UNIVERSIDAD AUTONOMA, DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO

CARACTERIZACION GENETICA Y EVALUACION
DE LOS GENES DE FOSFOLIPASA C DE
Mycobacterium tuberculosis COMO FACTOR DE
VIRULENCIA EN UNA LINEA DE MACROFAGOS

POR
M. en C, Marco Alfredo Hernandez Vera

TESIS

Como requisito ial para obtener el Grado de
DOCTOR EN EIENCIAS con Especialidad en
Microbiologia

SAN NICOLAS DE LOS GARZA, N. L.
Mayo del 2003



CARACTERIZACION GENETICA Y EVALUACION
DE LOS GENES DE FOSFOLIPASA C DE

Mycobacterium tuberculosis COMO FACTOR DE VIRULENCIA JEEREE



LTI

1080124429



Cﬁﬂm
FOSTOLRBRY 2 Sk
*:wr-iml:

AT

UNIVERSIDAD A-UTONOMA‘DE.N UEVO EEON
DIREC@LQN(G&NHM@WBLLOIECAS

’
-4-: -...'lf»—

- AR ¥ nrias ',”“qil_‘l 1
Cagsty il
at Buigion Canilon ¢ Mt fine
™~ e A W 1. |‘L I-»S

Como vecgns quisit parcial pari ohiever ol Sl de
DOCTOR EN CIENCIAS o Fsprcwalidos
Mltl,'ﬂbip!um R
f e Ml Ju 1 Yearvl S;.:;.

= DLLE F"*:g-_ r

SAN NICOQLAS DE LOE ARTA, N 1.
“Tq i ™, MY

®




70

Rc3re
. A

s
20073



CARACTERIZACION GENETICA Y EVALUACION DE LOS GENES DE
FOSFOLIPASA C DE Mycobacterium tuberculosis COMO FACTOR DE
VIRULENCIA EN UNA LINEA DE MACROFAGOS

Aprabgcign de I3/ Tesis:

L]

/ Dr. Lucio Vera Cabrera
Presidente
Laboratorio Interdisciplinario de investigacion Dermatologica de la
Facuitad Medicina, UANL
Servicio de Dermatologia del Hospital Universitario "José Eleuterio Gonzéalez"

¥
<l
rge Castro Garza
Secretario
Divisidn de Biologia Celular y Molecular
Centro de Investigacion Biamedica del Noreste, IMSS

Dr.

Dr. Josd SanteSsGarcia Alvarado
Primer Vocal
Departamento de Microbiologia € Inmunologla
Facuitad de Ciencias Bicldgicas UANL

Dr. Mario Cesar §alinas Carmona
Segundo Vocal
Departamentc de Inmunologia
Facultad de Medicina, UANL

Dr. Javier Vargas Villarreal
Tercer Vocal
Divisidn de Biologla Celular y Maolacular
Centro de lnvestigacion Biomeédica del Naoreste, IMSS

Dra. Maria Julia Verde Star
Subdirectora‘de Posigrado, Facuitad de Ciencias Bioldgicas




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON A

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS i
SUBIRECCHON DE POSGRALA '

COMITE DOCTORAL

LOS SUSCRITOS INTEGRANTES DEL COMITE DOCTORAL
COMUNICAMOS QUE UESPUES DE HABER ANALIZADO Y
REVISADO LA TESIS DOCTORAL DEL M.C. MARCO ALFREDQ
HERNANDEZ VERA, Y TCMANDO EN CUENTA LA OPINION DEL

COMITE DE TESIS RESFPECTIVO DECIDIMOS APROBAR EL
TRABAJQ.

i DAMOS FE

DR. LUIS J. GALAN WONG = ;

DRA. ADRIANA € FLORES SUAREZ

DR. JUAN MANUEL ALCOCER GZZ. / M
DR. CARLOS E. HERNANDEZ LUNA \

DR. ROBERTO MENOOZA ALFARQ B %%;

DR. JESUS ANGEL DE LEON GZZ. W
DR. RAHIM FOROUGBAKHCH P. _‘:;‘\z)

CD. UNIVERSITARIA, MAYO 22 DEL 2002,

L3 Ui gta g AP, F 6
64730 Sae a8k oty e lery Carm

gz o Lenn, Maskn

5 o fac 8352 R4



ESTE TRABAJO DE INVESTIGACION FUE REALIZADO EN:

En el Laboratorio (nterdisciplinario de Investigacion Dermatologica  (LIID)
perteneciente al Servicio de Dermatologia del Hospital Universitario "José
Eleuterio Gonzaiez" de |a Facultad de Medicina de |la Universidad Autonoma de
Nueve Ledn, Monterrey, N.L.

En la Divisibn de Biologia Celular y Molecular del Centro de Investigacion
Biomeédica del Noreste, Instituto Mexicana del Seguro Social, Monterrey N.L.

Y en el Departamenta de Microbiclogia e Inmunologia de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn, San Nicolas de los Garza
N.L.

Bajo |a Direccion del Dr. Lucio Vera Cabrera y (a
Co-Direccion del Dr. Jorge Castro Garza.

Para |a realizacion de este trabajo de investigacion y obtener el grado de Doctor
en Ciencias con especialidad en Microbiologia, se recibid los siguientes apoyos:

Cansejo Naclonal de Ciencia y Tecnologia
(PROYECTO CONACYT-28697-M)
(Beca Credito No, 153991)

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Praograma de Apgoyo a la Investigacion Cientifica y Tecnoldgica
{PAICYT SA 484-00, UANL)

Instituto Mexicano del Seguro Social
Fondo de Fomenta a la Investigacion-IMSS
(IMSS-FP-2001/390)



DEDICATORIA

Todo lo que la mente humana piense es faclible de realizario, pero solo ia

dedicacion, constancia, entrega y apaya de la familia lo hace realidad.
El ejempla es la mejor ensefianza para el logro de nuestras metas es por
ello que quiera dedicar este trabajo a Alma, Elisa y Adrian quienes me impulsaran

a que lograra su realizacion.

Gracias por toda su apoyo...



AGRADECIMIENTOS

Quiero expresar mi mas sincero agradecimiento al Dr. Lucio Vera Cabrera
Director de mi tesis. Asi como al Dr. Jorge Castra Garza quien fungié como Co-
Director. Tambien agradecer al Dr. José Santos Garcia Alvarada , quien creyd en
mi persona para realizar estudios de Doctorada, al Dr. Javier Vargas Villarreal por
su apoyo en la realizacian de los ensayos enzimaticos y al Dr. Mario Cesar Salinas
Carmona que fortman parte del Comité de Tesis, por sus valiosas sugerencias en

la revision del presente trabajo.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) y al Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS) por el apoye economico para la realizacion de
mis estudios, a la Facultad de Ciencias Biolbgicas de la Universidad Autonoma de
Nuevo Lebn por el apayo de beca para la estancia durante la investigacion,

Al Dr. Oliverio Welsh L., Jefe del Servicio de Dermatologia del Hospital
Universitario de la Facultad de Medicina (UANL) y al Dr. Salvador Said-Femandez
S., Director del Centro de [nvestigacion Biomédica del Noreste (CIBIN-IMSS) por
permitimme el uso de sus instalaciones y equipo de invaluable ayuda para el
desarrollo de este estudio.

A Alma, Elisa y Adrian por su apoyo moral y comprension que siempre me
han brindado. Gracias a ustedes tres par permitirme usar su tiempo para realizar
el presente trabajo y realizar una meta personal.

A todas las personas que contribuyeran de una forma u atra a la realizacién
de este trabajo asi como a mis companeros de laboratorio, tanto en LIID como en
el CIBIN , mis mas sincero agradecimiento .



- PUBLICACIONES PRODUCIDAS

Phospholipase Region of Mycobacterium
tuberculosis Is a Preferential locus for 1S6110

Transposition

Vera-Cabrera, L, Hernandez-Vera, \1' ; Welsh, O'.; Jonhson, W'
and Castro-Garza, J.*°
2001.. J. Clin, Micrabial. 32(1Q) 3499-3504

The Phospholipase C Genes of Mycobacterium
tuberculosis are essential for citotoxicity on human

macrophages

Hemandez-Vera M.A.; Barrios-Garcia, H. ; Castro-Garza, J.; Vargas-Villarreal,
J.; Said-Fernandez, S.; Welsh, O. and Vera-cabrera, L.
En prensa, 2003




TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN-»-..--" ARV EOATSa ke 0 e T LIt TTATEADYFUS VN U CVSANSPPO D pa g PV NI SRRAUS=RRT LI tl"\l.""'..”""“

INTRODUGCCION. ...eevrererneeveecosanssseesmsmsommenassrasecsnmass .
1= ANTECEDENTES. ...coecvcersararsrsesesssssoasarssersesssessarmsassssoseassesssasmsessesnsass 6

1.1-Caracteristicas geneszgles del complejo Mycobactenum (uberculosis.........6
1.2-Aspectos Clinicos y Epidemiologicos de la tuberculosis.. ... ... eeee. 8
1.3-FOSIOlPasas BACIOHBNTS. .. cvvs misismmmmninsinst susvmmnssssavinseisersss vesavssssvssssiss § 0
1.4-Fosfolipasas C en M. tubercuiasis..........cc.vieeevrisvecnrniierressisrarsesers s seesnns 13
A TIIEIEEIE. . s i s R AN G S o VA TR A S AV SR et s 1D

1.8-OBJELVOS ....couvcmr e ensemncasreres s ssresssmennsassssmssrsstesmsenerssssanresstarssasssnsssnsarns: 17

2-MATERIALES Y METODOS.....c...c....... R — R —— 18
2.1-Cepas Bacterianas de M, tUDeICUIOSIS.........coveeiierrieeiivsersrmsroreseiscanenins " 18
2.2-ExtracCion del ADN G@NOIMICA.....co i searmrerrereorssrmarsinnreessssnseinsicrsassasonsssse 19

2.3-Cuantificacion del ADN genomico de las cepas de M. tubercufosss..........20
2.4-Determinacion del polimorfismo en la regidnde PLC..........c.cccemmisimnainss 20
2.5-Sintesis de los cligonucledtidos iniciadores y €l andlisis de secuencia

S 108 BITIPMCONGS :5... 5155500messdssinnnn (4 iinnsnbnen s arss TS o4O BTN NSRRI FT S 0 21
2.8-Preparacion da la sonda del brazo derecho de IS6170...............ccceee....... 23
2.7-Determinacidn de |a clonalidad de [as cepas en estudio.........ovee. R 24
2.8-Preparacion de los extractos celulares micobacterianos.............c.c...... 29
2 9-Cuantificacion de proteinas en las extractos celulares da las cepas

A M. LUDGICUIOSIS. . .. .civsesnteeennsissarmnssinnssssisisastssssassssssans nssoisossnsessessssssnd
2.10-Deteccion de la actividad fasfolipasica del tipo C de cepas polimorficas

de M. fuberculosis y de |a cepa H37Rv de M. tubarculosis.....................2T
2.11-Cuantificacion dg la actividad de fosfolipasa C en sl extracto de

la cepa HA7Rv de M. Wkerculosis con respecto al tiempo de



ITCHDASION. .o cvavspmespmisvninamsusasssssvis 29
2.12-Curva dosis respuesta de {os extractos de jas cepas polimorficas y la
cepa H37Rv de M. tuberculosis. . .........cu.v.occiieiiene SOS—— 29
2.11-Lin0a CBIUIAN THP-1.......ccoiiitirrivmrieeeeinee oieersnermrnrvressssastssnsensenssssens 30
2.14-Transformacién de células THP-1 amacrofagos...........cc.oov e 31
2.15-Infeccion de la linea THP-1 con M. tuberculosis H37Rv
y cepas polimorficas de M. {uberculosss.. ....couvicoiiivanne ceveree e rnens 31
3.1-Andlisis de (os amplicones producidas por los iniciadares TB20-TB21....33
3.2- Digestion con Pvull de los ampliconas TB20-TB21 obtenidos
de |as cepas de M. tuberculosis polimarficas para el locus
3.3-Andlisis de RFLP para IS6170 en cepas de M. tuberculosis palimérficas
que presentaron €l MiSmo Sito de NSEICION..........cioecrimorieeniciveriiiasinense 39
J.4-Concentracidn de proteinas en extractos celulares totales de las cepas
POUMOIfICAS A M. UDBITUIOSIS. .........ccvieeiorrerirreiiierenimsessasasersessiransaveransessraecos 36
3.5-El extracto total de la capa HI7Rv de M. tuberculosis presenté actividad
de fosfolipasa C dependients tanto del tiempo de incubacidn como de [a
DRI - 5 wwaugius ouanaones cav e g s S S VG S VA R RS GO RIS D
3.6-Comparacion de la actividad de fosfolipasa C de las cepas polimarficas
yiacepa H37TRY de M. tUBSICUIOSIS...........icvveeveevirriisnnanerenrtsrns s snessonnes 37
3.7-Capacidad citotaxica en la monocapa de macréfagos THP-1...................38
C B0 o N o 40 -
S-CONCLUSIONES............ccceaee P— dmsrFsnaniisinnnessansnssisnmmpasasenmed w9
6-PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION........ccommmmressecsassmsersessrassassrssescesssl

T-BIBEMOGRAFIA......... .o vememceerrerearvaresensasentanenssessensassanssearsnsseansamsnsassessnssarens 51



LISTA DE TABLAS

Tabla 1.- Oligonucelatidos utilizados para las PCR realizadas en el presente
trabajo

Tabla 2.- Concentracion de prateina total de extractos de cepas de M. tuberculosis
palimorficas a |a region de fosfolipasa C.

LISTA DE FIGURAS

Figura 1.- Punto de hidrdlisis de las diferentes fosfolipasas

Figura 1a.- Elemento mavil IS6770

Figura 2.- Mapa fisico de los puntos de corte con la enzima Pvull en la regidn de
fosfolipasa C de M. tuberculosis.

Figura 3 Anélisis por Sauthern blot de las cepas de M. tuberculosis palimorficas.
Figura 4.- Cuantificacion de ADN por medio de estandares de masa.

Figura 5.-Placas de silica gel después de ser eluidas con disclventes no polares.
Figura 6.-Relacian de frente (Rf) de fosfatidilcolina en una cromatoplaca.

Figura 7.- Ampliccnes de PCR con DNA gendmico micobacteriano de cepas
polimérficas para los genes de fosfolipasa C con iniciadores TB20 y TB21.

Figura 8.- Amplicones de menor tamaria al esperada en las cepas polimarficas
para los genes de fosfolipasa C con iniciadores TB20 y TB21.

Figura 9.- Esquema de la duplicacion de nucledtidos en el punto de insercién de
1S6110,

Figura 10.- Fragmentos de la digestidn can la enzima Pwull de los amplicones
producidos con los iniciadores TB20/TB21 de cepas polimorficas de M.
tuberculosis.

Figura 10a.- Localizacion de los elementos IS6770 insertados en la regidn de
fosfalipasa C de las cepas de M. fubercufosis estudiadas en el presente trabajo

Figura 11.- Andlisis par Southern blot de algunas de las cepas polimdrficas que
maostraron sitios de insercidn idénticos

Figura 12.- Esquema que representa el segmento 103/162 del genoma de M.
tubarculosis cepa H37Rv conteniendo los genes de fosfolipasa C.



Figura 13.- Farmula de la fosfatidilcalina.

Figura 14.- Relacion temporal de la aclividad de fosfolipasa C en M. luberculosis
cepa H37Rv.

Figura 15.- La actividad de fosfolipasa C de M. luberculosis es dependiente de [a
dosis.

Figura 16.- La actividad de fosfclipasa C en M. tuberculosis varia en funcion de
los genes funcionales que codifican para esta enzima.

Figura 17.- Amplicones de la region del gen p/cD en cepas de M. tuberculosis
polimarficas.

Figura 18.- La ausencia de lgs genes plc inhiben el efecta citatdxica de M.
tuterculosis a las 72 horas de infeccidn en una monocapa de macrofagos THP-1.

Figura 19.- Efecto citotdxico en una monocapa de macrofagos de la linea THP-1
infectadas con cepas de M. tuberculosis a las 144 horas de infeccion.

Figura 20.- Una monocapa de macrofagos de la linea THP-1 a las 72 horas de
infeccién con cepas de M. tuberculosis polimarficas.

Figura 21.- Modeio de recombinacion homdloga para la perdida de un segmenta
de la region de picA y picB.



BAAR
°C

CTAB
DNA
DNTP
DR
EDTA
DPM
d

G

HCI

h )
Inst.4,5P3
kDa
Kpb
LID
LMP
MgCl;
pCi
HG

pL

mg
mL
mM

M

ABREVIATURAS

Adenina

Bidestilada

Bacilos acido alcohol resistentes
Grados centigrados

Citgsina

Bramuro de cetil-trimetil amonio
Acido desoxirribonucleico
Desoxinucledtida

Repeticiones directas

Acida etilendiamina tetraacético
Desintegraciones por minuto
Gramo

Guanina

Acido clorhldrico

Haora

Inositol 1,45 trifosfato
Kilodalton

kilopares de bases

Lab. Interdisciplinario de Investigacién Dermatoldgica
Agarosa de bajo punto de fusion (Low Melling Pqint)

Clorura de Magnesio
Microcuries
Microgramo
Microlitro

Miligramo

Mililitro

Milimalar

Molar



MIRU
NaC|
NaOH
ng
ORF
pb
PCR
PGRS
PPD

RFLP
rpm
$SC
SDS
TAE
TE
Tris

Unidades Micobacteriales intercaladas Repetidas
Cloruro de Sodio

Hidréxido de Sodio

Nanogramo

Marco de lectura abierto

Pares de bases

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Secuencias polimorficas ricas en GC

Dernivado de proteina purificado

Potencial de Hidrdgena

Polimarfismo de longitud de los fragmentos de restriccion
Revoluciones por minulo

Solucidn salina-citrato

Dodecil Sulfato de Scdio

Tris-Acetato-ECTA

Tris-EDTA

Tris (Hidroximetil-aminometano)

Unidad

Volts



CARACTERIZACION GENETICA Y EVALUACION DE LOS GENES DE
FOSFOLIPASA C DE Mycobacterium tuberculosis COMO FACTOR DE
CRECIMIENTO INTRACELULAR EN UNA LINEA DE MACROFAGOS

RESUMEN

La tuberculosis es causada principalmente por M. fuberculosis. En M.
tuberculosis se han identificado tres genes arreglados en tandem que codifican
para fosfolipasa C, tos que han sido nombrados picA, p/icB y picC. Enzimas de
este tipo han sido demostradas como factor de virulencia en bacterias
intracelulares por su capacidad de destrucciéon del fagolisosoma, y escape a los
mecanismos de destruccion, sin embargo aun no se conoce su importancia en la
patogenia de ia tuberculosis. Aislados clinicos de M. fuberculosis presentan la
presencia de variaciones en el patron de RFLP de los genes picA y plcB (Vera-
Cabrera, et al, 1997. J. Clin. Microbiol. 35:1190-1195). En el presente trabajo se
investigd el origen de este polimorfismo por analisis de secuencia de la region de
fosfolipasa de doce aislados clinicos polimorficos. Mediante PCR larga se
amplifico un fragmento de 5,131 pb que contiene los genes picA y plcB completos
y parte del gene plcC. Los aislados estudiados produjeron un amplicon de =1,400-
pb mas grande de lo esperado. El analisis de secuencia nucleotidica de los
productos de PCR indicaron la presencia del elemento de insercion 1S67110
insertado en cualquiera de los tres genes plic, siendo el gene p/cB el de mayor
incidencia (5 de 10 aislados). En dos cepas el elemento de inserciéon sa encontrd
en el gene p/icA en l[a misma posicion nucleotidica. En todos los casos, I1IS67710
estaba insertado en la misma orientacion. El alto indice de transposicion en la
region de fosfolipasa puede llevar a la excision de fragmentos de ADN gendmico
por recombinacién de elementos IS6170 cercanos como lo demuestra la
existencia de dos cepas con una delecion de 2,837-pb que incluye plcA y la mayor
parte de plcB. El efecto de la transposicion de 1S67710 en la region de las
fosfolipasas de cepas de M. fuberculosis con genotipos picA::1S6110,
plcB::1S6110, plcC:.1S6110, ApicA-plcB y ApicA-picB-plcC sobre la actividad
enzimatica y su capacidad citotaxica /n vitro también fue estudiado. La actividad de
fosfolipasa C se determiné usando como sustrato 1, 2 dipalmitolil-3-gliceril-
fosfatidil-[’H]-colina. La separacion del producto de hidrélisis se realizé por
cromatografia de capa fina. La radioactividad correspondiente g cada compuesto
se determind en un contador de centelleo liquido. La actividad enzimatica
mostrada por las cepas de M. tuberculosis polimorficas presentd variaciones sin
mostrar un decremento significativo. La cepa con la deleccion de 2,837-pb y la
carenfe de la region de fosfolipasa (ApicA-plcB y ApicA-picB-picC |
respectivamente), mostraron menor actividad enzimatica de PLC. Para determinar
Ja capacidad citotoxica se wusaron células humanas de la linea THP-1
transformadas a macréfages con forbol-12-miristato-13-acetato (6.25 pg/ml) en
microplacas de 24 pozos. Los cultivos se infectaron con diferente multiplicidad de
infeccion (MDI). La citotoxicidad se monitoreo por microscopia alas 24 h, 48 h y
72 h después de la infeccidén. La citotoxicidad de las cepas polimérficas se vio
disminuida. Esta citotoxicidad fue menar can las cepas carentes de ios genes de
PLC. Estos resultados confirman [a importancia de las PLC para la virulencia de
M. tuberculosis.



INTRODUCCION

La tuberculosis es una infeccion bacteriana cronica causada por
Mycobacterium tuberculosis y en menor porcentaje por M. bavis, la cual
se caracteriza par la formacién de granulomas en los tejidas. Se trata
principalmente de una enfermedad pulmonar pero también puede afectar
a otrgs drganos. Aunque esta ernfermedad es bien conocida desde la
antiguedad, can la aparicion del SIDA, ha cambiado su epidemiologia y
existe una enorme preocupacion en todo el mundo por su resurgimiento y
por el incremento de resistencia a los farmacos utilizados para su
tratamiento (Brosh et al., 2000). Aunque M. {ubercufosis es una de los
patdgenos humahos mas importantes, poco se sabe acerca de sus
factores de virulencia y de los mecanismos que fe permiten resistir la
destruccién por el hospedero y multiplicarse dentrc de las células
fagaciticas monanuclearss.

M. tubercylosis posee una secuencia llamada mip40, la cual es una
region que eg parte de un marco de lectura ablerta gue cadifica para una
fosfolipasa C (picA). Este fragmento habia sido utilizada en al diagndstica
de PCR para la identificacion de M. tubercufosis (Sritharan et al., 1994;
Weil et al,, 1996). Parra et al, (Parra et al,1991) sugirieron qua las
secuencias de DNA que codifican para mip40 son unicas para M.
tuberculosis y que no estan presentes en atras especies de Micebaclerias.
Ledo ef a/, (Ledo ef &/, 1995) describieron la clonacién y caracterizacion

del gene completo e identificaron un segundo marco de lectura abierlo



(ORF) que son homdlogos a los genes PLC de P. aeruginosa. Los
extractos celulares conteniendo este gen clonado en un vector de
expresién sobrexpresaron esta proteina y causaron beta hemédlisis,
sugiriendo una actividad de fosfolipasa (Leao ef al, 1995). Johansen ef
al., {Johansen et al., 1996) obtuvieron la secuencia completa del segundo
marco de lectura denominado a estos genes como picA y picB . Estos
genes micobacterianos estan arreglados en la misma orientacién
separados por 191 pares de bases. Ambos genes fuaron clonados en M.
smegmatis y la actividad fosfolipasa de cada gen fue expresada.
Utilizando los genes plcA y plcB camo sondas bajo condiciones de
moderada astringencia se identificaron secuencias homoélogas de M.
bovis, M. bovis BCG y M. marinum, perc no en olras especies de
Mycobacterium. Los autores encontraron que extractos celulares de M.
tuberculasis contienen actividad de fosfolipasa C (PLC) y de fosfalipasa D
(PLD), pero esta actividad no la encontraron en sgbrenadantes libres de
ceélulas de estas micrgarganismos. Por esios resultadaos ellos asociaron |a
presencia de la aclividad de PLC con las especies de Mycobactenum de
mayor virulencia (Johansen et af., 1996).

Vera-Cabrera ef al, (Vera-Cabrera ef al, 1997) estudiaron la
distribucion de mip40 por PCR utilizando una coleccién de aislados
clinicos de M. (uberculosis y observaron que algunas de las cepas no
producian el amplicon (Vera-Cabrera ef af,, 1997). Can el fin de descartar
la presencia de mutaciones o deleciones en los sitios de alineamiettto de

los iniciadores que explicaran estos resultados negativos, realizaron un



ensayo de Southern blot usando la enzima de restriccion Pvuil y cama
sonda un producto da PCR correspondiente al gene picA. Obsarvaron
que tanto la cepa H37Rv como la H37Ra presentaron dos bandas: una de
0.75 kpb que corresponde a plcA y una banda de 2.1 kpb que
corresponde a pfc8 y tiene una hibridacidn cruzada con la sonda para
plcA. Algunas de las cepas analizadas presentaron variaciones de este
patron, presentando bandas extras o un cambio en el peso maolecular de
la banda comrespondiente al gene picB de 2.1 a 2.5 kpb, a estas cepas las
agruparon en un grupe denominado O (Vera-Cabrera et a/, 1997). Otros
de los aislados clinicos presentaron cambios en ambos genes o fueron
negativos en el analisis de Southern blot,

Las fosfolipasas son importantes factores de virulencia en bacterias
intracelulares  como, Clostridum  perfingens,  Corynebactenum
pseudoluberculosis, el paldgeno intracelular Listerra monocytogenes y el
patdgeno oportunista Pseudomonas aeruginosa. Ademas considerando
que en aislamientas clinicos de M. tuberculosis existen diferencias
importantes en esta regidén de PLC, en este trabajo se planted estudiar la
importancia de estas enzimas en l|a virulencia de M. tuberculosis.
Analizamos la secuencia nuclectidica de un amplicon conteniendo los
genes picA, picB y parte de picC para determinar sl origen del
polimorfismo. Las cepas estudidas presentaron un amplicon de 1,400-pb
mds grande que el esperade de §,131-pb, y al realizar el andlisis de la
secuencia nucleotidica de los productos de PCR indicaron |a presencia de

elementos de insercidn 1S6110. Estos elementas fueran encantrados en la



misma direccion e interrumpiendo cualquiera de los tres genes de PLC de
las cepas polimorficas de M. tuberculosis. El alto indice de transposicién
en la region de PLC puede llevar a la excicion de fragmentos de ADN
gendémico por recombinacion homéloga de dos elementas 1S67110
cercancs , como lo demuestra dos cepas con una delecion de 2,837-pb,
que incluye el gen picA y parte del gen picB. Esta interrupcién, se
manifesté en cambios de la actividad enzimatica de las cepas y

disminucién del efecto citotdxico en una monocapa de macrofagos de la

linea THP-1.



1.- ANTECEDENTES
1.1 Caracteristicas generales del complejo Mycobactenum tuberculosis

Las especies Mycobactenun bavis, Mycobacterium bovis BCG,
Mycobaclerium africanum, Mycobacterium microti, M. canetti y Mycobacternum
luberciiasis sensu stricto, forman el grupo bacleriano denominado complejo
Mycobacterium tuberculosis (Imaeda,198%5; O'Reillg y Daborn,1995). Distinguir
entre los miembros del camplejo Mycobacierium luberculosis es importante
para realizar estudios epidemiologicos. La diferenciacion entre M. tuberculosis
y M. bovis permite descartar casos producidos par M. tubercufosis resistentes a
pirazinamida (M. bovis es resistente natural a esta droga), y para identificar
animales infectados que actien coma reservorios y que por lo tanta constituyan
un riesgo a la salud publica (Mahairas et al.,1996).

Los metodos clasicos para diferenciar M. bovis de M. tuberculosis se
basan en sus caracteristicas fenatipicas, las cuales incluyen morfolagia de la
colonia, tasa de crecimiento y propiedades bioguimicas distintivas. En medios
de cultivo a base de hueva, M. tuberculosis liene un crecimiento exuberante
junto con una alta produccian de niacina, mientras que M. bovis no produce la
vitamina y su crecimiento es pobre en el mismo media de cultivo (Mahairas et
al.,1996). Existen analisis adicionales ¢oma la actividad de la enzima nitrasa,
donde M. tuberculosis reduce las nitratos, mientras que M. bovis no. 6tra
prueba adicional para la diferenciacion es la determinacion de la resistencia

natural a la pirazinamida en M. bovis (Imaeda, 1985).
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Por otro lado, la utilizacién de algunos marcadores genélicos, como es la
identificacion de secuencias de insercion tales coma 1S6710, I1S1081, ¥y
secuencias como las DR (repeliciones direclas), MPTR (repeliciones directas
polimérficas en tandem), PGRS (secuencias ricas en GC polimorficas) y MIRU
(unidades micobacteriales repetidas intercaladas) han sido utiles para estudios
epidemioldgicas y para relacionar fuentes de infeccion.

Aunque M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti, M. canetli y
M tuberculosis estan designadas como especies separadas, los estudios
clasicos en laxonomia y estudios de sus acidos nucleicos relacionan a todas
ellas comg variantes de una sola especie (Liebana y col. 1996, Moda et
al,1996), de las cuales sclo se consideran patdgenos impartantes para el
hombre M. tuberculosis y M. bavis.

M. tubercuiosis es un parasito intracelular que se replica dentro de las
células mononucleares encargadas de la fagocitesis del material extrafio (King
et al,1993; McFadden 1990; Castrg-Garza et al.,2002). M. tuberculosis
produca lasiones granulumatusas, principalmoente en pulmon, aundue larmbien
sg ha observado invasion a otros tejidos, tales cormo el aparato genitourinano,
los rifones, el aparatu digestivo y el sistema nervioso central (Hopewell, 1994).

M. bavis es el responsable de la tuberculosis en bovinos y otros
animales salvajes. El grado de virulencia de M. bovis se muestra no solamente
para los baovinos sino también hacia e! hombre, aunque con M. bavis han sido
reportados, solo un pequerio parcentaje de casos de tuberculosis hurn‘ana
(Huebner y Castro, 1995; Singer ef al.,1997; Saunders, 1995). Reportes de

problemas de tuberculosis en humanas por M. bovis indican que se tienen una



mayor frecuencia en paises en vias de desarrollo, donde existe una alta
prevalencia de tuberculosis en el ganado, el cual liene una estrecha relacion
can la pablacion humana y el consumo de leche sin pasteurizacion (Moda et
al.,1996). En los Estados Unidos de Nourle América la proporcion de casos de
wberculusis hurmana pur M. bovis s del U. 1 hasla gl 3%, del lulal de los casus
reportados, sobre todo en la frontera con Mexico (Huebner y Castro, 1995). En
Egipto, las proporciones reportadas varian en el orden del 0.41 al 6% (Rook y

Hernandez-Panda, 1996).
1.2 Aspectos Clinicos y Epidemiologicos de la tuberculosis

M. tuberculosis se adquiere por via respirataria y pasa al tejida alveotar
donde se establece como una infeccion primaria, que en el 90-95% de los
casgs permanece asintomatica, y solo es reconocida por el desarrollo de una
reaccion de hipersensibilidad tardia a un filtrado de cultivo de Mycobacterium,
conguido como PPD (derivado proteica purificado). En el §-10% de los casos
restantes se desarrolla una infeccidon de evolucion cronica que se caracteriza
por la produccion de tos, fiebre, pérdida de peso, produccion de esputo
purulento y en ocasiones hemaoplisis (Hopewell,1994). La tubercuiosis
pulmaonar es una enfermedad tratable, sin embargo, se siguen produciendo un
gran numerg de casos debido a diversos faclores tales coma la falta de
accesibilidad a servicios de salud, la falta de instalaciones adecuadas pa;a
hacer un diagndstico correcto gportuno, por la falta de continuidad del

fratamiento y a la deficiencia de medicamentos en muchos casos. A nivel



mundial, ta berculosis produce 3 millones dog muerlos y la sparicion de
aproximadamente 8 a 12 millanes de casos nuevos por afio; se considera que
dos bhillones de personas en el mundo se encuentran infectadas con M.
fuberculosis, y que esla canlidad se ha incrementado debido a la diseminacion
de cepas droga resistentes y a la co-infeccion cen el virus VIH-1. {(Dolin et
al., 1998 ;Kusner,2002; Penskivit et al.,2002;, OMS, 2002},

A pesar de que M iuberculosis fue uno de los primeros organismos
palogenos descrilus para el humano (Koch, 1882), hasta atwra no se han
obtenido métodas adecuados para su contral. El bacilo Calmette y Guerin (M.
bovis BCG) se ha utilizado como vacuna contra la tuberculosis desde 1921
pero el rango de proteccian obtenida varia del 80 al 0% (Clemens et al., 1983;).
Por lo que es importante dilucidar lcs mecanismos de patogénesis de este
micraorganismo para poder desarrollar nuevas y mas adecuadas formas para
su- control.

Se han descrito algunos genes que se consideran factores de virulencia en
M. tuberculosis, enire ellos estan el gene kalG que codifica para la enzima
catalasa-peroxidasa (Stoeckle et al.,1993), el gene erp gue codifica a una
proteina repetitiva exportada (Wilson et af,1998), el gene acr que cadifica la
proteina a-cristalina que inhibe la capacidad para crecer en lineas celulares de
macrofagos (Yuan ef al,1998). Por otro lado, una mutacion en el principal
factar sigma (J) causa menor virulencia en cepas del complejo M. tuberculosis
(Collins et al.,1999), un simple punto de mutacién en la region del gene rp.oV
que regula la expresion geénica es responsable de la pérdida de virulencia en

M. bovis, y miembros del complejo M. tuberculosis (Steyn et al.,2002). Algunos
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compaonentes lipidicos de la pared cuino el lipgarabinomanano y los sulfolipidos
lienen un papel en |la modulacion de la respuesta inmune y protegen al
organismo de las defensas del hospedera (Chan ef al,1991). El gene AlpC (
alkyl hydroxiperoxio reduclasa) le confliere mayaor resistencia a la isoniazida
(Heym et af,1997). Otros genes codifican proleinas relacicnadas a
hemoglobina que lo protegen contra ¢l estrés oxidativo y el gene hmp que le
canfiere resistencia al estrés oxidativo o nitrosativo (Hu et al.,,1999).

Qtru factor 4 considerar son las fosfulipasas presentes en M. tubgrculusis.
Eslas enzimas son un faclor imporlanle de virulencia en un gran numere de
bacterias incluyendc Clostridutn perfingens (Ninomiya et al. 1994, Naylor et
al. 1999), Corynebacierturm pseudotuberculosis [Titball et al.,1993), el patogeno
intracelular Listerfa rionocyloyenes (Sthwarzer et al,1998) y el patogeno

- oportunista Pseudomonas aeruginosa (Terada et al,1939).

1.3- Fosfalipasas Bacterianas

Las fosfolipasas bacterianas comprenden un grupg diverso de proteinas
gue tienen un amplio espectro de efectos in vivo e in vilro; sus efectos van
desde pequenas alteraviones en la ¢aomnposicion y funcién de la membrana
celular hasta letalidad a bajas concentraciones (Songer,1997). A la fecha han
sido descritas cinco tipos de fosfglipasas (PL), las cuales se clasifican
dependiendc del punto de hidrolisis en el fosfolipido, como e€s mastrado en la

.

siguiente figura:
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Figura 1. Punto de hidrdlisis de las diferentes fosfolipasas

La fosfolipasa que hidroliza el acyl-ester del carbono de (a pasicidn 1 del
giceral es designada fosfolipasa A¢ (PLA) y la que hidroliza el enlace en la
posicon 2 del glicerol se denomina fosfglipasa A; (PLA2). Aquellas enzimas
que hidrolizan el enlace fostodiester del lado del glicerol se llaman fosfolipasa
C (PLC) y las que cortan el enlace fosfcdiester del lado polar se nombean
fosfolipasas D (PLD) (Dennis, 1983). Las PLC se han clasificade en dos
grupos de acuerdo al grincipal fosfolipido que hidralizan: un grupo de PLC
hidroliza especificamente al fosfatidilinosital, no requieren de cationes
divalentes para su actividad, su pH optimo es el neutro y tienen un peso
malecular de alrededor de 29-kDa. El segundo grupo o componen las PLC gue
tienen un amplio espectro para hidrolizar diferentes fosfolipidos, son
dependientes de caliones, presentan tambien un pH Optimo neutro ¥ su peso
molecular es de alrededor de 23-kDa (Mei| y Panagta, 1992). )
Las PLC se han descrito como factores de virulencia debido a varias

caracteristicas tales como su capacidad destructiva tisular (Williamson y Tithall,



1993), ¥ 3 que actuan como factores de sobrevivencia y escape de los
mecanismos fagociticos (Sanger, 1997). Un claro ejemplo ocurre en Listeria
monocylogenes, un patdgeno intracelular que posee dos PLC, una que
degrada especificamente el fosfatidilinositol (FI-PLC ¢ PLC-A, codificada nar el
gen plcA) y una PLC de amplio espectro (FC 0 PLC-B codificada par el gen
picB), que puede hidrolizar la mayoria de los fosfolipidos celulares. Su
importancia en la virulencia de L. monocylogenes lue demostrada en un
madelo en ratones con bacterias mutantes con delecion en el marco de lectura
(ORF) en cada una de las PLC y una mutante doble con perdida de ambas
PLC. El mutante sin el gen B (PLC-B) fue 20 veces menos virulento y perdio su
capacidad de diseminarse de ceélula a celula, aungue no presentd un efeclu
medible en el escape de la vacuola prmaria fagolisusomica. El mutanie con
. inactivacion de ambos genes (PLC-A y PLC8) fue 500 veces menos virulento
que la cepa original, presentando una notable disminucion es su capacidad
para escapar de la vacucla primaria, ¥ en su capacidad de diseminarse de
célula a celula (Smith ef ai., 1999).

La actividad de PLC puede ser importante también para la generacion
de diacilgliceral (DAG), el cual es un producto de la hidrolisis de fosfolipidos
que altera los procesos dJe sefializacion de la célula a través de la activacion de
la proteina cinasa C de |la membrana celular (Songer,1997; Martin, 1998). A
nivel de la respuesta inflamataria, esta reaccion puede ser amplificada a traveés
de la produccion de metabolitcs del DAG, tales como |os €icosindsidos, y

también puede ser citotoxica o inducir apoptosis, como en el casa de la



fasfalipasa FLC-H de P. aeruginosa (Songer,1997 Cosla, 1998; QOstroft et

al.,1989).

1.4- Fosfolipasas C en Mycobacterium tuberculosis

El gene que cadifica para una de las fosfolipasas C de M.
tuberculosis cantiene la region mip40. Dada la especificidad de esta secuencia
se habia uliizado en e} diagnostico por PCR para la identificacion de M.
tuberculosis, aunque existia controversia en cuanto a su distribucion en M.
tuberculosis (Liébana et al,1996). La secuencia fue clonada originalmente en
un fragmento BamH! de 3.1-kbp (Parra et al.,1991). Posteriormente, Ledo y col.
(Ledo et al.,1995) obtuvieron la secuencia completa de este fragmento y
reportaron el hallazgo de un marco de lectura abierto (ORF), de 1684-pb , y los
primercs 1004-pb de un segundo ORF, estos autores no reportan actividad de
FLC en E. coli recombinante, pero si detectaron actividad hemglitica al
clanarlo en E.coli; sugiriendo que se codifican proteinas con actividad similar a
las PLC. Hasta esa fecha la actividad de las PLC no habia sido demostrada
p'lenamente en M. tuberculosts.

Johansen et al., (Johansen et af,1996) describieron el fragmento de
pleB que lallaba y gue liene un total de 15G3-pb, o que codifica para un
polipéptido de §21 aminoacidos, que presenta una homologia del 75% con el
gen plcA. Con la publicacion de la secuencia campleta del genoma de la cepa
H37Rv de M. {uberculusis (Cule ¢f al.,1998), se identifica otro gen al lado de

plcB en |a posicidon 2351 del genoma, el cual se denomino p/cC; y una cuarta



secuencia trunca denominada picD situada en la posicion 1755 del genoma
(Cale et al.,1998). En la secuencia de |la cepa de M. tuberculosis CDC1551
existen cuatro genes campletas (pl/cA, plcB, picC y plcD) para fosfolipasa C
(Fleischmann et &l.,2002). Estos genes codifican enzimas con el 30 al 40% de
homologia en la secuéncia de aminoacidos con las fosfolipasas de P.
aerugimosa y una homologia entre ellas del 70% (Raynaud et al.,2002). Los
genes picA, plcB vy picC no estan presentes en M. bovis y M. bovis BCG, a
dilerencia del gen plcD que si se encuentra presente (Gordon ef al.,1999); por
lo que Ia actividad enzimatica detectada por Johansen et al., (1996) en M. baovis
podria ser dada por el gen p/cD.

Vera-Cabrera et af..(Vera-Cabrera et al.,1997), al analizar la presencia
de la secuencia mtp40 en M. fuberculosis de aislamientas clinicos, encaontraran
. que existian cepas que ng amplificaban el fragmento mip40 por PCR. Para
descartar que la falla de amplificacion fuera debido a rnulaciones puntuales o
deleciones que interfirieran con un alincamiento adecuado de ios iniciadores,
realizaron ensayos de Southern blot utilizando coma enzima de restriccion
Pvull y una sonda para €l gen mtpd4Q (plcA) (Vera-Cabrera et al.,1997). La
sonda utilizada lambién hibrida con el gen plcB debido a 'a similitud entre estos
dos genes. Tomando en cuenta las puntos de corte de la enzima Pvull en la
region de fosfalipasa C, el mapa de restriccion (Figura 2) indica la presencia de
un fragmento de 0.75 y olro de 2.1 Kpb carrespondientes a lgs genes plcA y
plcB respeclivamente. Vera-Cabrera ef al, (Vera-Cabrera ef a!..199?.)
encontrargn gue la mayoria de las 140 cepas analizadas presentaban el patron

normal de 0.75 y 2.1 Kpb, sin embargo el 43% de las cepas mosiraron
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varacion en su patrgn, presentando bandas de hibridacion adicicnales de 0.6 ©
bien 1.2 kpb, y otras cepas presentaban bandas de 2.5 kpb en el lugar de la de

2.1 kpb.

En el grupo da cepas polimoriicus a la region de (osiolipasa C
denominado por Vera-Cabrera et al., (Vera-Cabrera et al,,1997) camo grupa E,
en donde no se presenta un patron definido de bandas de hibridacion cuanda
se utilizo una sonda para el gen plcA y en misma membrana con una sonda
para el gea picB, observaron diferencias importantes.

Dada la importancia de las fosfolipasas como factar de virulencia en
bacterias intraceluiares y que en aisiamientos clinicos de M. tuberculosis
existen dilerencias impgrtantes en la region de PLC, en este trabajo nos
. planteamos estudiar la imporancia de estas enzimas en la virulencia de M.
luberculosis. En la presente tesis de doctorado analizamos las diferencias que
se producen en diversas cepas de M. tuberculosis y que se reflejan en un
polimarfismo en la longitud de fos fragmentos de restriccian de la zona de
fosfolipasa C. Ademas estudiar, si estas diferencias maodifican |a expresidn del
fenatipa en cuanto a la actividad enzimalica de PLC y su capacidad citataxica

en macréfagos humanos.



1.5-Hipotesis

La presencia o ausencia de genes que cadifican para fosfolipasa C se
reflejara en un cambio de la actividad enzimatica, y si los productos de estos
genes son imporlantes en la virulencia de Mycobacterium tuberculosis
podremos analizarlo por la capacidad de la bacteria para producir efecto

citotoxico en macrofagos.
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1.6- Objetivos

1. Identificar las variaciones en la region de plc de cepas de M.

tuberculosis con polimorfismo.

2. Conocer que gen especifico esta alterado en las cepas polimorficas.

3. Determinar si los cambios genéticos en los genes de fosfolipasa C de

las cepas polimérficas se refleja en la actividad enzimatica.

4. Determinar si los cambios genéticos de estos genes altera la

citotoxicidad de M. tuberculosis.



2.- MATERIALES Y METQDOS

2.1 Cepas Bacterianas de M. tuberculosis

La mayoria de [as cepas usadas en este estudio fueron obtenidas del
Laburalorio Nacional de Relercngia pura la Tuberculusis en Winnipeg, Canada.
Todas las cepas fueran identificadas como M. {uberculosis por métados
convencionales. Las cepas se mantuvieron almacenadas a -70°C en leche
descremada y fueran subcultivadas en medio Middlebrook 7H9 (DIFCO Sparks,
MD). Una caracteristica de las cepas incluidas en el estudio fue el palimarfismo
a la region de la fosfolipasa. La maycoria de las cepas mostraban un patron de
bandas dislinto entre ellas en el analisis por Soulhern blot cuando se ulilizd
- una sonda para el gene picA y diferente al normal que presenta la cepa H37Rv
Mycaobacterium tubercuiosis (Figura 3b). EI ADN genomico de dos cepas que
fueran publicadas como cepas polimdrficas en un estudio realizado por Kremer
et al, (1999), y que denaominamos RIVM-7 y RIVM-13, {ueron gentimente
donadas por la DOra. Kristin Kremer del Instituto Nacional de Salud Publica y

Medio Ambiente en Bilthoven (RIVM), Holanda (Kremer ef al.,1999) ,

2.2 Extraccion del ADN Gendmico

Las bacterias se cultivaron en 5 mL de medio Middlebrock 7H? (Gibee,
‘Sparks, MD) por 14 dias en incubacién a 37°C. Después de la incubacian, el

cultivo se centrifugd (HermlLe Z 2160 M, Herstelier Spintron inc, Alemania) a
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Figura 3.-Analisis por Southern blot de las cepas de M. tuberculosis
estudiadas en este trabajo. Las membranas con el ADN transferido se
incubaron con una sonda de PCR preparada con los iniciadores PT1 y P12,
que amplifica una region de 396-pb cercana al extremo 3, del marco de leclura
de plcA. Esta sonda reacciona con el fragmento de 0.75-kbp que contiene
plcA y con el fragmento de 2.1 -kbp que corresponde a plcB y parte de plcC.
Como control mostramos en el carril 1 la cepa de M {uberculosis 14323 que

muestra el patron normal observado en la mayoria de las cepas de M.
tuberculosis (>80%).



14,000 rpm durante un min y el sedimento se transfirio a ur tubo de plastico de
2.0 mL que contenia una esfera de ceramica y perlas de vidrio que son parte
del estuche de extraccién Fast DNA-Kit ( BIO101, Inc., Carisbad, Ca ). El
cultivo ya en el tubo de 2.0 mL se volvid a centrifugar a 14,000 rpm por 5 min,
y se retir¢ el sobrenadante dejando aproximadamente 200 pl. de medio en el
tubo. Posteriormente se le agrego a cada tubg 1 mL de solucién de extraccion
(CLS-TC) para despues procesarlos en el gparato Fast-Prep por 2 ciclos de 30
seg a una intensidad de 5.0, con intervalos entre ciclos de 2 min en hielo. Al
final los tubos se colocaron en hielo por § min y después se centrifugaran de
nuevo a 14,000 rpm por 10 min. Posteriormente, se transfirieron 600 pL del
sobrenadante a un tubc nuevo donde se le agregd 600 pl de solucion de
captura del estuche de extraccion (Binding Matrix), los tubos fueron mezclados
- suavemente por inversion e incubados a temperatura de laboratorio por § min.
Luego los tubos se centrifugaron a 14,000 rpm por un min y se elimind el
sobrenadante. La pastilla fue resuspendida en §00 plL de otra solucion dei
estuche de extraccion denominada SEWS-M y se centrifugo nuevamente a
14,000 pm por un min para pastericrmente eliminar el sobrenadante y
centrifugar por otrus 10 seg para remover todo el liquido residual. Para eluir el
ADN de la matriz de unidn, se resuspendid en 100 pL de la solucién DES del
estuche de extraccion y se dejd incubar por 3 min a temperatura de laboratorio;
se centrifugd a 14,000 rpm por un min, y el sobrenadante obtenido (que

contiene el ADN), fue guardado a —20°C hasla su cuantificacion y uso.
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2.3 Cuantiticacion del ALIN gendmico de [as cepas de

M, tuberculosis

El ADN extraido se cuantificd par medic de comparacion con estandares
de masa (ONA Quantitation Standards Phage 1 DNA, GibcoBRL, Gaithersburg,
MD, EUA). Para ello se colucg1 yl de ADN de cada una de las cepas y 6 pl
de cada estandar de masa (figura 4), preparados de acuerdo al fabricante en
un gel de agarosa al 1% y se visualizaron con bromuro de etidio ( GibcoBRL,

Piscataway, N.J. EUA).

2.4 Determinacion del polimorfismo en la region de PLC

Para determinar los cambios genéticos que canducen al polimorfismo en fa
region de las fosfolipasas de las cepas en estudio, se disefiaron un par de
iniciadores localizados 1000-pb fuera de los genes plcA y plcB |, lo cuales se
muestran en la Tabla 1. El disefio de los iniciadores solo contempld los genes
pleA y plcB ya que en el momento en que fueron disefiados todavia no se
conocia que existiera €l gen picC. El tamario esperado para el amplicon fue de
5131 pb. El ensayo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
realizé con 100 ng de ADN gendmico en un termociclador PTC-200 (MJ
Research, Watertown, Massachussets, EUA) utilizando el sistema de XL P R
Kit, de Perkin Elmer (Roche Molecular Systerns, Inc, Branchburg, New Jersey,
EUA) en un vaolumen de reaccidn de 50 pL, con las siguientes condiciones.

84°C por 2 min, seguidos por 10 ciclos de 94°C por 15 seg, 60°C por 30 min y
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68°C pur 4 min. Enseguida se dio una segunda ronda de 20 ciclos a
temperaluras de: 94°C por 15 sey, 60°C por 30 seg y 68°C por 4 minutos,
afiadiendo a este pasa 20 seg en cada ciclo. Al final se aplicé un paso de
extension a 68°C por 10 min. Los producios de PCR se separaron por
electroforesis en un gel de agarvsa al 0.8% (L.M.P. Agarosa, Life
Technologies, Grand (sland, N.Y. EUA) de bajo punla de fusion. Después de |a
electrofaresis, se localizaron |las bandas del producto ampliticado y fueron
cortadas para su purificacion, El fragmento de gel conteniendo el producto
amplificado fue cortado y puéeslo en un tubo eppendorf de 1.5 mL daonde se le
agrego 10 pL de amortiguador de captura por cada 10 mg de gel cartado. Para
la purilicacion, los tubgs se pusieron a bafio maria a una temperatura de 60°C
por 10 min. El contenido de los tubas se aplico a las calumnas del estuche de
. purificacion (DNA and Gel Band Purfication Kit, Amersham Pharmacia Blétech
Inc, Piscataway, N.J. EUA) en un tube nuevo y centrifugados a 14,000 rpm par
30 seg. Pasteriormente se les agregd 500 uL de una salucidn de lavado
contenida en el estuche de purificacion y se volvieron a centrifugar a 14,000 .
rptn par 30 seg. Par dltimo, la columna se paso a tubos nueves de 1.5 mL y se
le agregd 30 ul de agua milliQ para recuperar gl amplicon purificado despues
de centrifugar a 14,000 rpm por un min. Los amplicones purificados se

refrigeraron a 4°C hasta su secuenciacion.

2.5 Sintesis de los oligonucleotidos iniciadores y analisis

de secuencia de |los amplicones
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Los oligonucleotidos utilizados en este estudio fueron preparados en ' n
sintetizador 392 DNA-RNA {(Applied Biosystems, Foster City, Cal. EUA)
mediante el método estandar de ia fosforoamidita. La secuencia de los
productos de PCR fue determinada con el sistema de secuenciacion Prism Dye
Terminator (Applied Bigsystems) en un secusgnciador automatico ABI377 en el
DNA core facility del Federal Laboratories far Health, en Winnipeg, Canada.

Cuandao se realizo la secuenciacion del amplicon de una de las cepas del
esludio, la secuencia de ung de los extremas del amglicon TB2@-T821
correspondia a la de un elemento 1IS§110. Con la finglidad de que ¢l andlisis
fuera mas simple, se disefiaron otros iniciadores denominados TB25 y el TB26
{Operon Technoloyies, Inc, Alameda, CA. EUA), situadas en la puosicion 90-71
¥ pos.icién 1272-1293 de la secuencia de insercion 1S6770, respectivamerite
(Thierry et al.,1990) (Tabla1). Estos iniciadares se alinean a una regién
cercana al final del elementa 1S6710 y estan dirigqidos hacia fuera del elementa,
pur lo que al realizar esta amplificacion se deteclo el sitio exacta de insercion
con una sola corrida, como se muestra en la siguiente figura:

Figura 1a

Localizacion de los iniciadores TB-25 y TB-26 en la posicion 74-90-
pb y 1272-1293-pb de la secuencia del elemento movil IS6170 de
Mycobacterium tuberculas(s { Terry y col, 195Q)
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Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados para las PCR realizadas en el

presente trabajo.

INICIADOR SECUENCIA TAMANG
ESPERADO
{pb)
PT1* |5- CAA CGC GCC GTC GGT GG-3'
PT2* |5~ CCC CCC AGCG GCA CCG C-3' 391
INST* |5 - CGT GAG GGC ATC GAG GTG GC-3'
INS2™ |5 - CGT AGG CGT CGG TGA CAA A3 243
TB20" |5 - CGC AGC AAC CTT ATC AAG T-3
\ S ’ T 51 31
TB21 5-GTG ATT GTC GGC GAA ATG AAG T-3
TB26 |5 - CTC CGG CGG GTACCT CCT CG-3 Final brazo
Izq. 1S6110
TB26~ |5 - AGG CTG CCT ACT ACG CTC AAC G-3'_|Final brazo
Der. /S6110

* Del Portillo y cal., 1991

** Van Embden y ¢ol.,1993

*** El presante estudio




2.6 Preparacion de la sonda del brazo derecho de IS6770.

La sonda utilizada fue amplificada por PCR con |os iniciadares INS1 y
INS2 (Tabla 1) en un valumen de reaccion de 50 pL. Estos iniciadores
ampiifican un fragmento de 243-ph del brazo derecho de [S6770. El amplican
abtenido se corrid por electroforesis en un gel de agarosa de bajo punto de
fusion (LMF’) al 1% a 60 volts por 40 min. Después de identificar la banda de
243-pb, esta fue cortada del gel y depositada en un tubo eppendorf de 1.5 mL
para ser purificada mediante el kit de purificacion (DNA and Gel Band
Purification Kit, Amersham Pharmacia Biotech Ing,) Piscataway, N.J. EUA)
siguienda el mismo procedimiento explicado ya en el punto 2.4. Su
cuantificacion se realizé por comparacicn con estandares de masa (DNA
- Quantitation Standards Phage A DNA, GibcoBRL, Gaithersburg, MD. EUA) en
un gel de agargsa al 1% ( GibcoBRL, Grand Island, N.Y. EUA). Para el
marcaje de la sanda se colocaron 6 pL del amplicon (100 ng/uL) en tuba de
1.5 mL eppendorff. Al ubo se Ile agregargn 44 Pl de agua miliQ estéril y se
centrifugo @ 14,000 rpm por 30 seg en una centrifuga 5417 Eppendorf
(Brinkmann Instruments, lnc. Westbury, NY. EUA). El tubo se calentd hasta
ebullicion durante 5 min para desnaturalizar el amplican. Despuas de este
tiempao el tubo se paso a hielo inmediatamente para conservar las cadenas del
ADN abiertas, y se dejo ahi por 5 min. El tubo se centrifugd otra vez por 30
seg, se le agregaron 50 pL del reactive de marcaje (peroxidasa) y se mech.G
vigorosamente. Se le agregaron 50 pL de glutaraldehido, se mezcla bien y se

centrifugd brevemente en la microcentrifuga para coleclar el cantenido en el
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fondo del tubo. Después se incubd a 37° C por 10 min, La sonda marcada se

agrego a los tubos de hibridacion como se menciana enseguida.

2.7 Determinacion de la clonalidad de las cepas en estudio

Para determinar el origen clonal de las cepas se utilizaron 2 pg de ADN
genomico que fueron digeridos con SU de la enzima Pvull (Stratagene, |a
Jolla, Cal. EUA) por 4 h a 37°C. La separacion electroforética de los
fragmentos digeridos se realizd en un gel de agarosa al 0.8% a 30 Volts
durante toda la noche. Al dia siguiente el gel se sumergio en HCI 0.25 M par un
tiempo de 10 min con agitacion suave y constante. El exceso de HCI 0 25 M se
elimno mediante lavados cun agua bidestiada. Posleriormente el gel se
. ¢glocg en un recipiente conteniendo NaOH 0.25 M y se incubgd por 30 min con
agitacion constante. Después de los lavados del gel, el ADN, fue transferido a
una membrana de nylon usanda el sistema turboblotter (Schieicher & Schuell,
Keene, NH. EUA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para pre-
hibridizar, la membrana se humedecio con SSC 2X (citrato de Naj al 0.3 M,
NaCl al 3M con pH 7.0) y se colocd en una malla. La membrana y la malla se
culocargn en un lubo de hibridacion en donde se agregaron 80 mlL de SSC 2X
para pegar la malla a la pared del tubo de hibridacion y después se retirg el
SSC 2X. Se ariadieron 10 mL de solucion de hibridacion precalentada y el tubo
se coloco en el horno a 42°C cuidando que no se formaran burbujas. Despus‘,:s
de una hara de incubacion se agrego la sonda (ver la preparacian en el punto

2.6), para lo cual se tomaran 0.5 mL de salucidn de hibridacion y se mezcld con
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la sonda, la mezcla se agrego al se fondo del tubo de hibridacién sin tocar el
filtro, se lavo la puntilla en la solucidon de hibridacion 1 ¢ 2 veces. La membrana
se incubo toda la noche a 42°C en un horno de hibridacion Autoblot (Bellco,
Glass. Ing, Vingland, N.J. EUA), con ja sonda marcada con peroxidasa de
acuerdo al estuche ECL (ECL, Amersham, LIFE SCIENCE, Buckinghamshire,
Inglaterra), La hibridacic’m,' lavado y el reveladao de las membranas se

realizaron de acuerdo a |las instrucciones del fabricante.

2.8 Preparacion de los exiractas celulares micobacterianas

Las cepas de M. tubercuigsis fueran sembradas en tubos con 5 mL de
medio Middlebrook 7HZ (DIFCO, Sparks, MD. EUA) enriquecide con OADC
(Becton Dikinson and Co. Sparks, MO. EUA) y glicerol e incubadas por 14 dias

a 37°C . los cultivos se cosecharen por centrifugacian a 3,00Q g por 15 min y se
concentraron para lograr una masa de aproximadamente 800 my (peso
humedo); las cuitivos fueron irradiados con rayos gamma por espacio de 48 h
en un aparato Gammacell 3000 (Elan, Nordion, International Inc., Kanata,
Ontario, Canada). Posteriormente las tubos fueron centrifugados a 14,000 rpm
(HermLe Z 160 M), y 105 botanes celulares fueron lavados dos veces con 1 mL
de PBS con 0.5 % Tritdn X-100 y pasados a tubos de 1.5 mL para luego ser
centrifugados a 14,000 rpm por 5 min y resuspendidos en 1 mL de un cactel
de inhibidor de proteasas libre de EDTA (Ac. Ethylenediaming tetracetice)
(Roche, Mannheim, Alemania ) disuelto en TBS 100 mM, pH 7.4, con 0.5 %

Tritdn X-100. Cada suspensidn bacteriana se transfirid a tubos BiaPulverizer
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(Q-BlOgene, Carlsbad, CA, EUA) con tapa azul y se sometieron a 2 ciclos de
45 seg cada uno a una intensidad de 6 en un aparato FastPrep, FP120
(Bio101, SAVANT), con intervalos de 2 min cada uno, en los cuales las
muestras se colocaran en hielo. Los tubos se centrifugaron a 14,000 rpm por 8
min y el sobrenadante se repartid en alicuotas de 200 plL que se almacenaron

a-70 °C hasla su uso.

2.9 CGuantificacion de proteinas en los extractos celulares de las

cepas de Mycobacterium tuberculosis

La concentracion de proteinas en lgs extractos bialdgicos de las
diferentes cepas polimdrficas usadas en este trabajo y de la cepa de M.
tubercutosis H37Rv (usada como control) fue determinada mediante el método
’ de Lowry {Lowry et al,1951), el cual se realizo de la siguiente manera: en
tubgs de ensayo de 13 x 100 mm se colucaron 0.2 mL de las muestras que
caontanian entre 6 y 14 pg de profeinas totales mas 1 mbL de reactivo C (1 mL
de tartrato de sodio y potasio al 1% y sulfato de cobre al 0.5%, diluido en 50
mL de carbonato dg sodio 2% en hidroxido de sodio al 0.1 N). Las muestras
fueron agitadas con un vortex e incubadas par 10 min a temperatura ambiente;
despue€s de este tiempa, a cada tubo se le anadid 0.1 mlL de reactivo de Folin-
Ciocalteau 1N, diluido en HCI 1 N; los tubos se agitaron inmediatamente
después con un vortex, y las muestras se incubaron por 30 min a temperatura
ambiente. Después de este tiempo, se determing la densidad dptica de cada

muestra a 760 nm (DOss0) en un espectrofotometro Zeiss, modela PMQ Il
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(Jena, Alemania). La cantidad de prateinas de las muestras de las diferentes
cepas de M. tuberculgsis se calculd mediante la interpolacidn de los datos en
una curva estandar de sercalbimina bovina fraccion V (Sigma Chem. Co. S L.
M. EUA). La curva estédndar fue calculada para cada una de las

determinaciones realizadas.

2.10 Deteccion de la actividad fosfolipasica del tipo C de cepas
polimdrficas de M. fuberculosis y de la cepa H37Rv de
M. tuberculosis

Para la deteccion de la actividad de PLC en los extractos celulares de
las cepas polimarficas de M. tubercuiosis y 1a cepa H37Rv, se utilizdo un método
de radioensayo que consistid en o siguiente: para cada cepa polimarfica y la
H37Rv se mezclaron €n tubos de borasilicato de 15 x 15 mm {Bellco Glass Inc.
Vineland, NJ. EUA), 10 pL de (a mezcla de ensayo 2X (Tvis-base, pH 7.5;
CaCl; 5 mM; Triton X 100 C.4%; y 1.5 pCi/mL de 1,2 dipalmitoil [colina-metil-
*Hi-fosiatidilcolina ([*H]-FC; que contenia 62 Cifmmol) y 10 plL del extractc
celular total de cada cepa. Se ensayaron tiempos variables de incubacion y
concentraciones diferentes de proteinas (segin el ensayo). Al final de la
incubacion lgs tubos se pasaron a un bafio con hielo para despues aplicar cada
mezcla de reaccion en las placas cromatograficas de silica gel (Wathman de
borasilicato, 100 x 100 x 1 mm, Bellco Glass Inc. EUA) y se les aplica calar
para secar las muestras. Las muestras se eluyéron en las ¢cromatoplacas can

una mezcla de disolventes para lipidos polares (cloroformo, acida acético,
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Figura 4.- Cuantificacion de ADN por medio de estandares de
masa. En la parte izquierda se encuentran los estandares de masa de
una concentracion de 500, 250, 125, 63, 31 y 15 ng/6 ul.A la derecha
se encuentra el AND extraido de las cepas polimérficas a la region de
PLC.

Figura 5.- Placa de silica gel después de ser eluida con disolventes
no polares. La placa fue eludia con una mezcla de Cloroformo, acido
acético, metanol y agua (10.6, 2.5, 1 y 0.5 v/v). Las marcas de la parte
inferior corresponden al fosfatidil-[sH]-colina que representa el sustrato
hidrolizado por la fosfolipasa C. Estas marcas son reveladas con
vapores de yodo.



metanol, agua; 10.6, 2.5, 1, 0.5 mL). Una vez que los disolventeas alcanzaran la
parte superior de las placas, estas se retiraron de la camara y se secaron a
temperatura de laboratorio para después colocarlas en una camara saturada
can vapcres de yodo, con [0 cual las manchas lipidicas se revelaron como
puntos amarillos o cafés sobre el fonde blanco de la placa (Figura 8).
Finalmente, la mancha lipidica correspondiente a la [*H]-fosforilcalina  fue
raspada. Esta manchs se sitla en e! punto de aplicacian en la cromatoplaca,
teniendo un Rf= 0.0, mientras que la [°H]-FC migra con un Rf = 0.43 (Figura 6).
El sustrato utilizado (1,2 dipalmitoil [colina-metil->H}-fosfatidiicolina, [*H]J-FC)
tiene el hidrdgeno del grupo metilo de la colina substituido por tritio. Si la
radicactividad se localizaba en las manchas cromatograficas correspondienies
a [Hi-fosforil-colina  y no en 1,2<dipalmitoil-glicerol, la enzima serta una
fosfolipasa del tipo C especificamente.

Una vez raspadas, la silica gel correspondiente a cada mancha se
coloco en un vial de barosilicata de 20 mbL conteniende 5 mbL de coclel para
centelleo liquida (2,5-difeniloxasale PPO al 6%; 2,2'-p-fenilen-bis-5-teniloxasole
al 0.6% en 1 It de talueno). La cuantificacion de la radicactividad se realizo en
un espectrofotémetro de centelleo liquido (Tri-Carb, Packard, modelo 1600 TR,

Canberra, EUA) a una eficiencia para el tritio del 47.56%.
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Rf=0.43

Rf=0

Figura 6.- Relacion de frente (Rf) de fosfatidilcolina en una
cromatoplaca. En la placa cromatogréfica de silica gel, en el carril 1, 20
puL de Fosfatidil colina [1 mg/mL], carril 2, 20 ul de Fosforil colina
[1pg/mL], carril 3, 5 yL de Colina [20ng/mL] y en el carril 4, 10 pL de
Glicero Fosforil Colina [Smg/mL]. Los disolventes utilizados fueron:
Cloroformo:metanol: Ac. Acético: agua (10.6,2.5,1 y 0.5 v/v)) y revelada
por saturacion de vapores de Yodo.



2.11 Cuantificacidn de la actividad de fosfolipasa C en el extracto
de la cepa HI7Rv de M. tubercuiosis con respecto al tiempo
de incubacion

La radioactividad presente en las manchas de las cromataplacas eluidas
que corresponden a los productas de hidrolisis {fosforil-[*H]-colina) y al sustrato
no hidrolizado [*H}-FC, se determiné a tiempos variables de incubacion a 37 °C
(entre 0 y 150 min). La mezcla de ensayo (160 pg del extraclo tolal de
proleinas de la cepa de M. tuberculosis H37Rv y 1.5 pCi de [*H]-FC) se caloct
en hielo para detener la reaccidn y posteriommente cada mezcla se aplicd a las
cromatgplacas. La cuantificacion de la radioactividad se realizd tal cormno se

describid en el inciso 2.10.

2,12 Curva dosis respuesta de los extractos de las cepas
polimorficas y la cepa de M. tuberculosis H3TRv

La actividad de fosfolipasa tipo C de los extractos de las cepas
polimorficas y la cepa de M. tuberculosis H37Rv se determind usando 10 ul de
la mezcla de ensayo con concentraciones de 0 a 160 pg de proteina total de
cada extracto. Los tubos se agitaran por 15 seg en un vortex, se incubaron a
37 °C por 150 min, y se cuantifico la radioactividad.

Las cepas de Mycobacterium tuberculosis polimorficas con sus

respectivos genotipos que se utilizaron fueron las siguientes: Dr-651

(picA:1S6110), Dr-342 (picB:IS6110),, Dr468 (picG:1S6110),, Dr-426 (AplcA-
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picB), y Dr689 (AplcA-picB-picC) y como conirol se utilizo la cepa M.

tuberculosis M37Rv que posee un locus PLC intacto.

2.13 Linea celular THP-1

La linea celular THP-1 proviene originalmente de la sangre de un nifig
de un afic de edad con leucemia monaocitica aguda (Tsuchiya S, 1980,
Tsuyashi y ¢col.1998). Esta linea celular es inducida a transformarse en células
can caracteristicas de macrofagos en presencia de acelata de 12-forbal-13-
miristata (PMA) (Asseffa A, 1993) y ha sido amphamente utilizada en estudios
de interaccion con M. tubercuiosis (Shattock et al.,1993; Friedland et al.,1993;
Zhang et al,1993; Lee y Harwitz, 1995; Tchou-Wong et al,1999; Agranff et
al.,1999; Kusner y Adams, 2000; Miller y Shinnick, 2000; Armitige et al.,2000;
Lopez y ¢0l,2003 Riendeau y Kornfeld, 2003). El mantenimisnlo de la linea
celular se realizd en medio RPMI 1640 (No. cat. Gibco BRL, Grand tsland,
N.Y.) con 2 mM L-glutamina, 1.5 g de bicarbonato de sodia, 4.4 g de glucosa,
1.0 miM piruvato de sodio, 50 uM 2-mercaptoethanal y 10% de Suero bavino
fetal (SFB). Los cultivos se incubaron a 37°C por 4 dias en una atmdsfera de
5% de CO; y se resembraron cada 4 dias con una densidad de indculo de 3.5

X10° celutas / mL.
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2.14 Transformacion de células THP-1 a macrofagos

Para transfarmar las celulas THP-1 en macréfagos, los cultivos se
crecieran en ausencia de piruvalo de sodio por 4 pases en las mismas
condiciones de cultivo mencionadas anleriarmente. Al final del cuarto pase, los
cullivos se lavaron con medio completo precalenlado a 37°C vy la densidad
celular se ajustd a 6 X 10° celulas por mL en medio RMP! + 10% SFB. Luego.,
se distribuyd 1 mL par pozo en microplacas de 24 pozos {Costar, Corning Sc.
Products, Acton, MA, EUA). A cada pozo se le adiciond 1 pL de acetato de 12-
forbol-13-miristato ( CALBIOCHEM, Biosciences, inc, La Jolla, CA, EUA) a una
cuncentracion final de 6.25 ng/mL y las rnicrogplacas se incubaron a 37 °C en
5% CQz. Cada 48 h se realiza un cambio de medin, luego del segunda cambio

las celulas eslaban lislas para ser infecladas.

2.15 Infeccion de la Iinea THP-1 con Mycobacterium tuberculosis

H37Rv y cepas polimorficas de Mycobacterium tuberculosis

Después del sequndg cambio do medio en los cullivos colularos, los
cultivos celulares se infectaron cun la cepa control M. {uberculosis H37Rv vy
con la cepa M. (uberculosis DR-G89 (genotipa ApicA-picB-picC), ambas a una
muJltiplicidad de infeccién de 0.1 (10 ceélulas:1 bacteria). Como control neyativo
se dejaron algunos pozos sin infectar, Las placas se incubaron por 72 h a una
temperatura de 37°C, con una atmasfera de 5% de CO;. A las 24 h de

ihcubacion, 3 pozos de cada grupo se les relird ¢l medio y se les agregd 1 mL
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de formalina al 10% para fijar la monocapa, este mismo procedimiento se
realiz con otros tres pozos a las 72 h de incubacian.

En otro ensayo de infeccion, los cultivas celulares THP-1 fueron
infectados con las cepas M. tubercufosis polimdrficas a una multiplicidad de
infeccion de 1 (1 célula: 1 bacteria) y como control negativo se dejaron alguncs
pozos sin infectar. Las placas se incubaron por 72 h a8 una temperatura de
37°C, can una aimosiera de 5% de COy. Cada 24 h de incubacion, 3 pozos de
cada cepa se les retiro el media y se les agregd 1 mL de formalina al 10% para
fijar la monocapa. En olro ensayo similar al anterior, donde solo se ulilizaron
las cepas DR-689, H37Rv las observaciones fueron hechas hasta las 144 h de
infeccion. Todas las placas con los cultivos fijados en formalina fueron
observadas en un microscopio de contrasie de fases (Zeiss, Axiovert 25, Jena,
Alemania) para observar en la monocapd el dano citoldgico producido por la

infeccion de las micaobacterias.
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3.- RESULTADOS

3.1 Andlisis de los amplicones producidas por los Iniciadores TB20-TB21

Al realizar PCR larga del ADN gendmico de las cepas polimorficas con
los iniciadores TB2@-TB21, que armplifican la regian comprendiendo los genes
plcA y plcB completas y parte de plcC. se observd la presencia de amplicones
mas grandes que los producidas per la cepa M. tuberculosis H37Rv (Figura 7);
dos cepas presentaron un amplicon menor al esperado {Figura 8). Algunas
bandas de menor intensidad tambien fueron visualizadas en los geles de
agarosa junto con los productes principales. Al secuenciar algunas de estas
bandas de baja intensidad, se observé que carrespondian a sitios internos de
la secuencia menos especificos que permitian el alineamiento de los
iniciadores.

Los amplicones se camenzaran a secuenciar utilizando los iniciadores
TB20 y TB21. En uno de los exiremos del amplicon TB20-TB21 de una de las
cepas, se encontrd una secuencia que no pertenecia a los genes de fosfolipasa
y que al ser analizada con €l sistema BLAST del Nacional Center for
Biotechnaology Information (http:www4.nobi nim.nin.gov/BLAST) resultd la
secuencia de un elemento de insercion 1S6710. Dada que el aumento de
tamario de los demas amplicones podia ser debido a este mismo fenomeng, se
gontinud el andlisis de secuenciacion utilizando los iniciadores  que

denominamos TB25 y el TB26 (Tabla1). Estos iniciadares se alinean a una

region cercana al final del elemento I1S67170 y estan dirigidos hacia fuera del
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Figura 7.- Amplicones de PCR larga obtenidos con los iniciadoresTB20 y
TB21 a partir de ADN genémico microbiano de cepas polimérficas para
los genes de fosfolipasa C. Carriles:1 y 10, marcadores de 14kb (Gibco); 2,
Cepa RIVM-7; 3, Cepa Dr-169; 4, Cepa Dr-170; 5, Cepa Dr-342; 6, Cepa Dr-
351, 7, Cepa Dr-561; 8, Cepa Dr-468; 9, M. tuberculosis H37Rv.
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Figura 8.- Amplicones de menor tamafio al esperado en las cepas
de M. tuberculosis polimorficas para los genes de fosfolipasa C
con iniciadores TB20 y TB21. En el analisis de secuenciacién
mostraron un elemento IS6770 insertado y una pérdida de 2.8-kpb.



elemento, de tal forma que al realizar esta amplificacion se puede detectar el
sitio de insercion en .una sola carrida (ver Figura 1a) En todos las cepas con
aumento de tamafio del amplicon TB20-TB21 encantramos elementos 1S6710.
En la Figura 10a se describen las secuencias y la localizacion del punto de
transposicion de los elementos de insercion en el ADON genomica bacteriano,
en el cual se observa la duplicacion de 3 0 4 nucledlidos tipica de estos
mecanisnos de integracion (Figura 9).

En el caso de la cepa de M. tuberculosis RIVM-7. observamos la
duplicacidon de solo dos nucledtidos. Al alinear las secuencias laterales de
tudas las vepas observamos que en ¢l brazo izquierdo de la insercion 1S61710
parece haber una secuencia consensa SSNNNS (S = C 0 G), excepto en las
cepas gonde el elemento esta insertado en picB.

Las cepas polimérficas de M. tuberculosis Dr-494 y Dr-426 produjeron
un amplicon de menor tamano que el esperada (Figura 8). El analisis de
secuencia revelo que |4 secuencia repetida imperfecta del lada derecho de
IS67710 estaba anclada en el nucledtido 20569 que corresponde al gene picB
y que el lada izquierdo se encantraba en el nucledtido 23406 correspondiente
al gene plcA de la region de fosolipasa, perdiendose por lal motivo un
fragmento de 2837-pb. En lus exlremos de 1S617/0 no se observaron la

duplicacion de 10s nucledtidos.
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3.2 Digestidon con Pvull de los amplicones TB20-TB21 obtenidos de las

cepas de Mycobacterium tuberculosis polimorficas para el locus
pIcA8BC

Para confirmar que los cambios en los patrones observados en los
analisis de Southern blot se debian unicamente a la insercidn del elementa
IS6110, se realizo la purificacion de los amplicones y posteriormente fueron
digeridos con la enzima de restriccion Pvull. La figura 10 muestra el mapa cun
los cambios posibles asi como la separacion por electrofaresis en un gel de
agarasa a 1 % de los amplicones digeridos. En todos los casos, se observa

concordancia entre los fragmentos esperados y los obtenidos.

3.3 Andlisis de RFLP para IS6770 en cepas de M. tuberculasis

polimorficas que presentaron el mismo sito de insercién

Al vbservar que los sitios de insercian del elemento 1IS6110 se repetian
entre algunas cepas polimarficas, y para descartar de que esta seleccion del
mismo sitio de insercidn pudiera ser debidc a que las cepas utilizadas tuvieran
un mismo origen, se analizd el polimorfismo de la longitud de los fragmentas de
testriccion (RFLP) para IS67110 en aquellas cepas que mostraron sitios
insercion idénticos. En la Figura 11, se presentan cuatra cepas de M.
tuberculosis analizadas por este méetodo; en el lado izquierdo, se muestra el

analisis por Southem blot de dos cepas aisladas en la provincia de Columbia

Britanica, Canada, que muestran nueve bandas similares y € bandas
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Figura 10.- Digestion amplicones con la enzima Pvull producidos
por PCR con los iniciadores TB20 y TB21 . La digestion es separada
por electroforesis en un gel de agarosa al 1%. En el carril 1, cepa de M.
tuberculosis H37Rv, carril 2, marcador de peso molecular de 100-pb
(Gibco), los carriles del 2 al 8, son cepas de M. tuberculosis
polimérficas que corresponden a DR-468, DR-170, DR-342, RIVM-7,
DR-169, DR-561 y DR-352, respectivamente.
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Figura 11.- . Analisis por Southern blot de algunas de las cepas polimorficas
que mostraron sitios de insercion idénticos. Las membranas se incubaron con
una sonda para el brazo derecho de la secuencia de insercion 1S6710. Lado
izquierdo, Carril-1, Dr-169, carril 2, Di=170. Lado derecho, carril 1, Dr-561, y earril

2, RIVM-7.



diferentes, por lo que se concluyd que no corresponden a la misma cepa pero
pueden haber tenidoc un mismo origen. Mientras en el lado derecho de la
Figura 11, la cepa de M. tuberculosis RIVM-7 proveniente de Mongolia y la
cepa de M. tubercufosis Dr-561 aislada en Alberta, Canada muestran un patron
de bandas totalmente diferente concluyendo que estas cepas no tienen
relacion clonal.

En todas las cepas de M. tuberculosis analizadas, el elemento 156770

se encontro insertado en la misma orientaciéon como lo muestra la figura 10a.

3.4 Concentracion de proteinas totales en los extractos celulares

de las polimorficas de M. tuberculosis

La concentracion de proteina total que se obtuvo de los extractos totales

de los genotipos de M. tuberculosis se encuentra en |la Tabla 2.

3.5- El extracto total de la cepa de M. tuberculosis H37Rv presento
actividad de fosfolipasa C. dependiente tanto del tiempo de incubacion

como de la dosis

Al incubar a 37°C las muestras por tiempos variables con 160 pg de
proteinas totales, se observo que la liberacion de fosforil-[*H]-colina (medido
por las desintegraciones por minuto del sustrato radioactivo, dpm) se
incrementd en funcion del tiempo de incubacion, entre 0 y 150 min. Lo que

sugirid que la actividad presente en el extracto total de la cepa de M.

tuberculosis H37Rv correspondia a la actividad de una fosfolipasa del tipo C
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<= TB26 TB25 —

DR-351 GGCATGAmg ATGCGCCAG plcC 19589
RIVM-13 CCTTGA plcC 19645
DR-468 gggGCCAGC plcC 19848
DR-116 GEGTCCCGCC plcB 20569
DR-169 GEBTCCCGCC plcB 20569
DR-170 GEETCCCGCC plcB 20569
DR-342 ACCGTCGCGT GCETCCCGCC plcB 20569
DR-494 ACCGTCGCGT CGGCGACGCG plcB 20569
plcA 23406
DR<426 ACCGTCGCGT CGGCGACGCG plcB 20569
plcA 234086
Dr-561 CGACGGEE GTE@TGGTTTC plcA 22124
RIVM-7 CGGAngEg GTGTGGITTC plcA 22124
DR-=194 GGCGCGACGG ACGGCGTICGT plcA 22334

Figura 10a.- Localizacion de los elementos 1S6770 insertados en la
region de fosfolipasa C de las cepas de M. tuberculosis polimérficas
estudiadas en el presente trabajo. Se observa la duplicacion de nucledtidos
en los extremos. En las cepas DR-494 y DR-426 , no se observa la
duplicacion de nucleétidos en el punto de insercién del elemento 1S6710,
estas cepas tienen una pérdida de su secuencia de 2.8-kpb
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(Figura 14) No se detectd radinactividad en las regiones correspandientes a
1,2-dipalmitail-glicerol ni a las regiones intermedias entre fas manchas
cromatograficas, En las curvas dosis-r.espuesta la radioactividad en las
manchas correspondientes a fosforil-[3H]~coIina se incrementaron
proporcionatmente con cancentraciones crecientes de las prateinas totales de
la cepa H37Rv (Figura 15), donde las dpm correspondieron a 4,770 con 160 ug

de proteinas totales.

3.6 Comparacion de (a actividad de fosfolipasa C de las cepas
polimdarficas y la cepa H37Rv de M. tuberculosis

£n este trabajo se utilizaron varias cepas de M. tuberculosis polimarficas
que presentaron interrupciones en los genes de fosfolipasa C, las cuales son

mostradas en la siguiente tabla:

GCepa de picA pice picC
4. Genotipo
_Eerculosls

H37Rv plcA-plc8-picC + + +

DR-561 picAAS6110 ) * *

DR-342 | picB:IS6110 * - *
+ + .

DR-582 plcCi1S6 {10
- - +

DR-426 ApicA-plcB .

DR-689 | AplcA-pIcB-picC - . .
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0 30 60 90 120 150
TIEMPO (min)

Figura 14. Relacian temporal de la actividad de fosfolipasa de M.
tubercufosis cepa HM3I7Rv. Extractos totales de M. tuberculosis con una
concentracion de 160 mg/mL fueroh mezcladas con 1,2 dipamitoil-3-gliceril-
fosfatidii-[*H]-colina e incubadas par tiempos vanables, Luego de 1a incubacidn, la
radiactividad presente en las manchas correspondiente al producto de hidrdlisis, la
fosfatidii-["H]-colina, fue cuantificada en un espectrofatametro de centelleo liguido

y determinada comag desintegraciones por min.
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Figura 15. La actividad de fosfolipasa C de M. tuberculosis es dependiente
de la dosis. Determinamas la actividad enzimatica de los extractos
micobacterianas usando cantidades variables de proteina total a un tiempo de

fncubacion de 150 min.



Se encontrd que todas las cepas polimarficas presentaron actividad de
fosfolipasa del tipo € (Figura 16), mostranda variaciones c¢on respecto a la
cepa de M. tuberculosis H37Ry. La cepa de M. {uberculosis DR-651 presenta
un periodo lag {0-25 wg) en que no existe liberacion de radioactividad en la
mancha correspondiente a fosforil-["H]-calina, después de este periodo las dpm
encontradas ptesentaron una tendencia sigmoide alcanzando la maxima
actividad de 3.543 dpm cuando se utiliza 160 ug de proteinas tolales, valor muy
cercang al maximo encontrado en la cepa H37Rv (Figura 15). La cepa de M.
tuberculosis DR-342 presentd un incrementa lineal desde O hasta 100 pg de
proteinas totales; a un mayor aumenta de proteina (160 pg) se observd que las
dpm disminuyen un 18 % con respecto al maxima {Figura 16). Con las cepas
de M. tubercuiosis DR-468, DR-426 y DR-689 se encontrd que estas
presentaron su maxima actividad a los 25 pg de proteinas totales, alcanzando
1,872, 3,009 y 3,256 dpm respectivamente (Figura 16). Se observd que 3
mayores aumentos de proteina en estas cepas na incrementaron la
acumulacion de radioactividad en las manchas correspondientes a fosforil-[*H]-

cglina.

3.7 Capacidad citotoxica en la monocapa de macrofagos THP-1

El ensayo para observar la capacidad citotOxica de la cepa de M.
tuberculosis H37Rv y la cepa de M. fuberculosis DR68Y, carente en forma
natural de los gene de faosfolipasa C (ApicA-plcB-picC), fue realizado en placas

de 24 pozos a una multiplicidad de infeccion de 0.1 (10 celula; 1 bacterias) y se
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observaran microscopicamente cada 24 h. La cepa de M. tuberculasis H37Rv
utilizada como control produjo dafio celular desde las 24 h de incubacion,
mientras que la cepa DR689 no causo el efecto a ese mismo tiempo (Figura
18). La citotoxicidad observada en la cepa de M. tuberculosis H37Rv sugiere
que los genes de fosfalipasa contribuyen al dano de los cultivos cehdares.
Aunque a las 144 h de infeccidn de la monocapa (a la multiplicidad 1:1), se
observa un dario similar por las dos cepas de M. tuberculosis (Figura 19).
Mieatras que en el ensayg de infeccion donde se utilizaron el resto de las
cepas polimorficas, los efectos citotaxicos de cada cepa muestran gradas
vartables de dafo en la monocapa de macréfagas, sugiriendo una participacion
diferencial de los genes de PLC que depende del gene que se encuentra

interrumpido por el elemento 1567710 (Figura 20).
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Figura 18. La ausencia de los genes plc inhiben el efecto citotéxico de M.
tuberculosis. Células de la linea THP-1 fueron infectadas con M. tuberculosis
con una multiplicidad de infeccion de 1:10 (bacteria:célula). Las fotos
corresponden a cultivos con 72 h de incubacion observados por microscopia de
contraste de fases. (A) Células control sin infectar; (B) Células infectadas con la
cepa H37Rv; (C) células infectadas con la cepa 689 (AplcA-plcB-plcC).
Amplificacion 250 X.



Figura 19.- Células de la linea THP-1 infectadas con M.
tuberculosis a una multiplicidad de infeccion 1:1 ( bacteria:
célula). Las fotos corresponeden a cultivos de 48, 72, 92 y 144 horas
de incubacion. Fotos 1 y 2 células control sin infectar, Fotos 357y 9
celulas infectadas con la cepa H37Rv. Fotos 468 y 10 células
infectadas con la cepa DR-689.



A "‘34.‘6’-.

Figura 20.- Células de la linea THP-1 infectadas con M. tuberculosis
a un multiplicidad de infeccion 1:1 (bacterias: células). Las
fotografia 1 y 2 correponden a las células control sin infectar, las fotos 3,
4, 5 y 6 corresponden a las cepas DR-342, DR-494, H37Rv y Dr-689,
respectivamente. Observadas a las 72 h de incubacién por microscopia,
a una ampliacion de 250X.



4.- DISCUSION

El elemento 1IS6110 de M. fubercuiosis pertenece al grupo de elementos
moéviles descritos en Escherichia coli como |S3, los cuales tienen como
caracteristica una secuencia repetida imperfecta de 28-pb en sus extremas
(Thierry et al.,1990; Otal ¢t af.,1991; Lewis, 1996). El elemento ISE6110, mide
1361-pb. y es la secuencia de inserciOn mejor caraclerizada de M.
tubercuiosis. Existe un diverso nimero de copias en las cepas de este
mi¢roorganismo que varia de 0 a 25, por lo cual es utilizada como un sistema
de tipificacion para estudios epidemiologicos (Van Embden et al,,1993).

Aunque se considera que 156770 se inserta al azar, es raro encontrarlo
en el primer cuarlo del mapa circular de la cepa de M. tuberculosis H37Rv
(Cole et a/.,19498), lo cual indica una cierta seleccion de sus sitios de insercion.
Existen también sitios preferenciales para la transposicion de 1IS6710 a lo largo
del genoma, uno de ellos es el l[acus DR, el cual esta compuesto de secuencias
repetidas directas de 36-pb separadas por segmentos no repelitivos de 36 - 41-
pb de longitud (Hermans et al.,1991). Otro sitio de alta frecuencia de insercion
de IS6110 es el locus ipl, el cual esta localizado en un elemento semejante a
un elemento de insercion, denominado 151547 (Fang y Forbes. 1997). El sitio
DK1 también ha sido reportado coma un sitio seleccionado para la
transposicion del elemento IS6770 (Fomukong et af,1997).

Los slementos 1S6110 encontrados en el presente trabajo se
encuentran distribuidos en la region de los genes de PLC. Pasiblemente esta

distribucion no es completamente al azar en este locus; al parecer existen sitios
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preferenciales parg la insercion de IS6110 en la region de fosfolipasas, como lo
son |las posiciones 20569 en el gen picB y 22124 del gen picA encontradas en
el presente trabajo. En las cepas de M. fuberculosis H37Rv existe un elemento
IS&110 interrumpiendo al gene plcD de fosfolipasa (Brosch,,1999). Otras cepas
de M. tubercuiosis también presentan un elementa de insercidon en el gene plcOD
en la misma pasicion (Sampson el al.,1999). Estos datos parecen apoyar la
idea de gue existen seguencias altamente atractivas dentro de los genes plic
para los elementos de insercion, canvirtiendo esta zona en un sitio preferencial.
Es necesario hacer un estudio con un gran numero de cepas conteniendo
elementos [S61710 para determinar si existe una secuencia consenso
involucrada en la transposicion de IS67170 en las genes plc.

Los elementos transponibles I1S6770 han sido propuestos como
responsables en |a evolucion del genoma de M. luberculosis, actuando como
agentes de mutaciones adaptativas (Ho et ai,2000). Se ha observada que
cambios en el medio ambiente, como la reduccion en la tension de oxigeno
puede estimular la transposicion de este elemento, provocando re-arreglos del
genoma (Ghanekar ef al,,1999). -Una siluacion semejante puede darse en los
granulomas, donde existe una reduccion de oxigeno, cambios de pH ¥y
limitaciones de nutrientes, favoreciendo las condiciones para la transposicion
del elementa |1S671170 (Ghanekar et af.,1399; Brosch ef al.,2000; Li et a/.,2002).
La transposicion del elemento IS67110 dentro de regiones que codifican
proteinas es mas comun (64%) de lo que se sugeria (Sampson et al.,1899). El
impacto de 1S6170.en el fenotipo de M. tuberculosis depende del sitio donde se

inserte y se ha observado sobre tado en genes con aparente redundancia
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funcional, lo que indicaria que genes con varias copias pueden compensar las
pérdidas naturales creadas por la insercién de 1S6770 en alguno de ellos. Por
ejemplo, la familia de genes denominados PE y la familia de genes PPE
(genes que codifican proteinas ricas en glicina y alanina cque se expresan en |a
superficie extracelular), estan dispersos en multiples copias en todo el genoma
y son una fuente importante de variacion debido a que son considerados
antigenos potenciales para la inmunidad del huesped (Fleischmann et
al.,2002),

Durante la transposicion del elemento 1S6710 tres o cuatro pares de
bases de la secuencia de ADN en los sitios de insercion se duplican por
mecanismos de reparacion y llenado del espacio producido por este evento
{Spielmann-Ryser et al,1391) lo cua! es lipico de esle fenomena, En la cepa
de M. tuberculosis RIVM7 no se observd esta repeticion de nucledtidos en los
extremos del elementa I1S6770; en su lugar se encontrd la duplicacion de dos
nucledtidos en uno de los extremos. La ausencia de secuencias repetidas a |os
lados de la insercion del 1IS6170 es indicativa de una recombinacion mediada
por estos elementos (Mahillon y Chandler. 1998), lo cual produce la supresién
de la region entre las dos elementcs. En el caso de |a cepa de M. tuberculosis
RIVM?7 no existe tal sugresian, lo que indica la posible existencia de otros
mecanismos de reparacion ¢ de transposicion.

Se ha reportado que la transposicion de 1S6110 en silios de alta
preferencia tales como el lacus ip! produce a pérdida de fragmentas de ADN
vecings por recombinacion homadloga de dos elementos |S6770 adyacentes y

orientados en la misma direccion como |lo propusieron Fang y col. (Fang et
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al.,1998). También se encontré6 que la pérdida de varias regiones de M.
tuberculosis H37Rv, tales como RvD2, RvD3 y RvD5 con tamafios que van de
0.8- a 4-kpb son debidas a la escision de fragmentos de ADN por la
ransposicion de 1S6110 (Brasch et al.,199Y; Ho et a/.,2000; Lari N et al.,2001;
Brondi et a/,2002). En un estudio previo (Vera-Cabrera el al., 1997),
observaron que algunas cepas no hibridaron con las sondas para los genes
picA y plcB y en el presente trabajo confirmamos la ausencia parcial o total de
dichos genes en estas cepas. La perdida de parte de los genes de pic por
recombinaciéon homologa puede explicar la ausencia de genes en algunas
cepas de M. tuberculosis descritas por ofros autores (Weil et al.,1996) (Figura
21).

Las secuencias nucleotidicas en los genes dc fosfolipasa C parocon
atraer la transposicion de [S6170. Esto tambien se apoya por |a presencia de
otro gen para fosfolipasa C (plcD) en la cepa H37Rv de M. tuberculosis (Cole et
al,1998) que se encuentra interrumpido por un elemento 1S6770. La co-
existencia de dos elementos [S6770 en dos genes de fosfolipasa C contiguos o
en genes vecinos como los de la familia PE/PPE, que también atraen
elementos 1S67170 (Sampson et al.,1999), o los éenes gue codifican para la
cutinasa, podrian dar origen a una escision con la consecuente pérdida de las
secuencias de los genes de fosfolipasa C.

En el presente estudio observamos en dos de las cepas una escision de
un fragmento de 2.8-kpb perteneciente a la secuencia de los genes de
fosfolipasa C. Este proceso pudo haberse producido por recombinacion

homologa de dos elementos IS6770 (Figura 21) dado que, como se menciono
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anteriormente, el elementa IS67 710 presente en estas cepas no tiene repetidos
directos en sus extremos, y esto €s una evidencia de recombinacion entre
elementas de insercion (Mahillon y Chandler, 1998; Ha et al.,2000). Es posible
que la transposicion de clementos ISG7 10 cuntribuya a la movilizacion de eslos
genes produciendo cepas de M. tuberculosis sin genes pic, a cepas con solo
fragmentos de los genes a bien, cepas con secuencias extras producidas por
duplicacion, coma es €l caso de las cepas pertenecientes al grupo C reportado
previamente por Vera-Cabrera et al., (Vera-Cabrera ef al.,1997)

Par otro lado, los cambios en el patrén de 1S6770 ocurren cada 1 6 2
anos (Cave et al.,1994; Daley et a/,1992), en este trabajo se observd que en
cepas de M. tuberculosis relacionadas, lgs cambios son minimos en los
patrones RFLP para (S6110 pero cambios radicales a la pérdida complcta de
. los genes de fosfolipasa también han sida observados (Vera-Cabhrera et
al,1997).

Bl elemento 1S6710 podria estar involucrado también en la pérdida de la
virulencia de la cepa de M. {ubercufosis H37Ra durante su cultiva en
laboratorio {Lavi ef af,2001), ya que la transposicion de 156710 podria ser
eslimulada por condiciones microaerobicas, y lus cambios son mas rapidos en
ciertas areas del geﬁoma. particularmente en aquellas donde se encuentran
varios elementos IS6770 separados por distancias pequedas (Ghanekar et
al,1999).

En el presenle trabajo, las cepas polimorficas con genotipo.s
pPIcA1SE6110, plcB:I1S6110, pleC:iS6110, picA-picB y  plcA-picB-picC

expresaron diferencias en actividad enzimatica can rgspecto a la cepa control
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MODELO DE RECOMBINACION HOMOLOGA EN
LOS GENES DE PLC

slcC Ech plcA
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l_—.
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~———————p recombinacion
homologa
Delecion por
via de excision
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20 |
T— 15610 186110
l — plcA y parte de picB

Figura 21.- Modelo de recombinacion homologa para la pérdida de un
segmento de la region de plcA y picB de M. tuberculosis



de M. tubercuiosis H37Rv. En {a cepa de M. tubercuiosis con genotipo  picA-
plcB se observa un comportamiento similar a la cepa de M. (uberculosis
carente de |os tres genes de fosfolipasa C ( picA-picB-plcC), presentando una
actividad menor con respecto a |a cgpa da M. tuberculosis H3TRv; mientras
que (3 cepa la vepa de M. (ubercuiusis DR-342 que presenta la interrupcion en
el gen picB, su actividad enzimatica fue mayor, incluso a la cepa de M.
tuberculosis H37Rv. Las cepas con la falta de los 3 genes de fosfolipasa como
la DR-689 y la cepa con la pérdida de parte del gen p/cA y picB, no mostraron
una perdida total de la actividad de PLC, esto fue debido posiblemente a la
actividad de olras fosfolipasas presentes en M. tuberculosis que también
hidralizan el mismo sustrato (fosforil—[aH]—colina) pero que no fueron analizadas

ch esle lrabajo.

Es interesante observar que las ¢cepas de M. tuberculosis DR-651 y DR-
342 (picA:1S6110 y picB; 156110 respectivamente) mostraron una actividad de
PLC superior en algunas de |as concentraciones de la proteina con respecto a
la cepa de M. tuberculosis H37Rv utilizada como control. En el caso de las
cepas polimodriicas DR-651 y DR-342 el gene picD podria ser el responsable en
la expresion de la actividad enzimalica superior a la de la cepa de M.
tuberculosis H37Rv, ya que estas cepas poseen este gene de PLC, mientras
que la H37Rv no leo tiene.

El principal componente de la membrana celular son los fosfolipidos, los
cuales son hidrolizados por las fosfolipasas ocasionando una serie de efectos

en la celula. Los efectos resultantes pudieran contribuir en el proceso de
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infeccion por M. tubercufosis ya que la membrana celular es la primera
barreara contra su invasion y al ser hidralizados estos fasfallpidcs, facilitaria la
entrada del patégenc a la celula o proveer a ia bacteria de nutrientes,

No esta bien determinado el papel exacto de las PLC de M. luborculfosis,
cuanda este patdgeno se encuentra dentra de la célula. Los &cidos grasos
resultantes de {a hidrdlisis de los fosfolipidos podrian ser una fuente de
carbono y energia para el metabalismo de M. tuberculosis, ya que este
patogeno puede usar los acidos grasos como fuente de carbono a traves del
ciclo de la (J-oxidacidn y la via del glyoxylato (Wheeler y Ratledge, 1991;
Raynaud &t a/.,2002). Par otro tado, las fosfolipasas intervienen en {a activacion
de la cascada del acido araquidonico e Inosital para intervenir en eventos de
senalizacidon celular, como es la inhibicion de apoptdsis por cepas virulentas de

M. tuberculosis (Miao, 1997). La presencia de fosfolipasa exdgena en células
infectadas puede desbalancear los procesas de seializacion y favorecer la
sobrevivencia intracelular de M. luberculosis al generarse 1,2 diacilgiicerol
(DAG), el cual es un lipida que aclta como segundo mensajero para transmitir
sefales intracelulares para TNF y [L-1 (Schutze, 1994).

En nuestros ensayas de infeccion de monocapa de macrdfagos THP-1
con la cepa de M. {ubercuiosis DR-689 (con genctipa  picA-picB-plcC), la cual
carece de los genes de PLC en forma natural, no se observd efecta citotoxico a
las 72 h después de infectar a las macrdfagos a una multiplicidad de infeccion
de 0.1, esto indica que estos genes son importantes para la citotoxicidad de M.‘

tuberculosis en macrdfagos humanos.

46



En las cepas con elementa I1S6770 insertada en los genes picA, plcB ¢
picC también se observa una reduccidn del efecta citotoxico a las 72 h de
infeccion al compararse con (a cepa M. tuberculosis H37Rv.

Los hallazgos de este estudio indican que los genes de pl/c pueden
tener importancia comag factor de virulencia para M. (tuberculosis, y la
transposicion dentro de un ORF de plc por el elementa movil (S67710
representa una forma de perder la funcionalidad del gene, o la perdida del gene
en si al ogurrir una recombinacion. La pérdida en las secuencias nucleotidicas,
conio se observg en la cepa DR-426 repercutio en la reduccion de la actividad
enzimalica. Estos cambios pueden ser experimentados por M. tuberculosis
modificando su fenotipo y por tanto la eficiencia para entrar a los macréfagos (
Li et ai.,2002).

Los resultados apoyan fuerlemente la impartancia de PLC en la
patogenesis de M. (uberculosis, sin embargo, con cepas como |la DR-689
carente del locus campleto de plc ( plcA-picB-plcC) que fue aislada de un caso
de tuberculosis en un paciente con enfermedad clinica, sugiere un papel no
primordial de estas enzimas como factares de virulencia y ademas apoya que
la virulencia de M. tuberculosis depende de varios faclores. |

Se puede plantear que la cepa carente de los genes de plc pudiera
haber sufrido la pérdida de la secuencia de la regidn de PLC por la
transposicion de 1S6710 al multiplicarse dentro de las células infectadas del
paciente, ya que las condiciones microaerdbicas pueden estimular y producir
estos cambios, en particular en aquellas zonas donde s erncuentran varios

elementos 1S6110 separados por distancias pequenas (Ghanekar et al., 1999),
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y al parecer |a region de PLC es una zana de atraccidn para el IS6110.

Se ha publicada que cepas de M. tuberculosis con un mayor nimero de
deleciones en su genoma muestran reduccion en la virulencia, ya que las
cavitaciunes pulmondres en |gs pacientes infectados con estas cepas son
menores que en aquelles pacientes infectados con cepas donde el genoma
esta integro o con pocos genes eliminados (Kato-Maeda et al.,2001),

La falta de dafic celular en la monocapa de macriofagos THP-1 a las 72
h después de la infeccion por la cepa M. tuberculosis carente de los genes de
plc, podria ser debido a que en esla cepa, ademas de los genes de PLC
pudieran taltar otras secuencias nucleolidicas que contribuyen como faclores
importantes junto a los genes plc para causar citotoxicidad como la observada
en |a infeccian con la cepa H37Rv de M. tubetculosis.

La cepa de M. tubercufosis carente del locus de pic, como la descrita en
este trabajo, constituye un excelente modelo para estudiar la ¢ontribucion de
estas enzimas en la patogenia de M. tuberculosis. Mediante la utilizacion de
técnicas modernas de comparacion gendmica, sera posible identificar otros
genes de M. tuberculosis que contribuyan en el desarrollo de la enfermedad

clinica.
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§.- CONCLUSIONES

1.

El polimorfismo observado en la region de fosfolipasa C en M.

tuberculosis esta dada par la transposicion del elemento mévil 1S61710

El 1S6770 se encuentra insertado en la misma direccién en cualquiera
de los tres genes de fosfolipasa C, y puede estar implicado en la pérdida
de secuencias debido a una recombinacidon homologa entre dos

elementos cercanos

La region de PLC es una zona de alla frecuencia (hot spol) para la

transposicion de elementos de insercion 1SG110

La interrupcidn de los genes PLC, por la secuencia de insercion 1S617170,

se manifiesta en cambios de la aclividad enzimatica de fosfalipasa C

Los genes que codifican a la enzima fosfolipasa C en M. tuberculosis

son importante para producir dano citoldgico en macrafagos in vilro
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6.-PERPECTIVAS DE INVESTIGACION

Existen cepas que carecen de los genes pic 0 que se encuentran
suprimidos de manera natural y que han sido analizadas en este trabajo de
investigacion mostranda un efecto citotdxico disminuido sabre macréfagos de
la linea THP-1 comparadas con la cepa H37Rv, sugiriendo que posiblements
en estas cepas existen otros genes suprimidos que contribuyen a la
patogenicidad de M. tuberculosis o que existen otros genes asociados con la
actividad de las fosfolipasas. Par lo tanto una perspectiva de este trabajo es
investigar el efecto in viva e in vitro de la virulencia en cepas de M. tuberculosis

que carecen de los genes de fosfalipasa C.
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Enzymes with phosphulipase C activity in Mycobucterivm tuberculosis have been recently degcribed, The (hree
genes encoding these proteins, picd, picH, and pleC, ace located at position 2351 of the genomic map of M.
tuberculosis H37Rv and are urruaged iu tandem, We have previously described the presence of vadations in (e
restriction {rugmeot length polymorphisin patterns of the picA and picB genes in M. wbercuiasis clinical
isolates. In the present work we Investigated the origin of this polymorphism by sequence anslysis of ihe
phospholipase-enceding regions of L1 pelymorpbic M. tuberciedosis clinical isolates, Te do so, a long-PCR ussay
was used tv amplify a 5,431-bp fragment that contains the pic4 and picB genes aud part of the plcC gene. (o
the M. tuberculosis strains studied the production of an amplicon ~(,400 bp larger thau anticipated was
observed. Sequence analysis of the PCR products Indicuted the presence of a forelgn sequence that coree-
sponded to an [S6/1¢ clement. We observed invertion elements in the pled, plcli, und pleC genes. One site in
pichk had the highest incidence of transpasition (§ out of LU steains), Un two stenins the insertion element was
found in picA {u the same aucleutide position, ln gll the cases, 1861 f0 wus trunsposed in the same directign,
The high level of transposition im the phospholipase reglon can lead ta the excision of fragments of genomlc
DNA by recombination of neighboriog 1564 /0 elements, as demonstrated by (inding the deletlon, (o two strains,
of u 2,837-hp feagment that incuded picd yad most of plcB. This can explain the acgative results obtained by
some authocs when detecting the qupd) sequence {glea) by PCR. Given the high golymecphism in this eegiun,

the use of the mipd sequence 8y 4 gevetic marker for M. fuberculusis sensa stricto i very cestricted.

The mep40 gene was first described as a 402-bp gpen reuding
frame (O&F) encodiag a 13.8-kDa specific protein of Myco-
bacrerium wberculosis (21). This gene was cloned in & 3.1 -kbp
BamHI fragment, and, a{lecr sequencing the whale insert, Leda
et al. noted the presence of an ORF of 1,170 bp and the
beginning of another (15). lohansen et al. (13) completely
sequenced the second ORF, and they also demonstrated in
vitra that these genes encode phospholipase C activitics. They
named the ORFs mpcA and mipcB. The sequence called nup4d
actually constitutes only a part of the mped geno. Alter the
whaole M. wberculosis H37Rv genome was sequenced, twa
more phospholipase genes were decribed: an ORF beside
mpcB and another related sequcnce at paosition 1755 of the
penune, lucated beside :un 180720 clement (4). Cramn this puoijn
un these genes were designuted plc (phosphulipase C) genes;
the three ORFs arrunged in tandem were calicd pled, plcB,
and pleC, and the (ragment at positiva L7355 in M. ruberculosis
H37Rv was called picD. We use this nomenclature in thg
present work

Since there have been conflicting tesults conoeening the
preseace of the mupd@ sequence in the M. tuberculosis complex,
we previously studied its distribution within a collection of M.
tuberculosis clinical isolatcs, PCR amplification of the mpd
region revealed that some strains were negative for this sc-
quence (28). To ruie out the presence of mutations or Jels-

* Carresponding author. Mailing address: Servicio de Dermatalogia,
Hospital Universitario *José E. Gonzdlez,” Madery y Gonzalitas, Col.
Mivay Contea, Manterrey, N.L., Mdéxico. Phone: 011(528) 34841383,
150z OLI(S528) 348447, Evnnail: luvera_%6e yahoo.cam.

tions in the primer annealing sites that cayse a (alse-negative
tesult, wo carried out Southern blot assays using the Puull
enzyme and a PCR product wurresponding to mip40 as a1 prabe.
We observed that M. tubercuiosis H37Rv and H37Ra presented
two bands: one of (.75 kbp, which we demonstrated to carre-
spond tu plcA, and une ol 2.1 kbp that carresponds to plcB and
that cross-reacys with the probe for mip«0 (which is part of
pleA). We ulso found strains prescnting variations of this pat-
tern, showing cxtra bands ar a shift in the molecular weight of
the band corresponding 1o the pleB gene from 2.1 1© 2.5 kbp
(28), Same wther clinical isolates presented changes in bath
bands or were ncgative i the Southecn blot analysis.

Ta exploin the changes in the restriction fragment length
polymorpiism (RILP) paticrus, in this wurk we studicd by
long PCR the phospholipasc-encoding regions of selecicd
strains lollowed by sequence anulysis of the amplicons.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strales. Most of the M. auberculass straine wed in this study were
obtained from the National Reference Centre far Tuberculosis of the Labora-
(ones oy Mealth Canada (Windipeg, Canada) and were identified by conven-
tional methods. All the sizains were malniined at —70°C in skim milk and
sebcultured on Lowsnstein-Jensen wedivm when necded. DMNA ssmples Trom
1wy straing. witich we named RIVM-7 3nd RIVM-13 were kindly donated by
Kristin Kremer from the National fnstitute of Public Health and the Eoviron-
memt {(RIYM), Biltheven, The Netierlands (14)

Genamic-DNA estraction. The mycobacieria were beal killed at 85°C far 30
min, 3nd the DNA was ceivacted Iy socordance with a technique using oetylurd-
methyanunonium bromide-NaQ (1), The DNA was suspended in Tiis-EDTA
buffer. quuniificd and storcd al 47C untll use,

Nouthern stot tmmby. For Southerm hlonling of clinical jsalgtes, 2 ug of genamic
IINA s shpeatcd with 5 U ol Pyaeli (24) for 4 b at 37°C Tk ckeeuuphorslc

My
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TABLE 1. Oligonucieotide primers used in this work

Primer Seyuence Nucleotides
TH20 5 COC AGC AACACCCTTATC AAG T  19275-192%"
TH2I 5 GTG ATT GTC GGC GAA ATG AAG T 24406-24385"

TB2S §' CIC CGG CGG GTA CCT CCT CG 90-71"
TB26 5' AGG CTG CCT ACT ACG CIC AAC G 1272-1293"
INS-1 5 CGT GAG GGC ATC GAG GTG GC 633-652°
INS-2 5 CGT AGG CGT CGG TGA CAA A 876-858°

* Sequence MTCYIR, accession no, ZE3S60,
F Sequence acoession no, X 17348,
“ Reference 25,

separation of the digested fragments was done in a 20- by 25-cm 0.8% agarose gel
by applying 30 V overnight. Afier clectrophoresis. the DNA samples were trans-
ferred to n nylon membrane using the Turbobloticr system (Schicicher &
Schucll, Keene, NH.) in accordance with the manulacturer’s directions. The blot
was prehybridized and then probed overnight at 42°C with peroxidase-labeled
amplicons prepared with the enhanced chemiluminescence kit (ECL: Amer-
sham, Arlington Heights, L), Hybridization, washing, and development of the
filiers were performed acoording to the manufactures’s instructions.

As a probe we used a PCR product with primess PT1 and FT2, which amplify
a region of pled (6). To délerming the phylogenetic retstionships among some of
the studied strains |hal preseoted identical insertions, we incubated (he blots with
a PCR probe derived from primers, INS-1 and INS-2, which amplify # (rugment
of 243 bp in the/ 1S64)0 pght arm,

Synthesis of oligonuclentide primers and sequence snalysis of the ampllcons.
The oligonucieotides used ih this stady (Table 1) ‘were prepared on a 392
DNA-RNA syothesizer (Applied Biosystems, Foster City, Califl) utilizing the
standard phosphoramidite method, The sequences of the PCR) products were
determined with the Prism Dye Terminator sequencing kit (Applied Biosystems)
in an ABI 377 automaled scquencer.

Long-PUR assay. To détermine the genetic changes thit i¢ad to the polymor-
phism in the phospholipase region, we designed a pair of primers locared LK
bp outwards of the pled or plcB genes, whichwe called TB20 and TB21, respee.
tvely (Table 1). The predicted size of the amplicon was 5,131 bp. The PCR $ssay
was carried out with 100 ng of genomic DNA in a PTC200 thermocycler (MJ
Rescarch, Watertown, Muss.) by utilizing PCR sssay kit XL (Perkin-Elmer)
under the following conditions: 94°C for- 2 mif and 10 cycles of 94°C for 15 %
GArC for 30 s, and 68°C for 4 min. A second round of 20 cycles was carried oot
at 94°C for 155, 6FC for 30 s, and 68°C For 4 min, sdding 20 s oviry ayde. A Tinal
extension step at 68°C Jor 10 min was peddormed. The POR produets werd
applicd (0 2 8% low-melting-poinr agarose gel, and after the eletrophoresiy
the gel slices containing the bands were excised and purificd ulilizing the Gene-
Clean I (BIO 101, Inc., Vista, Calif.) kit. The DNA was quantified spectro-
photometrically and stored at 4°C.

RESULTS

Southern blot analysis with PT1 and PT2. The Southemn blot
patterns of the strains with the pleA probe used in this study
are presented in Fig. 1. According to the restriction map of the
region (not shown), the 0.75-kbp band corresponds to the pleA
gene; the 2.1-kbp band corresponds to pleB and part of pleC. In
Fig 1, we observe that strains in lanes 4 10 6 and 8 1o 12 lack the
2.1-kbp band corresponding to picB; instead they have bapds of
different sizes. Strains in lanes 2, 3, 7, and 8 lack the 0.75-kbp
band that corresponds to the pled gene. Strains 9 Lo 12 present
identical RFLP patterns, with a band of 2.5 kbp instcad of the
normal plcB band of 2.1 kbp, as well as another band of about
1.0 kbp and the 0.75-kbp band. By using a probe for plcB we
observed that the 2.5-kbp band corresponds to this gene (dala
not shown). The strain in lane 8 presents only a band of about
2.8 kbp. As a control (lane 1) we used the M. wberculosis 14323
strain, kindly donated by J. D. A. van Embden, which is used
worldwide as a control for IS6110 studies.

I 2 3 4 5 6 7 8 9 101112

FIG. 1. Southern blot analysis of the M. wberculosis strains studied

in this work. The blots were incubated with a PCR probe, prepared

with primers PT1 and PT2 as described before (28), that amplifics a

396-bp region near the 3* end of the pled ORF. Lanes: 1, M. tubercu-

losis strain 14323; 2, Dr-561; 3, RIVM-T7; 4, RIVM-13; §, Dr-351; 6,

De-468; 7, Dr-194; 8, Dr-494; 9, Dr-116; 10, Dr-169; 11, De-170; 12,
Dr-342.

Sequencing analysis of the TB20-TB21 amplicons. When
amplifying genomic DNA from the polymorphic clinical iso-
lates with primers TB20 and TB21, we observed the presence
of amplicons bigger than those produced by control strain M.
tuberculosis H37Rv (Fig 2). Other bands of less intensity were
also observed. After sequencing analysis of some of these
bands we concluded that they corresponded to less-specific
anncaling sites for the primers. First, we did the sequencing
analysis with primers TB20 and TB21 and observed in one
strain an 1S6/70 element at the end of an amplicon produced
with TB20 and TB21 (TB20-TB21 amplicon). To simplify the
analysis, we thep performed the sequencing analysis using
primers TB2S and TB26, which anneal to a region close to the
end of the 156710 sequence. These primers are directed out-
ward in such way that, when performing the sequencing PCR,
we could detect the insertion site in one run,

In Fig. 3 we describe the sequences at the junction between
the insertion elements and the gepomic mycobacterial DNA.
We abserved the duplication of three or four nucleotides at the
site of the trunsposition. Interestingly in strain RIVM-7 there
is only the duplication of two nucleotides and the duplicated
nucleatides remained on one side of 186/10. These results
were confirmed by preparing the amplicons and performing
the scquencing unalysis-in duplicate.

|1 2 3 456 78910
FIG. 2. Long-PCR assay of mycobacterial genomic DNA from

polymorphic strains for the phospholipase genes with primers TB20
and TB21. Lanes: 1 and 10, 1-kb ladder (Gibeo); 2, RIVM-7; 3, Dr-169;
4, Dr-170; §, Dr-342; 6, Dr-351; 7, Dr-561; 8, Dr-468; 9, M. muberculosis
H3I7Rv.
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Dr-351 ploC 19589
RIVM-13 @ plcC 19648
Dr-468 G pleC 198s8
D118 v pleh 20569
De-160 Q pled 20%69
w170 o plch 20569
DOe-34, . ' plen 20569
D434 pleR 20569+
plea 23406
Dr-561 S&roorrIc plcA 22124
RIVM-7 CTGICGTTTC plcA 22124
Dr-184 BBcorear plea 22334

FIG. 3. Locations of the 156170 clements inserted in the phospho-
lipase regions of the M. ruberculosis strains studied in this work. Al the
right are positions of the insertion clements in the phosphalipase locus.
Shaded boxes, duplicated nucleotides, The nucleotide numbers ure
taken from GenBank sequence MCTY 98 (accession no. Z83860). For
comparison purposes, sequence data from strain Dr-194, which have
been published before, are shown (28). IRy and IR, right and leh
imperfect repeats, respectively.

Instead of producing an amiplicon bigger than that from M.
tubercudosis H37Rv with TH20 and TB21, a smaller PCR frag-
ment was obtained in straing Dr-494 and Dred26. By sequence-
ing analysis we observed, in both Straing, that the right imper-
fect repeat of 156710 wasanchoted on nucleotide 20569 (plcB
gene) and-that the left repeal was anchored. on nw.:%ﬁuk cotide
23406 (pleA), with the-toss of a 2,837-bp fragment (Fig. 3).
Interestingly no dircet repeats werg folnd &t the ends of the
186110 clements, These sequence analysis findings woere cor-
roborated by digestion ol the TB20-TB21 amplicon with Pyl |
(data not shown), as mentioned below,

To confirm that the changes in the Southern blot pattems
are only due to the insertion of the 186170 element, we gel
purified the amplicons and digested them with Pwull. In Fig. 4
we show the map with the predicted changes us well as the
electrophoretic separation of the digested amplicons. 1n all the
cases there was concordance between the expected and the
obtained fragments. 1

Since one explanation of the sclection of the same insertion
site could be that the straing actually belong to the same clone,
we analyzed the RFLPs for 186770 in those strains showing
identical insertion sites. In Fig. SA we show the Southern blot
analysis of two of the most closely related strains. Both are
isolates from British Columbia, Canada, and present nine sim-
ilar bands. 1t is possible they huve the same ancestor, On the
other hand, although strin RIVM-7 from Mongolia and strain
D561 from Alberta, Canada (Fig. SB), have the 156710 cle-
ment inserted in the same nucleotide position in pled, they
seem to be unrelated.

In all the strains studied in this work we found the 156170
clements transposed in the same direction.

DISCUSSION
156110 has a 1.361-bp sequence with a 28-bp imperfect re-
peat at the ends (25, 26). This insertion element belongs to the
IS3 family of mobile elements and is widely distributed in the
M. tuberculosis complex members. 1S6110 polymorphism is
currently used as a genetic target to differentiate individual

M. TUBERCULOSIS PHOSPHOLIPASE REGION 156770 ELEMENTS 3501

clones of M. wberculosis, because they can contain from 0 10 25
copices distributed in the entire genome (20, 27). Although it is
considered that 1S6770 transposes randomly, it is rarely found
in the lirst quarter of the M. wberculosis H3TRv circular map
(4), which indicates a certain form of sclection of the insertion
sites. This is demonstrated also by the observation of *hot
spots™ for I1S6110 transposition in several sites. The first is the
direct repeat locus, which is composed of directly repeated
seguences of 36 bp scpurated by nonrepetitive segments of 36
t0 41 bp (12). Other high-frequency locations of 156170 are the
ipd locus, which is itsell located in an insertion element-like
element, [S/547 (7), and the DKI site (10).

In this work we found 156710 elements distributed along the
phaspholipase region; however this distribution was not ran-
dom. It scems likely that even in the phospholipase genes there
are preferential sites for the 156710 insertion, such as nucleo-
tides 20569 and 22124. In M. tubercudosis H37Rv and H37Ra
there is an 186770 interruption of the pleD gene (2), and other
M. tuberculosis strains demonstrate similar insertion elements
at the identical position (22). These data support the idea that
there are hot spots, which exist in the M. wberculosis genome
and within the phospholipase genes specifically, that attract
I1S6/10 insertion elements. Only by doing a study involving a
great number of strains bearing 156770 clements can we de-
termine if there are consensus sequences within the phospho-
lipase genes that stimulate 1S6/70 transposition.

During transposition, 3 or 4 bp of the DNA sequence at the
insertion site is duplicated by the repair and filling mechanisms
of the nick produced during this event (24). In the amplicon
derived front RIVM-7 DNA, we did not observe direct repeats
at the ends of the 156770 clement; instead we observed the
duplication of two nucleotides in one of the sides. The absence
of flanking dircet repeats can be an indication of recombina-
tion mediated by insertion elements (16), which usually pro-
duces the deletion of the region between the clements. For
RIVM-7 there was not such a deletion, which indicates the
possible existence of ather reparation of transposition mech-
anisms. S

186110 wansposition in high-preference sites such as the ipl
locus has been found to produce the excision of neighboring
DNA fragments (8, 9), possibly by homologous recombination
hetween two adjacent 1S6710 clements oriented in the same
direction, as proposed by Fang et al. (9). Several regions of M.
wherculosis H37Ry (RvDZ, RvD3, and RvDS regions), ranging
in size from 0.8 to 4 kbp (2), have also been attributed to DNA
excised during 156770 transposition. In a previous study (28)
we observed that some strains did nol hybridize with the
probes for pleA and pleB. The excision of part of the phospho-
lipase genes by 1S6/10 recombination can explain the lack of
these genes in some M. wberculosis strains described by us and
others (29). Although mitially the mip40 sequence inside pled
was considered to exist only in M. wberculosis, and thus was
used to identify M. tuberculosis sensu stricto, it appears that
these genes are very mobile and unstable, and this may restrict
their clinical use as genetic markers.

Our data suggest that the phospholipase genes seem to at-
truct [S6710 transposition. Thus the presence of an 186110
clement in two phospholipase genes at a time or in nearby
genes (such as the neighboring cutinase or PE or PPE gene, all
of which have also been found to attract 1S67 70 elements) (22)
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can produce excision and may lead to the loss of phospholipase
sequences and, ultimately, function. This is also supported by
the presence in M. twberculosis H37Rv of a phospholipase gene
(plcD) (4) that is interrupted by an IS6770 clement. In the
present study, two strains of M. ruberculosis were observed to
produce 2.8-kbp excision fragments of the phospholipase
genes, This could have been due to recombination of two
I1S6110 elements since, as mentioned above, 156710 did not
present direct repeats, and this is evidence of recombination
between IS elements (16). It is possible that transposition of
156110 clements mediates the mobilization or duplication of
these genes, producing strains with no phospholipase genes,

FIG. 4. Internal Puall restriction sites of the TB20-TB2 1L amplicon.
{Top) Map of the expected fragments obtained from amplicons de-
nived [rom M. tubercudasis H37Ry strain and some of the polymorphic
strains according to the Pyull restriction sites and the position of the
imserled 1561 10 element in cach strain. (Bottom) ATTS% agarise gel
with the digested amplicons. Lancs: 1, M. wberculosis H3TRv; 2, Dr-
46%; 3, Dr-170; 4, Dr-342; S, RIVM-T7: 6, Dr-169; 7, Dr-561; 8, Dr-35);
lane 9, 100-bp ladder (Gibeo). Molecular sizes of the fragments ob-
tained frone M. uberetelosis HI7Ry are at the top.

fragments of the genes, or extra bands produced by duplica-
tion, such as those strains belonging to group C (28). We arc
currently working on the characterization of the M. mberculosis
strains lncking the entire phospholipase locus; data from this
work cin help us to explain the mechanisms of the loss of DNA
in this region.

The change in sequence divergence has been found useful in
establishing and calibrating molecular clocks. Changes in the
1S6110 pattern have been observed to occur over 1 or 2 years
(3, 5). We observed in related M. tuberculosis strains mihimal
changes in the 1S6/70 patterns but radical changes in or the
complete loss of the phospholipase genes (28). It is possible
that environmental (11) or culture conditions may rapidly in-
duce these changes in cerlain genomic areas, particularly in
those where there are several 1S6//0 clements separated by
small distances.

It has been claimed that phospholipases play an important
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FIG. 5, Southern blot analysis of some Of the M. mberculosis poly-
maorphic sirains showing identicsl insertion sites probed with an 156710
right-arm PCR probe. (A) Laae 1, Dr-169; lane 2, Pr-170. (B) Lane 1,
Dr-561; lane 2, RIVM-7.

rale in vitaleoce, cither by producing tissue damage, os for the
alla toxin ol Clontrrdtwn perfiangens (80 o Pyesdomsonas
acruginosa phospholipase (19), or by allowing the escape ol the
microorganism- from  the phagolysosome to live freely in the
macrophage cytoplasm (23). Recently, phospholipase C and D
and sphingomyelinase activities have been detected in M. fu-
berculosis (13). M. ruberculosis phospholipase proteins resem-
ble those encoded by P. aeruginosa plclT and plcS genes, which
contribute to the virulence of this opportunistic lung pathogen.
The phospholipase role in intracellular survival and as a viru-
lence factor has been probed in vitro and in vivo by studying
the effect of deletions| of Listeria yonocytagenes phospho-
lipases encoded by pleA and picB. Indeed a ApleA-pleB double
mutant lost its ability Lo escape from the phagocyte und to
spread from cell to cell (23). The production of hemolytic
plaques of this microorganism was reduced to nearly 70% of
that for the wild type and the mutant was 500-fold less virulent
than wild-type bacteria in mice, which suggests u role for phos-
pholipases as a virulence factor. It is possible that the M.
wberculosis cluster comprising pleA, plcB, and pleC can have a
similar role in pathogenesis. It is important o note that M.
bovis lacks this cluster of genes (1), The clinical discascs pro-
duced by M. wberculasis and Mycobacterium bovis are indistin-
guishable, However, it has been observed that M. bovis has a
decreased ability to reactivate and spread from person to per-
son (18). Since phospholipase activity in other microorganisms
has an important role in their virulence, it is possible that this
activity confers to M. tuberculosis the ability to survive intra-
cellularly in macrophages and therefore to grow and spread to
other cells or tissues.

Recently, Miller and Shinnick (17) reported that Mycobac-
terium smegmatis cells complemented with PCR-generated

pleA and picB genes from M. tuberculosis did not show an
increased rate of intracellular survival in THP-1 macrophages
in comparison with wild-type bacteria. However, these results
do not rule out a possible involvement of ple genes in the whole
mechanism of pathogenesis of tuberculosis, as these genes may

be involved in processes i with other factors present
in M. tuberculosis but not in M. smegmaiis, which is a limitation
of thut assay.

M. wwhercidoses strains with naturally knocked out gencs,
such as those described in this paper, as well as strains lacking

the complete cluster of phospholipase genes, can constitute a
good model to study the role of these enzymes in M. wbercu-

losix pathogenesis.
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ABSTRACT

Mycobactenum tuberculosis phospholipase C genes are encoded by three
genes arranged in tandem, starting at position 2351 of the M. fuberculosis strain
H37Rv genome and named picA, plc8 and plcC respectively. In a previous
publication (24), we described that preferential insertion of IS67710 elements in any
of these three genes produces polymorphism at this region. We found three
isolates with deletions in this region produced by homologous recombination of two
nearby elements; two strains had an identical deletion of picA and most of plcB
whereas another showed the loss of the complete phosphaolipase C (PLC) locus.
In the present work we studied the effect of the disruption ar loss of any of the pic
genes on enzyme activity and the ability of these M. tuberculosis strains to elicit
cytotoxicity using human macrophage monolayers. We observed that isglates
having the inactivated pic genes did not show any significant decrease in enzyme
activity; whereas the picA-plcB and plcA-plcB-plcC strains demonstrated a lower
PLC activity. The cytotoxicity for human macrophages (THP-1) was also
decreased, and, remarkably, the M., fubercuiosis AplcA-plcB-picC strain produced
a limited toxicity to macrophage monolayers. These results confirm the impaortance

of PLC for M. tuberculosis virulence.









