lisis diferencial, a partir de la adicion de buffer de lisis
RLT sumplementado con 1% de B-mercaptoetanol para romper las membranas y
componentes celulares, pero manteniendo la integridad de las bacterias, se resuspendio el
pulverizado en dicho buffer y se centrifug6 a 14.000 rpm durante 5 minutos.

- Una vez centrifugados, se inicio el proceso de extraccion de RNA usando el kit Quick RNA
miniprep kit (Zymo Research CA, USA; Cat. R1055) siguiendo las instrucciones del
fabricante (Ver anexo B-1). Antes de empezar el proceso de extraccion, se hizo una
digestion con DNAsa | para degradar el DNA presente en la muestra, una vez extraido y
purificado el RNA se verifico la calidad y la cantidad del RNA por espectofotometria,
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electroforesis en gel de agarosa y se midio la integridad de las subunidades ribosomalesn en
bioanalizanalizador usando Agilent RNA 6000 Nano chip Cat: 5067-1511.

2.2.1.5. Determinacion de cantidad y calidad del RNA previo al proceso de
secuenciacion

Una vez obtenido el RNA, se hicieron 3 alicuotas de 5 pl en tubos de PCR (0,2 ml). Una alicuota se
utiliz6 para medir la concentracion y la relacién 260/280 por espectrofotometria en el equipo
EPOCH™, la segunda alicuota fue utilizada para realizar electroforesis en agarosa al 2% con el fin
de evidenciar la integridad de las subunidades ribosomales, si las extracciones tenian relaciones
260/280 cercanas a 2.0 y en el gel de agarosa se observaban claramente las subunidades ribosomales
sin signos de degradacion, se enviaron a la Red de Apoyo a la Investigacion (RAI) para la medicion
de RIN (RNA Integrity Number) por medio de electroforesis capilar usando los Nanochips RNA
6000 en el equipo 2100 Bioanalyzer. Si el RIN de cada muestra extraida era 7.0 o superior, estas
muestras eran seleccionadas para el proceso de RNA-seq. Para cada tratamiento, se secuenciaron 3
ratones independientes.

2.2.1.6. Deplecion de subunidades ribosomales

Una vez verificada la concentracion y calidad del RNA enriquecido extraido y con el fin de eliminar
una primera cantiad de las subunidades ribosomales presentes en la muestra, para construir las
librerias sobre la mayor cantidad de mRNA posible, las muestras se sometieron al proceso de
deplecidn o eliminacion de subunidades ribosomales usando el kit llumina® Ribo-Zero Plus rRNA
Depletion Kit Cat. 20037135 siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, este kit que usa
como fase sélida perlas magnéticas, usa los pasos de: (i) Lavado de perlas magnéticas, para activarlas
y prepararlas para ponerlas en contacto con las muestras; (ii) Hibridacion de sondas dirigidas contra
subunidades ribosomales, en este paso, las sondas en la solucion de remocion se hibrida con el rRNA
presente en la muestra. Antes de la hibridacion de las sondas, la muestra debe ser purificada y estar
libre de contaminacion con gDNA; (iii) Remocion del rRNA, para combinar las muestras pre
hibridadas con las perlas magnéticas, las cuales se unen a las sondas. EI RNA recuperado esta
depletado para RNA ribosomal; (iv) Limpieza de RNA depletado, aqui las muestras de RNA
depletadas para RNA Ribosomal, deben ser purificadas antes de la preparacion de librerias. El paso
de limpieza remueve cualquier remanente de sales y buffers y concentra las muestras depletadas (v)
Verificacion de calidad de las muestras depletadas en un chip Agilent 2100 Bioanalyzer RNA 6000
pico chip ya que el Nano chip no provee suficiente sensibilidad para la deteccién de muestras
depletadas.

2.2.1.7. Construccion de librerias gendmicas de secuenciacion

Para construir las bibliotecas gendmicas para secuenciacion, se tomaron alrededor de 500 ng de RNA
depletado como muestra de partida para construir las librerias usando el kit TruSeq® Stranded
MRNA llumina® siguiendo las instrucciones del fabricante (Ver Anexo B-3), usando un tiempo de
fragmentacion de 14 minutos para obtener librerias de 8 minutos, para obtener insertos de 200 a 400
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pb y 15 ciclos de PCR para el enriquecimiento de las librerias. La calidad, tamafio y concentracion
de las librerias fue verificada por TapeStation o con Bioanalyzer 2100 y la cuantificacion fue
realizada por fluorometria usando el Kit Qubit™ dsDNA HS (High Sensitivity) de Invitrogen™.

2.2.1.8. Hibridacién in-house con sondas para deplecion de subunidades ribosomales
de Mtb

Librerias obtenidas a partir del RNA de tres ratones diferentes por cada punto de sacrificio, fueron
sometidas al proceso de hibridacion con sondas disefiadas In-House por el Dr. Adrian Ochoa y cols
del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM). Estas
sondas biotiniladas capturan las secuencias de rRNA de Mtb con el fin de reducir al maximo la
presencia de las mismas antes de enviarlas a secuenciar. Cada libreria se hibrido por 72 horas con
las sondas de deplecion de rRNA haciendo rampas de temperatura de 95°C a 65°C (Ver anexo B-
4), posteriormente con perlas magnéticas recubiertas de estreptavidina (Dyabeads MyOne
Streptavidin C1; Invitrogen, CA, USA,; Cat. 65001) y soluciones de lavado a rangos de temperatura
de 65°C a 99°C se eliminaron gradualmente las sondas biotiniladas para posteriormente limpiar de
ellas el rRNA capturado. Por otro lado, la libreria no capturada se cuantifico por fluorometria con
Qubit™ dsDNA HS (High Sensitivity) de Invitrogen™ y Bioanalyzer 2100. Las dos fracciones de
libreria; tanto las depletadas como las no depletadas fueron sometidas a validacién por qPCR antes
de realizar el proceso de secuenciacion.

2.2.1.9.Validacion por qPCR de librerias depletadas para subunidades de rRNA de
Mtb

Para validar que se encontrara DNA bacteriano se realizd6 gPCR para amplificar DNA obtenido a
partir de mRNA y rRNA. Se utilizaron dos sets de primers para montar reacciones independientes.
La PCR para deteccion de mRNA se realizo en los tubos H1, H2, H3 y H4 (Ver Anexo B-4) y la
PCR para deteccidn de rRNA se realizé en los tubos H6 y H6 (Ver Anexo B-4).

2.2.1.10. Secuenciacion
Una vez se realizo el control de calidad de las librerias hibridadas, se enviaron a secuenciar al
INMEGEN (Instituto Nacional de Ciencias Gendmicas) en la Ciudad de México, para ser
secuenciadas por llumina® Next Seq™ sistema de celda de salida por 500 ciclos, la
secuenciacion se realiz6 por en ambas hebras (Paired-end) y se obtuvieron en promedio 20
millones de lecturas por muestra.

2.2.1.11. Analisis bioinformaético

Los datos de la secuenciaciéon de transcriptomas completos arrojaron 100GB de informacion
correspondientes a los transcriptomas de los dos aislamientos clinicos. Para el mapeo de las lecturas
se utilizaron las secuencias de los genomas que se encuentran ya reportados en el NCBI con los
numeros de acceso CP017596 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/search/all/?term=CP017596) para
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Beijing

Clasico 391 y CP010873 para Beijing-like 323

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP010873.1/) [340].

Control de calidad: Para verificar la calidad del proceso de secuenciacion y detectar las
posibles fallas de la misma, se realizd un andlisis usando la herramienta MULTIQC
(https://multiqc.info/) [341], el analisis produjo resultados de muy buena calidad en el
proceso de secuenciacion, la mayoria de las bases de ADN con puntajes de calidad por
encima de 25, indicando pocos errores en la secuenciacion.

Filtrado de secuencias con errores: Para eliminar posibles errores de secuenciacion, todos
los datos se filtraron por medio de la herramienta TRIMMOMATIC
(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic), con filtros de calidad de 25, y una
longitud minima de 50 nucleétidos.

Mapeo de secuencias a genoma de referencia: Para los experimentos de mapeo se utilizd
la herramienta SMALT del Instituto SANGER
(https://www.sanger.ac.uk/science/tools/smalt-0). Cada una de las muestras se mape6
inicialmente a genoma de raton, dividiendo cada archivo en dos partes: 1) Lecturas que
mapeaban a genoma de ratén y 2) Lecturas que no mapeaban a genoma de ratén.

Las secuencias que mapearon al genoma de raton fueron removidas y las restantes fueron
mapeadas contra el genoma de Mtb H37Rv y los genomas de los aislamientos de Mtb
genotipo Beijing y Beijing-like disponibles en bases de datos.

Dichos archivos de mapeo fueron luego utilizados para determinar la expresion de genes de
las cepas Beijing y Beijing-like por medio de la herramienta featureCounts del paquete
SUBREAD (http://subread.sourceforge.net/), en donde la expresion de genes es determinada
de acuerdo al nimero de lecturas que mapea al gen.

Los resultados de la expresion de genes en la bacteria se pueden ver en el archivo sobrantes
de ratobn mapeados a CP010873 y CP017586.xIxs, en donde se encuentra el identificador de
cada gen, su funcidn bioldgica (en caso de ser conocida) y el valor de expresién del gen en
cada condicion

El disefio experimental se realiz6 analizando los transcriptomas de los genotipos CP017596
para la cepa Beijing (cddigo interno - 391) y CP010873 para la cepa Beijing-like (codigo
interno - 323), obtenidos los dias 3, 14, 28 y 60.

Los analisis se han realizado con el siguiente flujo de trabajo:

a).

Anédlisis de expresion diferencial en el transcurso de la infeccion tuberculosa de la cepa Mtb

Beijing 391 los dias 14 Vs 3,28 Vs 3y 60 Vs 3

b).

Anédlisis de expresion diferencial en el transcurso de la infeccion tuberculosa de la cepa Mth

Beijing 391 los dias 14 Vs 3, 28 Vs 14y 60 Vs 28

c).

Andlisis de expresion diferencial en el transcurso de la infeccion tuberculosa de la cepa Mtb

323 Beijing-like los dias 14 Vs 3,28 Vs 3
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d). Anadlisis de expresion diferencial en el transcurso de la infeccion tuberculosa de la cepa Mtb
323 Beijing-like los dias 14 Vs 3y 28 Vs 14

e). Anadlisis de expresion diferencial entre Mtb Beijing 391 y Mtb 323 Beijing-like comparando
su expresion el mismo dia de la infeccion

Como resultado se tiene el listado de genes diferencialmente expresados en cada una de estas
condiciones.

= Andlisis de genes diferencialmente expresados: Para cada una de las condiciones
comparadas, se tomaron los genes cuyo FDR fuese menor o igual a 0.05 (FDR<=0.05). Estos
representan genes que desde el punto de vista estadistico estan siendo diferencialmente
expresados entre las diferentes condiciones evaluadas. Para estos genes se determiné la
magnitud de la diferencia en expresién y se generaron graficas representando el cambio de
magnitud en la expresion de cada gen. Ademas de eso se asocio la funcion molecular del
gen a su respectivo identificador con el fin de facilitar el andlisis a nivel funcional y de
ontologias de genes.

» Mapeo de identificadores de genes a ontologias de genes: Se utilizaron los recursos de la
base de datos de Gene Ontology (http://geneontology.org/) para asociar la gran mayoria de
los genes de las cepas 391 Beijing-Clasico y 323 Beijing-like con las anotaciones de las
ontologias de genes. Brevemente las ontologias de genes se constituyen como un lenguaje
controlado sobre el cual se pueden determinar las funciones moleculares de los genes, los
procesos bioldgicos en donde estan involucrados y el compartimiento celular en donde estan
ubicados. Cada uno de los términos de las ontologias tiene un identificador que lo diferencia
del resto. Con base en las ontologias es posible hacer un mapeo funcional de los genes de
un organismo, en este caso en particular se trata de Mtb.

= Andlisis de enriquecimiento funcional: Con base en las ontologias fue posible computar
posibles enriguecimientos funcionales en los genes diferencialmente expresados para las
condiciones evaluadas. Esto se hizo por medio del software GeneMerge [342]. Este andlisis
también se hizo para todas las posibles combinaciones de condiciones.
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2.3 Resultados

2.3.1 Expresion global de genes de Mtb genotipos Beijing y Beijing-Like
a partir de ratones Balb/c infectados con aislamientos clinicos
colombianos 323 Beijing-Like y 391 Beijing-Clasico.

La aproximacion metodolégica utilizada se disefi6 con el fin de detectar la mayor cantidad de genes
bacterianos, utilizando como punto de partida para la obtencidén de material genético pulmones de
murino infectados con Mtb genotipo Beijing, para identificar los genes diferencialmente expresados
en las diferentes condiciones experimentales.

Al igual que con el RNA-seq del hospedador, el objetivo fue medir la expresion diferencial de genes
de Mtb en fase temprana de infeccion (dia 3 PI), fase de TB intermedia o latencia (Dia 14 Pl) y fase
tardia o de TB activa (dia 28 y 60 PI), para poder describir los cambios en la expresion de genes
(Factores de virulencia bacterianos) a medida que progresa la enfermedad en los animales, de manera
tal que se puedan explicar a nivel regulatorio los cambios fenotipicos observados en la cinética de
infeccion y a su vez comparar los cambios en el perfil regulatorio entre los dos aislamientos clinicos
utilizados en el presente trabajo.

2.3.1.1. Enriquecimiento bacteriano de pulverizados de pulmones infectados con Mtb

Antes de iniciar con el proceso de obtencion de &cidos nucléicos bacterianos a partir de pulmones
infectados, se plantearon estrategias encaminadas al enriquecimiento de las muestras, de manera tal
gue se pudiera garantizar la presencia de la mayor cantidad de bacterias posible y utilizar las muestras
enriquecidas como punto de partida para la obtencién de RNA para RNA-seq de la bacteria. La
ultracentrifugacion a 14.000 rpm durante 5 minutos a 4°C del pulverizado diluido en solucién de
lisis suplementada con B-mercaptoetanol al 10%, resultdé ser un paso previo eficiente para el
enriquecimiento de las muestras, lo cual fue evidenciado con tinciones de ZN de las muestras; en la
Figura 2-2, se observan las tinciones de las muestras sin enriquecer, comparadas con las muestras
enriquecidas a los 3, 14, 28 y 60 dias PI, en donde es evidente el aumento en la presencia de BAAR
después de la ultracentrifugacion de las muestras.
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Dia 3 SE Dia 3 E
Dia 14 SE Dia 14 E
Dia 28 SE Dia 28 E
;i o THER .

Dia 60 SE '  Dia60E

Figura 2- 2. Tincion por ZN de muestras de pulverizados pulmonares en solucion de lisis sin enriquecer (SE)
y enriquecidas (E) por ultra centrifugar a los dias 3, 14, 28 y 60 PI. Las flechas indican los BAAR presentes

en las preparaciones.
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2.3.1.2.Control de calidad de RNA para RNA-seq de Mtb.

Posterior al proceso de enriquecimiento de las muestras se realizd la extraccion y purificacion de
RNA en columnas de silice, la cantidad y calidad se verificd midiendo la concentracién y calidad
por relacion 260/280 en Epoch Microplate Spectrophotometer y la integridad de las subunidades
ribosomales se verificd por medio de electroforesis en gel de agarosa al 2%. Las muestras con
relaciones 260/280 cercanas a 2.0 y con buena integridad verificada visualmente en las subunidades
ribosomales, se les realizé electroforesis capilar para determinacion de RIN (RNA Integrity Number)
en Bioanalizador, las muestras con RIN superior a 7 fueron seleccionadas para secuenciacion. En la
Tabla 2-1., se observan los resultados del control de calidad para cada una de las muestras.

Tabla 2- 1. Relacion de la cantidad y calidad de las muestras enviadas a secuenciacién de transcriptoma
completo para Mtb a partir de pulverizados de pulmones infectados con aislamientos clinicos genotipo Beijing

Cepa Dia post- er?va:;(y(])essa Concentracion 260/280 RIN Integridad Ribosomal Electroforesis
Infectante | Infeccién secuenciar ng/pl Capilar
D3 R1 152,4 2,06 7,80 I | I
R2 95 1,90 9,10 I | |
R3 1345 1,90 8,00 I | I
Beiiing. |04 R 73 2,06 900 |l | |
Like 323 R2 85 2,06 9,20 I | |
R3 1415 1,90 900 |l |
D28 R1 141 1,95 8,60 I | I i
R2 57 1,96 goo |l |
R3 100 2,00 9,00 I | I
D3 R1 418,00 1,80 7,50 I | I
R2 82,82 8,00 9,40 I | I
R3 316,00 1,99 7,40 I | I
D14 R1 268,00 1,90 9,30 I | I
R2 352,00 2,01 8,00 I | I
Beijing- R3 255,00 2,02 9,30 | | I
Clasico 391 D28 R1 202,00 1,90 9,30 I | I
R2 131,00 1,90 9,40 I | I
R3 168,00 1,90 9,10 I | I
D60 R1 111,38 1,95 9,30 I | I
R2 171,26 1,99 9,00 I I I
R3 83,76 2,06 g0 |l |
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2.3.1.3. Primera deplecion de subunidades ribosomales

El ARN enriquecido con bacterias de cada muestra se tratd con el kit Ribo-Zero (llumina® Ribo-
Zero Plus rRNA Depletion Kit Cat. 20037135) siguiendo las instrucciones del fabricante para la
deplecidn o eliminacion de las subunidades ribosémicas de origen eucariota con el fin de obtener la
mayor cantidad de mARN antes de la contruccion de las librerias. En las Tablas 2-2 y 2-3 se
relacionan los resultados de electroforesis capilar de las muestras sometidas a primera ronda de
deplecidn de subunidades ribosomales, las muestras en las que se observa una curva de distribucion
normal corresponden a perlas magnéticas que no son retenidas por las gradillas en el proceso de
limpieza de las muestras.

Tabla 2- 2. Relacion de resultados de electroforesis capilar para muestras provenientes de rarones infectados
con 323 Beijing-Like.

Cepa Dia post Ratones
P P L, enviados a RIN Histograma de RNA depletado
Infectante Infeccion .
secuenciar
[Ful
B
R1 3.0 20
a T T T T T T
25 200 1000 M [nt]
[(Ful
D3 R2 1.0 [J
9 T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt]
[Ful
10—
R3 2.0 5 ] ]
0= T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt]
[FUlg
20—
R1 NA 10
22 T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt]
[Ful
Beijing-Like D14 20
323 R2 2.7 .
2|5 2rl:|cu ' 10l00 ' 4U|00 [nt]
FUT
20
R3 3.1 = )
9 T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt]
[FUl—
20—
R1 1.0 el (I
SR T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt]
FUl+
20—
D28 R2 1.1 101
0 T T T T T T
25 200 1000 4000 [rl
[FU]
20—
R3 1.0 0
0 T I. T T T T
25 200 1000 000 [nt)
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Tabla 2- 3. Relacion de resultados de electroforesis capilar para muestras provenientes de rarones infectados
con 391 Beijing Clésico.

Cepa Dia post Ratones
P P L enviados a RIN Histograma de RNA depletado
Infectante Infeccion .
secuenciar
[Ful_
R1 4.0 =1
a5 T T T T T
25 200 1000 4000 [nt]
[FUl
20—
D3 R2 2.0 107
0 -'I“ r' T T T
25 200 1000 4000 ]
[FuUl
20—
R3 NA o7 N
0 T T T T T T T
15 20 25 30 35 40 45 50 55 [5]
[Fu]
R1 NA
01 T T T T T T T T T T
20 25 30 35 40 45 50 55 &0 [s]
[FuU1
G0 =
D14 R2 3.6 B0
a7 T T T T T
25 200 1000 OO [ntl
[(FuUl_,
20—
R3 NA 10
o
B’E!jlng— ;als -,ulm mlnn I 4[b||m [nt]
Clasico 391 Ful
20
R1 1.3 o
g T T T I - T
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2.3.1.4. Elaboracion de librerias gendémicas a partir de RNA depletado para
subunidades ribosomales.

Las librerias gendmicas se construyeron utilizando el kit TruSeq® Stranded mRNA llumina®,
siguiendo las recomendaciones del fabricante. La concentracion se verifico con Qubit ™ dsDNA HS
(alta sensibilidad) y el tamafio de las bibliotecas se evalud con el kit de ADN de alta sensibilidad del
sistema bioanalizador Agilent 2100 (Cat. 5067-4626) o por medio de High Sensitivity DNA
ScreenTape Analysis Cat., 5067-5584. En las Tablas 2-2 'y 2-3 se relacionan los resultados de control
de calidad para cada una de las librerias elaboradas a partir de RNA depletado para subunidades
ribosomales.

2.3.1.5. Deplecion de subunidades ribosomales de origen procariota por hibridacion
subtractiva in-house

Con el fin de eliminar el rRNA remanente y enriquecer el mRNA de Mtb, se utilizaron sondas
biotiniladas especificas para hibridar y eliminar selectivamente el rRNA de Mtb de cada biblioteca
por separado utilizando el protocolo descrito en el Anexo B-4. Para el control de calidad del proceso
de hibridacion substractiva se realizé6 qPCR en cada muestra para verificar la presencia de mMRNA 'y
rRNA en las diferentes fracciones de muestra obtenidas durante el proceso de deplecion de
subunidades ribosomales (Ver Anexo B-4). Al evidenciar la presencia de mRNA en las muestras,
estas fueron enviadas al servicio de secuenciacion del INMEGEN en el secuenciador MiSeq Output
cell a 500 ciclos en el formato de extremos pareados.
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Tabla 2- 4. Tamafio de inserto y concentracidn de las librerias genémicas obtenidas a partir de RNA de
pulmones de ratones infectados con 323 Beijing-Like.

. Ratones Tamafo Concentracion . . . .
Cepa Dia post- . - . Histograma de amplitud de librerias
- enviadosa |Promedio de la| promedio de . . - .
Infectante Infeccion - S L TapeStation o PicoChips Bioanalyzer
secuenciar Libreria libreria pg/pl
[Fu]

R1 326 pb 317504 ,,L__ CF

-IIO uln alo nlao 150 ['s]
D3 R2 351 pb 42900

[FU]
R3 290 pb 172218 gl 253 e,

4ID EID EI(] 1:10 1|zn Es]
R1 341 pb 20300
Beijing-Like D14 R2 321 pb 23000

323 |
|
R3 324 pb 20100
|

R1 314 pb 24300
D28 R2 319 pb 34500
R3 316 pb 21300
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Tabla 2- 5. Tamafio de inserto y concentracion de las librerias genémicas obtenidas a partir de RNA de
pulmones de ratones infectados con 391 Beijing-Clasico.

. Ratones Tamafio Concentracién A . A a
Dia post- . . . Histograma de amplitud de librerias
Cepa Infectante L enviadosa |Promedio de la| promedio de . X i X
Infeccion X . » X » TapeStation o PicoChips Bioanalyzer
secuenciar Libreria libreria pg/ul
samplec 8
rFul
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! Vl — T T T T T
I 40 a0 #/O 100 120 140[=]
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N T T T T T I.
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d
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40 60 80 100 120 [s1
Beijing- [FU] i
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[Ful_j
200+
R3 341 pb 104727 100
0]
100 T T T T T
40 60 80 100 120 [s1
[FUl_y4
200
R1 328 pb 40444 1“‘:
-100 T T - T T T
40 60 80 100 120 [s]
[Fuj
200 —
100 —
D60 R2 402 pb 31328 o
-100
T T T T T T
40 60 80 100 120 140 [s1
[Ful_y
R3 304 pb 167737
o0—

L L T
35 150 300

400 500

T
10380 [bp]




Capitulo 2 181

2.3.1.6. Analisis de lecturas y expresion global de genes de Mtb genotipo Beijing a
partir pulmones infectados de ratones Balb/c.

Del proceso de secuenciacién de transcriptomas completos de Mtb a partir de la infeccién de un

modelo animal se obtuvieron 100 GB de datos de secuenciacion en formato fastq, los cuales

arrojaron valores adecuados para el control de calidad al ser analizados en MULTIQC con valores

>25 con pocos errores en el proceso de secuenciacion, los cuales fueron filtrados para obtener

secuencias depuradas con la herramienta TRIMMOMATIC con valores de calidad >25.

Al cumplir con los filtros de calidad y limpieza de las lecturas, estas se utilizaron para ser mapeadas
contra los genomas reportados para cada cepa de este estudio en el NCBI con los c6digos de acceso
CP017596 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/search/all/?term=CP017596) para 391 Beijing-Clasico y
CP010873 para 323 Beijing-like (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP010873.1/). Del proceso
de secuenciacion se obtuvieron en promedio 11.010.075,69 +/- 2.230.432,704 lecturas, de las cuales
en promedio 62.430,83333 +/- 24.625,09151 (7,33%+/-1%) mapearon contra cada genoma de Mtb,
las lecturas restantes pertenecieron al ratén al ser mapeadas contra el genoma de referencia Mus
musculus (assembly GRCm38.p6). En promedio mapearon en secuencias codificantes para proteinas
0 mMRNA de Mth 58.219,78571 +/-24.263,09732 (92.80% +/- 4.30%), 0.74 +/- 0.62 (0.001%)
lecturas mapearon contra tRNAs, 110,33+/-100,78 (0,18 % +/-0,15%) lecturas mapearon contra
NcRNAy 3315,73 +/-2424,68 (5.5%-+/-3.38) mapearon contra rRNA lo que indica que las dos rondas
de eliminacion de subunidades ribosomales tanto de raton como de Mtb fueron eficientes para la
ontencién de muestras enriquecidas en mRNA. En la Figura 2-3, se muestran los porcentajes del
mapeo de lecturas para 323 Beijing-Like (Figura 2-3A) y 391 Beijing-Clasico (Figura 2-3B), en
donde se observa que la mayoria de las lecturas de Mtb que se obtuvieron en el proceso de
secuenciacion, mapearon correctamente contra los genomas, en su mayoria en regiones codificantes
para genes.

Day 3 Day 14 Day 28

BL 323 \ \ 0% genes / 0% genes | m%genes
( % rRNA | % rRNA

| €% rRNA
% others \ % others \ /‘ % others
/ /

B Day 3 Day 14 Day 28 Day 60

BC 391

% genes
% rRNA

% genes
% rRNA

% genes

% rRNA
w % others » % others " % others

% genes
% rRNA

u % others

Figura 2- 3. Resultados del porcentaje de mapeo de lecturas contra mRNA y tRNA A). 323 Beijing-Like y
B). 391 Beijing-Clasico.
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De acuerdo a los resultados de mapeo de lecturas y a los tipos de RNA, se hizo un conteo de genes
en donde mapearan 2 o0 mas lecturas, se realiz6 el promedio del nimero de genes detectados con las
replicas y se obtuvo que para 323 Beijing-Like de 3789 (100%) genes anotados, se detectaron para
el dia 3 Pl 1148 (30%); para dia 14 PI, 1429 (37%) y para dia 28 PI, 1493 (39%) y para 391 Beijing-
Clasico al dia 3 PI se encontraron 1323 (33%); para el dia 14 Pl 705 (18%); para el dia 28 PI, 57
(34%) y para el dia 60 PI, 1623 (41%). Aplicando la metodologia aqui descrita, es posible detectar
un ~33% del transcriptoma de Mtb en un modelo in-vivo de infeccion, lo cual es un resultado
prometedor y muestra la eficiencia del enriquecimiento bacteriano por ultracentriugacién y la
pertinencia de la eliminacién del rRNA para poder secuenciar la mayor cantidad posible de mRNA,
teniendo de esta manera una buena aproximacién de la expresién de la manera més global posible y
determinar como se da el proceso de regulacion génica bacteriano en un hospedador animal, lo cual
permite hacer predicciones sobre los mecanismos bacterianos durante el proceso de infeccion.

2.3.1.7.Clasificacion funcional de genes DE en pulmones de ratones infectados con
323 Beijing-Like de acuerdo a categorias de TUBERCULIST

Una vez realizados los anélisis globales de expresion diferencial y de hacer los analisis ontoldgicos
de los genes, se categorizaron los genes obtenidos anteriormente en categorias funcionales de
acuerdo a los grupos de TUBERCULIST https://mycobrowser.epfl.ch/genes/Rv0791c¢), que agrupa
los genes anotados a partir del genoma de H37Rv en 11 categorias funcionales principales: 1) Pared
Celuar y procesos celulares, 2) Proteinas hipotéticas conservadas, 3) Vias de Informacion, 4)
Secuencias de insercion y fagos, 5) Intermediarios de metabolismo y respiracion, 6) Metabolismo
de lipidos, 7) Proteinas PE/PPE, 8) Proteinas regulatorias, 9) Proteinas de funcién desconocida, 10)
Virulencia, detoxificacion y adaptacion y 11) Sin funcion asignada. A continuacion, en la Figura 2-
4 se muestra la distribucion del listado de genes DE en categorias funcionales. En el caso de los
ratones infectados con 323 Beijing-Like, se obtuvo que a lo largo de la infeccion (dia 3, 14 y 28 PI),
mas del 20% de los genes DE se agruparon en la categoria de genes que codifican para proteinas
intermediarias del metabolismo y respiracion, otro 20% se agruparon en la categoria de genes
codificantes para proteinas asociadas a biosintesis de pared celular y procesos celulares y otro
porcentaje similar de genes se agrup6 bajo la categoria de proteinas hipotéticas, los demas genes DE
se distribuyeron en porcenaje similar en el resto de las categorias, sin embargo, las categorias con
menor numero de genes asociados fueron la categoria de proteinas con funcion desconocida y la
categoria de secuencias de insercion y fagos. Estos resultados muestran que la expresion de genes
asociada a cada uno de los grandes grupos de proceso biolégicos bacterianos se mantiene casi
invariable a lo largo de la infeccion, haciendo necesario hacer un anélisis puntual de los genes DE,
para de esta manera establecer diferencias a lo largo de la cinética de la infeccion, ya que como se
observo en los analisis anteriores se produce una expresion diferencial de pocos genes que
posiblemente brinden explicacion sobre el comportamiento virulento de esta cepa.
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Figura 2- 4. Clasificacién de genes diferencialmente expresados a partir de RNA-seq de pulmones de ratén
Balb/c infectados con 323 Beijing-Like. A) Distribucién en categorias funcionales al dia 3 PI. B) Dia 14 PI.
C) Dia 28 PI. D) Consolidado de porcentajes de genes en cada categoria funcional.

2.3.1.8. Genes de Mtb 323 Beijing-Like diferencialmente expresados en fase temprana,
intermedia y aguda de TB en ratones Balb/c, evaluando la expresion diferencial

de genes a lo largo de la infeccion.
Una vez se detectaron los genes de Mtb con las lecturas que mapearon contra regiones codificantes,
se realiz6 la anotacion de dichas regiones gendmicas. Los archivos obtenidos del mapeo, fueron
utilizados para determinar la expresion de genes de las cepas 323 Beijing-like y 391 Beijing-Clasico,
utilizando la herramienta featureCounts del paquete SUBREAD (http://subread.sourceforge.net/), en
la que la expresion de genes es determinada de acuerdo al nimero de lecturas que se mapean al gen.
Inicialmente, la comparacion para la deteccion de los genes diferencialmente expresados se realizd
intra-cepa comparando el dia 3, contra los dias 14 y 28 Pl para 323 Beijing-Like y adicionalmente
dia 60 para 391 Beijing-Clasico. Para cada una de las condiciones comparadas, se tomaron los genes
cuyo FDR fuese menor o igual a 0,05 (FDR<=0.05). El listado de genes obtenido, representa genes
que desde el punto de vista estadistico estdn siendo diferencialmente expresados entre las
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condiciones evaluadas; para estos genes se determind la magnitud de la diferencia en expresion y se
le asignd su respectiva funcién molecular con su respectivo identificador.

Para observar de manera general como se llevo a cabo el proceso de expresion, con el listado de
genes DE se construyeron mapas de calor para observar a groso modo la ditribucién de los mismos
en los diferentes grupos experimentales, mostrando si hubo o no expresién compartida de dichos
genes. En la Figura 2-5 se muestra el mapa de calor generado por agrupamiento (clustering), el perfil
de expresién global de genes para 323 Beijing-Like, en donde se observan los genes DE por cada
replica bioldgica (n=3) y técnica (n=4). Se observan dos grandes grupos con un perfil de expresion
diferente entre ellos, el primero conformado por los animales a los 3 y 14 dias Pl y el segundo grupo
esta conformado por los animales al dia 28 PI.

Después de observar la distribucion global de los genes DE, se determiné especificamente cuales
genes mostraron o no expresion compartida al comparar el dia 3 Pl, con dia 14 y 28 PI, de manera
tal que se pusieron observar los cambios en la expresion a lo largo (progreso) de la enfermedad en
los pulmones de los animales, por lo que se construyeron diagramas de Venn con cada comparacion,
asi como graficos de barras para obtener una visualizacion méas clara tanto de la variacién en la
expresion de los genes detectados, como de los anélisis de enriquecimiento en Gene Onthology
(GO), para determinar las funciones metabdlicas mas representadas con los genes DE en cada
condicion.
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Figura 2- 5. . Mapa de calor, muestra globalmente la expresién de genes de Mtb 323 Beijing-Like a los 3, 14
y 28 dias PI dias post-infeccion
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En la Figura 2-6 se esquematizan los resultados de los genes diferencialmente expresados de Mtb
323 Beijing-Like en tres fases distintas de la enfermedad comparando contra el dia 3, los dias 14 y
28 PI, en donde se obtuvo que para el dia 14 vs 3 se encontraron 15 genes diferencialmente
expresados (DE), de los cuales 8 se expresaron también al comparar 28 vs 3, adicionalmene se
encontraron sobreexpresados 35 genes DE para un total de 43 genes DE.Por Gltimo, al comparar 28
vs 14 se encontraron 9 genes DE, de los cuales dos se expresaro negativamente en 14 vs 3y 2 se
expresaraon negativamente en 28 vs 14.

Condicion # Genes

33

VA

Figura 2- 6. Genes DE en el transcurso de la cinética de infeccion en raton Balb/c para 323 Beijing-Like. La
determinacion de genes DE se realiz6 al comparar dia 14 vs dia 3 PI, dia 28 vs dia 3 Pl y dia 28 vs dia 14 PI.

A partir del analisis de genes DE con los datos obtenidos con el programa Deseq y basandose en el
valor del Fold-Change (FC), se obtiene que los genes con mayores niveles de expresion son el gen
de la Fosphoenolpiruvato carboxiquiasa (Rv0211, UB21 01125), el cual se expresa 4,7 veces mas
en el dia 14 comparado con el dia 3, seguido del gen HspX o a-cristalina (Rv2031c, UB21_10745)
con una expresion de 4,5 veces mas expresion al dia 14 vs dia 3 y una toxina-ribonucleasa (Rv2231A,
UB21_11805) la cual se expresa 4,1 veces mas al dia 14 vs 3 (Figura 2-7, Tabla 2-6).
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Figura 2- 7. Esquema de niveles de expresion de los genes DE encontrados al comparar dia 14 vs dia 3 Pl de

Mtb 323 Beijing-Like, obtenidos al calcular el Fold-Change (FC) P<0,005.

Tabla 2- 6. Listado de genes sobreexpresados de Mtb 323 Beijing-like al dia 14 vs 3 PI.

Gene id Log FC Log CPM F P-Valor FDR Descripcion H37Rv

[Fosphoenolpiruvato

[UB21 01125 4,76438 6.286556 32,74404 1.0SE-08 4,08B-05 |carboxiquiasa Rv0211

[UB21 10745 4,665928 6,323558 30,57802 321E-08 6,22E-05  |[HspX Rv2031c

[UB21 11805 4,093847 5,689083 27.85223 1,31E-07 1,69E-04 [ribonuclease, toxin Rv2231A

[UB21 09740 3,74447 5,738695 2428152 8.60E-07 8,33B-04  [NADH dehydrogenase [Rv1854c

[UB21 05690 3,585101 5,748473 22,55484 3,24E-06 2,51E-03 |cysteine dioxygenase  [Rv1065
[pyruvate

[UB21 13260 3,463562 5,677991 21,10295 1.23E-05 6,.80E-03 |dehydrogenase Rv2497¢

[UB21 10595 3,434509 5,797616 20,80848 1.23E-05 6,80E-03 [|ferredoxin Rv2007c

[UB21 05500 3,434365 5,539757 19,29259 2,40E-05 1,16E-02 ftranscriptional regulator[Rv1033c
lhypoxic response

[UB21 13940 3,233595 5,807637 18,70437 4,69E-05 2,02E-02 |protein 1 Rv2626¢

[UB21 03985 3,092501 5,669055 17,50399 1.81E-04 4,676-02  |hypothetical protein _ [Rv0755¢
dihydrodipicolinate

[UB21 14600 3,088266 5,612478 1745962 9.19E-05 3,56E-02 |synthase Rv2753¢c

[UB21 06470 298217 5,591367 16.41583 1.81E-04 4,676-02  |hypothetical protein  [Rv1211

[UB21 05260 2.971269 5.496508 14,93577 1,81E-04 AFRan | il Rv0991c

- transcriptional regulator
[UB21 01170 2.878059 5.715116 14.65379 1.29E-04 455802 l|esterase Rv0220
[UB21 11145 2,825271 5,868608 14.47697 1,42E-04 4,58E-02  |PE family protein Rv2107
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Con la lista de los genes sobreexpresados al dia 14 vs 3, se realizé un analisis de enriquecimiento
funcional haciendo la anotacién de los genes por analisis ontoldgicos usando los recursos de la base
de datos GeneOntology (Figura 2-8), con el fin de determinar las funciones moleculares de los genes
DE, los procesos bioldgicos en los cuales se encuentran implicados y/o el compartimento celular en
el que se encuentran ubicados. Basandose en las ontologias, es posible hacer un mapeo funcional de
los genes de un organismo, en este caso cepas de genotipo Beijing. Al hacer la transformacion del
valor P de los datos, para comparar la funcion de cada gen contra el universo de genes presentes en
el repositorio, se obtuvo que la funcién mas sobrerrepresentada fue la de respuesta ante la respuesta
inmune del hospedador; es decir que la maquinaria génica de la bacteria sefializa la expresion de
genes que le permitan evadir o sobrevivir al atague inmune del ratén en este caso. En segundo lugar,
la otra funcién mas sobrerrepresentada fue la de genes asociados a hipoxia, la sobreexpresion de
estos genes se da como una respuesta adaptativa ante microambientes celulares deletéreos para la
bacteria con bajas concentraciones de oxigeno, aunque a las dos semanas de infeccion, la bacteria se
encuentra en un proceso de adaptacion al microambiente celular, la evidente presencia de
granulomas en gran nimero y tamafio, se asocia coherentemente con la activacion de genes asociados
con esta funcion que le permite a los bacilos estar en dormancia, a la espera de reactivacion
metabdlica ante la aparicion de condiciones mas favorables.

Cepa 323 D14 vs D3

Gene Ontology -logl0(p)

GO:0005886|plasma membrane [N
GO:0005737|cytoplasm [N
GO:0055114joxidation-reduction process [NNEGNG
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G0:0005515|protein binding  [[NNENEGEGEEN
Go:0005618/cell wall [
GO0:0005829]cytosol |-
GO:0005576lextracellular region [N
GO:0001666[response to hypoxia [

GO:0052572[response to host immune response |

o 0.5 1 1.5 2 25 3 35

Figura 2- 8. Andlisis ontologico de genes de Mtb 323 Beijing-like al dia 14 vs 3 PI.

Posteriormente se realizdé el mismo analisis para los genes DE al comparar 14 y dia 28 PI, se
obtuvieron 8 genes sobreexpresados (expresion compartida) entre el dia 14 y dia 28 PI, los cuales
se relacionan en la Figura 2-9 y son: fosfoenol piruvato quinasa (Rv0211), el cual esta involucrado
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en la gluconeogénesis, en la formacion y elongacion de las cadenas de acidos grasos, catalizando la
conversién de oxaloacetato a fosfoenolpiruvato dependiente de GTP, estos procesos favorecen la
infeccion de los macrofagos por parte de las bacterias, gracias a la induccién en la produccion de
citoquinas proinflamatorias como IFN-y, IL-12, y TNF-a por parte de las células inmunes de los
ratones. También se observé la expresion del gen de la a-cristalina (Rv2031c), se ha observado que
las bacterias que sobreexpresan este gen crecen mas lentamente que las bacterias que no lo
sobreexpresan, haciendolas menos susceptibles a la autdlisis después de la saturacion del cultivo in-
vitro, lo que sugiere que esta proteina puede ralentizar la tasa de crecimiento de Mtb en cultivo y
durante la infeccién de macrofagos. El gen de la Probable NADH deshidrogenasa (Rv1854c), el gen
de la ferredoxina fdxA (Rv2007c), el gen que codifica para la Proteina 1 de respuesta a hipoxia
hrpl Rv2626¢, el gen que codifica para la proteina hipotética no caracterizada de la familia PPE
PPE12 (Rv0755c) y el gen PE22 (Rv2107) parte de la familia de proteinas PE [343].

Gene _id Description

UB21 01125 phosphoenolpyruvate carboxykinase

UB21 10745 antigen

UB21_11805 ribonuclease

UB21_09740 NADH dehydrogenase

UB21_05690 cysteine dioxygenase

condltlon # genes UB21_13260 pyruvate dehydrogenase

mn o o
m“ A' UB21_05500 transcriptional regulator
m UB21_ 13940 hypoxic response protein 1

UB21_03985 hypothetical protein

UB21_14600 dihydrodipicolinate synthase

UB21_06470 hypothetical protein

UB21_05260 FmdB family transcriptional regulator

UB21_01170 esterase

UB21 11145 PE family protein

Figura 2- 9. Genes con expresion compartida al dia 14 y 28 Pl en 323 Beijing-Like

Por Gltimo, se hizo la comparacion de los genes DE entre el dia mas temprano de infeccion (dia 3) y
el dia mas tardiao de la infeccion (dia 28), observando un mayor nimero de genes con expresion
diferencial, en total 43 genes DE (Figura 2-10 y Figura 2-11). Los genes que mostraron expresion
compartida con el dia 14 se describieron anteriormente; entre los genes que se encontraron DE que
mas llaman la atencién estan el espA (Rv3616c) codificante para la proteina EspA asociada al sistema
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de secrecion ESX-1 el cual es requerido para la secrecién de EsxA (ESAT-6) y EsxB (CFP-10) y
para la virulencia en Mtb, involucrado en la translocacion de bacterias del fagolisosoma al
citoplasma. Por otro lado, el gen codificante para la proteina chaperonina de 10 Kda GroES (Rv3418c
0 groS) que acompafia la union de ATP mediada por magnesio a la proteina chaperonina 2 Cpn60,
suprimiendo la actividad ATP-asa, esta involucrada en la respuesta celular al calor, en el plegamiento
de proteinas y se sobreexpresa ante la presencia de antibidticos y en respuesta al calor. Otro gen de
interés es el sigB (Rv2710) codificante para el factor Sigma B de la RNA polimerasa. En general, los
factores sigma acttian como factores de iniciacion que promueven la unién de la RNA Polimerasa a
sitios especificos de iniciacion de transcripcién. Especificamente, el factor Sigma B es un factor no
escencial principal que se activa ante condiciones de hipoxia y estrés en la envoltura celular,
controlando un regulén de ~40 genes que estan involucrados con la expresion de 100 genes
adicionales que se alteran ante condiciones de estrés y otros ~50 genes que se alteran ante estrés
oxidativo [344]. Por ultimo, el gen fadD13(Rv3089) codificante para la proteina FadD13, la cual es
requerida para el mantenimiento y composicion adecuada de los &cidos micélicos, balanceando la
permeabilidad de la envoltura celular ante la exposicion a pH &cido, a partir de la catélisis de la
activacion de los &cidos grasos de cadena larga como el acyl-CoA, los cuales son transferidos como
policétido sintasas (PKS) funcionales de tipo Ill para la posterior extension en la longitud de las
cadenas, en la Figura 2-12 se observa el analisis ontolédgico de los genes DE [343].

Gene_id logFC logCPM F PValue FDR Description

UB21_10745 4,801085 6,323558 3252817 1,18E-08 4,56E-05 antigen
UB21 01125 4,553195 6286556  29,83741 47IE0B  9,12E05 phosphoenclpyruvate carboxykinase
UB21_07195 3,859751 5713761 2547969 4,486-07 4.97E-04 long-chain fatty acid—CoA ligase
UB21_13940 3824701 5807637 2521539 513E07  497E04 hypaxic response protein 1
UB21_10585 3,603488 5797616 2261483 3,99E-06 3,09E-03 ferredoxin
UB21_09200 3,481536 5,614943 20,9853 767606 495E-03 hypothetical protein
Ty UB21_12620 3,338557 5734725 19,63742 9,37E-06 5,19€-03 peptide synthetase
Condition #genes UB21_07200 3,30201 5643119 1939906 551605 142602 acyl-CoA dehydrogenase

15 UB21_07405 3,289981 6,97894 17,15141 3,45E-05 1,34E-02 carbamayl phosphate synthase small subunit
m_ UB21_147% 3211753 5618117 18,42489 107604 172602 transposase
m“ — UB21_13030 3,210709 5,601996 18,29895 1,07e-04 1,72e-02 2-axoacid ferredoxin oxidoreductase subunit beta
UB21_13935 3,16179 5543032 17,22826 1,07E-04 1,72E-02 zinc metalloprotease
m— UB21_04900 3,132385 5587055 1745184 207604 251602 transposase
UB21_05690 3,124598 5,748473 1783736 1,07e-04 1,72E02 «cysteine dioxygenase

UB21_10740 3,124578 6,340949 19,29208 112605 5,44E-03 hypothetical protein
UB21_D3985 3,103359 5669055  17,73373 107604 172602 hypathetical protein
UB21_08890 3,09999%8 5574233 17,21372 1,076-04 1,72€-02 colled-coll structural protein
UB21_11145 3052365 5868608 1696167 382605 134602 PE family protein
UB21_14370 3,050444 5506328 1573028 107604 172602 ribonuclease BN
UB21_06035 3003534 5,531237 1584837 2,07€-04 2,51E-02 2-methylcitrate dehydratase
UB21_17440 3,00219% 5589889 1653943 207608 251802 Llysine amino transferase
UB21_04060 2980871 5498753 14,95564 4,056-04 3,82E-02 aldehyde dehydrogenase
UB21_04355 2973702 5914852 17,3793 306E05 132602 acyl-ACP desaturase
UB21_13930 2,951424 5,494792 14,68071 A405E-D4  3.82E-02 universal stress protein
UB21_00030 2949749 5,504322 16,1898 207604 251602 hypathetical protein
UB21_07815 2,908634 6529315 1630702 530605  1,426-02 endonuclease
UB21_17690 2,881249 5,601658 1561937 4,056-04 382602 hypothetical protein
UB21_16580 2,873526 5944019 1634003 530ED5 142602 diacylglycerol D-acyltransferase
UB21_00490 2,841856 5713446 14,37787 1,50€-04 2,23E-02 MTA/SAH nucleosidase
UB21_09740 2,807922 5738695 1508618 405ED4 382602 NADH dehydrogenase
UB21_16945 2,800222 5504779 13,99737 4,056-04 3,82€-02 ABC transporter ATP-binding protein
UB21 02085 2,788531 5548568 1460471 405604 3,82E-02 i i reductase

B21_19190 2,771547 6,290619 1561013 7,79E-05 1,72€-02 secretion protein EspA
UB21_12690 2,728031 6027815 1650518 485605 142802 hypathetical protein
UB21_13925 2,711893 5055613 1539816 B71E-05 _ 1,72E-02
h B21_14385 2639889 6,045219 1445063 144604 2,23E-02 RNA polyms ) Sigh
UB21_06040 2,599251 5767225 1281907 343604 382602 citrate synthase
UB21_00430 2,535793 5802003 12,5891 4,16E-D4  3,84E-02 hypathetical protein
UB21_10150 2498768 6,298264 13,2068 279604 328602 acyl-CoA dehydrogenase
UB21_05350 -2,549355 5,008153 13,90015 193604  2,51E-02 hypathetical protain
UB21_18140 -2,610708 5921974 12,75803 3,91E-04 382602 molecular chaperone GroEs

N 1-phosphate uridyl se/glucosamine-

UB21_05410 -2,862378 5511328 1539576 A465ED4  4,19E-02 1-phosphate
UB21_06605 -2,987181 5,46092 14,6403 2,056-04 2,51E-02 ABC transporter ATP-binding protein

Figura 2- 10. Genes sobreexpresados al dia 28 P1 con respecto al dia 3 PI en 323 Beijing-Like
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Figura 2- 11. Esquema de niveles de expresion de los genes DE encontrados al comparar dia 3 vs dia 28 Pl
de Mtb 323 Beijing-Like, obtenidos al calcular el Fold-Change (FC) P<0,005.
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Figura 2- 12. Andlisis ontologico de genes de Mtb 323 Beijing-like al dia 3 vs 28 PI.
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Condition # Genes --------
. cell division .
; UB21_19160 3.,484799  5,646052 22,69326 3,05E-06 0,00295862 rotein FtsH Rv3610c
14vs 3 15 pi
UB21_18055 3,053796 549122 1623747 1,09E-04 0,04689516 hg;’&:[‘:i‘;le Rv3401
28 vs 14 9:3 6 peptide
UB21_12620 2853675 5734725 1582371  696E-05 003849868 Rv2383c

synthetase
Lipoprotein

UB21_16615 -3045467 5509589 1832161  813E-05 0,03938771 I Ry0419
: : ; : : peptidase
molecular

UB21 02295 -308581 682154 1707059  3,60E-05 0,02326892 chaperone  Rv0440
GroEL

UB2L 05500 -3.434365 5539757 2071015 877E-06 0,00679725 TANSCHPHON  poygaze
’ ; : : : al regulator
molecular

UB21_18140 -3,541326 5,921974 24,07156 9,29E-07  0,0012001 chaperone Rv3418¢
GroES
nitrate

UB21 06240 -3816616 564963 2638263  2,80E-07 0,00054325 Rv1164
- reductase

UB21_11805 -4,093847 5,689083 2990755  4,54E-08 0,00017588 rbonuclease Rv2231A

Figura 2- 13. Genes DE para 323 Beijing-Like al dia 28 vs dia 14 PI

Al analizar el listado de genes DE de acuerdo al logaritmo del Fold Change, comparando el dia 14
P1 con el dia 28 PI se encontraron tres genes sobreexpresados, comenzando con el gen que codifica
para la proteina metaloproteasa de zinc asociada a ATP Fsth (Rv3610c) que se expresa ~3.5 veces
mas al dia 28 con respecto al dia 14 Pl y actua como una metalopeptidasa de Zinc dependiente de
ATP asociada a proteinas de membrana y citoplasma, con efecto sobre el control de proteinas
integrales de membrana. En segundo lugar, se encontr6 el gen que codifica para la glicosil hidrolasa
(Rv3401) no caracterizada, que se sobreexpresa ~3.1veces mas al dia 28 Pl y la péptido sintasa
Feniloxazolina (Rv2383c), la cual se expresa ~2.9 veces mas al dia 28 PI, cuya funcion esta asociada
a los estadios iniciales de la via biosintética de la micobactina, el cual es un proceso esencial para el
crecimiento dentro de los maréfagos Figura 2-13 [343].

Cabe resaltar que, al hacer esta comparacion, con el fin de determinar expresion diferencial durante
la progresion de la enfermedad, se detectaron genes con expresion negativa. EI menos expresado fue
el gen que codifica para la ribonucleasa VapC16 (Rv2231A) el cual se expresd ~4.1 veces menos al
dia 28 con respecto al dia 14 PI, esta proteina es un componente del sistema toxina-antitoxina tipo
Il con funcion RNAsa, seguido del gen que codifica para una posible enzima nitrato reductasa
respiratoria sin caracterizacion a nivel funcional expresandose 3,81 veces menos al dia 28 P1, y el
tercer gen menos expresado fue el codificante para la proteina chaperonina molecular GroES
(Rv3418c), con actividad supresora de ATPasa, expresandose 3.54 veces menos al dia 28 P1. En esta
fase de la enfermedad se detecta la expresion de genes asociados a un estado metabolico activo de
la bacteria y en simultanea encontramos la expresion de genes asociados a metabolismo estético o
reducido, sugieriendo una contrarregulacion que puede estar desencadenada por la interaccion de la
bacteria con el sistema inmune, con un control somero de la infeccion con la persistencia de algunos
granulomas en coexistencia con bacilos metabolicamente activos que en esta fase causan graves
dafios pulmonares en los animales con desenlace fatal Figura 2-13 y Figura 2-14 [343].
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323 Beijing-Like D14 vs D28

Log_FC

ribonuclease

nitrate reductase

molecular chaperone GroES
transcriptional regulator
molecular chaperone GroEL
hypothetical protein

peptide synthetase

glycosyl hydrolase

cell division protein FtsH

Figura 2- 14. Esquema de niveles de expresion de los genes DE encontrados al comparar dia 14 vs dia 28 Pl
de Mtb 323 Beijing-Like, obtenidos al calcular el Fold-Change (FC) P<0,005.

En cuanto al analisis ontolégico, se obtuvo que la funcién més sobrerepresentada fue la de union a
proteinas no plegadas, seguido de genes activados en respuesta a hipdxia y genes con asociacion y
funcion a nivel extracelular, confirmando la coexistencia de bacilos con metabolismo activo
produciendo TB activa y bacterias en dormancia o adaptandose a condiciones poco favorabes para
ellas en el microambiente en el que se encuentran Figura 2-15.

Cepa 323 D14 vs D28
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GO:0005524|ATP binding

GO:0005576|extracellular region

GO:0001666|response to hypoxia

GO:0051082funfolded protein binding
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Figura 2- 15. Andlisis ontologico de genes de Mtb 323 Beijing-like al dia 14 vs 28 PI.
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Por dltimo, utilizando las lecturas que mapearon contra genes, se realiz6 un analisis de linea de
tiempo, para visualizar la variacion en la presencia de lecturas a lo largo de la infeccion (Figura 2-
16) con un grupo de 15 genes observando que genes como los codificantes para a-cristalina,
fosfoenolpiruvato quinasa, Hrpl, PE22 y ferredoxina muestran un mayor namero de lecturas al dia
28 que al dia 14 PI, y genes codificantes para TrcR, VapC16 NADH deshidrogenasa disminuyen su
expresion hacia el dia 28. En conclusion, los analisis antes presentados, muestran una importante
variacion a nivel de la funcion de los genes que se encontraron DE a lo largo de la cinética de
infeccion, mostrando que al inicio de la infeccion (Dia 3 Pl), se encontraron sobreeexpresados genes
gue median los procesos en la celula hospedadora de procesamiento y presentacion de antigenos,
genes asociados a metabolismo bacteriano activo, en la produccién de acidos grasos, genes asociados
a cadena respiratoria y metabolismo energético. Hacia el dia 14 PI, se sobreexpresaron genes
asociados a supervivencia intracelular, produccion de energia, mantenimiento de integridad celular
y ademas se sobreexpresaron genes como la a-cristalina y otros involucrados en la adaptacion y
sobrevivencia a microambientes adversos para la bacteria, permitiéndole sobrevivir y multiplicarse,
como se pudo evidenciar en los experimentos in-vivo e in-vitro. Hacia el dia 28 Pl se regularon
negativamente genes como el codificante para el regulador transcripcional Rv1033c, el cual se
sobreexpresa como mecanismo de adaptacion y transicion de latencia a reactivacion, sin embargo la
disminucidn en la expresidn en esta fase de la enfermedad se pudo generar gracias a la severidad de
la enfermedad en los animales en esta fase de la enfermedad [343].

40
e===Rv0211 Phosphoenolpyruvate carboxykinase

Rv0220 Esterase LipC
Rv(755c PPE12
Rv0991 Conserved serine rich protein
30 R 1033¢ TrcR
e Rv1065 Uncharacterized protein

@ Rv1211 Conserved protein

Reads

e R'18 54¢ Probable NADH dehydrogenase
e RV2007¢ Fetredoxin
20 ==—Rv2031c Alpha-crystallin (Acr) (14 kDa antigen)
@R v2107 PE family protein PE22
e Rv2231A VapCl6 (RNase VapCl6)
s Rv2497¢ 3-methyl-2-oxobutanoate dehydrogenase
\ Rv2626¢ Hypoxic response protein 1 (HRP1)

10 Rv2753c¢ 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase

0 2
a3 di4 a28

Figura 2- 16. Linea de tiempo generada a partir de las lecturas mapeadas contra genes para determinar la
variacion en la expresion génica a lo largo de la cinética de infeccion en 323 Beijing-Like.
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2.3.1.9. Genes de Mtb 391 Beijing-Clasico diferencialmente expresados en fase
temprana, intermedia y aguda de TB en ratones Balb/c.

Usando la misma secuencia de andlisis para 323 Beijing-Like, se contruyd inicialmente un mapa de
calor con los genes DE (Figura 2-17), en esta gréfica se forman dos grandes grupos de genes con un
perfil global de expresion similar, el primer grupo estd compuesto por los genes DE obtenidos al dia
14 Pl y el segundo grupo, incluye los genes DE en los animales al dia 3, 28 y 60 PI. Es interesante
anotar, que al igual que en el transcriptoma de los ratones, el perfil de expresion de genes al dia 60
Pl, tiende a ser el mismo que al inicio de la cinética de infeccion (dia 3). Por otra parte, el perfil
global de expresion es similiar entre el dia 28 y dia 60 PI que, para el caso de las bacterias estudiadas
en este trabajo, estos son considerados dias tardios de la enfermedad. Fenotipicamente, la
inflamacidn tisular es avanzada y hacia el dia 60 incluso aparece necrosis tisular, en el ratén, se
produce un cambio en la respuesta tratando de reestablecer la respuesta inmune proinflamatoria mas
benéfica para el hospedador pero, dicho cambio ya no tiene ningun efecto benéfico en el animal por
el estado avanzado de dafio en los pulmones, sin embargo este cambio regulatorio, seguramente
desencadena un cambio en el perfil de expresion de la bacteria que también agrupa con el perfil
generado en la fase temprana de la infeccion.

391 Beijing-Clasico

D3 D14 D28 D60

0.24_ 473

3.:‘5‘&‘
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1. Pared Celular y procesos Celulares
300 2. Proteinas Hipotéticas conservadas
3. Vias de Informacion
4. Secuencias de Insercion y fagos
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Figura 2- 17. Clasificacion de genes diferencialmente expresados a partir de RNA-seq de pulmones de ratén
Balb/c infectados con 391 Beijing-Clasico. A) Distribucién en categorias funcionales al dia 3 PI. B) Dia 14 PI.
C) Dia 28 PI. D) Dia 28 PI. E) Consolidado de porcentajes de genes en cada categoria funcional.
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Para esta cepa también se contruy6 un mapa de calor (Figura 2-18) generado por agrupamiento
(clustering), el perfil de expresion global de genes para 323 Beijing-Like, en donde se observan los
genes DE por cada replica biolégica (n=3) y técnica (n=4). Los genes DE se agruparon de forma
diferente a 323 Beijing-Like, en este caso se formd un grupo de genes al dia 14 P1y otro gran grupo
de genes a los dias 3, 28 y 60 PI.
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Figura 2- 18. . Mapa de calor, muestra globalmente la expresién de genes de Mtb 391 Beijing-clasico a los 3,
14, 28 y 60 dias PI
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Figura 2-19 se muestran los resultados de los genes DE de Mtb 391 Beijing-Clasico en tres fases
distintas de la enferemedad comparando contra el dia 3, los dias 14, 28 y 60 PI se obtuvo que para
el dia 14 vs 3 se encontraron 19 genes expresados (DE), 17 de los cuales se expresaron negativamente
y 2 se sobreexpresaron, 13 genes de 14 vs 3, también se encontraton DE al dia 28 vs 14 y a su vez,
este dia se concontraron 113 genes DE, 43 sobreexpresados y 71 regulados negativamente; por
altimo al comparar dia 60 vs dia 28 solo se encontrd un gen DE, siendo concordante las
observaciones encontradas aqui con el perfil global de expresion observado en el mapa de calor
(Figura 2-18). En la Tabla 2-7, se muestra el listado de genes DE comparando dia 14 vs dia 3 PI,
en donde se muestran los valores del FC, el valor de P y los genes con su respectivo indicador.

Condition # genes

BT
Caen | w 2N

60 vs 28 1

Figura 2- 19. Genes DE en el transcurso de la cinética de infeccién en ratén Balb/c para 391 Beijing-Clésico.
La determinacion de genes DE se realizé al comparar dia 14 vs dia 3 PI, dia 28 vs dia 14 Pl y dia 60 vs dia 29
Pl.

A partir del analisis de genes DE con los datos obtenidos con el programa Deseq y basandose en el
valor del FC, se obtiene que los genes con mayores niveles de expresion son el gen de la Alquil
Hidroperdxido reductasa (Rv2428), el cual se expresa 3.34 veces mas en el dia 14 comparado con el
dia 3, actuando como una peroxidasa especifica de Tiol que cataliza la reduccién del peréxido de
hidrégeno e hidroperoxidos organicos a agua y alcoholes, esta funcion protege la célula bacteriana
del estrés oxidativo por medio de la detoxificacion de peroxidos, también protege la bacteria de los
intermediarios de nitrdgeno y el estrés oxidativo generado por la respuesta inmunoldgica del
hospedador [345]. En segundo lugar, se encontr6 el gen hemA (Rv0509) codificante para la glutamil
tRNA reductasa con una expresion de 1,6 veces mas expresion al dia 14 vs dia 3, cuya funcion es la
de catalizar la reduccion de Glutamil-tRNA a glutamato-1-semialdehido dependiente de NADPH,
cuya importancia es la sintesis de componentes metabolicos bacterianos [343]. Uno de los genes méas
regulados a la baja fue el gen codificante para una proteina hipotética (Rv1405c) con expresion
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negativa, FC-4.72 y el gen codificante para la proteina DusB (Rv0832c) también con expresion
negativa FC-4.47, el cual cataliza la sintesis de 5,6, Dihidrouridina a una base modificada encontrada
en el bucle D de la mayoria de los tRNA, involucrada en el transporte de mRNA a ribosomas para
sintesis protéica (Figura 2-20, Tabla 2-7) [343].

Cepa 391 D14 vs D3

logFC
hypothetical protein
tRNA dihydrouridine synthase DusB
LLM class F420-dependent oxidoreductase
polyketide synthase
hypothetical protein
ATP-dependent protease ATP-binding subu
TIGR02569 family protein
lysine 6-monooxygenase
hypothetical protein
'NDP-hexose 4-ketoreductase
polyketide synthase
PE family protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
peptidase
hypothetical protein
ghutamyl-tRNA reductase —
alkyl hydroperoxide reductase I
RVnc0002_Asdes —
RVac0024_mcr7
B -5 4 3 2 -1

©

1 2 3 4 5

Figura 2- 20. . Esquema de niveles de expresion de los genes DE encontrados al comparar dia 14 vs dia 3 Pl
de Mtb 91 Beijing-Clésico, obtenidos al calcular el Fold-Change (FC) P<0,005

Tabla 2- 7. Listado de genes sobreexpresados de Mth 391 Beijing- Clasico al dia 14 vs 3 PI.

Gene_id logFC Log CPM F P-Value FDR Description H37Rv
BIM02_ 12845 3,345743 5460225 2089602 2,19E-04 477802 kol hydroperoxide R2428
reductase
BIM02_02645 1,593293 19,728581 8730406 941E-21 3.90E-17 glutamy-RNA Rv0509
— reductase
BIM02_01240 2,367552 17,679969 68.84416 1.07E-16 222E-13  |hypothetical protein| ~ Rv0236¢
BIM02 02365 2524513 5.981821 16.83697 4,03E-05 1LI7E-02 peptidase Rv0457c
BIM02_ 10575 -2,884824 5910414 18,15897 2,03E-05 648E-03  |hypothetical protein]  Rv2015c
[BIM02 07100 3.325380 7.982107 19.66058 9.25E-06 3.84E-03 Probable hydrolase RvI333
[BIM02_09905 -3,35419 7454645 20,05209 7.54E-06 347E-03  |hypothetical protein Rv1898
[BIM02 04385 3.449262 5742028 18.94737 1 A6E-04 337E-02 PE_PGRSI2 Rv0832
IMO02_ 20260 -3,506399 5,817726 19,16671 8,12E-05 1,98E-02 p"lyke“dg synthase| - sgose
[BIM02_19040 3.605175 5.683943 21.17627 432E-05 LL7E-02 clpcl Rv3396¢
BIMO02_09420 23.610097 7221804 18,70069 1.53E-05 5.00F-03 PPE2S RvI800
[BIM02_12555 -3,690734 7,203612 2188888 2,89E-06 1.71E-03 lysine 6- Rv2378¢
monooxygenase
: :
BIM02_16970 -3,718042 5,558746 22,67809 4,52E-05 L17E-02 TIGR(;?;)?:;“‘“‘W Rv3203¢
[BIM02 12995 3.768027 5.504738 2321428 LA1E-05 5.29E-03 clpX Rv2457c
BIM02_05540 -3.847241 7648535 23.72615 1.11E-06 921E-04  |hypothetical protein|  Rv1046¢
[BIM02 06290 3.980128 5682018 259065 441E-06 2.29E-03 pksd Rv1181
LLM class F420-
BIM02_04155 4426075 8,95608 2223517 2,41E-06 1.67E-03 dependent Rv0791c
oxidoreductase
tRNA
[BIM02_04320 4470263 9243032 2669808 2,38E-07 247E-04 dihydrouridine Rv0832¢
synthase DusB
. . Putative
IM02_07485 ~4,721941 5817271 3648451 2,55E-09 3,53E-06 Rv1405¢
[B methyltransferase
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Con la lista de los genes sobreexpresados al dia 14 vs 3, se realiz6 un andlisis de enriquecimiento
funcional haciendo la anotacién de los genes por analisis ontoldgicos usando los recursos de la base
de datos GeneOntology, Al hacer la transformacion del valor P de los datos, se obtuvo que la funcion
mas sobrerrepresentada fue la de plegamiento de proteinas seguida de cerca por la funcion de
protedlisis y actividad peptidasa. Las funciones menos represantadas fueron las asociadas a la
membrana plasmatica, componentes integrales de membrana, funciones asociadas a union de ATP
y de pared celular (Figura 2-21).

Cepa 391 D14 vs D3
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Figura 2- 21. Analisis ontolégico de genes de Mth 391 Beijing-Clésico al dia 14 vs 3 PI

Siguiendo el esquema de analisis para cada cepa, se encontr6é que al comparar dia 28 vs dia 14, se
encontré la sobreexpresion de 56 genes y una expresion negativa de 71 genes (Figura 2-22, Tabla
2-8 y Tabla 2-9). De los 56 genes sobreexpresados, los mas representativos son el gen codificante
para LLM dependiente de F420 oxidoreductasa (luciferasa-like monooxigenasa) (Rv0791c,
BJM02_04155), expresado 6.16 veces mas al dia 28 que en dia 14, el gen codificante para la tRNA
dihidrouridina sintasa DusB (Rv0823c, BJM02_04320) expresado 5,042768 veces mas al dia 28 y el
gen codificante para la PPE28 sin funcién caracterizada (Rv1800, BJMO02_09420) expresado
4,964856 veces mas al dia 28 PI (Tabla 2-8).

Entre los genes regulados negativamente, se encontr6 que el gen EccD de secrecion integral de
membrana tipo VII (Rv3448, BIM02_18285) se expresa 8 veces menos al dia 28 vs dia 14 PI, este
gen pertenece al sistema de secrecién ESX-4, categorizado como un excelente blanco terapéutico
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ubicado en pared celular y como componente integral de la membrana plasmatica involucrado en el
transporte de factores de virulencia micobacterianos. EI gen codificante para la enzima amidasa
AmiB2 amiB2 (Rv1263) que se expresa 7 veces menos al dia 28 PI involucrado en el metabolismo
de glutamina, glutamato y nitrégeno importante para la biosintesis bacteriana y el gen codificante
para un miembro de la familia de proteinas hipotéticas PE_PGRS12 que se expresa 6,8 veces menos
al dia 28 PI al comparar con dia 14 Pl (Tabla 2-9) [343].
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Figura 2- 22. Esquema de niveles de expresion de los genes DE encontrados al comparar dia 14 vs dia 28 PI
de Mtb 91 Beijing-Clasico, obtenidos al calcular el Fold-Change (FC) P<0,005.
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Tabla 2- 8. Listado de genes de Mth 391 Beijing-Clasico sobreexpresados al dia 28 vs dia 14 PI.

Gene_id | logFC [ logCPM F P-Value | FDR Description H37rv
LLM class F420-dependent
BIMO02 04155 | 6,161633 8,95608 43,1773 5,01E-11 1,09E-08 oxidoreductase Rv0791c
tRNA dihydrouridine
BIMO02 04320 | 5,042768 9.243032 3344197 7.35E-09 8.97E-07 synthase DusB Rv0832¢
BIMO02 09420 | 4.964856 7,221804 39,25838 3,72E-10 7,01E-08 PPE28 Rv1800
BJIMO02 12555 4,51926 7.293612 34.82206 3,02E-09 5.,00E-07 lysine 6-monooxygenase Rv2378¢
BIMO02 05540 4,33696 7,648535 31,14205 2.40E-08 2,77E-06 hypothetical protein Rv1046¢
BIMO02 06610 | 4.260357 7,155524 34,82066 3,62E-09 5,00E-07 Probable lipoprotein Rv1244
oppA Probable periplasmic
BIMO02 06790 | 4,185108 6,947319 33,06964 8,91E-09 1,05E-06 oligopept Rv1280c
D-alanyl-D-alanine
BIMO02 02065 | 4,125091 5,769533 2816276 3,74E-07 3,10E-05 carboxypeptidase Rv0399¢
BIMO02 10680 | 4.090401 6,013957 253556 9.13E-07 7.01E-05 hypothetical protein Rv2030¢
BIMO02 10615 | 4,006982 6,592016 29.84709 4 68E-08 5,17E-06 hypothetical protein Rv2020c
BIMO02 07100 | 3.993638 7,982107 2889875 7,64E-08 7.54E-06 Probable hydrolase Rv1333
BIMO02 12190 | 3.941856 8,323141 28.,05405 1,18E-07 1,09E-05 hypothetical protein Rv2311
RNA polymerase subunit
BIMO02 00960 | 3.892185 7.420042 29.82315 4,74E-08 5,17E-06 sigma-70 Rv0182¢
BIMO02 04385 | 3.831653 5,742028 24,36633 3,50E-06 2 38E-04 PE PGRSI12 Rv0832
BIMO02 09905 3,82873 7.454645 27,04638 1,99E-07 1,79E-05 hypothetical protein Rv1898
BIMO02 20260 | 3.663317 5,817726 21,69504 1,35E-05 8.23E-04 pks2 Rv3825¢
BIMO02 07485 | 3.571515 5817271 20,51425 3,34E-05 1,84E-03 Putative transferase Rv1405¢
BIMO02 04120 | 3,567394 5,61443 2148819 5,25E-05 2,47E-03 [FAD-binding dehydrogenase] Rv0785
BIMO02 01240 | 3.533462 17,679969 138.,90298 4,75E-32 6,56E-29 hypothetical protein Rv0236¢
BIMO02 08815 | 3.499813 6,969061 26,1088 3,23E-07 2,79E-05 hypothetical protein Rv1676
BIMO02 13055 | 3.456891 6,272694 2437552 7.93E-07 6,20E-05 aminopeptidase N Rv2467
IPPOX class F420-dependent
BIMO02 00650 3,4392 6,166289 25,09969 5.45E-07 4,34E-05 oxidoreductas Rv0121c
transcription-repair coupling
BIMO02 05390 | 3.429572 7.34017 25,59379 4,22E-07 3.43E-05 factor Rv1020
BIMO02 05815 | 3,341847 5,520212 18,90423 2,06E-04 8,82E-03 |desA2 acyl-ACP desaturase| Rv1094
BIMO02 04865 | 3,305227 5,402299 17,67747 2 06E-04 8,82E-03 transposase Rv0922
pdhA pyruvate
dehydrogenase (acetyl-
BIMO02 13210 | 3277852 5,339893 16,0577 2 06E-04 8.,82E-03 transfer Rv2497¢
alpha-hydroxy-acid
BIMO02 09775 | 3.241834 5,67968 17,58144 3,26E-04 1,33E-02 oxidizing enzyme Rv1872¢
TetR family transcriptional
BIMO02 01430 | 3.230273 6,865987 2273259 1.86E-06 1,29E-04 regulator Rv0273¢c
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Tabla 2- 9. Listado de genes de Mth 391 Beijing-Clésico expresados negativamente al dia 28 vs dia 14 Pl

Gene_id logFC [logCPM F P-Value| FDR Description H37rv

type VII secretion-
BJMO02_20575 | -3,749789 | 7,008215 | 36,38209 | 1,62E-09 | 2,81E-07 associated serine pr Rv3886¢

pknB serine/threonine
BJM02_00095 | -3,765069 | 5,665208 | 34,29034 | 4,76E-09 | 6,36E-07 protein kinase Rv0014c
BJM02_17500 | -3,824659 | 6,55265 39,56056 | 3,19E-10 | 6,29E-08 | phosphomannomutase Rv3308
BJM02_19010 | -3,867353 | 10,052548 | 24,01953 | 9,54E-07 | 7,19E-05 PE_PGRS58 Rv3590c

carbamoyl phosphate
BJM02_07370 | -3,880945 | 6,417204 | 35,49228 | 2,57E-09 | 3,94E-07 synthase small subu Rv1383
faddD4 acyl-CoA

BJMO02_ 01125 | -3,887317 | 5,612005 | 35,01528 5,84E-08 6,05E-06 synthetase Rv0214
BJMO02 13580 [ -3,892575 5,99493 34,86878 3,53E-09 5,00E-07 transglutaminase Rv2566
BJMO02_ 01155 | -4,079766 | 5,645517 38,4088 6,71E-09 8,43E-07 lipC esterase Rv0220

BJM02_17840 | -4,109842 | 7,326351 | 40,46159 | 2,01E-10 | 4,17E-08 PE family protein

mcelC mammalian cell
BJMO02_ 00905 -4,152467 | 5,586893 39,68655 2,28E-09 3,64E-07 entry protein Rv0171

BJMO02_18570 -4,16583 9,488278 28,24498 1,07E-07 1,01E-05 [PE-PGRS family protein
BJMO02 01185 | -4,249537 | 6,282803 | 45,66402 1,41E-11 | 3,43E-09 hypothetical protein Rv0226¢

metal dependent
BJMO02_20110 | -4,261253 | 5,767916 | 41,15929 | 7,76E-10 | 1,40E-07 hydrolase Rv3796
BJM02_19520 -4,57055 | 6,194364 | 46,54949 | 8,96E-12 | 2,32E-09 hypothetical protein Rv3689
Resuscitation-promoting
BJMO02_04570 -4,761432 | 15,019774 74,2719 6,86E-18 5,69E-15 factor RpfA Rv0867¢c
dolichyl-phosphate-
BJMO02_05295 -4,84244 | 6,918596 | 4893788 | 2,65E-12 | 7,85E-10 | mannose--proteinman | Rv1002c
BJMO02_ 08000 -5,04952 5,987054 | 56,18559 6,62E-14 2,88E-11 glycosyl transferase Rv1500

BJMO02_12825 | -5,267272 | 6,571283 | 55,15052 | 1,12E-13 | 3,87E-11 ATPase Rv2426¢
BJMO02_07735 | -5,344007 | 12,605453 | 44,5071 2,54E-11 | 5,85E-09 PE family protein
TetR family

BJMO02_01725 | -5508468 | 8,644461 | 47,22032 | 6,36E-12 | 1,76E-09 | transcriptional regulator | Rv0330c
BJMO02_06710 | -5,659707 | 6,971139 | 57,10421 | 4,15E-14 | 2,15E-11 amidase Rv1263

4-(cytidine 5'-

diphospho)-2-C-methyl-

BJMO02_05340 | -6,000285 | 7,942945 | 58,77909 | 1,77E-14 | 1,05E-11 D- Rv1011
BJM02_07725 | -6,102179 | 14,132662 | 79,74145 | 4,31E-19 | 4,46E-16 hypothetical protein

IpkS probable
BJMO02_04470 | -6,479405 | 7,335709 | 67,72216 | 1,89E-16 | 1,31E-13 lipoprotein Rv0847

BJM02_11395 | -6,750713 | 9,000615 | 56,09377 | 6,94E-14 | 2,88E-11 hypothetical protein

BJMO02_12660 | -6,866256 | 11,23653 | 54,47966 1,58E-13 | 5,03E-11 PE family protein
BIJMO02_15225 -7,078 10,055721 | 55,21859 1,08E-13 | 3,87E-11 amidase

EccD type VII secretion
BJM02_18285 | -8,056676 | 15,440334 | 182,87379 | 1,20E-41 4,96E-38 integral membrane pr Rv3448

Como es evidente, con 391 Beijing-Clasico, se encontré una mayor cantidad de genes DE; al hacer
el andlisis ontologico, la funcion mas sobrerrepresentada al dia 28 Pl en GO es la de union a
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fosfopanteina, seguida de la actividad hidrolasa de dimeros ciclicos y por altimo la actividad
asociada al proceso metabdlico de acidos grasos (Figura 2-23).

Cepa 391 D28 vs D14

Gene Ontology -Log10(p)

GO0:0000287 magnesium ion binding
G0:0055085 transmembrane transport
G0:0005737 cytoplasm
GO:0005576 extracellular region
GO:0008270 zinc ion binding
GO:0016887 ATPase activity
G0:0005524 ATP binding
GO:0046677 response to antibiotic
GO:0016787 hydrolase activity
GO:0016740 transferase activity
GO0:0005623 cell
GO:0008168 methyltransferase activity
G0:0031226 intrinsic component of plasma membrane
GO:0001067 regulatory region nucleic acid binding
GO:0090305 nucleic acid phosphodiester bond hydrolysis
G0:0050660 flavin adenine dinucleotide binding
(G0:0043190 ATP-binding cassette (ABC) transporter compl

GO:0016746 transferase activity, transferring acyl groups

GO0:0016627 oxidoreductase activity, acting on the CH-CH.. »

G0O:0004177 aminopeptidase activity

GO:0016491 oxidoreductase activity

G0:0006457 protein folding

GO:0004386 helicase activity

G0:0006508 proteolysis

GO:0016874 ligase activity

GO:0001676 long-chain fatty acid metabolic process
G0:0031177 phosphopantetheine binding

o
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Figura 2- 23. Andlisis ontolégico de genes de Mth 391 Beijing-Clésico al dia 28 vs 14 PI

Como resultado de la contruccién de la linea de tiempo a partir de las lecturas obtenidas del
transcriptoma a lo largo de la cinética de infeccion, se observo que en el dia inicial (Dia 3 PI) un
grupo de genes mostraron un nivel basal de expresién el cual disminuy6 abruptamente hacia el dia

14 PI, encendiendo la expresion de nuevo hacia

el dia 28 Pl y manteniéndose los niveles de expresion

hasta el dia 60 PI. En resumen, se observé la deteccion de una mayor cantidad de gens DE en 391-
Beijing-Clasico que en 323 Beijing-like, ademas sobre todo el dia 14 Pl muestra un programa

regulatorio muy diferente, obteniéndose un

alto numero de genes regulados negativamente,

ofreciendo una posible explicacion en cuando a la “cronicidad” en el progreso de la enfermedad y
por ende en la sobrevivencia de los ratones por casi el doble de tiempo que con 323 Beijing-Like

(Figura 2-24).
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Figura 2- 24. . Linea de tiempo generada a partir de las lecturas mapeadas contra genes para determinar la
variacion en la expresion génica a lo largo de la cinética de infeccion en 391 Beijing-Clasico

Por ultimo, al comparar dia 60 vs dia 28 solo se encontré un gen DE y fue el gen de la familia HAD
hidrolasa (BJM02_08895), el cual se expres6 6.7 veces mas al dia 60 comparado con el dia 28 PI.

2.4. Discusion

Disponer de una cantidad de material genético suficiente para la obtencion de transcriptomas
bacterianos completos por RNA-seq a partir de 6rganos de animales o humanos infectados con Mtb,
requiere de la realizacion de complejas manipulaciones en el laboratorio para garantizar la
disponibilidad de dicho material, debido a que Mtb es un patdgeno intracelular, lo que genera una
gran dificultad en el cumplimiento de este proposito.

En el presente trabajo, ademas de realizar la cinética de infeccion en el modelo de TB pulmonar
progresiva crénica ratén Balb/c con tres aislamientos clinicos colombianos, dos de genotipo Beijing
y uno de genotipo LAM y de la secuenciacion del transcriptoma completo de los ratones infectados
con las dos cepas del genotipo Beijing: 323 Beijing-Like y 391 Beijing-Clasico, en las tres fases de
la enfermedad (temprana, intermedia y tardia), a partir de los pulmones de los ratones a los 3, 14, 28
y 60 PI; al igual que en el ratén, los dias elegidos para la obtencion de RNA para RNA-seq, se baso
en los hallazgos fenotipicos (UFCs, Histologia pulmonar) observados en los ratones a lo largo de la
cinética de infeccion, seleccionando asi los dias Pl en los que se observaron cambios claves a nivel
histolégico y en el caso de 391 Beijing-Clasico, tomamos el dia 60 Pl dado que en este punto
logramos tener un grupo de animales vivos.

Gracias a la manipulacién de los érganos infectados a temperaturas criogénicas para garantizar la
integridad del RNA en las muestras, al proceso de doble lisis y al enriquecimiento de las muestras
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por ultracentrifugacion, seguido de las dos rondas de eliminacion de subunidades ribosomales, una
utilizando estuches comerciales basados en perlas magnéticas y el otro basado en sondas construidas
in-house para hibridacion substractiva de rRNA de Mtb, fue posible obtener un importante set de
datos que nos permitié evaluar un poco mas del 30% del transcriptoma bacteriano con ~1100 genes
en promedio entre las diferentes réplicas bioldgicas.

La mayoria de trabajos de secuenciacion de transcriptoma completo por RNA-seq dual o de Mtb, se
ha llevado a cabo en infecciones in vitro de macréfagos de linea celular [346-348], aunque
metodologicamente, la obtencidén de RNA para RNA-seq de Mtb es un proceso dispendioso y dificil,
es mas sencillo y la probabilidad de obtener una mayor cantidad de material genético aumenta,
gracias a que es posible obtener grandes cantidades de células e infectarlas con nimeros crecientes
de bacterias (MOI) [346-348]. El trabajo con modelos in vivo aumenta el nivel de dificultad
metodol6gico para el cubrimiento del transcriptoma bacteriano, ya que a pesar de estadarizar el
indculo con el que se infectan los animales, se producen muchas fuentes de variabilidad a lo largo
de la infeccion, ademas de los mecanismos inmunes producidos por el hospedador animal que
disminuyen la cantidad de bacterias, haciendo ain mas complicado el proceso de secuenciacion.

Recientemente, Pisu y cols [349]., realizaron RNA-seq dual a partir de la seleccién por citometria
de flujo de macréfagos alveolares e intersticiales de pulmones infectados de ratones C56BL/6J
(infectados con~1000 UFCs). A los 4 dias PI, obtuvieron alrededor de 4x10* macréfagos infectados
de cada poblacidn los cuales fueron sometidos a la extraccion de RNA por lisis diferencial con trizol
y ultracentrifugacion, el RNA obtenido se utiliz6 para RNA-seq usando la misma muestra para el
transcriptoma de raton y el de bacteria, con este proceso lograron detectar 274 genes de Mtb, nuestra
metodologia descrita ampliamente en los materiales y métodos, nos permitié detectar ~30% del
transcriptoma de Mtb [349].

Otro estudio de secuenciacion masiva de RNA a partir de pulmones infectados fue realizado por
Skvortsov y cols., [350], en donde realizaron RNA-seq a partir del doble enriquecimiento por PCR
de fragmentos de digestion con enzimas de restriccion de cDNA obtenido a partir del RNA de las
muestras de tejido pulmonar y secuenciado por la metodologia Roche 454, con este proceso lograron
detectar alrededor de 1435 de los 4,012 genes anotados para Mtb, sin embargo, el proceso de
enriquecimiento por PCR puede producir un sesgo en la deteccion de genes, haciendo que algunos
de ellos no se estén expresando realmente y se puede presentar un posible producto artefactual de la
amplificacion, en nuestro proceso, las librerias se generaron directamente del cDNA del RNA
enriquecido para Mtb [350].

Metodol6gicamente, es crucial eliminar la mayor cantidad posible de rRNA antes de secuenciar las
muestras, en nuestro trabajo hicimos una deplecion inicial de subunidades ribosomales antes de la
preparacion de las librerias genémicas usando el estuche comercial Ribozero Gold de Illumina, el
cual elimina cerca de un ~50% las subunidades 16S, 28S de rat6n, posteriormente se realizd una
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segunda ronda de hibridacion substractiva de subunidades ribosomales bacterianas sobre las librerias
gendmicas ya elaboradas, aunque esta manipulacion de las muestras reduce significativamente la
concentracién del cDNA, permitid que las lecturas generadas durante la secuenciacion se produjeran
en mayor cantidad sobre el mMRNA presente en la muestra, ya que el rRNA representa el 95% del
RNA total [348,349], se ha observado que cuando no se hace la deplecion de rRNA, la cantidad de
lecturas generadas por secuenciacion corresponde en un ~97% a rRNA, mientras que cuando se hizo
la hibridacién sustractiva de rRNA bacteriano, se disminuyé al ~72.5% la cantidad de lecturas que
mapearon contra rRNA micobacteriano, permitiendo que se aumentara la probabilidad de detectar
MRNA (Datos sin publicar).

En un trabajo previo de nuestro grupo de investigacion, se realizo la secuenciacién [185] y anotacion
de los genomas tanto de 323 Beijing-Like, como de 391 Beijing-Clasico [340], el mapeo de las
lecturas se realizd contra el genoma reportado de la cepas correspondientes. De los 3789 genes
anotados para 323 Beijing-like, se detectaron al dia 3 P1 1148 genes, al dia 14 Pl 1429 genes y al dia
28 P1 1493genes, cubriendo en promedio un 35.3% del genoma y para 391 Beijing-Clasico de los
3906 anotados se detectaron al dia 3 Pl 1323 genes, al dia 14 P1 705 genes, al dia 28 Pl 1357 genes
y al dia 60 1623 genes, cubriendo en promedio el 31,5% del genoma, este cubrimiento se obtuvo con
231.211.590 millones de lecturas en total, en el corrido de secuenciacion con un promedio de lecturas
de 10.991.483 por muestra, utilizando 3 réplicas bioldgicas en cada condicion con un cubrimiento
aproximado del genoma de 2,5 veces, dandole al presente trabajo una fortaleza estadistica a los
resultados de RNA-seq. En un trabajo de RNA-seq Dual en macréfagos derivados de médula 6sea
se obtuvo cerca de 75,6 million de lecturas con las cuales se detectaron 1022 genes en promedio, lo
que demuestra la eficiencia de nuestra metodologia [346].

Un valor agregado de este trabajo es que logramos obtener un perfil regulatorio diferencial de dos
cepas genotipo beijing en tres fases diferentes de la enfermedad, por lo que el analisis de datos y las
comparaciones en los analisis de genes diferencialmente expresados son mas dispendiosos pero nos
permite tener una visién general de los mecanismos a nivel regulatorio, utilizados por estas bacterias
que gendémicamente son casi idénticas [340], pero que fenotipicamente aunque en ambos casos la
TB en animales es agresiva y mortal, entre ellas se evidencian diferenicias que pueden ser explicadas
con el perfil de genes diferencialmente expresados en cada condicién experimental. En algunos de
los trabajos de RNA-seq en animales, se evalta el perfil de expresién en un solo momento de la
enfemedad [349-351].

2.4.1. Genes Diferencialmente expresados en 323 Beijing-Like

Al comparar dia 14 PI con el dia 3 en la cepa 323 Beijing-Like, se obtuvieron 15 genes
diferencialmente expresados, el mas expresado fue el pckG Rv0211, que codifica para la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, involucrado en la catalisis de la conversién reversible de la
guanosina o adenosina dependiente de mononucleétidos del oxaloacetato y el fosfoenolpiruvato,
relacionado con el metabolismo de carbohidratos, este hace parte del grupo de los otros factores de
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virulencia de acuerdo a las categorias funcionales establecidas para Mtb [127], sin embargo. se ha
demostrado que regulan positivamente la respuesta inmune proinflamatoria aumentando la
produccion de IL-12, TNF-a e IFN-y, las cuales se dejan de producir en ratones mutantes para este
gen, haciendo de este un posible blanco vacunal con el uso de los adyuvantes apropiados [352].

El segundo gen mas expresado fue la a-cristalina hspX Rv2031c, este gen es un importante factor de
sobrevivencia cuando Mtb se encuentra en condiciones hostiles en el medio de crecimiento, este
codifica para una proteina que actua como chaperona en la habilidad de suprimir la denaturacion
térmica de la enzima alcohol deshidrogenasa. Las micobacterias que sobreexpresan este gen, crecen
mas lentamente y son mas susceptibles a la autolisis cuando se acaba la disponibilidad de nutrientes
en cultivo, este gen se sobreexpresa en respuesta a estrés, hipoxia, para evadir la respuesta inmune
de la célula hospedadora, etc., al dia 14 Pl la enfermedad en el animal se encuentra en un estado
latente con presencia de grandes y maltiples granulomas, en los cuales hay una baja actividad
metabdlica en las bacterias por la ausencia de nutrientes y oxigeno y por la contencion de la infeccion
por parte del sistema inmune, lo explica la sobreexpresion de este gen en esta fase de la enfermedad
[353].

La ribonuclease vapC16, hace parte del sittema Toxina-antitoxina tipo Il y codifica para proteina
VapC con actividad ribonucleasa. Los sistemas toxina-antitoxina, son operones bicistrénicos
caracterizados por la interaccion de toxinas estables con su correspondiente inhibidor inestable o
antitoxina, estos genes se encargan de regular procesos esenciales en la bacteria tales como la
replicacion de DNA, la traduccion, sintesis de pared celular e incluso la muerte celular. La expresién
de los genes Toxina-antitoxina es caracteristica de las micobacterias virulentas y se sobreexpresan
cuando las bacterias se encuentran en condiciones de estress durante la infeccion, hipoxia y presencia
de antibidticos [354], en esta fase de la enfermedad el sistema inmune de los ratones esta ejerciendo
control de la misma con la formacién de granulomas, que hace que el microambiente bacteriano
presente bajas concentraciones de oxigeno, ocasionando el estrés de las bacterias, ante la
disminucidn en los niveles de 6xido nitrico y monéxido de carbono, teniendo un rol importante en
estados dormantes de la bacteria

Al comparar el dia 28 vs el dia 3 PI, se obtuvo la sobreexpresion de 8 genes compartidos con el dia
14 PI, el Rv0211 y el Rv2031c antes descritos, y otros como el gen de la ferredoxina fdxA (Rv2007c)
involucrada en el transporte de electrones que se sobreexpresa en condiciones de estrés como ante
la respuesta inmune del hospedador e hipoxia [355] . Este gen hace parte del regulén DosR [354].
El gen hrpl Rv2626¢ que codifica para la proteina 1 de respuesta a Hipdxia que también hace parte
del reguldn dosR se encuentra sobreexpresado tanto al dia 14 como al 28 PI, también se sobreexpresa
en ambientes con bajas tensiones de oxigeno [356]. Por ultimo, se sobreexpresan dos genes de la
familia PPE PE, el PPE12 (Rv0755¢c) y el PE22 (Rv2107), los genes de esta familia son genes
estructurales del cromosoma de Mtb y representan cerca del 7% del genoma de Mtb, en total se
conocen 99 genes pe (prolina Glutamato) y 69 genes ppe (Prolina-Prolina glutamato) [357]. Tanto
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las proteinas PE como las PPE, se expresan por genes del mismo operén y se encuentran
frecuentemente insertos en los grupos de genes esx que codifican para sistemas de secrecion tipo
VII, estas proteinas le permiten a Mtb interactuar con el sistema inmune del hospedador [358]. Los
genes de las familias PE PPE, estan involucrados en diversas funciones en la bacteria que se han ido
describiendo experimentalmente, expresando mediadores metabdlicos bacterianos, respiracion,
sintesis de pared celular , metabolismo de lipidos y su expresion normalmentre es regulada por
factores sigma [357].

Entre los genes que se expresan Unicamente al dia 14 se encuentran dapA Rv2753c, el cual es un gen
esencial para Mth que codifica para la 4-hydroxy-tetrahidrodipicolinato sintasa que cataliza la
condensacion de la (S)-aspartato-beta-semialdehido [(S)-ASA] y el piruvato a 4-hidroxi-
tetrahidrodipicolinato (HTPA), este gen esta involucrado en la biosintesis y mantenimiento de la
pared celular de Mtb, lo que lo posiciona como uno de los posibles blancos terapedticos ya que no
se ha reportado la existencia de la inhibicion de su producto protéico DapA y a su vez se constituye
como un importante factor de virulencia de Mtb [359]. La expresion de este gen especificamente
para la fase tardia de la TB para esta bacteria, no se expresa en respuesta a condiciones de estrés,
sino que hace parte del metabolismo activo de la micobacteria, que esta directamente implicado en
la sintesis de pared celular, este puede explicar el aumento en la carga bacteriana en esta fase de la
enfermedad, indicando que aunque se sobreexpresan genes de dormancia y en respuesta a estrés,
también se sobreexpresan genes de metabolismo activo que en esta fase de la enfermedad son
mortales para los ratones. Por otra parte, el gen que codifica para la proteina conservada rica en
serina codificada por el gen fmdB Rv0991cuya funcion no ha sido caracterizada pero se le ha
asignado la funcion de regulador transcripcional, también se encuentra sobreexpresado al dia 28 PI
y el gen Rv0220 lipC que codifica para la esterasa LipC que hidroliza cadenas cortas de ésteres con
cadenas de carbono de 2 a 10 &tomos, es una proteina altamente inmunogénica que se expresa
caracteristicamente en TB activa y desencadena una fuerte respuesta humoral no protectora en
personas infectadas [360], asi como también, produce una fuerte respuesta proinflamatoria con
produccién de citoquinas y quimiocinas producidas por macrofagos y células epiteliales. La familia
de proteinas Lip estd compuesta por 24 ester hidrolasas, LipC es una proteina de superficie celular
presente en pared celular y capsula de Mtb y participa en la progresion de la TB activa permitiéndole
a la bacteria la utilizacion de los lipidos disponibles en el microambiente para permitir el crecimiento
celular, la modulacién de la respuesta inmune y la replicacion bacteriana [361].

En general, la progresion de la enfermedad en ratones infectados con 323 Beijing-Like mostrd un
perfil regulatorio particular en cada estadio de la enfermedad, al comparar los genes DE al dia 3 vs
d14 y 28, al dia 14 se sobreexpresaron genes asociados a codiciones de estrés, que le permitieron
sobrevivir a las bacterias en los grandes y abundates granulomas formados en esta fase de la
enfermedad sin inhibir precisamente su crecimiento. Al dia 14 PI, se mantenia la expresion de los
genes asociados a microambientes de estrés, pero se expresaron varios genes que favorecen el
metabolismo activo de las bacterias, asi como la modulacion de ellas con el sitema inmune, que
desencadend el progreso de la TB a una forma activa aguda, generando una abundante inflamacion
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gue pudo ser producida por la expresion de genes como el lipC y dapA, siendo importantes factores
de virlencia para esta bacteria. Sin embargo, al dia 28 PI se sobreexpresaron en total 43 genes, en su
mayoria involucrados en metabolismo, regulacién, sintesis, utilizacion de metales pesados, que se
expresan en TB activa y que desencadenaron la muerte de los animales a partir de este momento de
la enfermedad, como el gen ftsH (Rv3610c) que codifica para la Metaloproteasa de Zinc dependiente
de ATP FtsH, la cual es miembro de la familia de ATPasas AAA, con una funcion importante en el
control de calidad de las proteinas de membrana en Mtb, ya que media la degradacién de proteinas
mal ensambladas tanto en membrana celular, como en citoplasma, controlando funciones celulares
como la respuesta al shock térmico. Se ha demostrado. que la presencia de esta proteina es esencial
para la sobrevivencia de Mtb dentro de los macréfagos, ya que la ausencia de ésta desencadena la
acumulacion de proteinas defectuosas que disminuyen la viabilidad de las bacterias [362]. La
sobreexpresién de genes involucrados en los procesos antes mencionados y que se constituyen en
factores de virulencia desencadenan a partir de este momento la muerte rapida de los animales por
TB agresiva caracterizada por una inflamacion exacerbada que ocasiona neumonia y colapso
pulmonar en los animales.

2.4.2. Genes diferencialmente expresados en 391 Beijing-Clasico

Mientras que en la cepa 323 Beijing-Like, la mayoria de los genes DE estaban regulados
positivamente o sobreexpresados, la cepa 391 Beijing-Clasico mostré un perfil de genes DE
caracterizado por la regulacién negativa de diferentes genes. Al comparar la expresion de genes al
dia 14 vs dias 3 PI, se encontraron 19 genes DE, 17 regulados negativamente y dos sobreexpresados.
Al comparar el dia 28 vs el dia 14 PI, se encontraron 113 genes DE de los cuales 43 estaban
sobreexresados y 71 regulados negativamente; entre el dia 14 y 28 Pl se encontraron 13 genes
comunes y al comparar el dia 60 vs el dia 28 PI, solo se encontré un gen DE, estas caracteristicas en
la expresion en cada condicion, de entrada, marca una gran diferencia en el perfil regulatorio en los
animales infectados por 391 Beijing-Clasico.

Vale la pena recordar que en la cinética in vivo, la infeccion de ratones con esta bacteria desencaden6
una TB de curso relativamente crénico que permitio la sobrevivencia de los animales hasta el dia 60
Pl (Figura 1-12A), en los que se empez6 a formar neumonia a partir del dia 28 (Figura 1-16), la cual
aumento progresivamente hasta el dia 60 cuando murié el Gltimo animal y a diferencia de 323
Beijing-Like, esta bacteria present6 significativamente menos carga bacteriana.

Uno de los genes DE con menor nivel de expesion es el Rv1405c, que codifica para la proteina no
caracterizada Rv1405c, que molecularmente ejerce una actividad metil transferasa putativa
dependiente de SAM, cuya expresion es regulada por Rv1404 y su expresion, asi como la expresion
del reguldn dependiene de Rv1404, permite la adaptacion de Mtb a microambientes de infeccion in
vivo mediada por la actividad metiltransferasa [363]. El gen Rv0832c es el segundo con menores
niveles de expresidn, al cual no se le ha asignado funcién conocida. Por otra parte, el gen Rv1181
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pks4 que codifica para la proteina Mycolipanoate sintase, con funcion policétido sintasa que
interviene en la biosintesis de &cidos grasos con ramificaciones metilo, tales como los &cidos
micolipanoico, micolipenico (fthienoico) y micolipodienoico, que son requeridos para la sintesis de
trehalosas poliacetiladas y catalizan la elongacion de ésteres CoA de los &cidos grasos de cadena
larga y su expresion es regulada por PhoP el cual regula los genes implicados en la biosintesis de
complejos lipidicos, siendo la expresion de este gen esencial para Mth, para la regulacion de la
morfologia celular [364].

El gen clpX (Rv2457c), que codifica para la proteasa Clp dependiente de ClpX, tiene la
responsabilidad de pasar las proteasas a sustratos especificos haciendo control de calidad de las
proteinas celulares, produciendo por medio de su actividad la degradacion de proteinas mal plegadas
o dafiadas, siendo un actor critico en el metabolismo bacteriano y por lo tanto esencial para la
viabilidad celular [365]. La regulacion negativa de genes considerados factores de virulencia,
permiten que el control del crecimiento bacteriano por parte del sistema inmune del hospedador
limite la progresion de la enfermedad, lo cual es evidenciado fenotipicamente en la histologia
pulmonar y carga bacteriana.

Solo se encontraron dos genes sobreexpresados al comparar dia 14 vs dia 3 PI, el primero, es el gen
ahpC (Rv2428) que codifica para Alcil hidroperoxido reductasa C perteneciente a la familia
peroxiredoxina, cuyo sitio activo contiene tres residuos de cisteina, que tiene una funcion peroxidasa
especifica de Tiol, que cataliza la reduccion de perdxido de hidrégeno e hidroperdxido organico a
H.O y alcohol, protegiendo las células del estrés oxidativo por medio de la detoxificacion de
peroxidos, teniendo en esencia una actividad antioxidante [345], un hallazgo interesante es que este
gen se sobreexpresa en aislamientos clinicos reistentes a isoniacida [366]. El segundo gen
sobreexpresado es el gen hemA (Rv0509) que codifica para la Glutamil tRNA reductasa involucrado
en el metabolismo del glutamato. Los dos genes antes mencionados son los (nicos que ejercen una
funcidn activando el metabolismo activo en esta fase de control de la enfermedad, ejerciendo en
cierta forma una actividad compensatoria por la regulacién negativa de los genes previamente
mencionados.

Al comparar el dia 28 PI vs el dia 14 PI, se encontraron 56 genes sobreexpresados y 71 genes
regulados negativamente. EL gen con el menor nivel de expresion, fue el gen eccD4 Rv3448 que
codifica para la proteina eccD4 del sistema de secresion ESX-4, estos sistemas se asocian
comunmente con evasion de respuesta inmune por escape del fagolisosoma y sobrevivencia en el
citoplasma de los macréfagos [367]. El segundo gen con menor nivel de expresion es el IpgS
(Rv0847) que codifica para la lipoproteina LpgS, que juega un rol esencial en la replicacion y
sobrevivencia bacteriana [368]. Otro gen interesante regulado negativamente es el pimF (Rv1500)
gue codifica para una glucosiltransferasa putativa, que tiene un importante papel en el mantenimiento
de la viabilidad celular y actuando como un importante factor de virulencia involucrado en la sintesis
de fosfatidilinositol manosidos, que actua como modulador de la respuesta inmune del hospedador
[369].



Capitulo 2 213

Al describir las funciones de algunos de los genes regulados negativamente, se evidencia que estos
actan como factores de virulencia en bacterias hipervirulentas, sin embargo, en este caso y fase de
la enfermedad estan regulados negativamente y, aunque fenotipicamente la enfermedad progresa, no
es fulminante en este estadio de la enfermedad.

En cuanto a los genes mas sobreexpresados al dia 28 Pl encontramos 8 proteinas hipotéticas no
caracterizadas sin funcion conocida, varias de ellas reguladas por el regulon de dormancia DosR y
que probablemente se estdn expresando ante la disminucion en la tension de oxigeno en el
microambiente pulmonar. Ademas encontramos un gen sobrerregulado de importancia es el mbtG
(Rv2378c) que codifica para la L-lisina N6-monooxygenasa, requerida para la N-hidroxilacién de
residuos de lisisna acilados durante el ensamblaje de micobactina, el cual es un importante sider6foro
gue actua en la toma y metabolismo del hierro [370]. El gen sigG (Rv0182c) que codifica para la
proteina ECF de la RNA polimerasa factor sigma SigG, cuya funcion es la union de la RNA
polimerasa a sitios especificos de iniciacion de la transcripcion, actuando en esencia como un
regulador transcripcional, que le permite a la bacteria sobrevivir dentro de los macréfagos [371].

Es interesante ver la cantidad de genes DE encontrados al dia 28 Pl, a pesar de que solo se detectaron
705 genes en total y, aunque muchos de los factores de virulencia DE se regulan negativamente,
encontramos algunos genes que le permiten a la bacteria adaptarse y sobrevivir intracelularmente,
mientras avanza el dafio tisular y aumenta la carga bacteriana que es significativamente menor que
en 323 Beijing-Like. Las funciones mas enriquecidas ontoldgicamente hablando fueron, las
relacionadas con el metabolismo de é&cidos grasos, la actividad hidrolasa y la de unién a
fosfopanteina, basicamente, actividades enzimaticas.

Globalmente el perfil regulatorio entre el dia 28 Pl y dia 60 Pl es practicamente igual, solo se
encontré un gen DE y fue el gen 1917 21845 que codifica para la superfamilia HAD hidrolasa;
adicionalmente, se encuentran DE varios genes al dia 3 Pl. Una observacion interesante en el
transcriptoma del raton fue que al dia 60 P1 el perfil regulatorio observado fue similiar al obtenido
el dia 3 PI, por lo que creemos, que el animal en un intento de defenderse, produjo una respuesta
inmune pro-inflamatoria que solo es protectora en fases tempranas de infeccion, siendo deletérea en
una fase tan vanzada de la enfermedad. Es posible, que el cambio a nivel regulatorio en el animal,
interaccione con la regulacién génica en la bacteria y, se produzca también un perfil regulatorio de
estadios tempranos de infeccion, pero al estar en una fase practicamente terminal de la enfermedad,
este cambio regulatorio resulta infructuoso.
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3. Conclusiones y recomendaciones

3.1. Conclusiones

El presente estudio se concibié gracias a la pertinencia del estudio de los aislamientos
clinicos genotipo Beijing que circulan de forma endémica en el occidente colombiano,
especificamente en el puerto de Buenaventura, los cuales se caracterizan por ser altamente
resistentes a antibioticos de primera y segunda linea para el tratamiento de TB, por causar
la muerte en los pacientes que padecen la enfermedad, ya que no se conocian los mecanismos
utilizados por estas bacterias para causar una TB agresiva.

Dando continuidad a los estudios que se venian realizando con estas bacterias a nivel
gendmico, se quizo evaluar el desempefio de estas en un modelo de TB pulmonar in vivo a
partir de la inoculacion intratraqueal con una alta carga de bacilos y determinar el fenotipo
generado y los mecanismos genotipicos tanto del hospedador como de la bacteria para el
desarrollo de la enfermedad observada en los animales obteniendo que:

- Los dos aislamientos clinicos genotipos Beijing-Like y Beijing-Clasico aislados de
pacientes colombianos, utilizados en el presente trabajo mostraron ser altamente
virulentos, en el modelo in-vivo raton Balb/c.

- EIl progreso de la TB pulmonar en este modelo animal fue més rapido que lo
reportado en la literatura para H37Rv, presentando una corta fase latente (formacion
de granulomas) que se produjo entre los dias 14 y 21 PI, seguida de una fase de TB
activa de curso rapido que comenz6 después del dia 21 Pl hasta el dia 60 PI.

- Aunqgue los dos aislamientos clinicos mostraron ser altamente virulentos, el
aislamiento clinico 323 Beijing-Like SIT 190 desencadend en los animales
infectados una enfermedad de curso agudo, que causé la muerte temprana de los
animales (dos semanas PI), producida por una neumonia pulmonar extensiva y falla
pulmonar, debido a la modulacion de una respuesta inmune no protectora
(antiinflamatoria) acompafiada de un alto numero de bacterias en el pulmon, asi
como la diseminacidn de las bacterias patdgenas a bazo causando TB extrapulmonar.
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- El aislamiento clinico 391 Beijing-Clasico mostr6 un fenotipo virulento, pero de
curso mas crénico, permientiendo que los ratones infectados sobrevivieran hasta el
dia 60 P1, sin embargo, aunque con una progresion mas lenta, los animales infectados
con esta bacteria murieron por el desarrollo de una extensa neumonia con amplias zonas
de necrosis pulmonar, gracias a la induccion de una respuesta inmune no protectora. El
namero de bacterias obtenidas en los 6rganos fue significativamete mas bajo que con 323
Beijing-Like, lo que pudo favorecer la sobrevivencia de los animales por mas tiempo.

- Gracias a lametodologia utilizada para enriguecer las muestras de RNA a partir de pulmones
infectados, fue posible obtener lecturas que cubrieron ~33% del transcriptoma completo
bacteriano.

- La cantidad total de genes detectados en los pulmones infectados por ambas cepas fue
similar

- EL perfil de expresion génica global fue diferente ante la infeccion con cada una de las
bacterias, lo cual puede explicar las significativas diferencias a nivel fenotipico de la
progrsion de la enfermedad.

- El perfil regulatorio en 323 Beijing-Like posiblemente tuvo una interaccion importante con
la regulacién génica en el hospedador, que produjo una enfermedad aguda fulminante en los
animales, desencadenada principalmente por la sobreexpresion de importantes factores de
virulencia.

- En 391 Beijing-Clasico, el perfil global de expresion fue por completo diferente al de 323
Beijing-Like. Con 391 Beijing-Clésico se encontraron genes regulados positiva y
negativamente y la cantidad de genes DE fue superior; concluimos que los roles antagénicos
de la modulacién génica producen un genotipo y fenotipo conservadores que favorecen el
curso mas cronico de la enfermedad.

3.2. Recomendaciones

Dada la importancia de cepas emergentes de Mtb caracterizadas por el amplio espectro de
resistencia a medicamentos antituberculosis, asi como su alta virulencia es fundamental
tener a disposicicion los conocimientos genomicos, regulatorios y funcionales de estas
cepas. El presente trabajo es una fuente importante de informacién en estos aspectos. Sin
embargo, es importante seleccionar e individualizar los genes diferencialmente expresados
tanto en ratdn como en bacteria para determinar su utilidad como blancos terapéuticos o si
son postulables 0 no como blancos vacunales.

Por otra parte, es importante incrementar la blsqueda activa de estos aislamientos clinicos
tanto en la poblacién en la que estas cepas circulan mas frecuentemente (costa occidental
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colombiana) y ampliar su basqueda al territorio nacional, ya que actualmente se deconoce
que tan circulantes en la poblacion encontramos este tipo de bacterias.

Aunque a partir de los resultados obtenidos y analizados en el presente trabajo, se obtuvo
una fuente importante de informacion a nivel regulatorio, seria interesante evaluar el perfil
transcriptomico bacteriano y del hospedador en otros puntos de la cinética, para determinar
los posibles cambios en la regulacion génica en puntos intermedios post infeccion a los aqui
evaluados.

Debido a la limitacion en recursos econdmicos, no fue posible hacer RNA-seq en la cepa
LAM incluida en la fase inicial del presente trabajo, sin embargo los resultados obtenidos
en la cinética in-vivo, mostraron que a pesar de la amplia circulacion de este genotipo en
Colombia y a pesar de ser susceptible a todos los antituberculosos, también desencadena un
fenotipo altamente virulento ocasionando la muerte temprana de los animales, por lo que
obtener informacion a nivel gendmico y transcriptoma de los genotipos frecuentes en
Colombia sera de gran utilidad para caracterizar esta poblacion de bacterias.






4. ANnexos

Anexo A: Reactivos, equipos Yy protocolos para el
desarrollo de exterimentos para alcanzar el objetivo N° 1.

- ANEXO A-1. Listado de equipos de laboratorio

- ANEXO A-2. Protocolo de hibridacién y deteccién de productos de PCR para Spoligotyping

- ANEXO A-3. protocolo de hibridacion para productos de amplificacion obtenidos con el kit
el GENOTYPE® MTBDRplus 2.0

- ANEXO A-4. Protocolos de preparacion de medios de cultivo para crecimiento de cepas de
M. tuberculosis

- ANEXO A-5. Protocolo para la recuperacion de cepas de Mycobacterium

- ANEXO A-6. Protocolo para el cultivo en masa de cepas de Micobacterium

- ANEXO A-7. Protocolo de tincion para microscopia electrénica de transmisién (TEM) de
bacterias en cultivo.

- ANEXO A-8. Protocolo para la generacion de alicuotas de Mycobacterium

- ANEXO A-9. Protocolo para realizacion de experimento “KILLING” usando macroéfagos
alveolares de raton infectados con Mtb
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ANEXO A-1. LISTADO DE EQUIPOS DE LABORATORIO

Micropipetas 0,5-10 ul, 10-100 ul, 20-200 ul, 100-1000 ul

Pipeta Multicanal 20-200 ul

Termociclador Biorad C1000 Touch™

Cabina de seguridad microbioldgica tipo B2 Purifier
Termociclador eppendorf AG N°5341 009258 Cat:22331 Hamburg

Termociclador Techne Touchgene Gradient TC 512 Cat 5PRIME / 02
Termociclador de Tiempo Real: AB Applied Biosystems® 7500 Real Time PCR System Serie:
275000193

Termociclador en tiempo Real: ABI7500 Fast System SDS v1.4 21 CFR Part 11 Module Applied
Biosystems

Cémara de electroforesis horizontal Biorad

Epoch™ Spectrophotometer System

Espectrofotometros NanoDrop™ 2000/2000c Thermo Scientific
Ultracongeladores -80°C

Cabina de Bioseguridad 1l A2 Thermo Electron Corporation

Incubadora con agitacién Benchtop SSI3

Documentador de Geles Alpha Innotech Chemilmager™ 4400

Microscopio Olympus TK-C138E

Spin Tissue Processor Microm STP 120 (ThermoFisher Scientific).
Microscopio Q Win Leica, Milton Keynes

TwinCubator — Hybridization System

BD BACTEC™ MGIT™ 960

Microtomo Leica RM2135

Equipo homogenizador MP FastPrep 24

Carl Zeiss™ Stemi™ DV4 Series Stereomicroscopio

Exhaust Allentown caging equipment, co

FEI Tecnai G2 Spirit transmission electron microscope Hillsboro, OR, USA.
FastPrep-24™ Classic Bead beating grinder and lysis system


https://www.bio-rad.com/en-cn/product/c1000-touch-thermal-cycler?ID=dcdab038-4e77-49a8-bcaa-f67e8648550d
https://www.bio-rad.com/en-cn/product/c1000-touch-thermal-cycler?ID=dcdab038-4e77-49a8-bcaa-f67e8648550d
https://www.biotek.com/products/microplate_detection/epoch_multi_volume_spectrophotometer_system.html

ANEXO A-2. PROTOCOLO DE HIBRIDACION Y DETECCION DE

A.

w N =

10.

PRODUCTOS DE PCR PARA SPOLIGOTYPING

Equipos, Materiales y Reactivos

= Horno de hibridacion

= Termociclador

=  Techne Hybridiser modelo HB-1D a: 60°C

= Micropipetas 10-200 ul. 20-200 ul y 100-1000ul

= Puntas para micropipetas seguin volumen

= Miniblotter MN45

= Membrana (Ocimum Biosolutions BV) de primera generacion

= Kit para quimioluminiscencia Novex ECL Chemiluminescent Substrate Reagent (Kit. Set 2
x 125 ml. Marca INVITROGEN

= Peliculas fotosensibles SHEETS Thermo ScientificTM PierceTM CL Xposure film (18 x
24cm).

= 250 ml 2XSSPE/0.1% SDS a 60°C.

» 500 ml 2XSSPE/0.5% SDS 60°C.

= 250 ml 2xSSPE/0.5% SDS, 42°C.

= 500 ml 2xSSPE, temperatura ambiente.

= 2 bafios Seroldgicos a 60°Cy a 42°C

= Estreptavidina-POD-conjugada

» Liquido de deteccién ECL Amersham

= Hyperfilm ECL

= Cassete para revelado de autoradiografia Kodak

. Procedimiento

Adicionar 20 pl de producto de PCR a 150 pl de buffer 2XSSPE/0.1% SDS

Incubar a 99°C en termociclador durante 10 minutos.

Colocar inmediatamente después de la anterior incubacion en una cubeta de hielo para mantener
los productos denaturados.

Lavar la membrana por 5 minutos a 60°C en 250 ml de 2XSSPE/0,1% SDS a 60°C.

Colocar la membrana en un soporte acolchado (Siempre usando pinzas) en el miniblotter de
manera que las ranuras queden perpendiculares al patron de linea de los oligonucle6tidos.
Remover el liquido residual de las ranuras del miniblotter por aspiracion

Llenar las ranuras con los productos de PCR diluidos evitando que las ranuras queden con
burbujas y colocar a hibridar a 60°C por 60 min sin agitacion en una superficie horizontal.
Aspirar el contenido de las ranuras hasta que la membrana se vea seca

Lavar dos veces la membrana en 250 ml 2xSSPE/0.5% SDS por 10 min a 60 C.

En un tubo falcon de 15 ml diluir 2.5 ul de conjugado estreptavidina/peroxidasa (5000U/ml) en
10 ml de 2xSSPE/0.5% SDS.



222 Virulencia, respuesta inmune in-vivo y transcriptémica de Mtb genotipo Beijing

11.

12.
13.

14.

15.

16.
17.

Colocar la membrana en una botella de hibridacién redonda, adicionar la dilucién de conjugado
e incubar a 42°C por 45 minutos en horno de hibridacion.

Lavar la membrana 2 veces en 250 ml de 250 ml of 2xSSPE/0.5% SDS por 10 minutos a 42°C.
Posteriormente enjuagar la membrana dos veces en 250 ml de 2xSSPE por 5 minutos a
temperatura ambiente

Para la deteccion del producto de hibridacién por quimioluminiscencia, incubar la membrana
por 1 minuto con 20 ml de reactivo liquido de deteccién ECL.

Colocar la membrana en un cassette de revelado cubriendo la membrana con un acetato
transparente y encima una pelicula para auto radiografia.

Todo el proceso de revelado se lleva a cabo en cuarto oscuro.

Una vez se obtuvo el patron de puntos en la pelicula radiografica, se verificd el patron de las
cepas.



ANEXO A-3. PROTOCOLO DE HIBRIDACION PARA PRODUCTOS

B.

DE AMPLIFICACION OBTENIDOS CON EL KIT EL GENOTYPE®

MTBDRPLUS 2.0

Equipos, Materiales y Reactivos

= TwinCubator- Hybridization para 12 muestras usando el programa técnico para
GenoType®.

= Termociclador Biorad C1000 Touch™

= Micropipetas 10-200 uL. 20-200 uL y 100-1000uL

= Puntas para micropipetas segin volumen

= Solucion de Denaturacion (Den Azul)

= Solucién de hibridacion (HYB Verde)

= Solucion Astringente de Lavado (STR Roja)

= Solucién de enjuague RIN

= Conjugado (Con)

= Substrato (Sub)

= Solucién para dilucion de conjugado

= Solucién para dilucion de substrato

= Agua Mq

Procedimiento

Nota. El presente protocolo se basa en el protocolo de la metodologia original
GenoType®MTBDRplus 2.0 de Hain-LifeScience [372] .

© 0k w

7.
8.
9.

Precalentar a 45°C los reactivos HYB y STR verificando que se encuentren libres de precipitado
En una bandeja de plastico de 12 pozos para 12 tiras agregar 20 uL de producto de amplificacion
por PCR en un extremo del pozo.

Adicionar 20 uL de reactivo de denaturacion DEN y mezclar con pipeta

Incubar a °T ambiente por 5 minutos

Agregar 1 ml de buffer de hibridacién HYB

Sumergir la tira previamente marcada en la parte inferior, tener cuidado de no dejar voltear la
tira.

Poner a incubar en el TwinCubator a 45°C por 30 minutos.

Aspirar completamente el buffer de hibridacion

Adicionar 1 ml a cada tira de solucién STR

10. Incubar en TwinCubator a 45°C por 15 minutos.
11. Remover completamente la solucion STR
12. Agregar 1 ml de soluci6n de lavado RIN e incubar 1 minuto a °T ambiente en TwinCubator
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13

14.
15.
16.

17.
18.

19.
20.

C.

. Agregar 1 ml de conjugado diluido (10 ul de ConC anaranjado en 1 ml de buffer ConD por cada
tira)

Incubar a °T ambiente por 30 minutos sobre plataforma TwinCubator

Remover completamente el conjugado diluido

Lavar dos veces cada tira adicionando 1 ml de solucion RIN e incubar 1 a °T ambiente minuto
en agitacion en platafoma TwinCubator.

Lavar una vez con Agua Mq sobre plataforma TwinCubator a °T ambiente en agitacion.
Adicionar 1 ml de substrato diluido (10 ul de SubC anaranjado en 1 ml de buffer SubD por cada
tira).

Incubar sobre plataforma TwinCubator sin agitacion por 3 a 20 min.

Parar la reaccion lavando cada tira con agua destilada.

Interpretacion De Resultados

----- —— Conjugate Control [CC)
----- —— Amplification Control [AC)
----- ——— M. tuberculosis complex [TUB]

----- —— rpoBLocus Control Ir1uoBf
----- —— rpoBwild type probe 1 [rpoBWT1)

----- —— rpoBwild type probe 2 [rpoB WT2)

----- ——— rpoBwild type probe 3 [rpoB WT3]

----- ——— rpoBwild type probe 4 {rPOBWT""

----- — rpoBwild type probe 5 [rpeBWTH

----- ——— rpoBwild type probe 6 [rpoB WTé)

----- ——— rpoBwild type probe 7 [rpoBWT7)

----- ——— rpoBwild type probe 8 [rpoB WT8|

----- — rpoB mutation probe 1 [rpeBMUT1)
----- — rpoB mutation probe 2A (rpeB MUT2A)
----- —— rpoB mutation probe 2B [rpoB MUT2B]
----- ——— rpoB mutation probe 3 (rpeB MUT3]

----- ——— katG Locus Control (katG)

----- ———  katG wild type probe [katG WT]

----- ——  katG mutation probe 1 [katG MUT1]
----- ——— katG mutation probe 2 [katG MUT2]

----- ——— inhd4 Locus Control [inh4/)

----- ——— inhA wild type probe 1 [inhAWT1

----- ——— inhA wild type probe 2 [inhAWT2

----- —— inhA mutation probe 1 [inhA MUT1)
----- ——— inhA mutation probe 2 [inhA MUT2]
----- ——— inhA mutation probe 3A &:’nhA MUT3A]
----- ——— inhA mutation probe 3B [inhA MUT3B]
= ——— colored marker

Figura A-1. En el esquema se muestra la hoja de evaluacion de resultados en la que se muestra a que
corresponde cada banda de hibridacion.

Antes de validar cualquier resultado verificar que se visualicen bandas de hibridacién en el
Control de Conjugado (CC), En el control de amplificacion (AC) y en el control de
amplificacion para MTBC (TUB) usando la hoja de evaluacidn de resultados como se muestra
en la Figura A-1.

Verificar que se tenga hibridacion en los controles de cada locus: i: rpog ii: katG locus control
iii: inhA locus control.



Para los tres genes hay sondas complementarias para las regiones génicas tipo silvestre (WT) y
sondas complementarias a regiones génicas que contienen las mutaciones méas frecuentemente
reportadas para estos genes.

Es posible encontrar cepas con heteroresistencia, en tal caso se observara hibridacion tanto en
la banda mutante como en la banda tipo silvestre. Puede ocurrir lo mismo si la muestra evaluada
proviene de una infeccion mixta tanto de cepas del MTBC o infeccion o contaminacién con
MNT.

En la Tabla A-1 se muestran las mutaciones evaluadas por esta metodologia para cada gen, el
coddn en el que esta presente dicha mutacion y la banda tipo silvestre faltante correspondiente.

Tabla A-1. Mutaciones en las regiones determinantes de resistencia a Isoniacida y Rifampicina

Gen RpoB
Banda Tipo silvestre Codones Banda de Mutacion
Faltante Analizados Mutacion
F505L
T508A
Rpof WT1 505-509 S509T
E510H
Rpoff WT2 510-513 L511P*
Q513L*
Q513P
Rpof WT2/WT3 510-517 del514-516
D516V
D516Y
Rpoff WT3/WT4 513-519 Rpof MUT1  |del515
del518*
Rpop WT4/WT5 516-522 N5181
S522L
Rpoff WT5/WT6 518-525 $522Q

Rpop MUT2A H526Y
Rpoff MUT2B H526D

H526R
H526P*
Rpof WT7 526-529 H526Q*
H526N
H526L
H5265
H526C
SE31L
S5310*
Rpof WT8 530-533 Rpof MUT3  recarw
L533P
Gen katG
katG MUT1 S315T1
katG WT 315 KatG MUT2 S315T2
Gen inhA
inhA WT1 1 A MUTL .
-16 inhA MUT?2 A-16G
— 5 inhA MUT3A T-8C

inhA MUT3B T-8A
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ANEXO A-4. PROTOCOLOS DE PREPARACION DE MEDIOS DE
CULTIVO PARA CRECIMIENTO DE CEPAS DE M. tuberculosis

A. Materiales

= Botella de vidrio Schott

= Medio de Cultivo liquido Middlebrook 7H9 DIFCO Ref. 271310 suplementado con: Glicerol al
0,2% (vIv)

= Tyloxapol Premium Sigma Aldrich 4-(1,1,3,3-Tetrametilbutil) polimero de fenol con
formaldehido y oxirano Ref. T8761 (500pL)

= Enriquecimiento con 10% de suplemento ADC (DIFCO, Beckton Dickinson) Ref. 212352,
Catalasa Dextrosa

= Agua Destilada (H.OD)

= Autoclave

= Jeringas desechables estériles

= Micropipetas

= Puntas estériles

= Pipetas desechables estériles de 2 ml, 5 ml, 10 mly 25 ml

= Cabina de bioseguridad

= [ncubadora con CO;

= Bata desechable estéril

= Guantes de nitrilo desechables

=  Zapatones o polainas desechables

B. Procedimiento

Medio de liquido Cultivo 7H9 (DIFCO):

El medio de cultivo liquido 7H9 DIFCO es un medio de enriguecimiento no selectivo para el cultivo
de Mycobacterias, el medio contiene aminoéacidos como Acido L- Glutamico que son utilizados por
las bacterias como fuente de carbono junto con el glicerol y carbohidratos del medio. El tyloxapol,
es un detergente liquido no aniénico que actGa como surfactante y ayuda a que las mycobacterias se
distribuyan uniformemente en el medio de cultivo evitando el aglutinamiento de las mismas.

Preparacién para un Litro de medio de cultivo:

Medir 900 ml de Agua destilada

Agregar 4,7 gramos de medio de cultivo.

Colocar en agitacion con mosca para que se diluyan los componentes

Agregar 5 ml de glicerol grado reactivo con una jeringa desechable

Agregar 0.5 ml de Tyloxapol Premium y dejar en agitacion hasta que se disuelva por completo.
Llevar a esterilizar en frasco de vidrio debidamente etiquetado, con la tapa abierta a ¥ de rosca,
afirmada con cinta de enmascarar, cubierto con papel aluminio y sombrero de papel usar cinta
testigo para verificar que se llevd a cabo bien el proceso de esterilizacion.

ook~ wbdE



9.

10.
11.

Dejar reposar a temperatura ambiente hasta que baje la temperatura a aproximadamente 40°C
Llevar a cabina de bioseguridad previamente limpia e irradiada con luz ultravioleta (longitud
de onda de 200 a 300 nm).

Agregar 4 (100 ml) tubos de suplemento ADC

Llevar a prueba de esterilidad por 24 horas a 37°C

Si no se obtiene turbidez o crecimiento bacteriano, el medio esté listo para usar.

Medio de Cultivo Solido Middlebrrok 7H10

Este medio de cultivo, contiene los nutrientes necesarios para el crecimiento de M. tuberculosis, de
manera tal que se pueda calcular la cantidad de bacterias en una muestra determinada de acuerdo al
inoculo en el medio y la dilucién de la bacteria.

Procedimiento

1.

SN R A

10.

11.

12.

Medir 900 ml de Agua destilada

Agregar 19 gramos de medio de cultivo.

Colocar en agitacion con mosca

Agregar 5 ml de glicerol grado reactivo con una jeringa desechable

Una vez estén disueltos los componentes llevar a esterilizar en frasco de vidrio debidamente
etiquetado, con la tapa abierta a ¥ de rosca, afirmada con cinta de enmascarar, cubierto con
papel aluminio y sombrero de papel usar cinta testigo para verificar que se llevo a cabo bien el
proceso de esterilizacion.

Dejar enfriar el medio hasta que alcance una temperatura aproximada de 65°C

En cabina de bioseguridad alistar 62 cajas de Petri estériles por cada litro de medio de cultivo y
dividirlas en 8 partes iguales de forma radial usando un marcador de tinta indeleble.

Una vez el medio alcanza la temperatura deseada, en cabina de bioseguridad, agregar 100 ml de
suplemento OADC y agitar para gque este se mezcle de forma uniforme con el medio de cultivo.
Con una pipeta de 25 ml estéril proceder a plaguear el medio de cultivo, cada caja de Petri debe
contener aproximadamente 17 ml de este, tener precaucion de no dejar burbujas en las placas,
ya que estas dificultaran el crecimiento de las bacterias y posterior lectura de las UFCs.

Una vez dispensado el medio de cultivo, dejar las cajas de Petri abiertas para que este se
solidifique y para que se evapore el agua de condensacion de la tapa de la caja.

Cuando el medio de cultivo este solidificado y las tapas de las cajas secas, taparlas teniendo
precaucion de no pasar las manos por encima de las que estan abiertas, formar torres de 10 cajas
y guardarlas en bolsas plésticas estériles.

Llevar a prueba de esterilidad por al menos 24 horas antes de su uso.
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ANEXO A-5. PROTOCOLO PARA LA RECUPERACION DE CEPAS
DE MYCOBACTERIUM

A. Materiales

= Frascos para cultivo primario de células no adherentes de 25 ml

= Medio de cultivo liquido Middlebrook 7H9 suplementado con 5% de glicerol, 10% de OADC y
0.02% de tyloxapol Premium

= Pipetas plasticas desechables de 10 ml

= Cepa criopreservada en glicerol, liofilizada o cultivada

=  Pipetedeador eléctrico

= Cabina de bioseguridad

= |ncubadora con agitacion y CO2

= Gorro desechable

= Guantes de nitrilo desechables

= Bata desechable

= Polainas o zapatones desechables

= Cinta de enmascarar

=  Plumones

B. Base Racional del procedimiento

Para llevar a cabo la mayoria de los procesos del laboratorio de patologia experimental
del INCMNSZ se requiere del uso de diferentes cepas de Mycobacterium en fase logaritmica de
crecimiento, debido a que la mayoria de estas se encuentran en criopreservacion a -70°C, es necesario
cultivar dichas bacterias usando medios de cultivo con los nutrientes necesarios para activarlas
metabolicamente y ser utilizadas en procesos de infeccidn de animales o células, extraccion de &cidos
nucleicos etc.

Todos los procedimientos que impliquen la manipulacién de Micobacterias vivas patdégenas deben
realizarse siguiendo estrictamente todas las normas de bioseguridad, para evitar la contaminacion
con esta peligrosa bacteria por via aérea y usar todos los implementos de proteccion de barrera; antes
de iniciar el trabajo con estas se debe usar obligatoriamente: Ropa de laboratorio, bata desechable,
gorro desechable, zapatones o polainas desechables respirador N95 y doble par de guantes de nitrilo
para el trabajo dentro de la cabina de bioseguridad, el par de guantes exterior es el que esta en
contacto directo con los cultivos o muestras y no debe salir de la campana de bioseguridad, si se
requiere de procesos que implique sacar las manos del area de trabajo, los guantes exteriores se
deben retirar cada vez y colocarse de nuevo para el trabajo dentro de la cabina de bioseguridad.

C. Procedimiento


http://www.innsz.mx/opencms/contenido/conoce/

. Si la bacteria se encuentra criopreservada en glicerol a -70°C, sacarla del ultracongelador y
llevarla a incubadora a 37°C por aproximadamente 10 minutos hasta que el tubo contenedor este
visiblemente descongelado.

. Si la bacteria es comprada u obtenida de una coleccion de referencia y esta liofilizada, llevar a
cabina de bioseguridad tipo Il y resuspender con medio de cultivo 7H9 o seguir las
especificaciones del fabricante.

. Etiquetar con nombre de la cepa, fecha, codigo interno del laboratorio y demas datos necesarios
una botella de cultivo primario de células de 25 ml.

. En cabina de bioseguridad agregar 8 ml de medio de cultivo 7H9

. Una vez la bacteria se encuentre descongelada o en suspension, mezclar cuidadosamente y tomar
0,1 ml del cultivo y agregarlo a las botellas de cultivo con el medio estéril.

. Llevar a incubar a 37°C en agitacion y 5% de CO- por 48 horas

. A este nivel el cultivo esta listo para ser cultivado masivamente.
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B.

ANEXO A-6. PROTOCOLO PARA EL CULTIVO EN MASA DE
CEPAS DE MYCOBACTERIUM

Materiales

Medio de cultivo liquido Middlebrook 7H9 suplementado con 5% de glicerol, 10% de ADC y
0,02% de tyloxapol Premium previo control de esterilidad
Botellas de cultivo no adherentes estériles de 75 ml
Pipetas desechables estériles de 10 mly 25 ml

Pipeteador eléctrico

Cabina de bioseguridad

Incubadora con agitacion y CO2

Espectrofotometro

Celdas para espectrofotometria

Gorro desechable

Guantes de nitrilo desechables

Base Racional del procedimiento

Una vez se tiene el cultivo de inicio con crecimiento bacteriano suficiente, es necesario realizar el
subcultivo del mismo en masa, con el fin de obtener la cantidad suficiente de bacteria para la
generacion de alicuotas que seran utilizadas al momento de infectar los ratones, para disponer de
material bacteriano suficiente para realizar diferentes tipos de experimentos y para disponer de tubos
de bacteria con glicerol que seran almacenados en el banco biolégico del laboratorio a -70°C

C. Procedimiento

1.

o s~ wD

Limpiar previamente el area de trabajo y esterilizar cabina usando luz UV (longitud de onda de
200 a 300 nm).

El material necesario para el cultivo se debe limpiar previamente con alcohol al 70%.
Dispensar 60 ml de medio de cultivo 7H9 en 4 botellas para cultivo celular de 75ml.

Agregar 1 ml del cultivo de inicio en cada una de las botellas de cultivo.

Juntar las cajas con cinta de enmascarar y rotular con nombre o codigo de la cepa, fecha de
escalamiento y persona responsable.

Incubar a 37°C y hacer seguimiento del crecimiento midiendo cada 24 horas el % de
transmitancia o la absorbancia en una de las botellas para determinar la fase logaritmica de
crecimiento.

La mitad de la fase logaritmica se alcanza entre el dia 10 y 14 de crecimiento, en este momento
el cultivo se recupera en alicuotas como se menciona en el Anexo A-8.



ANEXO A-7. PROTOCOLO DE TINCION PARA MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM) DE BACTERIAS EN
CULTIVO.

A. Soluciones de trabajo

0.2M PB, pH 7.4:

Na,HPO4 --21.89g
NaH.PO4 -6.49
Agua destilada----------------- 1000 ml

Fijador 4F1G (4% Formaldehido 1% Glutaraldehido en 0.1 M PB, pH 7.4):

0.IMPB, pH 7.4 ------=-=-m---- 88 ml
37-40% Formaldehido ----- 10 mi
50% Glutaraldehido --------- 2ml

1% Osmio in 0.1M PB:
2% Osmio 5ml
0.2M PB, pH7.4 -------=-=----- 5mil

Solucién de Uranil Acetato al 5%:
Para preparar 50 ml, adicionar 2.5 g de uranil acetato a 50 ml de agua destilada. Cubrir y dejar toda
la noche. Adicionar 10 gotas de acido acético glacial. Almacenar la solucién a 4 °C.

Solucion de Citrato de Plomo de Reynold’s:
Para preparar 50 ml, adicionar las sustancias quimicas al agua destilada en el siguiente orden:

Nitrato de Plomo 1.33¢g

Citrato de Socio deshidratado -------------- 1.76 g (La solucion se torna turbia al adicionar el citrato
de sodio).

NaOH 1IN ---- 5 ml (La solucion se aclara al adicionar el NaOH)

Agua destilada 30 ml

Agitar durante 10 minutos para disolver y adicionar 15 ml més de agua destilada. Almacenar la
solucidn por 3 a 6 meses a 4°C. Nota: La cantidad adicionada de NaOH es muy importante,
adicionar NaOH en exceso tornara la solucion muy turbia.

Tabla A-2. EMBed 812



232 Virulencia, respuesta inmune in-vivo y transcriptémica de Mtb genotipo Beijing

Volumen EMBed-812 DDSA NMA DMP-30
Final (2%0)
20.91 ml 10 mi 4.5ml 6 ml 0.41ml
31.37 ml 15 mi 6.75 ml aml 0.62 ml
41.82 ml 20 ml 9ml 12 ml 0.82 ml
52.28 ml 25 ml 11.25 ml 15 mi 1.03 ml

Mezclar los cuatro componentes en un vaso de plastico y mezclar con un agitador de madera

B. Fijacion

1. Las células en suspension son fijadas en formaldehido al 4% y glutaraldehido al 1% en buffer
PB 0,1M pH 7.4, mezclando volumenes iguales de fijador y células en suspensién.

2. Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos o hasta que se obtenga un boton limpio, si es necesario
repetir la centrifugacion. Remover cuidadosamente el fijador, Adicionar cuidadosamente un
volumen de fijador fresco y dejar fijar durante toda la noche (minimo 2 horas).

3. Remover cuidadosamente el fijador y agregar partes iguales de Sucrosa (0.2M) al 8% y buffer
PB 0.1M a 4°C durante toda la noche (Las muestras pueden ser almacenadas en sucrosa durante
largos periodos de tiempo).

4. Para la Pos-fijacion adicionar OsO4 1% en PB 0.1M por una hora

Remover el OsO, Yy lavar en PB 0.1M 3 veces por 10 minutos cada vez.

C. Deshidratacion

50% etanol 15min

70% etanol 15min

95% etanol 15min

100% etanol 2veces x 15min

100% Oxido de Propileno 2 veces x 15min

Mezclar en proporcion 1:1 EMBed 812 y Oxido de Propileno por 1-2 horas.

Luego mezclar en proporcion 2:1 EMBed 812 y Oxido de Propileno toda la noche en desecador
con las tapas abiertas.

D. Inclusién

Embeber en capsulas comprimidas e incubar a 60°C por 48°C

E. Corte

Hacer cortes semidelgados (cortes de 0.5-1 um) y tefiir con azul de toluidina. Observar el grosor de
los cortes y recortar el bloque EM maés si es necesario, luego colocar los cortes ultradelgados en
soportes para tincion.

F. Tincién



Colocar los soportes para tincion en uranil acetato por 15 minutos, lavar con agua destilada y
luego tefiir con citrato de plomo por 3-5 minutes y enjuagar con agua destilada.

G. Observacion
Observar al microscopio y tomar diferentes fotografias para el analisis de la estructura de las

células.
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ANEXO A-8. PROTOCOLO PARA LA GENERACION DE
ALICUOTAS DE MYCOBACTERIUM

Materiales:

= M. tuberculosis cultivada en masa

= Tubos falcon de 50 ml

=  Tubos de 1,5 ml con tapa de cierre hermético

= Pipetas plasticas desechables estériles de 2, 10 y 25 ml.

= Celdas para espectrofotometria

= Medio de cultivo liquido Midlebrook 7H9 suplementado con 5% de glicerol, 10% de OADC
(albumina, dextrosa y catalasa) y 0,02% de tyloxapol Premium

= Buffer Salino de Fosfatos (PBS) 1X

= Tubos marcados con I, M y F de la cepa en estudio

= Micropipetas automaticas de 1000, 200 y 10 uL.

= Puntas estériles para pipetas de 1000, 200 y 10 uL.

=  Medio de cultivo liquido 7H9 suplementado con 5% de glicerol, 10% de ADC (albumina,
dextrosa y catalasa) y 0,02% de tyloxapol Premium

= Cajas de medio de cultivo solido 7H10 suplementado con 5% de glicerol y 10% de OADC
(Albumina Bovina, Dextrosa, catalasa y Acido Oleico).

= Tubos eppendorf de 1,5 ml estériles

= Gradillas

= Clidox TM

= Alcohol al 70%

= Espectrofotometro

= Pipeteador eléctrico

= Gradilla plastica

= Botellas para descarte de desechos liquidos

= Gorro desechable

= Centrifuga Refrigerada

= Ultracongelador a -70°C

Base Racional del procedimiento:

Este procedimiento se realiza con el fin de generar alicuotas bacterianas con la concentracion
estandarizada para la infeccion de los ratones (250.000 bacterias por cada 100uL de suspension),
para la obtencion de las bacterias, es necesario que estas no se encuentren en grupos, para esto es
necesario que el medio en el que se encuentren cultivadas contenga Tyloxapol premium, el cual es
un detergente que permite que las micobacterias crezcan de forma disgregada y uniforme.




PROCEDIMIENTO

Dispensar las bacterias de las botellas de cultivo en tubos falcon de 50 ml.

Centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C.

Descartar sobrenadante, resuspender pellet con el dedo con movimientos suaves y realizar 3
lavados sucesivos con 45 ml de PBS 1X centrifugando cada vez a 3000 rpm por 10 minutos a
4°C.

4. Mientras se realizan los lavados, marcar 43 tubos de 1.5 ml con tapa de cierre hermético el
primer tubo se debe marcar con la letra I (Inicial) y los siguientes se deben marcar asi: 1/40,
2/40, 3/40...20/40 el siguiente tubo se marca con la letra M (Medio) y seguir el marcaje como
21/40...40/40, el ultimo tubo se debe marcar con la letra F (Final).

Resuspender pellet con el dedo e ir agregando PBS 1X hasta que se obtenga una suspension
bacteriana homogeénea similar a un agua de limén e ir resuspendiendo suavemente de manera
tal que no se formen grumos.

Dispensar en cada tubo marcado 1.5 ml de la suspension con una pipeta plastica estéril de 10
ml en los tubos I, M y F dispensar solo 0.5 ml de la suspension.

Tapar los tubos tratando de no pasar la mano por encima de los tubos destapados y guardar a -
70°C por al menos 24 horas.

La verificacion de las Unidades Formadoras de Colonias, es de vital importancia a este nivel, ya que
permite verificar la concentracion bacteriana a la cual se encuentran las alicuotas que serén utilizadas
para la infeccion de ratones, en caso que dichas alicuotas se encuentren con una concentracion
bacteriana superior a la deseada (250.000 UFC por cada 100 uL de solucion), el resultado obtenido
con este experimento permitira realizar un ajuste aritmético de dicha concentracion.
Procedimiento:

- Separar los tubos | (inicial, M (medio) y F (final) del lote de alicuotas.

- Por cada cepa a evaluar se requieren 3 cajas de medio de cultivo 7H10 divididas en 8 partes
por la parte reversa de la caja, las cajas de cultivo se deben colocar medio abiertas en la
campana con el fin que se evapore el agua de condensacion.

- Alistar 5 tubos eppendorf para dilucion seriada de cada tubo de alicuota, marcarlos como |, M
oFyde-la-5.

- Agregar 900 uL de medio de cultivo 7H9 todos los tubos eppendorf para diluciones seriadas

- Descongelar las alicuotas almacenadas a -70°C de forma escalada en incubadora a 37°C por
aproximadamente 10 minutos.

- Una vez descongelados, hacer vortex por aproximadamente 10 segundos

- Tomar 100 uL de la suspension de bacterias y agregarlos al tubo -1, hacer vortex y llevar a
sonicar por 45 segundos.

- Continuar con las diluciones seriadas como se muestra en la siguiente figura:
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100 ulL 100 uL 100 uLL 100 ul.  Descartar 100 ul
Tomar 100 uL. r\ r\r\r\ r\
de alicuota Vortex Vortex Vortex Vortex
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e : - : :
4 : - .
I | | | !

’ ,- 900 ul. de 7HO

T — 2
—

Sonicar 45°
Figura A-2. Esquema de realizacion de diluciones para siembra de UFCs de alicuotas de cepas de
M. tuberculosis.
- Tener en cuenta cambiar la punta por cada dilucion.
- Realizar el mismo procedimiento con cada una de las alicuotas
- El experimento de UFC se debe realizar por duplicado para cada alicuota
(L, MyF).
- Alistar 6 cajas de agar 7H10 y dividirlas en 8 partes iguales por la parte
reversa de la base.
- Una vez hechas las diluciones, dispensar 10 uL desde la dilucién -5 a la -
2 en cada una de las divisiones de la caja de agar como se muestra en la
Figura 2.

Figura A-3. Esquema de marcaje y dispensacion de muestras en cajas de agar 7H10.

- Esperar a que la muestra sembrada sea absorbida por el agar, guardar las
cajas en bosas estériles y sellarlas con cinta de enmascarar.

- Incubar a 37°C con atmosfera de 5% de CO2 y leer a los 14 y 21 dias de
sembrado en estereoscopio y verificar la pureza de los cultivos.

- En el momento de realizar el recuento, con un marcador de punta fina ir
punteando las colonias que se vayan contando con el fin de no recontar
colonias.

- Anotar el nimero total de UFCs de cada dilucién, si las colonias son
confluentes y dificiles de diferenciar unas de otras.



- Si las diluciones estan contaminadas con bacterias diferentes al complejo
M. tuberculosis y no se pueden contar, capturar el dato como
impedimento estérico (IE) o contaminadas (C).

- Si el nimero total es menor a 100 UFC, capturar el dato en nimeros
enteros, si el nimero es mayor a UFC, capturar el dato como incontables
(.

Los datos se deben capturar en una tabla como la que se muestra a continuacion:

Tabla A-3. Tabla de captura de datos de UFCs con ejemplo.

N° de Cepa (o3 -1 -2 -3 -4 Observaciones
323 (1) in cic 95/97 75/70 20/30 Colonias lisas
323 (M) in I/ 90/95 68/65 15/20
323 (F) in I/ 97/90 69/79 22/23

Para la interpretacion de los datos, el nimero de UFCs, se elige la dilucién méas concentrada en la
gue se pudieron obtener recuentos en nimeros enteros o la dilucién con nimeros enteros después de
la dilucion con un recuento de incontables.

Se realiza el promedio de UFCs entre los datos obtenidos de los tubos de I, M y F, preferentemente
la dilucion elegida para el analisis de los datos debe ser la misma en los tres tubos.

Una vez se elija la dilucién con la que se realizara el célculo, se tienen en cuenta los siguientes
factores de conversion:

No. de bacterias en el conc x 0.0001

No. de bacterias en la dil -1 x 0.001

No. de bacterias en la dil -2 x 0.01

No. de bacterias en la dil -3 x 0.1

No. de bacterias en la dil -4 x 1

Ejemplo

En conc y en dil -1 =incontables

37 en la dil-2 =0.37

42 en la dil-2 =0.42 prom=0.4225 de millon de bacterias
5 enladil -3=0.5 422, 500 bacterias por dilucion
4 enladil-3=0.4
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ANEXO A-9. PROTOCOLO PARA REALIZACION DE EXPERIMENTO “KILLING”
USANDO MACROFAGOS ALVEOLARES DE RATON INFECTADOS CON Mtb
Materiales, equipos y reactivos:
= Cabina de Bioseguridad Clase Il tipo B2

= Vortex

= Pippeteador
= Pipetas 5 ml
= Sonicador

= Bafio Mariaa 37°C

= Micropipetas de 1000, 200 y 20 pl.

= Pipeta Multicanal de 20-200 pl.

= Puntas de 1000, 200y 20 pl.

= Placas de Petri vacias.

=  Tubos Falcon de 15 mly 50 ml

= Gradilla para tubos Falcon

= Tubos eppendorff de 1.5 ml.

= Placas de agar 7H10 — 1 por cepa bacteria

= 5 placas de 96 con tapa para el ensayo

= Botella de desechos

= Bolsa de basura grande

= Par de guantes y otro par para manipular bacteria
= Cémara de Neubauer y azul de Tripan 0.4%

SOLUCIONES Y REACTIVOS NECESARIOS PARA EL EXPERIMENTO
RPMIc para macréfagos MH-S (volumen total: 1000 ml)

RPMI 1640 (RPP12 Caisson)

2 gr de bicarbonato de Sodio

Ajustara pH 7.4

Esterilizar por filtracion

Suplementar con 100 ml de SFB

RPMI + Antibidtico (solucion de lavado, volumen total: 130 ml)

1 ml de antibi6tico

49 ml de RPMI

PBS-EDTA1LT

0.2grde EDTA

1000 ml de PBS

Ajustar a pH 7.4

Esterilizar por filtracion

SDS 0.1%

Pesar 20 mg de SDS y disolver en 20 ml de 7H9. Filtrar en cabina de bioseguridad con filtro de
0,22pm. Alicuotar de a 4 ml y congelar a -20°C.




BSA 20%

Pesar 4 g de BSA y disolver en 20 ml de 7H9. Filtrar dentro de cabina de bioseguridad con filtro de
0.22um. Alicuotar de a 4 ml y congelar a -20°C.
Agar 7H10

900 ml agua destilada

19 g de 7H10 agar

5 ml de glicerol

100 ml de OADC

Medio 7H9

4,7g de 7H9 polvo

5 ml de glicerol

900 ml de agua destilada.

0,5 ml de Tyloxapol premium.

100 ml de OADC (5 tubos).

Cultivo Celular

- Disponer de un bafio maria precalentado a 37°C

- Colocar 9 ml de medio RPMIc en tubos falcon de 15 ml

- Colocar 8 ml de medio RPMIc en una botella de 25 ml y llevar a 37°C

- Tomar las células del Ultracongelador (-70° C) al bafio Maria hasta que
solo quede un hielo pequefio, enseguida limpiar con etanol al 70 %,
recolectar las células y colocarlas en el tubo de 15 mL

- Centrifugar a 100 g durante 8 mina 4° C

- Descartar sobrenadante, resuspender el pellet, agregar 2 mL de RPMI —
SFB y colocar en la botella de 25 cm?

- Incubar a 37° C y revisar diario

Procedimiento para cultivo y mantenimiento de la linea celular MH-S (ATCC® CRL-2019™

- Observar confluencia de las células, proseguir si es necesario pase

- Encender UV durante 15 min de la campana de flujo laminar

- Limpiar el material y frascos de soluciones a emplear con etanol antes de
colocarlos en la campana

- guantes, limpiar con etanol las botellas de cultivo y colocarlas en la
campana

- Retirar medio de las células y colocarlo en un falcon de 50 mL, este
contiene las células no adherentes. Poner PBS — EDTA en las botellas de
cultivo asegurandose de cubrir la capa celular (aproximadamente 5 mL
botella de 25 cm2 y 10 mL botella de 75 cm2) e incubar durante 30 min
a 37° C, estas son las células adherentes

- Pasado el tiempo dar pocos golpes fuertes a los lados de la botella para
despegar las células y traspasar al falcon de 50 mL
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- Centrifugar 5 min a 1500 rpm a 4°C, decantar sobrenadante y resuspender
el pellet celular
- Adicionar 5 mL de RPMI — SFB y resuspender suavemente
- Tomar 1 mL de la suspensidn celular, colocarlo en una o varias nuevas
botellas, afiadir 4 mL de RPMI — SFB para una botella de 25 cm2 y 12
mL para una de 75 cm2. Desechar las células restantes.
- Rotular botellas con nombre, linea celular, nimero de pase y fecha
NOTA:
Poner una gasa en la cabina de bioseguridad y mantenerla himeda con etanol
Cada vez que se saquen las manos de la cabina, aplicarse etanol en los guantes
Colocar todas las tapas hacia arriba y no pasar nada por encima
No pasar nada por encima de tubos ni botellas abiertas
Obtencion de cultivo en masa previo al ensayo de Killing
- Paraeste ensayo se utilizan 1x10° células por pozo en 200 pl de medio de
cultivo. Se calculan células para 24 pozos: 2.4 x10° células.
- Tomar el volumen necesario del cultivo para obtener 2.4x10° células, se
colocan en un falcon de 50 ml y se centrifugan durante 5 minutos a 1500
RPM.
- Descartar sobrenadante y resuspender en 40 ml de RPMIc para MH-S
- Sembrar 200 pl en placa de 96 pozos e incubar a 37°C en incubadora con
CO; al 5% por 24 horas.
- Alas 24 horas, retirar el medio de cultivo con pipeta multicanal (cuidando
de no tocar el fondo de los pozos) y se colocar 200 ul de RPMlic. Se
incuban en incubadora por 48 horas.

Preparacion de bacterias para la infeccion

En este ensayo se utilizan 5x10° bacterias por pozo en 180 pl de medio de cultivo. Calculando un
total de 24 pozos por cepa bacteriana, se requieren aproximadamente 12x10° bacterias por cepa a
partir de un stock de 10.8x10° bacterias/ml.

Calculando, se descongelan 2 viales a 37°C durante 10 minutos en incubadora.

El protocolo para la obtencién y almacenamiento de bacterias en alicuotas a concentracion conocida
esta detallado en el ANEXO A-8

Tomar 1.8 ml de cada bacteria para la infeccion y agregar 2160 ul de medio de cultivo RPMIc para
MH-S.

Sonicar las bacterias por 45 segundos a 20 kHz

Infeccidn

Afadir 180 pl de la solucidn de bacterias sonicada, a cada pozo segun esquema de trabajo

Incubar 3 horas en incubadora a 37°C con CO; al 5%

Descartar el sobrenadante en cajas de Petri, evitar hacer burbujas y formar aerosoles y lavar 3 veces
con 200 pl de RPMI + Antibidtico.

Afadir 200 pl de RPMIc para MH-S a cada pozo.




Dejar incubando a 37°C 1 hora (Dia 0), 24 horas (Dia 1), 48 horas (Dia 2), 72 horas (Dia 3) 0 96

horas (Dia 4).

Luego de ese tiempo, proseguir con los protocolos de UFCs (D0, D1 y D4), y medicion de citoquinas

Control de Calidad

La solucion de bacteria utilizada se plaguea en medio sélido 7H10 como control de calidad (cantidad

de bacterias sembradas).

bacteriana

40 pl 40 ul 40 pl
Tomar 40 pl de
la soluci6on n

]

Se colocan 270 pl del medio 7H9 en 4 tubos eppendorff. Se rotulan con -
1,-2,-3y-4.

Se toman 30 pul de la solucion de bacterias y se afiaden al tubo -1. Se
resuspende 15 veces y se pasan 40 pl al tubo -2. Se repite hasta la dilucion
-4.

Se toman 10 pl de cada dilucién y se siembra una gota en la placa de
7H10. Se comienza sembrando por la menor dilucién (-4).

-1 2 -3 -4
0

B8

Figura A-4. Diluciones seriadas y siembra para recuento de UFCs.

CITOQUINAS

Esperar a que la muestra sembrada sea absorbida por el agar (placas con
tapa arriba), guardar las cajas en bosas estériles (placas con tapa abajo) y
sellarlas con cinta de enmascarar. Incubar a 37°C con atmosfera de 5% de
CO. vy leer alos 14 y 21 dias de sembrado en estereoscopio y verificar la
pureza de los cultivos.

Tomar el sobrenadante de los triplicados y juntarlos en un tubo
eppendorff. En los dias de cada tiempo pos-infeccién y cada cepa.
Centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos a 4 °C.

Pasar el sobrendante por un filtro de 0.22 pum de 4 mm de didmetro y
colocar en un tubo eppendorff estéril.

Congelar a -70°C hasta la medicion de citoquinas por ELISA.

KILLING: SIEMBRA DE UFCs

Preparar una placa de 96 pozos sin tapa. Se siembran los triplicados de
cada bacteria por duplicado en placas de UFCs.

Pasado el tiempo de incubacion, tomar la una de las placas por cada
tiempo.
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30 plde Lisado

Luego de tomar el sobrenadante de cultivo para medir citoquinas, lisar las
células con 100 pl de 7H9 con SDS 0.1% mezclando vigorosamente y
raspando en cruz el fondo de la placa durante 10 min a temperatura
ambiente.

Neutralizar la accion del SDS adicionando 100 pl de 7H9 con BSA al
20%.

Para hacer las diluciones a sembrar en medio 7H10, colocar 270 pl de
medio 7H9 por pozo.

Tomar 10 pl del pozo a estudiar y sembrar la dilucion concentrada en la
placa de UFCs.

Tomar 30 ul del pozo a estudiar, colocar en el primer pozo de la dilucién
(-1) y hacer diluciones sucesivas resuspendiendo 10 veces y tomando 30
pl para pasar al pozo siguiente como se esquematiza en la Figura A-5.

30 plde Lisado 30 plde Lisado

2%, InA A
OOOOOOOOOOOO

O....... O @

H37Rv

Beijing-Clasico 391

o
OOOOOOOO . Beijing-Like 323

O®%O OOO O OOO O LAM 9 B077be

OO0 00000000
100000000000,

Figura A-5. Esquema de siembra de células y diluciones para la realizacion de “killing”

Sembrar 10 ul de las diluciones -1, -2 y -3 en la placa de UFCs. Se
siembra una placa para cada pozo del triplicado, por duplicado en la
misma.
Dejar absorber las placas con la tapa para arriba para dejar secar la gota
de siembra, cerrar e incubar durante 14 y 21 dias para el recuento de
UFCs.



ELISA PARA CUANTIFICACION DE CITOQUINAS EN SOBRENADANTE
MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

= Lector de Elisa

= Placas de 96 pozos de poliestireno para ELISA

= Pipetas 10, 100 y 1000 pl

= Puntas para Micropipetas 10, 100 y 1000 pl

= Probetas

= Agua des ionizada

= Tubos para preparacion de estandar

Preparacion de soluciones:

Buffer de Cobertura (Coating Buffer):

Carbonato de sodio 0.1 M

NaHCO3 pH 9.5: 7.13 g

Na2C03 1.59 g

Cantidad Suficiente para 1000 ml

Ajustar pH a 9.5

Diluyente:

PBS con 10% de Suero Fetal Bovino pH 7.0

Buffer Fosfato Salino:

NaCl 80.0 g

Na2HPO4 11.6 ¢

KH2P0O4 2.0 ¢

KCL20g

Cantidad Suficiente para 10000 ml

Ajustar pHa 7.0

PBS* con Tween-20 al 0.05%

Tetrametilbenzidina (TMB)

Peroxido de Hidrégeno

Solucion de Parada:

H3PO4 1M

El principio de la prueba utilizada para la medicion de citoquinas, fue un ELISA tipo sandwich la
cual es altamente sensible y especifica que permite evaluar la concentracién de la proteina en
muestras de interés

Con los sobrenadantes filtrados obtenidos de las células infectadas fueron recolectados al dia 0, 2, 3
y 4 post infeccion para medicion de las citoquinas IL-1p, TNF-o, IFN-y, IL-12p70 e IL-10, usando
los siguientes kits: Mouse TNF-o (Mono/Mono) ELISA Set Cat. No. 555268 (BD OptEIA™),
Mouse IFN-y ELISA Set Cat. No. 555138 (BD OptEIA™), Mouse IL-12 (p70) ELISA Set (BD
OptEIA™), Mouse IL-10 ELISA Set Cat. No. 555252 (BD OptEIA™), Mouse IL-1 ELISA Set
Cat. No. 559603 (BD OptEIA™),

Debido a lo poca cantidad de sobrenadante que se obtuvo, se realizaron pooles de los pozos replicas
para la medicién de citoquinas.
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Para la realizacién de la prueba se disefi6 el montaje como se muestra a continuacion:

IL.-10 TNFa

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 2000 pg/ml 2000 pg/ml H37Rv DO H37Rv DO LAM D3 LAM D3 2000 pg/ml 2000 pg/ml H37Rv DO H37Rv DO LAM D3 LAM D3
B | 1000 pg/ml 1000 pg/ml 391 DO 391 DO SID3 SID3 1000 pg/ml 1000 pg/ml 391 DO 391 DO SID3 SID3
C 500 pg/ml 500 pg/ml 323 DO 323 DO H37Rv D4 H37Rv D4 500 pg/ml 500 pg/ml 323 DO 323 D0 H37Rv D4 H37Rv D4
D | 250pg/ml 250 pg/ml LAM DO LAM DO 391 D4 391 D4 250 pg/ml 250 pg/ml LAM DO LAM DO 391 D4 391 D4
E 125 pg/ml 125 pg/ml SI DO SI DO 323 D4 323 D4 125 pg/ml 125 pg/ml SI DO SI DO 323 D4 323 D4
F 62,5 pg/ml 62,5 pg/ml H37Rv D3 H37Rv D3 LAM D4 LAM D4 62,5 pg/ml 62,5 pg/ml H37Rv D3 H37Rv D3 LAM D4 LAM D4
G 31,3 pg/ml 31,3 pg/ml 391 D3 391 D3 SI D4 SI D4 31,3 pg/ml 31,3 pg/ml 391 D3 391 D3 SI D4 SI D4
H Blanco Blanco 323 D3 323 D3 Blanco Blanco 323 D3 323 D3

Tomar 300 pl de Stock

ENAYAYAYAYAYA

Estandar

Tabla A-4. Esquema de montaje de placas de ELISA
La reconstitucion del estdndar de cada kit se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para la elaboracion de la curva estdndar, se realizaron diluciones seriadas a partir del stock
correspondiente a cada citoquina como se muestra a continuacion:

300l 300l

—~— —~—

—~—

300l

!

300l | |aoo ul 00 ul \300 ul
1000 500 250 125
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

300 l

300 l

300l

00 pl
62,5 31,3
pg/ml pg/ml

Figura A-6. Esquema de diluciones seriadas para elaboracion de curva estandar de cada citoquina.

La preparacion de Buffers y reactivos se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante para cada

kit con las referencias antes mencionadas.

PROCEDIMIENTO:

Cubrir los micropozos con 100 pl de anticuerpo de captura diluido en

buffer de cobertura. Sellar la placa e incubar durante toda la noche a 4°C.

Aspirar el contenido de los pozos y lavar 3 veces con buffer de lavado,

sacudir la placa sobre papel absorbente para eliminar todo el liquido.

temperatura ambiente por 1 hora.

Aspirar contenido y lavar tres veces
Adicionar 100 pl de estandar o muestra a cada pozo segun corresponda e

incubar 2 horas a °T ambiente.

°T ambiente

Aspirar contenido y lavar 5 veces
Adicionar 100 pl de reactivo de deteccion a cada pozo e incubar 1 hora a

Bloquear la reaccion en las placas con 200 pl de diluyente e incubar a




- Aspirar contenido y lavar 7 veces
- Adicionar 100 pl de solucidn substrato a cada pozo e incubar 30 minutos
a °T ambiente.
- Adicionar 50 pl de solucion de parada a cada pozo y leer a 450 nm en
maximo 30 minutos con una longitud de onda de correccién a 570 nm.
Interpretacion de Resultados
Calcular la media de la absorbancia para cada set de estandares, controles y muestras por duplicado.
Restarle a la media de la absorbancia del estandar Cero. Graficar la curva estandar en papel
milimetrado o en Excel con la concentracion de la citoquina en el eje “X” y la absorbancia en el ¢je
“Y” y trazar la diagonal a lo largo de los puntos obtenidos de la curva. Para determinar la
concentracién de las citoquinas, encontrar la media del valor de la absorbancia desconocida sobre el
eje “Y” y extrapolar a la curva estandar. En el punto de interseccion dibujar una line vertical al eje

“X” y leer la concentracion de la citoquina.
Graficar usando el programa estadistico de eleccion.
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ANEXO A-10. PROTOCOLO PARA RECUENTO DE UNIDADES FORMADORAS DE
COLONIA (UFCS) DE M. TUBERCULOSIS EN ORGANOS DE RATONES INFECTADOS
Materiales:
= Perlas de silice y Zirconia
= Equipo homogenizador MP FastPrep 24
=  Sonicador
=  Micropipetas automaticas 10, 200 y 1000 Ul
= Puntas para micropipetas 10, 200 y 1000 Ul
= Placas de Petri desocupadas estériles
= Placas de Petri con medio 7H10 suplementado con 5% de glicerol y 10% de OADC (Albumina

Bovina, Dextrosa, catalasa y Acido Oleico
= Pinzas estériles
= Hielo en contenedores para tubos de 1,5 ml
= Vortex
= Placas de Elisa para diluciones seriadas
= PBS (Buffer de Fosfatos Salino) +TWEEN 0,05%
= Clidox TM
= Alcohol 70%
= Pipeteador eléctrico
= Gradilla pléstica
= Gorro desechable
= Guantes de nitrilo desechables
= PBata desechable
= Polainas o zapatones desechables
= Cinta de enmascarar
=  Plumones
= Cabina de bioseguridad
= Incubadora a 37°C y 5% de CO2

Base Racional del procedimiento:

Este procedimiento se realiza con el fin de determinar cual es la carga bacteriana en los 6rganos de
ratones infectados a un tiempo patognoménico de sacrificio; normalmente, en la cinética de
inmunopatologia de tuberculosis en el ratdn, los dias establecidos para el sacrificio son: 1, 3, 7, 14,
21,28,60Yy 120, la cantidad de UFCs variara de acuerdo al tiempo que lleven infectados los animales
y a la cepa infectante, este experimento proporciona informacion sobre la virulencia de la bacteria
infectante y de los efectos de los tratamientos que se les estén administrando a los animales si es el
caso.

Procedimiento:
Colocar las muestras en orden (Pulmdn, Bazo, cerebro etc.) en una gradilla con hielo, tener en cuenta
mantener las muestras en estas condiciones a lo largo del experimento.



Disponer en una placa de Petri estéril las perlas de Silice y Zirconio de acuerdo al nimero de
muestras que se vayan a trabajar.

Con pinzas estériles, agregar a cada tubo una perla de Silice y Zirconio colocando las tapas boca
abajo sobre una gasa estéril.

Con los tubos bien tapados, llevar al equipo Fast-Prep para moler los érganos durante 20 segundos.
En cabina de flujo laminar agregar 1 ml de PBS 1x-Tween 0.05%

Llevar a moler en el equipo Fast Prep para disgregar los 6rganos por 20 segundos tres veces seguidas
con intervalos de 3 minutos, estos intervalos son necesarios para dejar el equipo descansar, durante
este tiempo las muestras deben ser mantenidas en hielo.

Una vez los 6rganos estén homogeéneos, llevar a sonicar por 45 segundos en sonicador de agua a una
frecuencia de 20 kHz, este proceso se realiza con el fin de disgregar los agregados de bacterias y de
esta manera tener una dilucion mas homogénea de las mismas.

En cabina de flujo laminar, hacer Vortex por 10 a 15 segundos para continuar con el proceso de
homogenizacion.

Destapar los tubos colocando tapas hacia abajo para realizar diluciones en base 10, este proceso se
realiza en una placa de Elisa, si los ratones son sacrificados en los dias 1, 3y 7 se usan las diluciones
C,107%, 102, y 107, si los ratones son sacrificados los dias 7, 14, 21, 28, 60 y 120, se usan las
diluciones 102, 103, 10y 10°°.

Agregar a los pozos de la placa de ELISA 270uL de PBS 1x-Tween 0.05%, el nimero de pozos
dependera del namero de diluciones a realizar.

En el primer pozo agregar 30uL de la muestra homogenizada usando puntas de 200 pL cortadas en
la punta y resuspender con la pipeta.

Hacer diluciones sucesivas pasando de a 30 pL en cada dilucion, descartar los dltimos 20 pL para
gue la dltima dilucién quede al mismo volumen de las anteriores.

A continuacion, se muestra el proceso esquematizado.
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Figura A-7. Proceso de diluciones seriadas de érganos homogenizados

En placas de agar 7H10 sembrar 10 uL de cada dilucion desde la mas diluida hasta la mas
concentrada en el centro de cada division del agar como se muestra a continuacion.

Figura A-8. Siembra de diluciones de érganos homogenizados en agar 7H10.

Dejar que la gota de siembra sea absorbida por el agar y llevar a incubar a 37°C, realizar recuento
de UFCs a los 14 y 21 dias.

Los datos que se capturas preferiblemente son los del dia 21, el valor de las UFC contadas se
multiplica por los siguientes factores de acuerdo a la dilucion.

No. de bacterias en el conc x 0.0001
No. de bacterias en la dil -1 x 0.001
No. de bacterias en la dil -2 x 0.01
No. de bacterias en la dil -3 x 0.1
No.



ANEXO A-11. PROTOCOLO EXTRACCION DERNA A PARTIR DE PULMON DE
RATON INFECTADO DE M. tuberculosis. Kit Quick RNA mini prep Zymo. Cat. R1055

Antes de comenzar:

= Mandar a esterilizar una espatula, mortero y pistilo.

=  Suplementar el Buffer de Lisis RLT plus con B mercapto etanol, por cada 100 ml de RLT plus
agregar 10ul de B mercapto etanol

= Preparar dos tubos estériles de 1.5 mL con 600 pL de buffer RLT Plus- mercapto etanol y
colocar los tubos en el hielo.

= Pre-tratar una columna verde con DNasa de la siguiente manera:

Pre-tratamiento de Columnas

= Lavar la columna con 400 pL de RNA Wash Buffer. Centrifugar a 10,000g/1 min/4°C

= Al utilizar el DNA Digestion Buffer, preparar la siguiente mezcla por columna:

= DNasel 5uL

= DNA Digestion Buffer 75 pL

= Agregar 80 pL a la columna ya lavada con wash buffer y dejar incubar durante 15 min a
temperatura ambiente

= Centrifugar a 14,000rpm /1 min/4°C

PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION

Es importante que todo el procedimiento se haga sin pausas y de manera rapida para evitar

gue las muestras se calienten.

1. Colocar todos los buffers del kit en hielo. Excepto el buffer de lisis porque cristaliza.

2. Enfriar la espatula, el mortero y el pistilo con nitrégeno liquido.

3. Colocar el pulmon en el mortero y pulverizarlo con ayuda de nitrégeno liquido.

4. Repartir el pulmén en polvo en el mayor nimero de tubos de 1,5 ml posible y almacenar a -70°C
hasta el inicio del proceso de extraccion.

5. En un tubo de 1.5 ml agregar 200 uL de RLT plus+ B-Mercaptoetanol y 5 uL de inhibidor de
RNAsa murino, dejar enfriar en hielo 2 minutos y agregar 400uL adicionales de RLT plus
suplementado, agregar esta mezcla a cada tubo con pulmén pulverizado y resuspender
cuidadosamente con la pipeta. Si quedan restos de tejido sin homogenizar, quitarlos con la pipeta
antes de centrifugar (homogenizar de preferencia 6 veces y colocar en el hielo un momento antes
de volver a homogenizar)

6. Agregar al pellet 600 pL buffer de lisis y homogenizar, no colocar en el hielo.

7. Inmediatamente pasar la mezcla a una columna amarilla de eliminacion de DNA gendmico y
centrifugar a 10,000 g/1 minuto/4°C

Conservar el filtrado

8. Agregar el filtrado a una columna de eliminacién de DNA genémico de Quiagen (Morada) y
centrifugar a 10,000 g/1 minuto/4°C

9. Agregar al filtrado 600 pL ETOH 100%. Homogenizar.

10. Colocar la mezcla en la columna verde de purificacion de RNA previamente tratada con DNasa.
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11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

23.

24.

25.

Centrifugar a 10.000 g/1 minuto/4°C Descartar filtrado

Agregar el contenido restante por la columna verde centrifugando a 10,000 g/1 minuto/4°C
Agregar 400 uL del prep- buffer.

Centrifugar a 10.000 g/1 minuto/4°C. Descartar sobrenadante.

Agregar 700 pL de wash buffer.

Centrifugar 10.000 g/1 minuto/4°C. Descartar el sobrenadante.

Agregar 400 pL de wash buffer.

Centrifugar 10.000g /2 min/4°C. Descartar el sobrenadante

Dejar secar la columna con la tapa abierta 2 minutos a temperatura ambiente.

Agregar 35 L de agua libre de RNAsas en el centro de la membrana.

Volver a centrifugar a 14.000¢g/2 min/4°C en un tubo eppendorf 1.5 mL estéril

Repetir los pasos 19. y 20. Para tener al final dos eluciones de RNA en aprox 35 pL de agua
cada una.

Si se va a correr el gel, de preferencia hacerlo el mismo dia de la extraccion, sino es posible,
congelar a -70°C.

Medir la calidad y cantidad del RNA por espectofotometria (EPOCHTM, NanoDropTM) o
fluorometria (Qbit).

Las muestras con resultados calidad y cantidad adecuada verificadas por electroforesis en gel de
agarosa, y por espectofotometria o fluorometria, se envian para medicion de RIN por
electroforesis capilar.



ANEXO A-12. PROTOCOLO DE PCR EN TIEMPO REAL (gqRT-PCR) PARA LA
CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE CITOQUINAS PRO-
INFLAMATORIAS Y ANTI-INFLAMATORIAS
Materiales, Equipos y Reactivos
= QuantiTect SYBR® Green PCR Kit (Cat No./ID: 204143) Quiagen
= Omniscript® Reverse Transcription (Cat No./ID: 205111) Quiagen
= ABI 7500 Real Time System Applied Biosystems
= Micropipetas
= Puntas estériles para micropipetas
= Placas dpticas de PCR de 96 pozos
= Plastico optico para sellar placas de PCR
= Microplate Spectrophotometer EPOCH
= Estacion de PCR
= RNA de interés
= Qusntitec SYBR Green PCR Kit Ref: 204143 Quiagen por 200 reacciones de 50 uL
= Hot Start Taq Master Mix kit 250 unidades cat: 203443
= Ladder: Direct load PCR 100 bp Low ladder Cat: D 3687.1VL Sigma Aldrich
= Agarose MS 100 gr Roche Cat: 11816586001
= Adhesivo placas para PCR MicroAmp Optical Adhesive Film PCR Compatible DNA/RNAse
free Applied Biosystems Cat:4311971
= Placas PCR: ABI/PRISM 96 Well Optical Reaction Plate with barcode Cat: 4306737
= Tips pipeta Repetidora: Combitips plus 0.2 ml Eppendorf Cat: 0030069218
= Pure Ethyl Alcohol Sigma Aldrich 500 ml Cat E7023

Base Racional del Experimento

Uno de los parametros para determinar la virulencia de las cepas determinado por el dafio a los
tejidos de los 6rganos del modelo murino, es a través de la medicion de la expresién de diferentes
clases de citoquinas a partir de homogenizados de 6rganos. Como ha sido ampliamente reportado en
la literatura, el tipo de respuesta inmunoldgica generada por la infeccion de diferentes cepas de Mtb
polariza la respuesta inmunolégica hacia la produccion de citoquinas tipo Thl y Th2, lo que
desencadena o no un amplio dafio e incluso la muerte de los animales infectados.

Una de las técnicas mas utilizadas para determinar la expresion de genes de la Reaccién en Cadena
de la Polimerasa en tiempo real Cuantitativa a partir de la Transcripcion Reversa. Por éste método
se obtiene una copia de cDNA y amplifica un fragmento de un gen a través de ciclos sucesivos de
cambios de temperatura (Denaturacion y Anillamiento) y se obtienen millones de copias de dicha
region o gen. En esta técnica se combinan dos procesos: Amplificacion (PCR) y Deteccion (A partir
del uso de un fluor6foro) y se correlacionan el producto de amplificacion después de cada ciclo y la
sefial de la intensidad de la fluorescencia generada por la unién del fluor6foro al DNA permitiendo
hacer el seguimiento del proceso de amplificacion sin necesidad de una electroforesis posterior.
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La deteccion de la amplificacion se logra cuando se obtiene el nimero de ciclos necesarios para que
cada curva de amplificacion alcance el umbral de fluorescencia (Ct: Ciclo Treshold o umbral). Como
método de cuantificacién se realiza la comparacion de los Ct entre las muestras, dando lugar al
célculo de la diferencia de la cantidad inicial de material genético (DNA o RNA). Entones el valor
del Ct es directamente proporcional a la cantidad de inicial de DNA o a la cantidad de nimero de
copias de un gen (A mayor cantidad de DNA o mRNA, menor nimero de Ct).
PROCEDIMIENTO

Sintesis de cDNA

Del RNA extraido siguiendo el Anexo A-11 de extraccién de RNA, tomar la cantidad indicada en la
Tabla X para realizar el proceso de retrotranscripcion usando el kit Omniscript® Reverse
Transcription de Quiagen.

Componente Volumen 1x Concentracion Final Protocolo Térmico
10X Buffer RT 2 Ul 1x
dNTP Mix (5mM de cada dNTP) 2 0.5 mM c/u
Oligo (dT) 15 Primer (20 pig) AL 1M Retrotranscribir en

RNase Inhibitor (10 units/pl) 1l 10 unidades (por 20 pl reaction)

termociclador a 37°C

Omniscript Reverse Transcriptase 1_p| 4 unidades (por 20 pl reaction) por 60 minutos
RNase free water Variable

RNA total Variable [> 2 pg/ 20 l reaccion

Volumen Total 20 pL 204 -

Tabla A-5. Condiciones para retro transcripcion del RNA obtenido a partir de
homogenizados de pulmones de ratones infectados con M. tuberculosis.

Una vez obtenidos los productos de la transcripcion reversa, almacenar a -20°C hasta el montaje de
qRT-PCR.
Citoguinas Cuantificadas
A continuacién, se relaciona en la Tabla A-6, los genes de las citoquinas que a las que se les midid
expresion por gRT-PCR, con la secuencia respectiva de los iniciadores utilizados junto con el
protocolo térmico para cada gen.




. Protocolo Térmico
. . Longitud del Producto de =
Gen Secuencia de Iniciadores e Denaturacion ., . . L, Curva de
Amplificacion A Denaturacion| Anillamiento | Extension PN
Inicial Disociacion
PF: CTCTCGCTTTCTGGAGGGTG 95°C x 15 seg
rplp0 PR: ACGCGCTTGTACCCATTGAT 108 pb 95°C x 10 min 95°C x 20 seg 60°C x20seg | 72°Cx 35 seg 60°C x 1 min
95°C x 15 seg
Factor de
] . 95°C x 15 seg
Tfa’nescf?r'fn’:ste EEAACCCRIACCAIGECA SN Gt 102 pb 95°Cx10min | 95°Cx20seg | 60°Cx20seq | 72°Cx35 seq oo
PR: CCGGGTTGTGTTGGTTGTACA
beta 95°C x 15 seg
95°C x 15 seg
] PF: GGATGGAAGAGTCCCCCAAA o ; o " o
Interleuquina 12 PR- GCTCTGCGGGCATTTAACAT 116 pb 95°C x 10 min 95°C x 20 seg 60°C x20seg | 72°Cx 35 seg 50°C X Lmin
95°C x 15 seg
2 . 95°C x 15 seg
"gz:;r‘z" H=IGGICACAIEAASATEGICEAG 181 pb 95°Cx10min | 95°Cx20seg | SE°Cx20seg | 72°Cx 35 Seg e
PR: CCTCAAACTTGGCAATACTCATGA
95°C x 15 seg
Factor de PR:TCGAGTGACAAGCCTGTAGCC 95°C x15 seg
necrosis tumoral - 110 pb 95°C x 10 min 95°C x 20 seg 60°C x20seg | 72°Cx 35 seg = -
Alfa 60°C x 1 min
PR:TTGAGATCCATGCCGTTGG 95°C x 15 seg
e 95°C x 15 seg
Oxido Nitrico . 9
Sintasa Inducible PF: CGCTGGCTACCAGATGCCCG 100 pb 95°C x 10 min 95°C x 20 seg 60°C x20seg | 72°Cx 35 seg |60°C x 1 min
PR: GCCATAGCGGGGCTTCCAGC 95°C x 15 seg
95°C x 15 seg
Interleuquina 10 [PF: GGTTGCCAAGCCTTATCGGA L 95°C x10min | 95°C x 20 seg 54°C x20seg | 72°Cx 35 seg [60°C x 1 min
PR: ACCTGCTCCACTGCCTTGCT P 95°C x 15 seg

Tabla A-6. Secuencia de Primers y protocolo térmico de citoquinas cuantificadas en
homogenizados de pulmones infectados con cepas de M. tuberculosis
Para el montaje de la PCR se utilizd el kit QuantiTect SYBR® Green PCR, en la Tabla A-7. se
relacionan los reactivos y componentes de la mezcla maestra para la amplificacion:

Volumen
Componente - Concentracion Final
Agua libre de Nucleasas 10.5 ul -
HotStarTaq Master Mix 12.5 ul -
Primer Forward 0.5 ul 0.2 uM
Primer Reverse 0.5 ul 0.2 uM
Templete (cDNA) 1ul -

Tabla A-7. Master mix para cada citoguina.
Amplificar para cada gen con el protocolo térmico correspondiente mostrado en la Tabla A-6.
Proceder a hacer los célculos para la expresion relativa de cada citoquina.

CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE CITOQUINAS

Cuantificacion relativa método ct (2-AACT)

Para cuantificar el nimero de copias de un gen de interés existen dos métodos: i) Cuantificacion
absoluta (a partir de la dilucion de estandares) para deteccion del nimero exacto de moléculas vy ii)
Cuantificacion Relativa (Cuantificacion de la dilucion de estandares de un gen Control o de
referencia), ideal para ensayos de expresion génica, midiendo los cambios en el estado de base de
un gen de interés, contra un gen de expresion constante que sirve como control. Dado a que no se
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conoce la concentracion o cantidad absoluta del estandar interno, sélo se pueden determinar los
cambios relativos del gen de interés con referencia al gen de referencia.

Para el calculo de la concentracion de citoquinas por este método se requiere:

Normalizar los datos a partir de la diferencia entre el valor obtenido para el gen blanco y el valor
obtenido para el gen de referencia para este caso con el método del Ct (2-AACt).
A partir del modelo matematico del Ct (2-AACt), se calculan los cambios en la expresion génica
como un cambio relativo entre una muestra (experimento) y un calibrador o gen constitutivo.

En la Tabla A-8., se muestra un ejemplo del célculo por el método (2-AACt) para la obtencion de la
concentracién de la expresion de iNOS al D3 post-infeccion de la cepa Beijing 323 usando el gen
estructural rplp0 en ratones infectados con las diferentes cepas vs Ratones sanos o sin ningun

tratamiento.

Unidades
Dia Post . Ctgen |Ctestrul dCt Prom ddCt relativas exp 2
., Tratamiento prom dCt .
Infeccion dCt xDia | dCt exp - dCt$
iINOS RPLP0O |Ctgen-Ctest cont 27-ddCt
D3 Snl 34,49 -34,49 -34,515 5,5425 -34,515 24549932385
34,54 -34,54
Sn2 34,73 29,56 5,17 4,955
34,68 29,94 4,74
Sn3 38,28 32,56 5,72 6,13
38,4 31,86 6,54
D3 323 R1 26,91 -26,91 -26,89 -26,89 124364544,5
26,87 -26,87
323 R2 26,85 -26,85 -26,88 -26,88 123505495,8
26,91 -26,91
323 R3 38 -38 -32,765 -32,765 7298738566
27,53 -27,53

Tabla A-8. Calculo de 2-AACt para la determinacion de la concentracion de iNOS al D3 post-
infeccion en ratones infectados con la cepa Beijing-Like 323



ANEXO A-13. PIPELINE PARA EL ANALISIS DE TRANSCRIPTOMAS COMPLETOS
OBTENIDOS A PARTIR DE PULMONES DE RATONES INFECTADOS CON
AISLAMIENTOS CLINICOS COLOMBIANOS GENOTIPO BEIJING DE M.
TUBERCULOSIS.
CONTROL DE CALIDAD
Primero se hace la remocién de adaptadores y lecturas de baja calidad antes de realizar los anélisis
posteriores usando el programa TRIM_GALORE.

trim galore -h

fastx trimmer -h

Estas son las lineas de comando para el control de calidad, fastx_trimmer para quitar los adaptadores
y recortar las lecturas segun su calidad; en este caso fueron 20.

fastx trimmer -v -f 20 -1 Rl.fastqg -o outfile.fastq

trim galore --fastgc -g 20 Rl.fastq

MAPEO DE LECTURAS

Primero, se debe formatear el genoma de referencia con el comando bwa index. Con la opcién —help
para mostrar el mend. El genoma de referencia utilizado para este proceso fue el Mus musculus
(assembly GRCm38.p6).

bwa index ReferenceGenome.fa

bwa mem ReferenceGenome.fa Rl.fastg > aln OutFile.sam

RECUENTO DE LECTURAS
El recuento de lecturas se realizé usando el programa htseq-count, en este caso se debe proporcionar
el archivo aaling htseg-count (el archivo sam) y el archivo gff (use la version gff3).

htseg-count -a 2 -3 no -t gene aln OutFile.sam ref gfffile.gffl -o COUNTS >

Counts.txt

ANAL ISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL DE GENES
Para este proceso se utilizd6 DESeq2 de Bioconductor.
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library( "DESeqg2™)

countData <- read.csv("Sample ForDESeqg2.txt", header=T, row.names=1, sep="\t")

head (countData)

0610005C13Rik 1438 1104 1825 1348 1154 1005
0610007N19Rik 1012 1152 1139 878 885 835
0610007P14Rik 704 796 881 826 865 929
0610009B22Rik /57 802 780 885 853 987
0610009D07Rik 1107 1183 1220 1258 1221 1428
0610009L18Rik 129 154 139 138 166 179

coclData <- DataFrame(condition=facteor(e("ctrl”,"etrl®, "etrl", "treat”, "treat”,

"treat")))

{condition <- factor(e(rep("ctl”, 3), rep("treat”, 3))))

Construir un conjunto de datos DESeq (DESeqgDataSet)

dds <- DESegDataSetFromMatrix(countData=countData, cclData=colData,

design=—-conditicn)

dds <- DESeq(dds)

res <— resulta(dds)

ANALISIS DE ENRIQUECIMIENTO EN GEE ONTHOLOGY(GO) Y KEGG

Para los andlisis de enriquecimiento se utilizo el servidor web WebGestalt
http://www.webgestalt.org/webgestalt 2013/ y se utiliz6 el Gi en el archivo All-Diff-
Expression_Set.xlIsx. Se utiliz6 un punto de corte de valor p de 0.01 para los enriquecimientos por
GOy KEGG.



http://www.webgestalt.org/webgestalt_2013/

B. Anexo: Protocolos de laboratorio para desarrollo

de experimentos para alcanzar el objetivo especifico
N°2.

ANEXO B-1. Protocolo de extraccion diferencial y purificacion de RNA de Mtb a partir de
pulverizados de pulménes infectados.

ANEXO B-2. Protocolo de deplecion o remocién de rna ribosomal de muestras de rna para
transcriptoma de Mycobacterium tuberculosis. Kit IHllumina® Ribo-Zero plus rRNA depletion kit.
ANEXO B-3. Protocolo de elaboracion de librerias genomicas para RNA-seq de M. tuberculosis a
partir de rna obtenido de pulmones de ratén balb/c infectados

ANEXO B-4. Protocolo de hibridacion in-house con sondas para deplecién de subunidades
ribosomales de M. tuberculosis
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ANEXO B-1. PROTOCOLO EXTRACCION DIFERENCIAL Y PURIFICACION DE RNA
A PARTIR DE PULVERIZADOS DE PULMONES INFECTADOS. Kit Quick RNA mini

prep Zymo. Cat. R1055

Antes de comenzar:

Mandar a esterilizar una espatula, mortero y pistilo.

Suplementar el Buffer de Lisis RLT plus con B mercapto etanol, por cada 100 ml de RLT
plus agregar 10ul de 3 mercapto etanol

Preparar dos tubos estériles de 1.5 mL con 600 pL de buffer RLT Plus-B mercapto etanol
y colocar los tubos en el hielo.

Pre-tratar una columna verde con DNasa de la siguiente manera:

Lavar la columna con 400 uL. de RNA Wash Buffer. Centrifugar a 10.000g/1 min/4°C
En un tubo de 1.5 mL estéril preparar la siguiente mezcla:

DNase | 5uL
10X DNase Reaction Buffer ~ 8uL
DNase/RNase free water 3 uL
RNA Wash Buffer 64 pL

En caso de utilizar el DNA Digestion Buffer del nuevo Kit, la mezcla que se prepara es la
siguiente:

DNase | SpL
DNA Digestion Buffer 75 pL

Agregar los 80 pL de cualquiera de las dos mezclas que se haya preparado a la columna ya
lavada con wash buffer y dejar incubar durante 15 min a temperatura ambiente

Centrifugar a 14.000g /1 min/4°C
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PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION

Es importante que todo el procedimiento se haga sin pausas y de manera rapida para evitar
gue las muestras se calienten.

A wbdhe

10.
11.

12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.

Colocar todos los buffers del kit en hielo. Excepto el buffer de lisis porgue cristaliza.

Enfriar la espétula, el mortero y el pistilo con nitrégeno liquido.

Colocar el pulmdn en el mortero y pulverizarlo con ayuda de nitrégeno liquido.

Repartir el pulmon en polvo en el mayor nimero de tubos de 1,5 ml posible y almacenar a -
70°C hasta el inicio del proceso de extraccion.

En un tubo de 1.5 ml agregar 200 uL de RLT plus+ B-Mercaptoetanol y 5 uL de inhibidor
de RNAsa murino, dejar enfriar en hielo 2 minutos y agregar 400uL adicionales de RLT
plus suplementado, agregar esta mezcla a cada tubo con pulmén pulverizado y resuspender
cuidadosamente con la pipeta. Si quedan restos de tejido sin homogenizar, quitarlos con la
pipeta antes de centrifugar (homogenizar de preferencia 6 veces y colocar en el hielo un
momento antes de volver a homogenizar)

Centrifugar a 14 000 g/5min/ 4°C

Separar con cuidado el pellet y almacenar el sobrenadante (que contiene el RNA del
hospedero) a -80°C hasta su uso.

Agregar al pellet 600 pL buffer de lisis y homogenizar, no colocar en el hielo.
Inmediatamente pasar la mezcla a una columna de eliminacion de DNA genémico
y centrifugar a 10.000 g/1 minuto/4°C

Conservar el filtrado

Agregar el filtrado a una columna de eliminacion de DNA gendmico de Quiagen (Morada)
y centrifugar a 10.000 g/1 minuto/4°C

Agregar al filtrado 600 uL ETOH 100%. Homogenizar.

Colocar la mezcla en la columna verde de purificacion de RNA previamente tratada con
DNasa.

Centrifugar a 10,000 g/1 minuto/4°C Descartar filtrado

Agregar el contenido restante por la columna verde centrifugando a 10.000 g/1 minuto/4°C
Agregar 400 pL del prep- buffer.

Centrifugar a 10,000 g/1 minuto/4°C. Descartar sobrenadante.

Agregar 700 pL de wash buffer.

Centrifugar 10.000 g/1 minuto/4°C. Descartar el sobrenadante.

Agregar 400 pL de wash buffer.

Centrifugar 10.000g /2 min/4°C. Descartar el sobrenadante

Dejar secar secar la columna con la tapa abierta 2 minutos a temperatura ambiente.
Agregar 35 pL de agua libre de RNAsas en el centro de la membrana.

Volver a centrifugar a 14.000g/2 min/4°C en un tubo eppendorf 1.5 mL estéril

Repetir los pasos 19. y 20. Para tener al final dos eluciones de RNA en aprox 35 pL de agua
cada una.
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26. Si se va a correr el gel, de preferencia hacerlo el mismo dia de la extraccion, sino es posible,
congelar a -70°C. Guardar dos alicuotas de 2 pl de RNA para verificacion de calidad y
cantidad por espectofotometria y Bioanalizador
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ANEXO B-2. PROTOCOLO DE DEPLECION O REMOCION DE RNA RIBOSOMAL DE
MUESTRAS DE RNA PARA TRANSCRIPTOMA DE MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS. Kit llumina® Ribo-Zero Plus rRNA Depletion Kit Cat. 20037135

DIAGRAMA DE FLUJO DE TRABAJO
LAVADO DE PERLAS MAGNETICAS.

Reactivos:
- Perlas Magnéticas

- Solucién de re suspencion de perlas Magnéticas

- Agua Libre de RNAsas
- Inhibidor de RNAsa RiboGuard

HIBRIDACION DE SONDAS
Reactivos:

- Buffer de reaccion de RiboZero

- Solucién de Remocion de RiboZero
- Agua Libe de RNAsas

®
O
@ REMOCION DE rRNA
@
O
@
©

LIMPIEZA DE RNA DEPLETADO
Reactivos:

AgentCourt RNA clean XP Beckam Coulter
Agua libre de Rnasas

- Otros reactivos

VERIFICACION DE MUESTRAS
DEPLETADAS

@ LAVADO DE PERLAS MAGNETICAS (Este proceso se realiza para preparar las perlas

magnéticas antes de ponerlas en contacto con las muestras)

Figura B-1. Esquema de trabajo para deplecion de subunidades ribosomales de RNA

Material Necesario:

Perlas Magnéticas (225ul por muestra)

Agua Libre de RNAsas (225 ul por muestra)

Solucion de Re suspension de perlas magnéticas (60 ul por muestra)
[opcional] 1 ul de Inhibidor de RNAsa Riboguard

Indicaciones especiales para los reactivos:

o gk

Tubos eppendorf de 1.5 ml para lavar hasta 1350 ul de perlas magnéticas (Hasta 6 muestras)
Tubos Falcon de 15 ml para lavar las de 1350 ul de perlas (Mas de 7 muestras)
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1. 1350 ul de perlas magnéticas son suficientes para 6 muestras. Se pueden dividir las perlas
magneéticas en diferentes tubos de 1.5 ml o lavarlas todas en un tubo de 15 ml.

2. Dispensar las perlas cuidadosamente y tratar de no formar burbujas.

3. Se recomienda el uso del inhibidor de RNAsa Riboguard para evitar la degradacién de la
muestra por RNAsas contaminantes.

Preparar:
Item Almacenamiento Instrucciones

Perlas Magnéticas 2°C a 8°C Atemperar a °T ambiente y mezclar con
Vortex

Solucién de resuspension de 2°Ca8°C Atemperar a °T ambiente

perlas magneticas

Agua Libre de RNAsas 2°C a 8°C Descongelar en hielo, mezclar por
inversién y hacer una centrifugacion
rapida.

[Opcional] Riboguard -85°C a -65°C Descongelar en hielo, mezclar por
inversién y hacer una centrifugacion
rapida.

Tabla B-1. Condiciones de mantenimiento y almacenamiento de reactivos

4- Para cada muestra, adicionar 225 ul de perlas magnéticas a un tubo eppendorf de 1.5 ml
0 en tubo de 15 ml.

5- Colocar los tubos en gradilla magnética con la tapa abierta hasta que el liquido se aclare
por precipitacion de las perlas (aprox. 1 minuto).

6- Remover y descartar todo el sobrenadante sin tocar el boton de perlas

Precaucion: Descartar sobrenadantes en tubos de desechos, contiene azida de sodio 0,1%

7- Remover los tubos de las gradillas magnéticas

8- Lavar dos veces: Adicionando 225ul de agua libre de RNAsas y haciendo Vértex para
resuspender las perlas después de cada lavado

9- Colocar los tubos en la gradilla magnética con la tapa abierta hasta que se aclare el
liquido por precipitacion de las perlas magnéticas (Aprox. 1 min).

10- Remover y descartar sobrenadante

11- Remover los tubos de la gradilla magnética

12- Adicionar 60 ul de Solucién de Resuspencion de Perlas Magnéticas (Magnetic Bead
Resuspension Solution)

13- Hacer Vortex para resuspender.

14- Adicionar 65ul de perlas magnéticas por muestra a un tubo eppendorf limpio.

15- [Opcional] Adicionar 1ul de inhibidor de RNAsa, hacer Vortex brevemente para
mezclar.

16- Dejar los tubos a °T ambiente.

@ HIBRIDACION DE SONDAS (En este paso las sondas en la solucion de remocién se hibrida
con el rRNA presente en la muestra. Antes de la hibridacion de las sondas, la muestra debe ser
purificada y estar libre de contaminacion con gDNA).
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Material Necesario:

1. Tubos de 0.2 0 0.5 ml libres de RNAsas con tapa

2. Agua libre de RNAsa

3. Buffer de reaccion de RiboZero (4ul por muestra).

Indicaciones especiales para los reactivos:

- Mezclar constantemente los reactivos a lo largo del procedimiento

Nota: Precalentar un termociclador a 68°C
2.1. De acuerdo con la siguiente tabla determinar el volumen apropiado de RNA y Solucion de

remocioén de RiboZero:

500 ng to 1.25 pg

28 pl

8 pl

>1.25-2.5 ug

26 l

10 pl

Tabla B-2. Proporciones de reactivo RiboZero de acuerdo a concentracion de la muestra

1. Para cada muestra agregar en un tubo de 0,2ml o 0,5 ml:
2. Agua libre de Rnasa (De acuerdo al volumen y concentracion de la muestra)

3. Buffer de reaccién de RiboZero 8 ul a 10 ul
4. Muestra de RNA (De acuerdo a concentracion)

5- El volumen total de reaccion sera de 40 ul.

6- Colocar los tubos en el termociclador precalentado a 68°C e incubar por 10 minutos.

7- Remover del calor y después centrifugar brevemente.
8- Incubar a °T por 5 minutos.

@ REMOCION DE rRNA (En este paso se combinan las muestras pre hibridadas con las perlas
magneéticas, las cuales se unen a las sondas. EI RNA recuperado esta depletado para RNA ribosomal)

Material Necesario:

- Tubos eppendorf de 1.5 ml
- Precalentar termociclador a 50°C

Procedimiento: Para cada muestra hacer lo siguiente
1. Adicionar 40 ul de muestra de RNA en un tubo de 1.5 ml que contenga 65 ul de perlas

magnéticas y mezclar de inmediato con pipeta varias veces.

AN Sl R A

Hacer Vortex por 10 segundos y dejar a °T ambiente.

Incubar a °T ambiente por 5 minutos

Colocar en termociclador precalentado a 50°C por 5 minutos.

Colocar inmediatamente en una gradilla magnética con la tapa abierta y esperar hasta que el
liquido se aclare (Aprox. 1 minuto).
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6. Transferir de 85ul a 90 ul de sobrenadante que contiene RNA depletado para RNA
Ribosomal en un tubo eppendorf limpio de 1,5 ml

Aqui se puede detener el proceso de forma segura. Almacenar las muestras de -25°C a -15°C

por 24 horas o de -85°C a -65°C por hasta 30 dias

@LIMPIEZA DE RNA DEPLETADO (Las muestras de RNA depletadas para RNA
Ribosomal, deben ser purificadas antes de la preparacién de librerias. El paso de limpieza remueve
cualquier remanente de sales y buffers y concentra las muestras depletadas).
Nota: Una alta proporcién de pequefios RNA en las muestras tratadas con RiboZero es normal
y no indica que la muestra estd degradada
Método de limpieza a utilizar: AgentCourt RNA clean XP Beckam Coulter (Cat: A63987): Este
método no recupera RNAs pequefios cuantificables

Material Necesario:

1. Tubos de 0.2 ml o 1.5 ml libres de RNAsas con tapas

2. Kit AgentCourt RNA clean XP Beckam Coulter

3. Etanol al 80% preparado antes de iniciar el proceso

4. Agua libre de RNAsas (9.5 a 11 ul por reaccion)

Indicaciones especiales para los reactivos:
1. Hacer Vortex a las perlas RNACIean XP antes de cada uso
2. Hacer Vortex frecuentemente a las perlas para asegurar que estas se distribuyan de forma

uniforme a lo largo del proceso.
3. Siempre preparar etanol fresco al 80%. El etanol puede absorber agua del aire impactando

negativamente la muestra.
4. Descongelar el agua libre de RNAsa sobre hielo mezclado por inversion y haciendo una

centrifugacion rapida.
5. Mantener el etanol en hielo
6. Seguir indicaciones del kit.

Esquema:

{, Agencourt
RNAClean XP

W :
Binding Separation Ethanol Wash Elution Transfer
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Figura B-2. Fundamento de proceso de purificacion de acidos nucléicos con perlas magnéticas.
1. Reaccién enzimatca
2. Union del RNA total a las perlas magnéticas
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Separacion del RNA total del RNA unido a las perlas de contaminantes
Lavado del RNA con etanol
Elucion del RNA de las particulas magnéticas
6. Transferencia de las perlas a un Nuevo tubo.
PROCEDIMIENTO:

o~ w

1. Transferir la muestra a tubos de 1.7 ml libres de RNAsas.

2. Mezclar cuidadosamente la botella que contiene el Agencourt RNAClean XP para
resuspender las particulas magnéticas asentadas. De acuerdo con la siguiente tabla adicionar
el volumen deseado de reactivo:

Volumen de reaccion (ul) Volumen de Agencourt
RNACIean XP (pl)
50 90
100 180
150 270
200 360

Tabla B-3. Proporcién de perlas de limpieza de acuerdo a volumen de reaccién

3. Mezclar el Agencourt RNACIean XP y la muestra con pipeta suebiendo y bajando 15
veces, dejar incubar a °T ambiente por 5 minutos.

4. Colocar el tubo en gradilla magnética por 5 minutos para separar las perlas de la solucidn.

5. Aspirar lentamente la solucion aclarada del tubo y descartar (No tocar las perlas magnéticas
y no retirar el tubo de la gradilla durante este paso).

6. Dispensar de 500 ml a 1000 ml de etanol al 70% en el tubo e incubar por 30 segundos a °T
ambiente. Aspirar el etanol y descartar, Hacer en total tres lavados. (Realizar los lavados con
el tubo puesto en la gradilla magnética, tener precaucion de no mover las perlas y retirar
todo el etanol residual.

7. Dejar secar los tubos con tapa abierta sobre la gradilla magnética por 10 minutos (No dejar
secar demasiado lo tubos para que no se disminuya la cantidad de muestra a recuperar.

Punto seguro de parada, almacenar las muestras a 4°C o0 a -20°C de acuerdo con el tiempo

que se vayan a guardar. Si no va a parar el proceso continuar con el siguiente paso.

8. Eluir el producto puificado de las perlas con agua libre de RNAsas.
Adicionar un volumen de elucién de al menos 30 ul de agua libe de RNAsas al tubo y resuspender
las perlas manualmente por pipeteo varias veces. Dispensar el agua por las paredes del tubo para
asegurar gue se resuspendan todas las perlas.
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@ VERIFICACION DE CALIDAD DE MUESTRAS DEPLETADAS

Correr 1 ul de RNA tratado con RiboZero en un microchip Agilent 2100 Bioanalyzer RNA 6000
pico chip ya que el Nano chip no provee suficiente sensibilidad para la deteccion de muestras
depletadas, las graficas para muestras depletadas se deben ver de la siguiente forma:

[FU]
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n- e —

25 200 1000 4000 [nt]
o ]
1.5+
1.0
0.5 | 1 l 1 =
0.0~ B [
T a i T -
25 200 1000 4000 [nt]

Figura B-3. Imagen de electroforesis capilar de muestras depletadas para subunidades ribosomales.
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ANEXO B-3. PROTOCOLO DE ELABORACION DE LIBRERIAS GENOMICAS PARA
RNA-seq DE M. tuberculosis A PARTIR DE RNA OBTENIDO DE PULMONES DE
RATON Balb/c INFECTADOS USANDO TruSeq® Stranded mRNA llumina®

MATERIAL DE INICIO:

RNA Total (10 ng—1 pg), mRNA PURIFICADO (10-100 ng), o RNA total depletado para RNA
ribosomal (10-100 ng) cuantificados por bioanalizador.

El siguiente protocolo esta optimizado para insertos de aproximadamente 200 pb de RNA. Para
generar librerias de insertos mas largos, tener en cuenta los diferentes tiempos de fragmentacién.

APPROXIMATE |  250- 300- 400- 500-
LIBRARY INSERT SIZE | 400bp | 450bp [PNALESSN 700 bp

PARAMETER Approx. Final 350- 400- 500- 600-
Library Size 500bp | 550bp | 700bp | 800bp

BEALY e 45 40 35 30

VOLUME St R

TO BE 2nd Bead

ADDED (ul) Selection 20 20 15 15

Tabla B-4. Condiciones para seleccion del tamafio recomendado para librerias con insertos mayores a 300 pb

(B) PROTOCOLO PARA mRNA depletado para las subunidades de RNA Ribosomal
1. Fragmentacién y cebado de mRNA (Volumenes por libreria)

Reactivo Vollimen

RNA depletado (10ng-100 ng totales) 8.5uL
Elute, Prime Fragment High Mix 8.5uL
Volumen final 17 ul

Tabla B-5. Condiciones de reaccion para fragmentacion

1. Incubar las muestras a 94°C por 8 minutos
2. Transferir los tubos al hielo
3. Proceder inmediatamente a la sintesis de primera cadena de cDNA

2. SITESIS DE PRIMERA CADENA DE cDNA
1. 2.1. Al RNA fragmentado y cebado del paso anterior (10uL) agregar:

Reactivo Volmen ‘
Muestra Fragmentada 17 uL
Transcriptasa Reversa SuperScript I 50 uL
ActD mix 8 uL

Tabla B-6. Condiciones para sintesis de primera hebra
1. Incubar la muestra en un termociclador precalentado con el siguiente protocolo
10 minutos a 25°C
15 minutos a 42°C
15 minutos a 70°C
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Hold 4°C
2. Pasar inmediatamente a la sintesis de segunda cadena de cDNA

3. SINTESIS DE SEGUNDA CADENA DE cDNA
3.1. Adicionar los siguientes reactivos a la reaccion de sintesis de primera cadena de cDNA (20uL)
Reactivo Volumen
Agua libre de Nucleasas 48 uL
Buffer de reaccidn de sintesis de segunda cadena 8uL
Tabla B-7. Condiciones para sintesis de segunda hebra

3.2. Mezclar muy bien la mezcla por pipeteo varias veces
3.3. Incubar en un termociclador precalentado 1 hora a 16°C con la tapa a 40°C 0 menos.

4. PURIFICACION DEL cDNA DE DOBLE CADENA USANDO LAS PERLAS AgentCourt
AMPure XP 1.8X

4.1. Hacer Vortex a las perlas para resuspender

4.2. Adicionar 144 uL de perlas a la reaccion de sintesis de segunda cadena del paso anterior (80 uL
aprox.) Mezclar muy bien con Vortex o pipeta varias veces

4.3. Incubar 5 minutos a °T ambiente

4.4. Hacer un spin y colocar en gradilla magnética dejar 5 minutos

4.5. Adicionar 200 uL de etanol al 80% fresco, esperar 30 segundos, retirar y descartar sobrenadante
(Hacer en total dos lavados de la misma forma).

4.6. Dejar secar 10 minutos con tapas abiertas para que se evapore el etanol, no dejar secar
demasiado.

4.7. Eluir el DNA de las perlas con 60 uL de agua libre de nucleasas, mezclar con VVortex o pipeta,
hacer un spin y colocar en gradilla magnética hasta que la solucién se aclare.

4.8. Remover 55,5 uL del sobrenadante y colocar en un tubo limpio.

Aqui se puede detener el proceso de forma segura. Almacenar las muestras de -25°C a -15°C

por 24 horas o de -85°C a -65°C por hasta 30 dias
5. Reparacion final / dA-tail de la biblioteca de cDNA

5.1. Alos 55.5 ul de cDNA de doble cadena purificados adicionar los siguientes componentes:

Reactivo Volumen

Buffer de reaccién de reparacién de extremos 6.5 uL
Mix de enzima End prep 3uL
Volumen final 65 uL

Tabla B-8. Condiciones de montaje para reaccion de reparacion final dA-tail
5.2. Incubar
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30 minutos a 20°C

30 minutos a 65°C

Hold a 4°C

5.3. Proceder inmediatamente a la ligacion de adaptadores.

6. LIGACION DE ADAPTADORES
Nota: Diluir los adaptadores para Illumina (15uM) a 1,5 uM diluyendo 10 veces (1:9) con agua

estéril para uso inmediato.
6.1. Al cDNA dA-Tailed adicionar los siguientes componentes por libreria:

Reactivo Volumen
Master Mix ligasa Blunt/TA 15uL
Adaptador NEBNext diluido luL
Agua libre de nucleasas 2.5 uL
Volumen final 83,5 uL 83.5uL

Tabla B-8. Condiciones de reaccion para ligacion de adaptadores
6.2. Mezclar muy bien por pipeteo y hacer un spin
6.3. Incubar 15 minutos a 20°C en termociclador
6.4. Adicionar 3 uL de enzima USER (Rojo) a la mezcla de ligacion
6.5. Mezclar bien e incubar a 37°C por 15 minutos

7. Purificacién de la Reaccion de ligacion usando AMPure XP Beads

7.1. A la reaccion de ligacion (86.5 ul), agregar 13.5 pl de agua libre de nucleasas para llevar la
reaccion a un volumen de 100 pl.

7.2. Agregar 100 pl de las perlas AMPure XP y mezclar bien con Vortex o pipeta e incubar 5 minutos
a °T ambiente en gradilla magnética con las tapas abiertas

7.3. Hacer un spin y colocar en gradilla magnética dejar 5 minutos

7.4. Adicionar 200 uL de etanol al 80% fresco, esperar 30 segundos, retirar y descartar sobrenadante
(Hacer en total dos lavados de la misma forma).

7.5. Dejar secar 10 minutos con tapas abiertas para que se evapore el etanol, no dejar secar
demasiado.

7.6. Eluir el DNA de las perlas con 50 uL de agua libre de nucleasas, mezclar con Vértex o pipeta,
hacer un spin y colocar en gradilla magnética hasta que la solucién se aclare.

7.7. Remover 50 uL del sobrenadante y colocar en un tubo limpio.

7.8. A los 50 uL eluidos anteriormente, adicionar 50uL de perlas AMPure XP y mezclar bien con
Vortex o pipeta e incubar 5 minutos a temperatura ambiente en gradilla magnética con las tapas
abiertas

7.9. Hacer un spin y colocar en gradilla magnética dejar 5 minutos



258 Virulencia, respuesta inmune in-vivo y transcriptémica de Mtb genotipo Beijing

7.10. Adicionar 200 uL de etanol al 80% fresco, esperar 30 segundos, retirar y descartar sobrenadante
(Hacer en total dos lavados de la misma forma).

7.11. Dejar secar 10 minutos con tapas abiertas para que se evapore el etanol, no dejar secar
demasiado.

7.12. Eluir el DNA de las perlas con 25 uL de agua libre de nucleasas, mezclar con Vértex o pipeta,
hacer un spin y colocar en gradilla magnética hasta que la solucién se aclare.

7.13. Transferir 23 uL del sobrenadante y colocar en un tubo limpio y proceder al paso de
enriquecimiento por PCR.

8. Enriquecimiento de la libreria por PCR
1. A los 23 uL eluidos en el numeral anterior, adicionar:

Reactivo Volimen

NEBNext High-Fidelity PCR Master Mix, 2X 25 uL
Universal PCR Primer (25 pM) luL
Index (X) (NEB #E7335) Primer (25 uM)* luL
Volumen final 50 uL

Tabla B-9. Condiciones de reaccién para enriquecimiento de librerias

Ciclar con el siguiente protocolo (15X):

CYCLE STEP TEMPERATURE | TIME CYCLES
Initial Denaturation 98°C 30 seconds 1
Denaturation 98°C 10 seconds

Annealing 65°C 30 seconds 12-15*, **
Extension 72°C 30 seconds

Final Extension 72°C 5 minutes 1
Hold 4°C oo

Tabla B-10. Protocolo térmico para enriquecimiento de librerias
PURIFICACION DE LA REACCION DE PCR USANDO AgentCourt AMPure XP
9.1. Hacer Vortex a las perlas para resuspender
9.2. Adicionar 50uL de las perlas Agencourt AMPure XP (1.0X) a la reaccion de PCR (Aprox.
50uL), Mezclar muy bien con Vértex o pipeta.
9.3. Incubar a °T ambiente por 5 minutos en gradilla magnética con las tapas abiertas
Hacer un spin y colocar en gradilla magnética dejar 5 minutos
9.4. Adicionar 200 uL de etanol al 80% fresco, esperar 30 segundos, retirar y descartar sobrenadante
(Hacer en total dos lavados de la misma forma).
9.5. Dejar secar 10 minutos con tapas abiertas para que se evapore el etanol, no dejar secar
demasiado.
9.6. Eluir el DNA de las perlas con 23 uL de agua libre de nucleasas, mezclar con Vértex o pipeta,
hacer un spin y colocar en gradilla magnética hasta que la solucién se aclare.
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7.7. Remover 20 uL del sobrenadante y colocar en un tubo limpio, almacenar a -20°C.

10. Control de calidad de la libreria en bioanalyzer con chips de alta sensibilidad

Figure 1: Example of RNA library size distribution on a Bioanalyzer.
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Figura B-4. Electroforesis capilar para verificacion de tamafio de insertos de librerias
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ANEXO B-4. PROTOCOLO DE HIBRIDACION IN-HOUSE CON SONDAS PARA
DEPLECION DE SUBUNIDADES RIBOSOMALES DE M. tuberculosis
Estandarizado por: Dr. Adrian Ochoa Leyva Instituto de Biotecnologia UNAM

I REACCION DE HIBRIDACION
1. Se prepara una reaccion por libreria
Para cada reaccion, colocar en un tubo para PCR:
12.8 pL de Buffer A
1.6 uL de Buffer B
X pL de Sondas (equivalente a 500ng)
Y uL de libreria (equivalente a 100ng)
Agregar H20 suficiente para que el volumen de todas las reacciones sea el mismo.
Se recomienda que el volumen no pase de 60 pL.

2. Preparar un Control de Hibridacién por cada conjunto de librerias que se pongan a
hibidar al mismo tiempo.

Para un Control de Hibridacidn, colocar en un tubo para PCR:

12.8 pL. de Buffer A

1.6 uL de Buffer B

X uL de Sondas Ctrl (equivalente a 500ng)

Y uL de Ctrl 1 (equivalente a 100ng)

Z uL de Ctrl 2 (equivalente a 100ng)

Agregar H20 suficiente para que el volumen del control sea el mismo que el de las
reacciones de las librerias.

3. Colocar todas las reacciones en un termociclador con el siguiente programa:
95°C/5min
92°C/1min
89°C/1min
86°C/1min
83°C/1min
80°C/1min
77°C/1min
74°C/1min
71°C/1min
68°C/1min
65°C/72 hrs

4. Una vez completadas las 72 hrs de hibridacion, continuar con el lavado de las
reacciones.
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I1. LAVADO DE LAS REACCIONES DE HIBRIDACION
A. Lavado de perlas.

1.
2.
3.
4.
5.
6.

Tomar 20ul de perlas MyOne por libreria

Lavar los 20ul y con 80ul de Buffer de lavado |
Homogenizar y colocar en el rack magnético
Quitar sobrenadante

Repetir el lavado 2 veces mas (3 lavados totales)
Resuspender en 20 puLL de Buffer de lavado |

B. Lavado de DNA no capturado

7.
8.
9.

Agregar la reaccion de hibridacion a las perlas lavadas.
Incubar a temp. ambiente 30 min
Colocar en el rack magnético y guardar el sobrenadante (H1)

10. Agregar a las perlas 50 uL de Buffer de lavado Il. Homogenizar.

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

Incubar a temp. ambiente 15 min

Colocar en el rack magnético y guardar el sobrenadante (H2)

Agregar 50 uL de Buffer de lavado 111 pre-calentado a 65°C. Homogenizar.
Incubar a temp ambiente 15 min.

Coloar en el rack magnético y guardar el sobrenadante (H3)

Agregar 50 uL. de Buffer de lavado 111 pre-calentado a 65°C. Homogenizar.
Incubar a temp ambiente 15 min.

Colocar en el rack magnético y guardar el sobrenadante (H4)

C. Lavado del DNA capturado

0 N O O b WN B

. Agregar 50 pL de Buffer de lavado IV pre-calentado a 99°C. Homogenizar.

. Incubar a 99°C 5 min

. Colocar en el rack magnético y guardar el sobrenadante (H5)

. Agregar 50 uL de Buffer de lavado IV pre-calentado a 99°C. Homogenizar.

. Incubar a 99°C 5 min

. Colocar en el rack magnético y guardar el sobrenadante (H6)

. Juntar H1+H2+H3+H4 en un solo tubo (1) Aqui se obtienen librerias con mMRNA
. Juntar H5+H#6 en otro tubo (11) Aqui se obtienen los rRNA liberados de las perlas con

estreptavidina

9.

Purificar ambos sobrenadantes por separado con perlas Ampure.

D. Lavado con perlas Ampure

1.

Agregar a cada sobrenadante 1.8x de perlas Ampure. Ej. si el sobrenadante es de

100 pL, agregar 180uL de perlas (1.8 x 100 = 180). Homogenizar.

2.
3.

Incubar a temp. ambiente por 5 min
Colocar en el rack magnético durante 3 min
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4. Desechar el sobrenadante.
5. Agregar 200uL de etanol al 80%, esperar 30 seg y retirar el etanol. Repetir este paso
una vez mas para un total de dos lavados.
6. Dejar secar el tubo a temperatura ambiente durante 10 min.

7. Agregar 20 pL de H20. Homogenizar.

8. Incubar a temp. ambiente por 5 min
9. Colocar en el rack magnético durante 3 min
10. Retirar y almacenar el DNA eluido en el agua.
11. Cuantificar y diagnosticar de forma cualitativa por qPCR.

A continuacidn, se muestrasn las condiciones de montaje para la validacién por gPCR de las

librerias.
CONDICIONES:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
323D3R1 | 323D3R1 | 323D3R2 | 323D3R2 | 323D3R3 | 323D3R3 [323D14R6| 323D14R6 | 323D14R7 | 323D3R7 | 323D14R8 | 323D3R8
A 0.1(11) | 0.2(11) 0.1(1) 0.2(1) 0.1(12) | 0.1(12) 0.1(2) 0.2(2) 0.1(3) 0.2(3) 0.1(4) 0.2(4)
323D28R6 | 323D28R6 | 323D28R7 | 323D28R7 | 323D28R8 | 323D28R8 | 391D3R6 | 391D3R6 391D3R7 | 391D3R7 | 391D3R8 | 391D3R8
B 0.1(5) 0.2(5) 0.1(6) 0.2(6) 0.1(7) 0.2(7) 0.1(8) 0.2(8) 0.1(13) 0.2(13) 0.1(16) 0.2(16)
391D14R5 | 391D14R5 | 391D14R7 | 391D14R7 | 391D14R8 | 391D14R8 | 391D28R1 | 391D28R1 | 391D28R2 |391D28R2 | 391D28R3 | 391D28R3
C 0.1(17) | 0.2(17) 0.1(9) 0.2(9) 0.1(10) 0.2(10) | 0.1(18) | 0.2(18) 0.1(19) | 0.2(19) | 0.1(20) | 0.2(20)
391D60R1 | 391D60R1 | 391D60R2 | 391D60R2 | 391D60R3 | 391D60R3
D 0.1(21) 0.2(21) 0.1(22) 0.2(22) 0.1(23) 0.2(23) [CTRLIO0.1 [CTRL10.2 [CTRLII0.1 [CTRLII0.2|C Neg
323D3R1 | 323D3R1 | 323D3R2 | 323D3R2 | 323D3R3 | 323D3R3 |323D14R6 | 323D14R6 | 323D14R7 | 323D3R7 | 323D14R8 | 323D3R8
E 0.1(11) 0.2(11) 0.1(1) 0.2(1) 0.1(12) 0.1(12) 0.1(2) 0.2(2) 0.1(3) 0.2(3) 0.1(4) 0.2 (4)
323D28R6 | 323D28R6 | 323D28R7 | 323D28R7 | 323D28R8 | 323D28R8 | 391D3R6 | 391D3R6 391D3R7 | 391D3R7 | 391D3R8 | 391D3R8
F 0.1(5) 0.2(5) 0.1(6) 0.2(6) 0.1(7) 0.2(7) 0.1(8) 0.2(8) 0.1(13) | 0.2(13) | 0.1(16) | 0.2(16)
391D14R5 | 391D14R5 | 391D14R7 | 391D14R7 | 391D14R8 | 391D14R8 | 391D28R1 | 391D28R1 | 391D28R2 |391D28R2 | 391D28R3 | 391D28R3
G 0.1(17) 0.2(17) 0.1(9) 0.2(9) 0.1(10) 0.2(10) 0.1(18) 0.2(18) 0.1(19) 0.2(19) 0.1(20) 0.2(20)
391D60R1 | 391D60R1 | 391D60R2 | 391D60R2 | 391D60R3 | 391D60R3
H 0.1(21) 0.2(21) 0.1(22) 0.2(22) 0.1(23) 0.2(23) [CTRL10.1 |CTRLI0.2 |CTRLII0.1 [CTRLII0.2|C Neg
RX 1X 48X RX 1X 48X
Master Master
Mix 7,5ul 360 ul Mix 7,5ul 360 ul
OligoA1 0,8ul 38,4 ul OligoA1l 0,8 ul 38,4 ul
OligoA 2 0,8ul 38,4 ul OligoA2 0,8 ul 38,4 ul
Agua 4ul 192 ul Agua 4ul 192 ul
DNA 2ul DNA 2ul

OLIGO A

oLIGO B
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1. PLOT DE AMPLIFICACION DE TODAS LAS MUESTRAS OLIGOS A
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