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‘It may be expected that the elucidation of the aetiology of tuberculosis will provide
new viewpoints for the study of other infectious diseases”
- Robert Koch, 1882
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RESUMEN

El control de la tuberculosis a nivel global continGia representando un gran reto a nivel
biomédico, a pesar de la aplicacion de la vacuna profilactica Bacilo Calmette-Guérin
(BCG) durante mas de un siglo. Diversos autores han sugerido que la presencia de
una poblacion con una alta proporcion de hospederos vacunados podria haber
afectado la estructura poblacional de Mycobacterium tuberculosis, y a su vez, esto
podria verse reflejado en un incremento en la prevalencia de cepas bacterianas con
mayor capacidad para evadir la respuesta inmune inducida por la BCG, como es el
caso del genotipo Beijing. El efecto de la vacunacion sobre la prevalencia de variantes
de patégenos que escapan a hospederos inmunizados ha sido bien documentado
para diversos patdgenos, sin embargo, esta interaccion no ha sido descrita para el
caso de la vacuna Bacilo Calmette-Guérin y Mycobacterium tuberculosis.

En este estudio, tomamos como base un estudio previo realizado en un modelo
murino bien caracterizado de tuberculosis pulmonar progresiva. En este antecedente,
se evaluo si la exposicion de hospederos vacunados frente a la infeccion por MTB
muestra un efecto sobre la virulencia de 3 cepas diferentes de Mycobacterium
tuberculosis. Brevemente, se vacunaron con 2 subcepas de BCG (BCG Phipps y BCG
Vietnam) a grupos experimentales constituidos por 5 ratones cada una pertenecientes
a la cepa BALB/c, y un grupo control basado en el vehiculo de solucién salina estéril.
Dos meses posteriores a la vacunacion, los animales fueron infectados con una de las
tres cepas que fueron seleccionadas con base en su linaje, incluyendo dos cepas de
la familia Beijing (cepa 46 y cepa 48) y una cepa tipo de laboratorio de la familia
Euroamericana (cepa 1, H37Rv). Dos meses posteriores a la infeccién, los animales
fueron sacrificados, recuperando la poblacién bacteriana a nivel pulmonar. Las cepas
parentales y las cepas provenientes de ratones vacunados fueron usadas para
infectar hospederos virgenes y comparar el curso de la enfermedad. Dichos
experimentos mostraron que los animales infectados con las cepas del genotipo
Beijing provenientes de ratones vacunados tuvieron una diferencia significativa en
mortalidad del hospedero, asi como aumento de la carga bacilar y dafio
histopatoldgico pulmonar en comparacion con los animales infectados con las cepas

Beijing parentales.
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Con base en estos antecedentes experimentales, este estudio tuvo como objetivo
caracterizar el genoma y el transcriptoma de las bacterias antes y después de la
exposicion a los hospederos vacunados, adicionalmente se evalud la respuesta
inmune local posterior a la infeccion mediante la secuenciacibn masiva del
transcriptoma pulmonar del huésped-hospedero en los animales infectados.

Los resultados muestran que las cepas de Mycobacterium tuberculosis del genotipo
Beijing acumulan variantes en su genoma asociadas a factores de virulencia,
subrayando los posibles mecanismos de la presion selectiva ejercida por los
hospederos vacunados. En cuanto a los genes expresados por parte de
Mycobacterium tuberculosis en tejido pulmonar de los hospederos infectados, se
observaron 1137, 1510, 1869 y 921 genes expresados de Mycobacterium tuberculosis
en los pulmones de hospederos infectados con las cepas 46, 46P, 48 y 48V. De forma
interesante, los genes con mayor expresion en el caso de las cepas obtenidas a partir
de ratones vacunados incluyen tanto factores de virulencia, asi como productos que
han sido previamente asociados con el fallo de la respuesta inmune del hospedero.
No obstante lo anterior, se requiere investigacion a futuro para delimitar los efectos
especificos de las variantes, asi como de los genes expresados y su relacion con la
virulencia. Sin embargo, los resultados obtenidos a través de ensayos de
secuenciacion de transcritos provenientes de pulmones de ratones infectados, asi
como nuestro analisis histopatoldgico sugieren deficiencias en la capacidad de los
hospederos para generar granulomas frente a la infeccion por las cepas de
Mycobacterium tuberculosis 46P y 48V. A su vez, esto podria ser el resultado de la
presencia de variantes en regiones del genoma asociadas con el reconocimiento
inmunoldgico de este importante patégeno, tal es el caso de los genes PPE y PGRS,
incluyendo la variante identificada en PPE13, factor que induce la produccién de IL-1
en modelos experimentales, asi como a una mayor produccién de lipidos bioactivos,
como el glucolipido fendlico, el cual ha sido documentado como un factor asociado al

fallo en la respuesta inmune asociado al genotipo Beijing.
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ABSTRACT

The global control of Tuberculosis remains elusive, and Bacillus Calmette-Guérin -the
most widely used vaccine in history—has proven insufficient for reversing this
epidemic. Several authors have suggested that the mass presence of vaccinated hosts
might have affected the Mycobacterium tuberculosis population structure, and this
could in turn be reflected in a prevalence of strains with higher ability to circumvent
Bacillus Calmette-Guérin-induced immunity, such as the Beijing genotype. The effect
of vaccination on vaccine-escape variants has been well-documented in several
pathogens; however, the effect of the interaction between Mycobacterium tuberculosis
strains and vaccinated hosts has never been previously described. In this study we
further explore the effects of Bacillus Calmette-Guérin vaccination on Mycobacterium
tuberculosis virulence. The study builds on previous data arising from a well-
characterized murine model of progressive pulmonary tuberculosis. Briefly, we
vaccinated BALB/c mice with two different sub-strains of Bacillus Calmette-Guérin
(BCG-Phipps and BCG-Vietnam). Following vaccination, the mice were infected with
either one of three selected Mycobacterium tuberculosis strains. Strains were selected
based on lineage and included two Beijing-family clinical isolates (strains 46 and 48)
and a well-characterized laboratory strain (H37Rv). Two months after infection, mice
were euthanized, and the bacteria extracted from their lungs. Results from this
previous study showed that the interaction within the lungs of the vaccinated hosts
results in the selection of higher-virulence bacteria, specifically for the Beijing genotype
strains 46 and 48.

In this subsequent study, we characterized the genomic composite of the bacteria
before and after exposure to vaccinated hosts and characterized the local response to
the bacteria by sequencing the lung transcriptome in animals during the infection. After
exposure to the Bacillus Calmette-Guérin-vaccinated mice, strains 46 and 48 acquire
genomic variants associated with several virulence factors. As a result, the bacteria
collected from these vaccinated hosts have an increased ability for immune evasion,
as shown in both the host transcriptome and the histopathology studies, and it also
replicates far more efficiently compared with bacteria collected from unvaccinated
hosts or the original stock strain. Further, a total of 1137, 1510, 1869 and 921
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Mycobacterium tuberculosis genes were identified in the lung transcriptome from mice
infected with strains 46, 46P, 48 and 48V at day 21 post infection.

Further research is warranted to ascertain the pathways associated with the genomic
variants. However, results obtained at this point using data from the transcriptome and
histopathology seem to suggest an impairment for granuloma formation in the animal
hosts when infected with the Mycobacterium tuberculosis 46P and 48V strains.
Further, this could be the result of genetic variants present in genomic regions
associated with the immune recognition of this pathogen, including PPE and PGRS-
coding sequences, as well as a greater production of bioactive lipids, such as phenolic

glycolipid.

XVi



PRESENTACION

La tuberculosis actualmente representa un reto considerable a la salud publica global.
En su reporte emitido en 2020, la OMS estim6 1.2 millones de muertes (rango 1.1-1.3
millones) causadas por tuberculosis en individuos negativos al Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH), asi como 208,000 muertes adicionales (rango
177,000-242,000) entre personas que viven con VIH. La prevencion de la tuberculosis
se ha centrado en el uso adecuado de la vacuna BCG, constituida por
microorganismos vivos atenuados de Mycobacterium bovis, que desde 1921 fue
introducida como la primera, y hasta la fecha Unica, estrategia profilactica avalada
contra esta enfermedad.

Actualmente sabemos que la vacunacion con BCG ha sido una estrategia
extraordinaria en la prevencion de las formas severas de tuberculosis en la infancia
(particularmente, tuberculosis meningea y tuberculosis miliar). Sin embargo, la vacuna
presenta limitaciones importantes en términos de la prevencion contra la enfermedad
pulmonar, con una variabilidad considerable en eficacia, estimada entre el 0-75% en
diferentes regiones del mundo. Entre las hipotesis que se han planteado para explicar
dicha variabilidad, se ha considerado el hecho de que la proteccion conferida por la
BCG puede diferir de acuerdo con el genotipo de MTB causante de la infeccion. Esto
implicaria que aquellos genotipos contra los cuales la BCG no tenga una tasa de
proteccion elevada podrian seleccionarse en el contexto de una poblacion
ampliamente vacunada. Sin embargo, esto no ha sido previamente estudiado en el
caso de MTB.

El presente proyecto de doctorado se desarrollé en el Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricién Salvador Zubiran. El estudio fue realizado en un modelo murino
de tuberculosis pulmonar progresiva, y tuvo como objetivo evaluar el efecto de la
vacunacién con BCG sobre el perfil fenotipico de virulencia de 3 cepas distintas de
MTB, dos cepas del genotipo Beijing (46 y 48) y una cepa del genotipo Euro-
Americano (H37Rv- cepa 1), asi como el perfil genotipico y transcripcional de las
cepas Beijing. Los resultados presentan evidencia de que las bacterias recolectadas a
partir de hospederos vacunados tienen un nivel de virulencia mayor en comparacion al
gue presentaban antes de ser expuestas al sistema inmune de ratones vacunados.

Como resultado, las bacterias recolectadas de hospederos vacunados tienen



variantes relacionadas con la evasion del sistema inmune, cuyas consecuencias se
observan tanto en el transcriptoma y el estudio histopatolégico del tejido pulmonar de
animales infectados. Adicionalmente, dichas bacterias recolectadas de hospederos
vacunados se replican de manera mucho mas eficiente en comparacion con las cepas
parentales. Con esta investigacion se presenta evidencia con respecto a la interacciéon
patdégeno-hospedero en el contexto de hospederos vacunados, subrayando que
existen variantes gendémicas y genes con expresion diferencial relacionados a como el
patdégeno interactia con el sistema inmune de su hospedero durante el proceso

infeccioso.



MARCO TEORICO

l. TUBERCULOSIS

1.1 Generalidades de la tuberculosis

La tuberculosis pulmonar es una enfermedad transmisible causada por el patégeno
Mycobacterium tuberculosis (MTB). Actualmente, es considerada una de las
enfermedades mas letales a lo largo de la historia, con méas de 1,000,000,000 de
muertes estimadas en los ultimos 200 afios [9]. Existe evidencia de que la tuberculosis
es una enfermedad ancestral, con datos alusivos a dicha infeccion encontrados en
muestras de restos humanos de méas de 9000 afios de antigiiedad [10], sin embargo
actualmente desconocemos el momento exacto en el cual MTB se convirtid en un
patégeno humano [11].

La enfermedad se caracteriza por un proceso cronico de inflamacion granulomatosa
causado por micobacterias del complejo MTB (cMTB), principalmente MTB y con
menos frecuencia otras, incluyendo Mycobacterium bovis [12]. Las micobacterias son
un tipo distintivo de patégenos en forma de bacilo que comparten la presencia de una
pared celular rica en lipidos [13]. El estudio de la tuberculosis y su agente causal ha
sido sin duda una de las disciplinas mas embleméticas en areas como la
microbiologia y la inmunologia, y muchos de los descubrimientos y avances mas
notables en las ciencias bioldgicas se han suscitado gracias al estudio de esta
enfermedad. Dichos descubrimientos incluyen los postulados del origen
microbioldgico de las enfermedades descritos por Robert Koch en 1882 [11]. Sin
embargo, la tuberculosis sigue representando un gran reto a la salud publica,

constituyendo una enfermedad que ha probado dificil de controlarse a la fecha.

1.2 Epidemiologia

La tuberculosis continda siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad a
nivel global [14]. Diversos esfuerzos se han desplegado para intentar frenar la

mortalidad por tuberculosis a lo largo del ultimo siglo, sin embargo, los avances hasta
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el momento han sido insuficientes, y la tuberculosis se mantiene como una de las
principales 10 causas de muerte en el mundo, asi como la principal causa de muerte
por un unico agente infeccioso [13, 15]. Actualmente, la carga global de la enfermedad
por tuberculosis es abrumadora. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima
que al 2019 se presentaron 10.0 millones de casos (rango 8.9-11.0 millones)
incidentes (Figura 1), asi como 1.2 millones (rango 1.1-1.3 millones) de muertes por
tuberculosis, excluyendo a sujetos con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH).
Otras 208,000 (rango 177,000-242,000) muertes se estiman entre sujetos con VIH.
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Figura 1. Incidencia estimada de tuberculosis 2019. Fuente: Global Tuberculosis Report 2020 [1].

A pesar de las cifras, es importante destacar que desde el 2014 y 2015 las naciones
miembros de la OMS y de la Organizacién de las Naciones Unidas (ONU) han
destacado su compromiso por frenar la epidemia de tuberculosis, a través de la
implementaciéon del programa END-TB, estrategia que propone generar una
disminucion del 80% en la incidencia de tuberculosis para el afio 2030, en
comparacion con los datos obtenidos en el 2015. Hasta el 2020, se habia logrado un
avance del decremento del 20% de la incidencia de tuberculosis. En cuestion a

mortalidad, la estrategia END-TB plantea abatir el 90% de las muertes por

4



tuberculosis para el 2030, en comparacién con las reportadas en el 2015. De manera
similar, en el 2020 se reporté un avance del 30% en la disminucién de la mortalidad
por tuberculosis. Es importante destacar que los avances han sido significativos, sin
embargo se requiere un resurgimiento de esfuerzos para lograr las metas planteadas
en lo que queda de esta década [15] (Figura 2), particularmente considerando los
posibles escenarios que podrian complicar el cumplimiento de la estrategia END-TB,
incluyendo la tuberculosis multidrogorresistente (MDR), que en el 2019 represento el

3.3% de los casos incidentes y el 17.7% de los casos previamente tratados [16].
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Figura 2. Proyeccién del impacto de la implementacion de diversas estrategias en las tasas de incidencia
anual de tuberculosis, destacando las necesidades para alcanzar las metas de la END-TB partnership.

Fuente: Organizacion Mundial de la Salud [2].

En México la tuberculosis sigue representando un problema de salud prioritario. El
Centro Nacional de Programas Preventivos y Control Epidemiolégico (CENAPRECE)
anualmente registra =16,727 casos de tuberculosis pulmonar y =1600 defunciones por
esta causa. La tasa anual se estima en 16.8 casos/100,000 habitantes, sin embargo,
diversos estados tienen una carga considerablemente mayor, incluyendo Sinaloa,
Sonora y Baja California, donde la tasa supera los 24 casos/100,000 habitantes [3]. Es

importante recalcar que en México, a diferencia de la tendencia global, se ha
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observado un aumento leve pero constante de casos desde el 2006, con el riesgo
concomitante de que el pais no cumpla con la meta de los Objetivos de Desarrollo del
Milenio referida a la incidencia de tuberculosis (Figura 3) [3]. Entre los retos que
enfrenta el pais se encuentran el surgimiento de cepas MDR, comorbilidades como la
desnutricion, diabetes y la infeccion por VIH, dificultades en el acceso a salud y

vulnerabilidad en ciertas poblaciones [16].
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Figura 3. Situacion epidemiolégica de tuberculosis en México. Fuente: Sistema Unico de Informacion para la
Vigilancia Epidemioldgica [3].

1.3 Distribucion global de los casos de tuberculosis

A pesar de ser un problema global, existen diferencias considerables en la distribucion
de los casos incidentes y la mortalidad por tuberculosis entre las diversas regiones
geogréficas. En el 2019, la mayor proporcion de casos nuevos de tuberculosis fueron
identificados en las regiones del Sureste de Asia (44%) y el Pacifico Oeste (18%),
mientras que otras regiones como el Mediterrdneo Este, las Américas y Europa
contribuyen con una menor proporcion de casos (8.2%, 2.9% y 2.5%,
respectivamente). Es importante también hacer notar que 2/3 de los casos globales de
tuberculosis se identifican en solamente 8 paises: India, Indonesia, China, Las
Filipinas, Pakistan, Nigeria, Bangladesh y Sudafrica. Mientras que la OMS reporta que
el 80% de los casos incidentes se agrupan en 22 paises considerados de “carga alta”
[15].



1.4 Agente causal: Mycobacterium tuberculosis “MTB”
La tuberculosis es causada por bacterias del complejo MTB, principalmente

Mycobacterium tuberculosis. Las micobacterias pertenecen a la familia
Mycobacteriaceae, de la suborden Corynebacterineae, orden Actinomicetales, filo
Actinobacterias del reino monera [11, 17]. Las bacterias del género Mycobacterium se
caracterizan por ser bacilos aerobios, inmoéviles y no esporulados con una longitud
aproximada de 2-4 um [11, 13]. Estos microorganismos son ampliamente reconocidos
por presentar una pared celular rica en acidos micdlicos, similar a bacterias de otros
géneros como Gordonia, Nocardia y Rhodococcus [18]. Esta caracteristica les permite
a estos microorganismos retener tinciones con carbol-fucsina incluso en la presencia
de alcohol acido, lo cual les confiere su nombramiento como bacilos acido-alcohol
resistentes (BAAR) (Figura 4A) [13]. En comparacion con otras bacterias, las
micobacterias son de crecimiento lento, con un tiempo de duplicacion de 14-24 horas,
y requieren un minimo de 5-7 dias de incubacién antes de observarse un crecimiento
visible en diversos medios sélidos [18]. Una vez observables, las colonias de MTB
aparecen con un aspecto rugoso, blanco-amarillentas, similares a “migajas de pan”
(Figura 4B) [13].

Figura 4. (A) Tincidn Ziehl-Neelsen de lisado de tejido pulmonar proveniente de ratones infectados con MTB y
sacrificados al dia 21 postinfecciéon. (B) Colonias de MTB en crecimiento en agar 7H10. Imagenes de

muestras preparadas y tomadas por la autora.



1.5Patogénesis

Para poder comprender adecuadamente la patogénesis de MTB a nivel molecular, es
importante destacar la historia natural de la enfermedad en el hospedero mejor
conocido para este patogeno: el ser humano [13]. La transmision de esta enfermedad
ocurre mediante la inhalacion de aerosoles entre persona-persona, que son
producidos al hablar, toser o estornudar. Dichos aerosoles contienen cantidades
variables de bacilos viables, los cuales ingresan a la via aérea de un nuevo
hospedero, atravesando la porcion conductora del arbol respiratorio hasta llegar al
espacio alveolar [11]. Una vez en el parénquima pulmonar, MTB puede tener contacto
con los macréfagos alveolares, residentes de este tejido, o con los neumaocitos tipo Il
del epitelio alveolar [19]. Incluso, las células dendriticas pueden también participar en
las etapas tempranas de la infeccidn, funcionando como presentadoras de antigenos
para la activacion de los linfocitos T [19]. Entre estas, la interaccién entre MTB y los
macrofagos alveolares es quiza la mejor estudiada a la fecha. MTB interactia con
receptores de superficie de estas células, incluyendo receptores de manosa,
receptores del complemento y receptores de tipo Fc. Una vez fagocitada, la bacteria
tiende a establecerse dentro de un fagosoma, evitando su maduracién a través de la
exclusion de ATPasas vacuolares, lo cual impide su acidificacion y la retencion de
proteinas como TACO, perpetuando asi su supervivencia [13, 20]. Una vez
establecida la infeccidn, los bacilos pueden replicarse en el interior de los macréfagos,
0 pueden iniciar un proceso de latencia si las condiciones no son favorables,
cambiando su metabolismo de un rapido crecimiento aerobio a un perfil anaerobio que

permita su supervivencia [17] (Figura 5).



Figura 5. Fisiopatologia de la tuberculosis pulmonar. Adaptado de [4-6].

Es interesante reconocer que a pesar de esta infeccion inicial la cual es sumamente
exitosa en establecer al microorganismo en el tejido pulmonar, la mayoria de los
sujetos que sufren primoinfeccidon permaneceran asintomaticos. La respuesta inmune
suscitada en la mayoria de estos sujetos permitira controlar la replicacién bacteriana
activa y su diseminacion, sin embargo, en la mayoria la bacteria nunca es
completamente erradicada [13]. Como resultado, existen un nimero de condiciones
que pueden posteriormente contribuir a un proceso de reactivacion de la infeccién y la
progresion a una enfermedad activa, incluyendo defectos en la inmunidad mediada
por células, administracion de esteroides, la desnutricibn o la administracién de
quimioterapia [21]. En aquellas personas que sufren una reactivacion, los sintomas
caracteristicos incluyen fiebre, pérdida de peso, tos productiva crénica de mas de dos
semanas de duracién, sudoracion nocturna y hemoptisis [22]. A pesar de que este
panorama clasico que establece una dicotomizacion de desenlaces (TB latente vs. TB
activa) ha sido aceptado durante muchos afios a nivel clinico, ahora sabemos que los
desenlaces de la infeccion por MTB realmente se expresan mejor a manera de un
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espectro continuo, en el cual se incluyen aquellos sujetos que eliminan la infeccion
mediante estrategias de la respuesta inmune innata o adaptativa, aquellos que
presentan infeccion latente pero también pacientes con infeccion subclinica, que
pueden carecer de sintomas pero tener cultivos positivos. Por ultimo, los pacientes
con infeccion activa citados previamente. Todos estos estados pueden representarse
mediante un continuo en el cual las progresiones y regresiones entre un estado y el

adyacente son posibles (Figura 6) [6].
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Figura 6. El continuo dindmico de la tuberculosis a partir de la infeccién con MTB [6].

1.5.1 Virulencia de MTB
Definir la virulencia de MTB ha sido un tema complejo y ampliamente debatido desde

hace varias décadas. A diferencia de otros microorganismos, MTB no posee factores
de virulencia “clasicos” como las toxinas producidas por otras bacterias que son la
principal causa de su habilidad para producir una enfermedad. En el caso de MTB al
no existir un solo factor asociado con la habilidad de este patégeno para producir
tuberculosis, es importante primero establecer que definimos como virulencia y como
esta puede ser medida en modelos experimentales. El término virulencia hace
referencia a la capacidad que tiene un patégeno de causar dafio en un hospedero
[23]. En el caso de MTB, la virulencia puede ser medida y esta representacion
cuantitativa puede ser utilizada para valorar los efectos de diversas modificaciones

sobre el proceso de enfermedad, particularmente cuando se utilizan modelos
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animales para la determinacion de la virulencia. La virulencia en estos casos se
expresa a través de la mortalidad (expresada como el porcentaje de animales
infectados que mueren; o el tiempo que transcurre entre que un animal es infectado y
su muerte esponténea); la carga bacilar (el nimero de bacterias encontradas en el
hospedero infectado posterior a la fecha de infeccion); la morbilidad (medida a través
de andlisis histopatologicos, la cual es importante para caracterizar variantes

bacterianas que generan dafio sin afectar la carga bacilar) [19] (Figura 7).
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Figura 7. La virulencia de MTB puede medirse considerando la mortalidad de los hospederos infectados, la
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carga bacilar pulmonar y la morbilidad en términos del dafio histopatolégico generado por el proceso

infeccioso.

En estos casos es importante subrayar que la virulencia se mide a través de
parametros que mimeticen el proceso de crecimiento y enfermedad en el hospedero
humano, que implican un dafio pulmonar extenso que en ultima instancia lleva a un
proceso de hipoxemia y resulta en la muerte por la destruccion del parénquima
pulmonar y el compromiso de la hematosis. El proceso inflamatorio que se
desencadena para controlar la infeccion a su vez produce un dafo tisular
considerable, producto de diversas proteasas, como la catepsina D, y citocinas,
incluyendo a TNF-a, que pueden, en ciertas cantidades, generar inflamacioén pulmonar

severa que conlleve a la muerte [19].
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1.5.2 Patogénesis microbiana: Factores de virulencia
La diversidad del complejo MTB en términos de su capacidad de virulencia entre

cepas ha sido ampliamente descritas [24]. Un ejemplo angular es la diferencia de
virulencia entre MTB y la cepa vacunal de Mycobacterium bovis, es decir basado en el
Bacilo Calmette-Guérin (BCG) [6]. Considerando los conceptos planteados
anteriormente con respecto a la virulencia de MTB y como esta es valorada en
modelos experimentales, se pueden describir una serie de genes (y sus productos)
cuya inactivacion en el genoma bacteriano conlleva pérdida cuantificable en el nivel
de virulencia del microorganismo [25]. La variabilidad en los desenlaces a partir de la
infeccién con MTB implican una relacidén cercana que se ha desarrollado a lo largo de
miles de afios entre el huésped y hospedero, reflejando mecanismos coordinados de
evasion inmune que conllevan a la enfermedad [26].

Las diversas moléculas involucradas en la virulencia de MTB pueden dividirse entre
los siguientes subgrupos: i) Lipidos de la micobacteria, ii) sistemas de secrecion, iii)
proteinas con dominio PE, iv) lipoproteinas, entre otras [26].

En la siguiente Tabla 1 se resumen algunos de los numerosos factores que han sido
asociados con la virulencia de MTB a través de modelos experimentales que incluyen
ensayos de infeccion en lineas celulares (principalmente macréfagos y neumaocitos), y
ensayos de infeccion en modelos in vivo empleando ratén, cuyo, conejo, pez cebra y
primates no-humanos (PNH) [24-26][21-38].
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Tabla 1. Factores de virulencia reportados para el complejo Mycobacterium tuberculosis

Molécula

Relacién con virulencia

Evidencia experimental

Lipoarabinomanan (LAM)

Inhibe la maduracion del fagosoma caracterizada por la presencia
del marcador rab5, permitiendo la supervivencia intracelular.

Cepas deficientes en la correcta translocaciéon de LAM a
la pared celular presentan disminucién de virulencia
[27].

Lipomanan (LM)

Es considerado un antigeno importante para la respuesta inmune
innata. Adicionalmente, se ha observado que el LM tiene actividad
importante en la activacion de macréfagos, la regulacion de
produccién de 6xido nitrico y la liberaciéon de citocinas clave en la
respuesta inmune (incluyendo TNF-a e IL-12).

Los cambios estructurales en LM pueden generar una
mayor capacidad microbicida por parte de los
macréfagos (M. smegmatis), asi como una atenuacion
importante en modelos de infeccién murina con MTB
[28].

Fosfatidil-inositol manosidos (PIMs)

Contribuye a la interaccion con el receptor de manosa de los
macréfagos para la fagocitosis de MTB. Inhiben la activaciéon de
células T CD4+ e inhiben la respuesta inflamatoria mediada por
TNF e IL-12p40.

Alteraciones en el gen Rv2869c generan afectaciones
en la composicion de PIM, generando una cepa
defectuosa en términos de su capacidad para replicarse
en los pulmones de ratones C57BL/6 [29].

Trehalosa-6,6"-dimicolato (TDM)

Conocido coloquialmente como el factor cordén. Sus funciones
incluyen promover la angiogénesis, inhibir la acidificacion del
fagolisosoma y previene la fusién fago-lisosomal. Adicionalmente,
induce la liberaciébn de diversas moléculas relevantes para la
respuesta inmune, incluyendo IFN-y, TNF-a, IL-6, entre otras.

La delecion del gen treS, involucrado en la sintesis de
trehalosa, en MTB resulta en un defecto en el
crecimiento in vivo, alterando la patogénesis de MTB en
el modelo murino [30].

Glucolipido Fendlico (PGL)

Molécula producida por micobacterias de crecimiento rapido y
solo algunas cepas de crecimiento lento incluyendo a MTB. Su
produccién se ha asociado al fenotipo hipervirulento de algunas
cepas de la familia W-Beijing.

La produccién de PGL por parte de las cepas de la
familia W-Beijing se asocié con un fenotipo “hiperletal”
en modelos murinos, pero la disrupcion del gen pks1/15
generd una cepa atenuada en cuestion a la mortalidad
que generd en un modelo animal [31].

Transportador de arginina (TAT)

Sistema de transporte ubicado en la membrana citoplasmatica
que transporta proteinas plegadas.

Mutantes de M. smegmatis con deleciones en genes
que codifican para dos de las tres proteinas que
componen al TAT (tatC y tatA) presentaron defectos en
su crecimiento en medio de cultivo [32].
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Transportadores ESX

Ubicado en la membrana citoplasmatica, exporta y secreta
proteinas a lo largo de la envoltura celular. Se nombran ESX-1 a
ESX-5 dependiendo de sus componentes. Estan involucrados en
mdltiples funciones, incluyendo ruptura vacuolar (ESX-1),
captaciéon de Zn y Fe (ESX-3), secrecion de proteinas PE y PPE
(ESX-5).

La pérdida de la regién de diferenciacion 1 (RD1), con la
pérdida parcial de la region codificante para ESX-1, en
la cepa BCG se relacionan con la atenuacién de dicha
cepa [33]. En MTB, la disrupcién de ESX-5 gener6 una
cepa atenuada, con alteraciones en la integridad de la
pared celular y la pérdida de la proteina de secrecion
PPE [34].

Proteinas PE-PPE y PE-PGRS

El dominio PE permite el transporte de las proteinas que
comparten este dominio, las cuales interactian con el receptor
TLR-2 en células dendriticas y macréfagos. Como resultado, se
induce la secrecion de citocinas, necrosis y apoptosis, mejorando
la supervivencia de las micobacterias.

Mutaciones en el gen que codifica para PE-PGRS30
generan cepas con un fenotipo atenuado, con menor
carga bacilar y lesion tisular [35]. La interrupcién de PE-
PGRS47 generd una atenuacion del crecimiento in vivo
[36]. PPE38 es requerida para la secrecion de proteinas
PE_PGRS, alteraciones en el gen que codifica para
esta proteina aumentan la virulencia de MTB, como en
el caso del genotipo Beijing [37].

LpgH (proteina de 19 kDa)

Lipoproteina glucosilada, representa un antigeno principal de la
pared celular. Entre sus efectos al ser reconocida por el sistema
inmune se incluyen la induccion de la proliferacién de células T in
vitro, estimulacion de la autofagia y activacion de TLR-2.

Cepas de MTB 12646 y SlI, las cuales no expresan la
proteina LpgH in vitro o in vivo tienen un menor nivel de
virulencia en comparacion con cepas que producen
LpgH [38, 39].

LprG (lipoproteina de 27 kDa)

Al igual que LpgH, LprG es una lipoproteina ampliamente
estudiada, representa un antigeno importante para M. bovis y M.
tuberculosis. Es un ligando de TLR-2, e inhibe el procesamiento
antigénico por parte del MHC Il en los macréfagos.

Mutantes que carecen del gen que codifica para LprG
han mostrado una disminucion en LAM presente en la
superficie de MTB, lo cual afecta la interaccién con
células del hospedero y resulta en menor carga bacilar
pulmonar [40]. Adicionalmente, bacterias con una
mutacion que afecta el operon p27-p55 presentan una
disminucion del crecimiento en lineas celulares y
supervivencia en modelos murinos [41, 42].

Familia Acr (a-cristalina)

La familia a-cristalina incluye dos miembros, Acrl (que forma
parte del regulén DosR), cuya expresién se induce por exposicion
a condiciones de hipoxia o altos niveles de o6xido nitrico.

Datos de mutantes para el gen acr han sido
inconclusos. En algunos estudios se ha mostrado que
Aacr mutantes de MTB presentan una disminucion en el
crecimiento en lineas celulares murinas [43], mientras
que otros estudios muestran que dichas mutantes
exhiben un crecimiento incrementado en modelos de
ratones BALB/c [44].
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1.6 Respuesta inmune a la tuberculosis
La comprension de la respuesta inmune frente al proceso de infeccion por MTB

representa una excelente oportunidad para elevar los esfuerzos en busqueda de
erradicar la tuberculosis a través de novedosos planteamientos profilacticos y
terapéuticos; siendo cada vez mas evidente que dicha respuesta representa un alto
grado de complejidad multifactorial [45], involucrando una amplia variedad de células
tanto de la respuesta inmune innata como adaptativa. De manera general, las células
del sistema inmune innato en pulmdn que incluyen a macrofagos, células dendriticas y
neutrofilos desempefian un papel importante como elementos celulares de primera
linea de defensa en contra de este microorganismo [45, 46]. Mientras que, las células
del sistema inmune adaptativo incluyen a linfocitos T CD4 y CD8, los cuales logran
activar las capacidades microbicidas de las células mieloides y epiteliales pulmonares
infectadas. A través de la interseccion de estos ejes de la respuesta inmune se logra
una respuesta coordinada que deriva en Ultima instancia en la formacién de
estructuras tisulares en pulmén llamados granulomas, que representan lesiones
caracteristicas por la infeccion de MTB en donde las bacterias son contenidas a lo
largo de periodos considerables de tiempo. Dichas estructuras logran prevenir la
replicacion activa y la diseminacion de esta bacteria intracelular, sin embargo, de
manera paraddjica también representan el nicho en el cual MTB logra persistir,

manteniendo la posibilidad de una reactivacion en ciertas circunstancias [46].

1.6.1 Respuesta inmune innata
El sistema inmune innato incluye la participacion de aquellas células y mecanismos

que actian como primera linea de defensa en contra de estimulos foraneos
infecciosos potencialmente nocivos. A pesar de que previamente eran consideradas
respuestas simples, ahora sabemos que la inmunidad innata representa un sistema
complejo que permite una respuesta rapida ante una posible invasién. Entre sus
componentes se encuentran las barreras fisicas, barreras quimicas, células
fagociticas, receptores y el sistema del complemento [47]. La respuesta inmune innata
se caracteriza por la ausencia de memoria contra microorganismos especificos a largo
plazo, sus funciones incluyen el reclutamiento de células al sitio de infeccion, acciones
microbicidas contra organismos patdgenos, produccion de citocinas, presentacion de
antigenos y la cooperacién con el sistema inmune adaptativo para en conjunto formar

una respuesta inmune orquestada [47].
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En el caso de la tuberculosis, la inmunidad innata juega un papel relevante tanto en la
respuesta inicial, en la cual su participacion es critica, pero también en la progresion
de la infeccion y el control a largo plazo, generando un enlace continuo que educa las
respuestas adaptativas [46]. las células principalmente involucradas en la respuesta
inmune innata son los macrofagos, las células dendriticas, los neutrofilos y las células
Natural Killer (NK). El establecimiento exitoso de la infeccion por parte de MTB
depende considerablemente de interacciones tempranas con los grupos de células del
sistema inmune previamente mencionadas. Dichas células poseen una amplia
variedad de receptores de reconocimiento de patrones (PRR), incluyendo receptores
tipo Toll (TLRs), receptores tipo Nod (NLRs)y receptores de lectina tipo C (CLRs) [48].
Dichos receptores pueden posteriormente iniciar cascadas de sefalizacidbn que
conllevan a funciones de la inmunidad innata, incluyendo la fagocitosis, autofagia y
apoptosis.

Los macrofagos alveolares son probablemente las células mejor estudiadas en
términos de su capacidad de inducciéon de inmunidad innata contra MTB, y juegan un
papel central en la patogénesis de la enfermedad al representar tanto una primera
linea de defensa, como también el reservorio celular de MTB. Los macréfagos poseen
una amplia variedad de PRR, los cuales reconocen patrones moleculares asociados a
patdogenos (PAMPs) presentes en MTB, incluyendo glucolipidos, proteinas y
carbohidratos. A partir de este reconocimiento sucede una activacion de vias de
sefalizacion especificas que conlleva a la expresion de diversos genes cuyo proposito
final es la eliminacion del patdgeno a través de mecanismos como la produccion de
especies reactivas de oxigeno y/o nitrégeno, la acidificacion de fagosomas y la
autofagia de bacterias presentes en el compartimento intracelular [48].

Los neutréfilos también tienen un papel relevante en la infeccion por MTB, al ser de
las primeras células atraidas al sitio de infeccién gracias a citocinas y quimiocinas
secretadas por parte de macrofagos alveolares y células del epitelio bronquial. Una
vez en el intersticio pulmonar, estas células colaboran mediante la secrecion de
moléculas antimicrobianas y mediadores inflamatorios [46]. Sin embargo, cabe
destacar que los neutrofilos secretan factores que pueden dafar de manera
indiscriminada a las células bacterianas y células propias (incluyendo la catelicidina y

lipocalina-2, asi como colagenasas y mieloperoxidasas), por lo cual constituyen una
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poblacion efectora tanto en el proceso micobactericida como en la inmunopatologia de
la enfermedad [48].

En el caso de las células dendriticas, estas son importantes en procesos de
presentacion antigénica, cerrando la brecha entre la respuesta inmune innata y la
adaptativa. De esta manera, las células dendriticas inician procesos de inmunidad
adaptativa presentando antigenos de MTB en el contexto del complejo principal de
histocompatibilidad (CPH), asi como a través de moléculas coestimuladoras y
citocinas. Las células dendriticas derivadas de monocitos humanos expresan
receptores de manosa y la molécula especifica de células dendriticas DC-SIGN (por
sus siglas en inglés DC-specific ICAM-grabbing nonintegrin). Ambas reconocen
ligandos de MTB, incluyendo la lipoproteina IprG y mandsidos de fosfatidilinositol
hexamanosilado (PIMs). Existe evidencia de la capacidad de MTB de infectar y
persistir en el interior de células dendriticas, tanto murinas como humanas. Una vez
fagocitada la bacteria, estas células migran a ganglios linfaticos toracicos donde
logran iniciar respuestas antigeno-especificas por parte de la poblacion de linfocitos T
[46, 48]. De no haber este transporte de antigenos hacia los ganglios linfaticos por
parte de esta poblacion celular, dificiimente se lograria iniciar una respuesta inmune

adaptativa.

1.6.2 Respuesta inmune adaptativa
La respuesta inmune adaptativa se caracteriza por el reconocimiento y eliminacion de

células especificas, entre sus atributos esta respuesta es inducible, especifica,
transferible y posee memoria. El control de la infeccion por MTB requiere de manera
determinante de la existencia y buen funcionamiento de células que trabajan en el
contexto de la inmunidad adaptativa, particularmente los linfocitos T, cuya deficiencia
es catastrofica para los desenlaces posteriores a una infeccion por MTB [46], como
puede observarse en individuos que presentan deficiencias en dicha poblacién de
células, incluyendo aquellos pacientes con infeccién avanzada por el VIH.

El papel de la inmunidad adaptativa en el control de MTB inicia a partir del cebado que
realiza la inmunidad innata. En este caso, las DCs presentan antigenos de MTB a
través del CPH, movilizando de esta manera las respuestas inmune adaptativas que
ayudaran en el control de la replicacion bacteriana. Para lograr activar esta respuesta,
las DCs migran hacia los ganglios linfaticos donde drena el pulmon y liberan

antigenos para que las células residentes de estos 6Organos los fagociten. Es
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importante recalcar que la interaccion entre las DCs y los linfocitos T depende de la
integridad de la maquinaria de presentacion antigénica, incluyendo la expresion
adecuada de CPH, moléculas coestimuladoras y citocinas, y uno de los principales
mecanismos de evasion de la respuesta inmune por parte de MTB radica sobre la
alteracion de este proceso, incluyendo una deficiencia en la presentacion de
antigenos por parte de macréfagos en el contexto del CPH clase I, y otros procesos
previamente descritos.

Una vez que la respuesta inmune adaptativa ha sido estimulada por parte de las DCs
inicia un proceso que se caracteriza por la secrecion de citocinas y acciones
antimicrobianas directas por parte de diversos linfocitos. Se debe considerar
imperativo mantener siempre un estricto balance en términos del proceso inflamatorio
que busca eliminar a MTB, evitando al mismo tiempo producir dafio colateral por
inflamacién excesiva. En los diversos modelos murinos de tuberculosis, es claro que
el papel de las células T CD4+ es estelar para el control de esta enfermedad [46, 49].
Diversos modelos experimentales han mostrado que existe un retraso importante en
la iniciacién de la respuesta de células T CD4+ posterior a la infeccion por MTB [46,
50], el cual oscila entre 2 y 4 semanas en modelos murinos y de primates. Sin
embargo, una vez que el proceso de “priming” de células T se ha llevado a cabo,
diversos mecanismos trabajan en conjunto para lograr el control de la infeccién. Entre
estos, uno de los mejores estudiados es el papel del IFN-y. Desde hace varias
décadas se conoce que sujetos con defectos en la expresion de IFN-y son
extremadamente susceptibles a infecciones por MTB. Otros factores que condicionan
el desenlace posterior a una infeccion son la citocina IL-12, la cual tiene un papel
importante para polarizar la respuesta hacia un fenotipo Thl, y el factor de
transcripcion Tbet, el cual delimita el linaje a Thl. La evidencia muestra por lo tanto
que el eje IL-12/IFN-y es critico para el control de la tuberculosis, y por lo tanto la
polarizacién de la respuesta inmune hacia un fenotipo Thl parece ser de suma
importancia para los mecanismos efectores exitosos contra este patégeno. En este
caso, el IFN-y producido por los linfocitos T CD4+ tiene un potente efecto activador
sobre los macrofagos, posteriormente estos producen IL-1, la cual tiene un efecto
paracrino sobre linfocitos cercanos, estimulando la produccion de IL-2 y de esa

manera generando un eje autocrino que deriva en la proliferacion linfocitaria [51].
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Existen otros mecanismos de proteccion por parte de la respuesta inmune adaptativa,
incluyendo la produccién de IL-17, una citocina inflamatoria que puede ser producida
por subgrupos especificos de células T CD4+. Las respuestas de tipo Thl7 son
generalmente observadas posterior a un proceso de inmunizacion, sin embargo, estan
practicamente ausentes en individuos con tuberculosis activa. A pesar de tener un rol
menos protagonico, diversos estudios han identificado que las células con un fenotipo
Th1l7 pueden contribuir a la proteccidbn contra MTB mediante la expresion de
quimiocinas reclutadoras de células Th1l, incluyendo CXCL9, CXCL10 y CXCL11 [52].
Ultimadamente, los diversos eventos de sefalizacién en la mayoria de los casos
siguientes a una primoinfeccién derivaran en la formacion de un granuloma, una
estructura histopatologica caracteristica de la infeccion por MTB [53]. Los granulomas
representan lesiones crénicas inflamatorias de agregados celulares que son clasicos
en la tuberculosis (Figura 8) [54]. En estos sitios, las bacterias son contenidas, pero al
mismo tiempo pueden sobrevivir disminuyendo su tasa metabdlica y replicativa,
entrando en el periodo conocido como latencia, en el cual puede perdurar durante
décadas [53]. La formacion de un granuloma es un evento que requiere un balance de
citocinas especifico, en este caso IFN-y y TNF-a son de gran relevancia para suscitar
la formacion y el mantenimiento de la estructura, mientras que otros factores, como IL-
10 tienen un efecto contrario [53]. En la mayoria de los individuos infectados por MTB,
el sistema inmune coordina exitosamente el balance entre células y citocinas para
contener la enfermedad, tal como se describié previamente. Sin embargo, el fallo para
montar inicialmente esta respuesta, 0 su deterioro por condiciones que generen
inmunosupresion pueden conllevar a los procesos inmunopatolégicos que derivan en

la progresion de la enfermedad.
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Figura 8. Arquitectura de un granuloma pulmonar durante la infeccién por MTB. Fuente [7].

La regulaciébn negativa también tiene un papel importante en la homeostasis
inmunoldgica limitando el dafio tisular ocasionado por la inflamacion, pero ciertas vias
inhibitorias pueden también jugar un papel crucial en la persistencia del patégeno [46].
Por ejemplo, la IL-10 es una citocina que tiene la capacidad de suprimir la produccion
de IL-1 e IL-2, sin embargo, su papel en la supresion de las respuestas Thl durante la
infeccion por MTB parece ser limitado. Es claro que la regulacion estricta de todas
estas poblaciones celulares y citocinas tiene implicaciones relevantes en el fenotipo
de la respuesta inmune y el control de la bacteria, con el objetivo de lograr un
aclaramiento al mismo tiempo que se preserva la arquitectura y funcionamiento de los

tejidos del hospedero.

Il VACUNACION CON BCG

2.1 Historia de la BCG
Durante 100 afios (1921-2021) la vacuna BCG ha sido la Unica vacuna profilactica

aceptada por las instancias internacionales para el control de la tuberculosis.
Inicialmente fue desarrollada por Albert Calmette y Camille Guérin (Bacillus Calmette-
Guérin) en el Instituto Pasteur de Francia, mediante el pase por medio de cultivo 230
veces de una cepa virulenta de Mycobacterium bovis en un periodo comprendido
entre 1908-1921 [55]. El descubrimiento de la BCG fue resultado de una observacion
fortuita, cuando Calmette y Guérin intentaban cultivar bacilos de tuberculosis usando
un medio a base de papas y glicerina, al cual posteriormente afiadieron bilis para
intentar obtener una suspension homogénea de las bacterias. Como resultado de
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dicho subcultivo surge una cepa atenuada del microorganismo, el cual posterior a
muchos pases es ahora conocido como la BCG, la vacuna mas ampliamente utilizada
en la historia de la humanidad [56]. Existen diferencias marcadas entre la BCG y
cepas virulentas de Mycobacterium bovis, incluyendo diferencias genémicas como la
delecion en la BCG de la RD1, con lo cual se eliminan 9 genes, incluyendo PPE-68,
PE35, ESAT-6 y CFP-10, muchos considerados factores de virulencia importantes del
microorganismo [57].

La eficacia y seguridad de la BCG fue inicialmente probada en 1919, mediante su
aplicacion a conejos, cobayos, ganado y caballos. En todos estos casos, la cepa fue
segura y no se observo tuberculosis progresiva en los hospederos. Para 1921 los
investigadores decidieron utilizar la cepa en el primer ensayo clinico en humanos,
mediante su aplicacién por via oral a un infante cuya madre habia muerto de
tuberculosis horas posterior al parto, al no observarse eventos adversos su uso
continuo y para 1924 surgen los primeros reportes de la aplicacion de la BCG en 664
infantes nuevamente citando un perfil seguro.

En 1928 aproximadamente 114,000 infantes habian sido vacunados con la BCG,
mostrando una disminucion en la mortalidad por tuberculosis en analisis iniciales
reportados por Calmette y Guérin. En 1934 la ruta de administracién cambia gracias al
trabajo de Wallgreen y Heimbeck en los paises Escandinavos, y la BCG se administra
en diversas regiones incluyendo Espafia, Estados Unidos y Gran Bretafia [56].

El uso de la BGC continu6 de manera acelerada, sin embargo, para la década de
1950 era claro que los protocolos de administracién tenian variaciones importantes
entre diversas regiones, lo cual podia impactar la eficacia de la vacuna de manera
importante. Al ser un microorganismo vivo atenuado, los procedimientos para su
mantenimiento dependian del laboratorio que manejara el microorganismo,
conllevando al surgimiento de diversas subcepas de la BCG, de igual manera la edad
y caracteristicas de la poblaciéon vacunada presentaban variabilidad entre regiones
[56]. En 1966 surgen los resultados a largo plazo del ensayo de vacunacion en el sur
de Estados Unidos. Dicho estudio incluyé a 64,136 individuos de Georgia y Alabama
de diversos grupos etarios quienes recibieron la cepa Tice de BCG. Los resultados
mostraron una disminucion en la incidencia de tuberculosis de solamente 5% en el
grupo vacunado con BCG, concluyendo que dicho beneficio no justifica la aplicacion

masiva de BCG [58]. Por otra parte, un estudio realizado en la Gran Bretafia que
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incluyé a 54,239 participantes entre 14-15 afios de edad identifico una eficacia de la
BCG de 84% en los primeros 5 afios posteriores a la aplicacion [59]. Dichos
resultados conllevaron a la administracion masiva de la BCG en la mayor parte del
mundo, siguiendo la recomendacion de la OMS.

En México la BCG fue introducida en 1925, y para 1931 su produccion se establecio
en el Instituto de la Higiene para su aplicacién a nifios de madres con tuberculosis.
Desde ese afio, hasta 1970 la BCG-México fue producida en el pais para su uso aqui
y en algunos otros paises de Latinoamérica, sin embargo, en 1970 la cepa fue
cambiada a BCG-Danesa debido a cambios en la metodologia de produccion e
implementacién de la liofilizacién. Dicha produccion continué hasta 1998, a partir de
entonces la BCG que se utiliza en México es importada de otras fuentes dependiendo
de su disponibilidad [57].

2.2 Subcepas de la BCG
El término BCG en realidad no hace ya referencia a un Unico Bacillus, mas bien

comprende un numero de subcepas que difieren en cuestion a su genotipo y fenotipo,
con un impacto sobre las propiedades de la vacuna que hasta esta fecha no se
encuentra completamente elucidado [60]. En 1924 la BCG comenz06 a ser distribuida a
partir del Instituto Pasteur a diversos laboratorios alrededor del mundo. La primera
cepa fue enviada a Rusia, conllevando al surgimiento de la BCG-Moscow. De esta
manera, diversas subcepas se originaron a partir de los diferentes laboratorios a
donde inicialmente fueron distribuidas, llevando el nombre del lugar donde
inicialmente surgieron (BCG Japén, BCG Phipps [Philadelphia], BCG Danesa) [57]. La
distribuciéon avanzé aceleradamente, llegando a 50 paises en 1927. Durante este
tiempo, y hasta 1960, la BCG fue preservada mediante subcultivos cuyas condiciones
eran estandarizadas en cada laboratorio particular. Como consecuencia surgié una
gran heterogeneidad en el cuidado y crecimiento de la cepa parental, conllevando a
diferencias entre las cepas de BCG mantenidas en cada laboratorio [60]. Dichas
diferencias incluyen diferencias morfologicas en el tamafo, forma y textura de las
colonias en medio, diferencias gendmicas, diferencias en produccién de antigenos
(MPB64, MPB70) y diferencias en la produccion de acidos micolicos (acidos micélicos

alfa, metoxi y ceto).
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Las diferencias fenotipicas y bioquimicas entre las subcepas de la BCG son también
acompafadas por diferencias en los niveles residuales de virulencia, con lo cual se
sospecha un impacto en la eficacia de la cepa vacunal consecuente a dichos
mecanismos de atenuacién adicionales a los generados entre 1908-1921 [60]. Esta
primera atenuacion tuvo como consecuencia principal la pérdida de la RD-1, como se
describe previamente, una region de diferenciacion que estid ausente en todas las
cepas de BCG, pero presente en cepas virulentas de MTB. Posteriormente, otros
mecanismos de atenuacion observados después de 1924 incluyen la pérdida de
expresion de proteinas antigénicas (por ejemplo, las cepas “tardias” [>1927] no
expresan MPB64 y tienen una produccidén deficiente de metoximicolato, un acido
micélico de la pared celular). Otra diferencia importante radica en la produccién de
Dimicoserosato tiocerol (PDIMs) y glucolipido fendlico (PGs), los cuales no son

producidos por la BCG Japon, BCG Moreau y BCG Glaxo.

En la década de 1970 las diferencias entre las subcepas de la BCG y las
implicaciones que estas diferencias podrian tener respecto a la eficacia de la vacuna
eran un tépico de discusién en la OMS, que llevé a cabo diversos ensayos para
comparar algunas caracteristicas entre 12 subcepas de la BCG, identificando que
algunas subcepas tenian mayores niveles de atenuacion y por lo tanto podrian no

suscitar una adecuada estimulacién del sistema inmunolégico [60].

2.3 Eficacia de la BCG
La vacunacion con BCG ha estado incluida en el Programa Expandido de

Inmunizacion de la OMS desde 1974, con una poblaciéon de mas de 4000 millones de
individuos vacunados a la fecha [56]. Sin embargo, su aplicacibn masiva es
controversial debido a la gran heterogeneidad entre los resultados de eficacia
publicados en diferentes ensayos, incluyendo el ensayo en el sur de Estados Unidos
que identificd que no habia proteccion usando BCG-Tice y el ensayo en Gran Bretafia
gue alcanzd6 un gran nivel de eficacia utilizando BCG-Copenhague en adolescentes
con una prueba negativa de tuberculina. En 1979 se publicaron los resultados del
ensayo Chingleput realizado en el sur de la India. Este estudio incluyé a 260,000
individuos vacunados con las cepas Pasteur y Danesa de BCG, y concluy6 que la
BCG no proveia proteccién contra la tuberculosis pulmonar [61, 62]. Dichos resultados

divergentes conllevan a una tasa de proteccién por parte de la BCG contra la
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tuberculosis pulmonar que oscila entre el 0-75% [21, 60], con una tasa global del 50%
estimada por un meta-andlisis publicado en 1994 y que incluy6 16 estudios [57, 63].
Diversas hipotesis que han sido planteadas para tratar de explicar la diferencia entre
tasas de proteccién reportadas en los estudios realizados, incluyendo diferencias
entre las subcepas de vacunas utilizadas, la falta de proteccion por exposicion a
micobacterias ambientales, diferencias en las caracteristicas demogréficas de las
poblaciones estudiadas y la metodologia de cada ensayo respecto al seguimiento de
los sujetos incluidos. Otra hipotesis propone que la BCG confiere proteccion contra
algunas, pero no todas, las cepas de MTB [64].

Mas recientemente, una nueva revision sistematica y meta-analisis fue publicada, la
cual incluyé 18 ensayos clinicos aleatorizados para tuberculosis pulmonar y 6 ensayos
clinicos para tuberculosis miliar o meningea. Los resultados de este estudio mostraron
que el nivel de proteccién de la BCG es mayor en infantes quienes son sometidos a
pruebas de tuberculina previas a la vacunacion, asi como en ensayos conducidos
lejos del ecuador, donde las micobacterias ambientales se encuentran en menor
cantidad. No se encontr6 evidencia de que la eficacia estuviera asociada con la
subcepa de vacuna utilizada [65].

2.4 Recomendaciones del uso actual de la BCG
Actualmente la BCG continta siendo la Unica vacuna aprobada por la OMS como

vacuna profilactica contra la tuberculosis, y se recomienda que “se aplique la
vacunacion universal con BCG al nacimiento en todos los paises 0 escenarios con
una alta incidencia de tuberculosis o lepra. Se debera administrar una sola dosis de
BCG a todos los neonatos sanos en el momento posterior al nacimiento” [66]. Esto
debido principalmente a la proteccién elevada otorgada por la BCG contra formas
graves de tuberculosis en nifios, asi como la observacion de que una respuesta
inmune previa especifica contra MTB puede lograr una contencion mas pronta y
menor carga bacteriana en individuos vacunados [67, 68]. Actualmente, la Norma
Oficial Mexicana (NOM)-036-2002-SSA2 estipula que la BCG debe ser aplicada a

todos los nifios durante el primer afio de vida mediante la via intradérmica [57].

. LINAJES DE MTB
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3.1 Origenes del cMTB
Sabemos que la tuberculosis es una enfermedad ancestral que ha afligido al ser

humano a lo largo de su historia en mayor y menor proporcion. En 1882, por ejemplo,
la tuberculosis causaba el 20-25% de las muertes en adultos [69]. Actualmente y a
pesar de todos los avances de los ultimos 200 afios, la tuberculosis representa el 25%
de las muertes prevenibles de los adultos que viven en paises en vias de desarrollo,
asi como un tercio de las muertes relacionadas al VIH/sida [70].

El cMTB hace referencia a un grupo de diversos linajes micobacterianos patogénicos
para una amplia gama de hospederos; es un grupo de bacterias altamente
relacionadas, el cual incluye a los patdégenos obligados en humanos: Mycobacterium
tuberculosis (sensu stricto; linajes 1-4, 7) y a Mycobacterium africanum (linajes 5,6).
La evolucion de este complejo se subdivide en macroevolucién, la cual incluye
diferencias entre linajes y diferencias en términos de distribucion geografica, y por otra
parte la microevolucion, que impacta sobre tasas de mutaciones y gobierna el
surgimiento de nuevas mutaciones en el contexto de bacterias infectando un paciente
recibiendo tratamiento clinico farmacolégico.

Es probable que un organismo similar a M. canettii, patdégeno facultativo altamente
restringido al area de Africa sea el ancestro directo de MTB, esto con base en
estudios comparativos que han identificado aproximadamente 50 genes presentes en
MTB, pero ausentes en M. canettii. Esto a su vez conlleva a la hipétesis de “salido de
Africa” que plantea que el ancestro comiin de MTB existié hace 40,000-70,000 afios, y
este emerge de Africa acompafiando las ondas migratorias provenientes del

continente [8]. (Figura 9)
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Figura 9. Esquema representativo de la hipétesis “salido de Africa”, surgida a partir de analisis filogenéticos

del MTB. Cada linea de un color distinto representa los diversos linajes que componen el complejo. Fuente [8].

3.2 Clasificacion en familias
Los mecanismos implicados en la virulencia asi como los diversos factores asociados

al hospedero y su medio ambiente que pueden impactar la variabilidad de la
enfermedad por MTB aun no son completamente conocidos. Se ha sugerido que
factores del hospedero, asi como ambientales pueden tener un efecto importante
sobre el curso de la enfermedad. Sin embargo, existe evidencia contundente respecto
a los factores intrinsecos de la bacteria y como estos contribuyen a la variabilidad de
la presentacion clinica, la transmisibilidad e incluso el desenlace al tratamiento [70].
El género Mycobacterium incluye una gran cantidad de especies (>170), la mayoria
siendo considerados organismos ambientales, pero incluyendo diversos patégenos.
Posterior a su establecimiento como un patégeno profesional, el cMTB evolucioné en
linajes adaptados a diversos hospederos. Dentro del cMTB se encuentran siete linajes
adaptados a hospederos humanos, y algunos otros linajes adaptados a animales
domésticos y salvajes. Los linajes 2, 3 y 4 comparten una delecion (TBD1). Otras
deleciones presentes entre los diversos linajes incluyen la RD7, RD8, RD9 y RD10.
Los miembros del cMTB adaptados a hospederos humanos presentan una estructura
poblacional filogeografica, es decir, muchos de los linajes exhiben restricciones
geogréficas importantes, a pesar de que otros pueden mostrar distribucién global. Los
linajes mas ampliamente distribuidos son el linaje 2 y el linaje 4. Los linajes 1y 3
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ocurren principalmente alrededor del océano indico y los linajes 5 y 6 estan

restringidos al este de Africa, mientras que el 7 es casi exclusivo de Etiopia [71].

3.3Genotipo Beijing

3.3.1 Caracteristicas y clasificacion
El genotipo Beijing representa actualmente la cepa que con mayor frecuencia causa

tuberculosis a nivel global [70]. Este grupo de cepas tiene caracteristicas genotipicas
definitivas las cuales las diferencian de otros genotipos de MTB, incluyendo el hecho
de que forman parte del linaje del Este de Asia, tienen diversos SNPs Unicos a este
genotipo (Tabla 2), y tienen un elemento de insercion 1S6110 integrado entre los
genes que codifican para proteinas de replicacion del DNA dnaA y dnaN [72].
Adicionalmente, todas hibridan en minimo 3 de los espaciadores 35-43 en la region
gendémica DR. El genotipo Beijing a su vez se subdivide en dos grupos principales. El
primero son las cepas tipicas, las cuales tienen una insercion de dos copias de
IS6110 en la regidon cromosémica NTF (noise transfer function). Estas cepas son
observadas con mayor frecuencia en diferentes regiones geogréficas y tienen un
patrén de RFLP similar, junto con mutaciones en genes que codifican para enzimas
de reparacion del DNA (mutadores putativos incluyendo mutT2 y mutT4). Por otra
parte, el segundo grupo incluye a las cepas atipicas, las cuales poseen solo una copia
de IS6110 en la regidbn NTF y tienen un patréon de RFLP mas diverso en comparaciéon
con las cepas tipicas [73].

De manera general se considera que las cepas Beijing tipicas son cepas modernas,
las cuales comenzaron un proceso de expansion en la década de 1980 del siglo
pasado, convirtiéendose en las mayormente prevalentes. Por otra parte, las cepas
Beijing atipicas son las cepas mas antiguas, con menor virulencia y transmisibilidad. A
pesar de ser meramente una hipotesis, se ha planteado que las cepas tipicas
pudieron haber surgido a partir de las cepas atipicas por fuerzas de presion selectiva,

incluyendo la vacunacion masiva con BCG [70, 74].

27



Tabla 2. SNPs informativos para tipificar bacterias del complejo MTB, genotipo Beijing

Linaje Posicion Cambio de alelo Nombre del gen
2 497491 GIA glnH
2 1881090 CIT pks7
2 2505085 G/A cobC
2 4248115 CIT embB
2 3836274 GIA groEL1
2 346693 GIT eccC3
3.3.2 Origen

El primer reporte del genotipo Beijing se atribuye a van Soolingen y cols., 1995, donde
este grupo de investigadores reporto los resultados de un analisis de la estructura
poblacional de cepas de MTB recolectadas de pacientes con tuberculosis residentes
de China entre 1992-1994, concluyendo que la mayoria de los aislados pertenecian a
un grupo estrechamente relacionado y con un patron compartido de fragmentos de
restriccion. Al haber sido aisladas la mayoria de estas cepas en la provincia de
Beijing, el grupo recibié el nombre de “familia Beijing” de MTB. De manera interesante
las cepas de la familia Beijing también dominaban el panorama epidemioldgico en
paises vecinos a China, incluyendo Mongolia, Korea del Sur y Tailandia, pero no en
otros continentes, lo cual sugeriria que dichas cepas se expandieron a partir de un
ancestro comun que poseia alguna ventaja adaptativa. Los autores notaron que un
factor comun en los paises del Sureste de Asia donde observaron esta dominancia
por parte de la familia Beijing es la vacunacién masiva con BCG, sugiriendo que la
vacunacion a largo plazo podria haber actuado como fuerza de seleccion implicada en
la diseminacion exitosa de las cepas de esta familia [75].

Por otra parte, Mokrousov ha sugerido que este genotipo tuvo origen en el Norte-
Centro de China hace mas de 1000 afios, y que su diseminacion al resto del mundo
pudo haber sido causada por movimientos poblacionales. Esto con base en un estudio
en el cual se utilizé el genotipo Beijing como modelo y fue comparado respecto a su
filogeografia con demograficas poblacionales en humanos y filogeografia del
cromosoma Y. A partir de dos hipoétesis (el surgimiento del genotipo Beijing en Asia
Central y su diseminacion por parte de granjeros tibetanos al este de Asia), los

autores sugieren que la introduccion del genotipo Beijing a Euro-Asia y Sudafrica y su
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diseminacion posterior fueron eventos histéricamente recientes e influenciados por

parte de factores demograficos y climaticos [73].

3.3.3 Virulencia
Las bacterias del genotipo Beijing poseen caracteristicas fenotipicas particulares, y

diversos estudios han mostrado que podrian de manera general ser mas virulentas en
comparacion con otros genotipos del cMTB, y esto en parte puede explicarse debido a
diferencias entre la interaccién que sucede entre bacterias del genotipo Beijing y las
células del sistema inmunolégico de su hospedero. En este contexto, virulencia se
define por la habilidad de las bacterias para infectar, sobrevivir y multiplicarse en el
interior de los macréfagos del hospedero, su habilidad para inducir una respuesta
inflamatoria y su habilidad para persistir a pesar de las defensas del hospedero, y
puede ser cuantificada como el tiempo o tamafio del in6culo requerido para producir la
muerte del hospedero, el nimero de unidades formadoras de colonias (UFCs)
obtenidas de homogenizados de pulmén y la histopatologia pulmonar. Diversos
estudios se han enfocado en la identificacién de los mecanismos por los cuales estas
cepas suprimen la respuesta del sistema inmune, pero ain no esta bien esclarecido
como los llamados factores de virulencia permiten a estas bacterias el crecimiento,
supervivencia y la diseminacién hacia nuevos hospederos.

Entre los factores que han sido estudiados, se ha identificado que las bacterias del
genotipo Beijing inducen una mayor mortalidad en comparacién con cepas de otros
genotipos, y esto parece ser el resultado de una disminucion en la capacidad de las
células del bazo y ganglios linfaticos del hospedero para proliferar y producir IFN-y
como respuesta a antigenos micobacterianos [70, 76]. De hecho, las caracteristicas
de la respuesta inmune asociada a infecciones por cepas del genotipo Beijing han
sido ampliamente estudiadas. Por ejemplo, en modelos murinos, la infeccion por
cepas Beijing produce un decremento en la produccién de IL-12 e IFN-y, asi como un
aumento de IFN-a. Otros estudios han identificado que las cepas Beijing en ocasiones
pueden estimular una respuesta de tipo Thl, sin embargo, esta es efimera y decae
rapidamente a las dos semanas postinfeccion [77].

Se ha postulado que dichas observaciones podrian tener como fundamento el hecho
de que MTB ha logrado evolucionar un niumero importante de mecanismos para evitar

el reconocimiento por parte del sistema inmune del hospedero, incluyendo la
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produccion de PGL por parte de una poliketido sintasa, el cual disminuye la
produccion de citocinas Thlde manera dependiente de dosis. De manera interesante,
las cepas de genotipos no-Beijing poseen una delecién de 7 pares de bases (pb) en el
gen que codifica para la poliketido sintasa, lo cual se ha asociado con una
incapacidad para producir PGL. Sin embargo, cabe recalcar que cuando a cepas no-
Beijing se les restituye la funcion de esta proteina, la virulencia se asemeja a la de las
cepas Beijing, sin embargo, la respuesta inmune varia. Esto conlleva a estipular que
la habilidad para inmunomodular el sistema del hospedero por parte del PGL depende
también del contexto genético de la cepa que lo produce [70]. Otro mecanismo por el
cual las cepas del genotipo Beijing parecen evitar el reconocimiento inmune es la
expresion de antigenos como la a-cristalina, y la menor expresion de estimulantes de
células B y T (como la proteina de transporte de fosfatos PstS1), de esta manera
minimizando el reconocimiento inmunolégico de la bacteria. Por ultimo, se ha
estipulado que las bacterias del genotipo Beijing tienen la capacidad de expresar
genes PPE de manera diferencial, influenciando la respuesta inmune del hospedero,
como es el caso de PPE44, una proteina producto de un gen conservado entre cepas
de MTB, pero con variaciones importantes en términos de la expresion por parte de
cepas Beijing [78].

Otros factores importantes que impactan en la virulencia de las cepas del genotipo
Beijing incluyen una mayor expresion de factores como SigA, mayor expresion basal
de genes asociados a regulones de latencia (dosR, Rv3130c, hspX, fdxA), copias
adicionales del regulon dosR, y un mayor nivel de transcripcion del gen que codifica
para la triacilglicerol sintasa, cuya actividad se induce en condiciones de hipoxia [70].

3.3.4 Ventajas adaptativas
La capacidad de las cepas del genotipo Beijing para diseminarse a lo largo de una

poblacion es resaltada por diversos estudios que documentan dichos patrones en
poblaciones en las cuales ha sido introducida recientemente [70]. Por ejemplo, un
brote importante de tuberculosis causada por una cepa MDR del genotipo Beijing
(cepa “W”) ocurrio en la década de los 90s en la ciudad de Nueva York, ubicada en un
pais que no considera a la tuberculosis como un problema de salud publica.
Adicionalmente, otros brotes a nivel mundial también han sido causados por el

genotipo Beijing, y la base de datos spolDB4 muestra que las cepas del genotipo
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Beijing se encuentran presentes en el mayor nimero de paises a nivel mundial, con el
13% de los aislados clinicos globales perteneciendo a este grupo, y el 50% de los
aislados clinicos obtenidos en la region del sureste de Asia [78].

Los factores que han contribuido a la diseminacion exitosa de estas cepas aun no se
encuentran del todo elucidados, sin embargo, una hipétesis importante menciona que
estas cepas podrian tener ventajas intrinsecas sobre otros genotipos de MTB en
cuestion a la evasion de la respuesta inmune suscitada por la BCG [79]. En algunos
estudios in vivo se ha observado que la vacunacibn con BCG no protege
adecuadamente contra cepas del genotipo Beijing [24]. Estudios epidemioldgicos han
mostrado una mayor proporcion de aislados clinicos del genotipo Beijing tipico a partir
de individuos vacunados previamente con BCG, en comparacion con individuos no
vacunados [79], lo cual apoya la hipétesis que estipula que la vacunacién con BCG
podria haber favorecido la diseminacién de estas cepas ampliamente distribuidas de

manera mas reciente.

V. VACUNACION Y VIRULENCIA
La mayoria de los programas de vacunacion tienen como proposito reducir la

prevalencia de una enfermedad de origen infeccioso y, en algunos casos, lograr su
erradicacion. Sin embargo, los efectos a largo plazo de la vacunacion sobre los
microorganismos contra los cuales son disefiadas las vacunas han sido ampliamente
estudiados [80]. Dichos estudios consideran que las vacunas raramente proveen una
protecciébn completa contra la enfermedad, pero aun asi son utilizadas para proteger
tanto a nivel individual como poblacional [81]. El fenédmeno de la diseminacion de
“variantes de escape” a través del cual se cimenta el concepto de resistencia a la
vacunacion implica la presentacion de epitopos distintos a los encontrados en la
vacuna por parte de ciertos microorganismos, escapando de esta manera el
reconocimiento inmune. Existen estudios que se enfocan en el impacto potencial de
diversos tipos de vacunas sobre la evolucién de la virulencia de un patégeno y las
consecuencias que tendria en términos de salud publica. Esto ha sido ya observado
en el caso de microorganismos contra los cuales existen estrategias de vacunacién
masiva como la polio, la hepatitis B [81], H. influenzae [82], virus del sarampién [83,

84], el virus de las paperas [85] y Bordetella pertussis [86].
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4.1 Impacto de las vacunas imperfectas en la virulencia del patdogeno
Desde un punto de vista teorico, las vacunas pueden dividirse en dos subtipos:

aquellas que previenen la infeccion de todos los individuos expuestos a un patégeno
(vacunas perfectas, ) y aquellas que no necesariamente previenen la infeccién de un
hospedero, pero pueden disminuir la severidad de la infeccion o la transmisibilidad del
patdégeno (vacunas imperfectas) [87]. Estas ultimas tienen como consecuencia en
dichos ensayos de modelaje matematico un aumento en los niveles intrinsecos de
virulencia del patégeno, y por lo tanto una mayor severidad del curso de la
enfermedad, particularmente para individuos no vacunados [81]. De manera similar a
la resistencia farmacoldgica, este efecto indeseado puede ocurrir como consecuencia
de la vacunacién masiva, sin embargo se estipula que seria en escalas de tiempo
mayores a las de la duracion de un ensayo clinico estandar, por lo cual es dificil
predecir/observar el fenébmeno en este contexto [87].

Previamente, Ganusov & Antia examinaron a manera de modelaje matematico si las
vacunas imperfectas pueden conllevar a la evolucion de formas mas o menos
virulentas de un patégeno de forma general. Utilizando modelos de dinamica
intrahospedero y de las respuestas inmunes los autores identifican que el uso de
vacunas imperfectas conlleva a la evolucién de patdgenos con una mayor tasa de
crecimiento intra-hospedero. Adicionalmente, concluyen que cuando un patégeno
prevalente en el contexto de una poblacion con alta cobertura de vacunacion infecta a
un hospedero no vacunado tiene como resultado una mayor mortalidad, pero menor
transmision del patdgeno. Dichos resultados sugieren que los mecanismos de accion
de las vacunas y su eficacia son de gran importancia para predecir las consecuencias

evolutivas a largo plazo en el uso de vacunas imperfectas [87].

4.2 Efectos de la cobertura poblacional de vacunacion
Mientras que una baja cobertura de una vacuna imperfecta conlleva a la disminucion

en la virulencia del patdégeno, diversos modelos matematicos han mostrado que las
coberturas medias-altas tienen consecuencias distintas. En estos casos, la presion
selectiva conlleva a la dominancia de cepas que tengan un mayor nivel de virulencia,
y que tengan la capacidad de infectar tanto a hospederos virgenes como a
hospederos vacunados [88]. Esto implica una verdadera desventaja para los
hospederos virgenes, ya que pueden ser infectados tanto por las cepas de baja
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virulencia inicialmente prevalentes en la poblacién, asi como por las cepas
seleccionadas como producto de la vacunacion. Dichos tipos de poblaciones
conllevan a una elevacion de la virulencia general de los microorganismos, debido a
que la cepa proveniente de hospederos vacunados aparece con mayor frecuencia
como producto de la elevada cobertura [88] (Figura 10).

Dichas observaciones tedricas pueden ser contrastadas con las observaciones sobre
las consecuencias epidemiolégicas de la introduccion de la vacuna celular completa
contra Bordetella pertussis. Esta vacuna fue introducida en diversos paises en la
década de 1950, con lo cual hubo una rapida disminucién en la incidencia de tos
ferina, ocasionada por este microorganismo. Como consecuencia de la vacunacién
masiva se observé una disminucion importante en la incidencia de la enfermedad para
la década de 1970, sin embargo, para 1996 diversos paises se encontraban
experimentando un incremento en la incidencia de tos ferina, esto a pesar de
mantener altas tasas de cobertura de vacunacion [86]. Entre las diversas hipotesis
que fueron planteadas para explicar el resurgimiento de la enfermedad se incluye la
posibilidad de una expansion de cepas antigénicamente distintas de aquellas
utilizadas para generar la vacuna. Para evaluar esta hipoétesis, investigadores en
Holanda recolectaron aislados de Bordetella pertussis provenientes de pacientes
infectados entre el periodo de 1949-1996 (pre y post vacunacidn masiva) para
estudiar si existian variaciones en los genes que codifican para dos factores de
virulencia de este microorganismo como P.69 y la toxina pertussis S1. Los resultados
indicaron la presencia de tres variantes derivadas de P.69 y tres variantes de S1, las
cuales conllevaron a diferentes aminoacidos en las secuencias proteicas. Una
observacion interesante fue que las variantes de P.69 y S1 encontradas en el periodo
de tiempo de 1950 fueron idénticas en el 100% de los casos a las variantes de las
cepas con las que fue preparada la vacuna celular completa. Sin embargo, variantes
diferentes a las presentes en la vacuna fueron identificadas en afios posteriores, y
fueron encontradas en el 90% de las cepas recolectadas en el periodo 1990-1996.
Los resultados sugieren una seleccion de cepas que son antigénicamente distintas a
las encontradas en la vacuna, y se sugiere que dicha seleccion podria derivar de la
vacunacion. Por dltimo, es importante recalcar que la vacuna protege mejor contra
aquellas cepas que tienen variantes de P.69 y S1 idénticas a las encontradas en la

vacuna, en comparacion a cepas con variantes distintas (p=0.024). Este es el primer
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estudio en evaluar el efecto a largo plazo (>44 afios) de la vacunacidbn masiva en
términos de cambios antigénicos en la poblacion de microorganismos. Los
argumentos moleculares e inmunologicos derivados de dicho estudio sugieren que
estas variaciones son la consecuencia de un proceso de seleccion inmunoldégica [88],
particularmente a través de nuevas variantes presentes en factores de virulencia de
dicho microorganismo, las cuales difieren de las que se encuentran en las cepas
vacunales. Este desplazamiento entre cepas con factores de virulencia idénticos a los
encontrados en la vacuna, por cepas con factores de virulencia distintos a los
encontrados en la vacuna y su relacion con la cobertura de vacunacion es
evidenciado en la relacion inversa que existe entre el porcentaje de cepas aisladas a
partir de individuos vacunados, las cuales de forma significativa son mayormente
cepas con antigenos distintos a los encontrados en la vacuna. El efecto de seleccion a
partir de la inmunidad del hospedero se ha identificado en otros patdgenos,
incluyendo virus (virus de la enfermedad de Marek y virus de enfermedad infecciosa
de la bursa) y paréasitos (Plasmodium chabaudi) en modelos animales. Por ultimo, se
ha estipulado que los mecanismos de los patdogenos para manipular o escapar la
inmunidad de su hospedero son de alta relevancia para el fithess del patégeno, y por

lo tanto representan mecanismos dominantemente asociados a virulencia [89].
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4.3 La vacunacion con BCG y Mycobacterium tuberculosis
Los efectos de la vacunacion con BCG sobre las caracteristicas genotipicas y

fenotipicas de MTB nunca se han estudiado previamente. Sin embargo, estudios
anteriores dan evidencia respecto a la posible participacion de la vacunacion sobre la
estructura poblacional de este microorganismo. Por ejemplo, un estudio realizado
previamente evalud la estructura poblacional de MTB en Etiopia, Tunez y Holanda,
identificando una mayor cantidad de polimorfismos de DNA en Etiopia vs. Tunez. De
manera interesante, Etiopia no utiliza la BCG de manera generalizada, mientras que
Tunez aplica masivamente la BCG. Es posible, por lo tanto, que la vacunacion en
Tunez consecuentemente favorecio la seleccién de cepas de MTB que son resistentes
a la inmunidad inducida por la BCG. Los autores extrapolan que un efecto similar
pudo haber favorecido la diseminacién del genotipo Beijing en el Sureste de Asia,
cuya region de Asia utiliza la BCG de forma masiva desde hace varias décadas [75].
En este contexto, la BCG pudo haber actuado como una fuerza selectiva,
favoreciendo cambios genéticos y fenotipicos que contribuyeron a la diseminacion

exitosa de las cepas del genotipo Beijing [64].
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ANTECEDENTES EXPERIMENTALES

El presente proyecto representa la continuacién de un estudio realizado por el grupo
de investigacion del laboratorio de patologia experimental a cargo del Dr. Rogelio
Hernandez-Pando, llevado a cabo en ese entonces por la estudiante de maestria
Zyanya Lucia Zatarain Barron [91]. Brevemente, se seleccionaron tres cepas a partir
de una coleccion que incluye cepas “tipo” de laboratorio y aislados clinicos
provenientes de diversas regiones del mundo. Diversos factores fueron tomados en
cuenta para la seleccion de dichas cepas, la cepa 1 es una cepa tipo de laboratorio
altamente caracterizada (H37Rv), mientras que las cepas 46 y 48 se seleccionaron
por ser del genotipo Beijing (46: Beijing tipica; 48: Beijing atipica), altamente
prevalente en zonas geograficas que utilizan la vacunacion global con BCG, como el
Sureste de Asia. Aunado a esto, la virulencia de ambas cepas habia sido previamente
determinada siguiendo el modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva. Al final

del proceso las cepas fueron asignadas los cédigos que se listan en la Tabla 3.

Tabla 3. Cepas de MTB seleccionadas para experimentacion.

. . R Pais de Individuos
Cadigo Especie Genotipo Linaje origen infectados
1 M. tuberculosis Euro Americano 4 EsL_ast. nia
Unidos
44 M. tuberculosis Beijing 2 Vietnam 4
45 M. tuberculosis Beijing 2 Sudafrica 1

*Informacion sobre linajes obtenida a partir del trabajo de Sarkar y cols., 2012 [92].

Las cepas fueron crecidas en medio liquido 7H9 y posteriormente sembradas,
contadas y colocadas en alicuotas para su almacenamiento a -80°C. Cada cepa fue
utilizada para infectar un lote de 15 ratones, de los cuales 5 habian sido vacunados
con 8,000 UFCs de la vacuna BCG-Phipps, 5 habian sido vacunados con 8,000 UFCs
de la vacuna BCG-Vietnam y 5 habian recibido el vehiculo SSE. Los animales se
sacrificaron 2 meses posterior a la inoculacion con las cepas 1, 46 y 48. Los pulmones
fueron recuperados y posteriormente homogenizados y sembrados en agar 7H10. Las

placas de agar fueron incubadas durante 2 semanas hasta observar crecimiento de
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colonias, y una vez visibles, se tomaron 3 colonias de caracteristicas similares a partir
de los pulmones de los animales vacunados con BCG-Phipps, BCG-Viethnam y SSE.
Las colonias se colocaron en medio liquido 7H9 para su expansion, y fueron
recolectadas al alcanzar la fase mid-log, posteriormente fueron sembradas, contadas
y almacenadas a -80°C para su uso posterior.

Las cepas parentales (1, 46 y 48) y las cepas obtenidas a partir de hospederos
vacunados (1P, 1V, 1S; 46P, 46V, 46S; 48P, 48V, 48S) fueron utilizadas para infectar
un nuevo lote de ratones (n=50 ratones por cepa), para asi comparar la virulencia
entre la cepa parental y las cepas obtenidas de los ratones vacunados, denominadas
mediante el sufijo “P” (expuestas a animales vacunados con BCG-Phipps), “V”
(expuestas a animales vacunados con BCG-Vietnam) y “S” (expuestas a animales
sham-vacunados con SSE), dependiendo de su condicién experimental previa. La
virulencia en este caso fue valorada siguiendo el modelo experimental de tuberculosis
pulmonar progresiva que establece la medicion de los siguientes parametros:
mortalidad de los hospederos post-infeccion, UFCs en homogenizados de pulmén y
dafio histopatolégico cuantificado mediante histomorfometria. Cada experimento
considero la caracterizacion de la virulencia de los siguientes juegos de cepas: 46 vs.
46P, 46V, 46S; 48 vs. 48P, 48V, 48S; 1 vs. 1P, 1V, 1S.

Los resultados obtenidos a partir de estos ensayos mostraron que las cepas del
genotipo Beijing (46 y 48) mostraban un incremento de virulencia al ser expuestas a
ratones vacunados con BCG-Phipps y BCG-Vietham, respectivamente (cepas 46P y
48V). En ambos casos se observd una elevada mortalidad post-infeccion en los
hospederos infectados con las cepas provenientes de ratones vacunados, asi como
una cantidad significativamente mayor de UFCs presentes en los pulmones de dichos
animales al dia 21 post-infeccién (Figura 11A-D) y un tejido pulmonar caracterizado
por la presencia de necrosis pulmonar masiva asociada a una gran cantidad de
bacterias Ziehl-Neelsen positivas (Figura 12A, 11B).

Con base en estos resultados, se seleccionaron las cepas 46, 46P, 48 y 48V para
realizar experimentos subsecuentes con el objetivo de identificar cambios genotipicos
y transcripcionales que provean informacion relacionada al cambio de virulencia de
dichas cepas posterior a la exposicion al sistema inmune de los ratones vacunados
con BCG (Figura 13y Figura 14).

38



A _ N C. ~ CARGA BACILAR _
Cepa 45 Genotlng Belling DIA 21 POST-INFECCION
© 100paa & &
5 80+ 50| -e- 46P
5 | a6V L .l
& 60 i & 46S « 801
35 E s )
(] b & + 40+
© ! o
£ 2 : O
E 0 '1 —*— _*
£ o 20 4 60 8 100 120 ~ e
Dias posteriores a la infeccion 46 46P 46V 46S
: 2 CARGA BACILAR
B. Capady; Ganotipn Beliing DIiA 21 POST-INFECCION
o 100q2a o e . U8 1.0x10"-
S god -~ 48P 1
3 g - 1.0x10% -
o] -
8 60 -4~ 48S :;? 1.0x10°9-. ' s
Q40 .
o Y = =
o O 1.0x1002 .; 4 =%
€ 1.0x10074 A
2 c Ll Ll Ll A 1
S o 0 20 30 40 50 1.0x1006 L— . . .
o 48 48P 48v 48s

Dias posteriores a la infeccion

Figura 11. (A) Sobrevida de animales virgenes infectados con las cepas 46, 46P, 46V y 46S (N=200). (B)
Sobrevida de animales virgenes infectados con las cepas 48, 48P, 48V y 48S (N=200). (C) Carga bacilar en
UFCs al dia 21 post-infeccion en animales infectados con las cepas 46, 46P, 46V y 46S (N=4 ratones por
grupo experimental). (D) Carga bacilar en UFCs al dia 21 post-infeccion en animales infectados con las cepas
48, 48P, 48V y 48546S (N=4 ratones por grupo experimental).

Figura 12. Imagen representativa de necrosis pulmonar en animales infectados con la cepa 46P al dia 28
postinfeccién. La imagen muestra la pérdida complete de arquitectura pulmonar en areas extensas, con la
presencia de debris celular, ndcleos picnéticos y fragmentados, asi como material acidéfilo ocupando el
espacio extracelular. (B) Tincién de Ziehl-Neelsen mostrando las areas necréticas con la presencia de
abundantes bacterias acido-alcohol resistentes dentro del tejido necrético (*) pero también libres en el espacio
intersticial (flecha).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen propuestas que, con base en datos epidemioldgicos, sugieren una posible
asociacion entre la vacunaciéon masiva con BCG en paises del sureste de Asia y la
seleccion de cepas con una mayor capacidad para evadir la respuesta inmunoldgica

suscitada por la vacunacion, como las cepas del genotipo Beijing (Linaje 2).

El estudio del complejo Mycobacterium tuberculosis ha revelado su amplia variabilidad
genética, volviendo necesario el desarrollo de nuevas estrategias que permitan
determinar de manera precisa las variaciones genotipicas que impliquen variabilidad

en el curso de la enfermedad.

Las tecnologias de secuenciacion masiva pueden contribuir de manera importante a
correlacionar genotipos especificos de cepas con un comportamiento determinado.
Actualmente no existen estudios, en el mejor de nuestros conocimientos, que
indaguen sobre el efecto de la vacunacién en la virulencia de cepas del genotipo
Beijing de MTB, asi como los posibles cambios a nivel gendmico y transcriptomico
gue podrian asociarse a perfiles de virulencia variables.

Por lo anterior, proponemos explorar, en un modelo murino de tuberculosis pulmonar
progresiva, el efecto de la vacunacion sobre la virulencia de diversas cepas de MTB,
asi como explorar variantes genémicas y cambios en el transcriptoma del hospedero

posiblemente relacionadas a cada fenotipo.
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JUSTIFICACION

La vacunacion con BCG no ha sido suficiente como estrategia profilactica para lograr
un control global de la tuberculosis. Aunado a ello, existen genotipos del linaje
moderno de MTB para los cuales la evidencia experimental indica se promueve un
menor nivel de proteccién por la vacunacibn con BCG. Por estos motivos, es
necesario identificar mediante estrategias de secuenciacion masiva los posibles
cambios generados en la bacteria posterior a ser expuesta a un hospedero vacunado,
asi como los cambios transcripcionales en el hospedero que se asocian con un curso

mas grave de la enfermedad.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existen variantes gendémicas en las bacterias del genotipo Beijing de MTB 46 y 48
posterior a ser expuestas al sistema inmune de hospederos vacunados con BCG y
existen cambios en el transcriptoma de los hospederos infectados con bacterias

recolectadas de ratones vacunados?
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HIPOTESIS

Las cepas del genotipo Beijing que fueron expuestas al sistema inmunolégico de
ratones vacunados con BCG presentaran un perfil de virulencia y genémico distinto, y
produciran un perfil transcriptomico distinto en ratones infectados, en comparacion al

de las cepas parentales.
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OBJETIVO GENERAL

Valorar el efecto de exposicidon a hospederos vacunados con BCG mediante la
secuenciacion masiva del genoma de cepas de MTB del genotipo Beijing y el
transcriptoma de hospederos infectados con dichas bacterias para identificar si

existen cambios en dichos perfiles.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Secuenciar el genoma de las cepas 46 y 48 (cepas parentales) y de las cepas
46P y 48V (bacterias recolectadas de pulmones de animales vacunados con
BCG Phipps y BCG Vietnam, respectivamente).

Ensamblar de novo los genomas secuenciados.

3. Anotar los genomas obtenidos.

10.

11.

Identificar variantes genéticas entre las cepas 46 vs. 46P y 48 vs. 48V,
mediante una comparacion contra una cepa referencia del genotipo Beijing.
Estandarizar la recoleccién diferencial de RNAm de MTB y de raton utilizando
como muestra el tejido pulmonar de ratones infectados con las cepas 46, 46P,
48 y 48V para obtener RNAm de calidad y cantidad suficiente para su uso en
técnicas de secuenciacion masiva.

Obtener RNAm huésped/hospedero de pulmones de ratones infectados con las
cepas 46, 46P, 48 y 48V y sacrificados al dia 21 postinfeccion.

Secuenciar el transcriptoma del hospedero obtenido de los pulmones
infectados con las cepas 46, 46P, 48 y 48V.

Mapear las lecturas obtenidas contra el genoma de referencia de Mus
musculus.

Identificar expresion diferencial en genes expresados por parte del hospedero
al ser infectado con las cepas 46 vs. 46P y 48 vs. 48V.

Utilizar sondas de captura biotiniladas para enriquecer las muestras de RNA de
transcritos de MTB.

Identificar los genes de MTB con mayor expresion durante la infeccion in vivo a
partir de RNAm bacteriano proveniente de muestras de tejido pulmonar
infectado con las cepas 46, 46P, 48 y 48V y enriquecido por sondas de

captura.
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DISENO EXPERIMENTAL
Diagrama de Flujo

Obtener DNA gendmico de cultivos puros de Mycobacterium tuberculosis de las
Etapa 1 cepas 46 y 48 (cepas parentales) y de las cepas 46P y 48V (bacterias obtenidas de
pulmones de ratones vacunados con BCG e infectados con MBT)

Realizar la secuenciacion del DNA obtenido de las cepas 46, 46P, 48 y 48V mediante
la plataforma Illumina. Identificar variantes gendmicas entre la cepa parental y la
cepa expuesta al sistema inmune de ratones vacunados (46 vs. 46P; 48 vs. 48V).

Obtener pulmones de ratones infectados con las cepas 46, 46P, 48 y 48V, y
Etapa 3 sacrificados al dia 21 postinfeccion. Realizar el procesamiento del tejido para la
extraccion de RNA proveniente del huésped (MTB) y del hospedero (ratén).

Realizar la secuenciacién de las librerias de RNA mensajero obtenidas a partir de la

Etapa 4 fraccion del hospedero (ratén) para valorar cambios en el transcriptoma de pulmén

de ratones infectados con las cepas parentales y aquellos infectados con las bacterias
obtenidas de pulmones de ratones vacunados con BCG (46 vs. 46P; 48 vs. 48V).

Realizar el procesamiento para enriquecer la muestra de RNA mensajero del
Etapa 5 huésped (MTB). Realizar la secuenciacién de las liberias de RNAm e identificar los 10
genes mas expresados por cada cepa durante la infeccidn in vivo (46, 46P, 48 y 48V)

Figura 13. Diagrama de flujo mostrando el disefio experimental
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DISENO EXPERIMENTAL

Esquema ilustrado

Vacunacién con
BCG

Vacunacion con:
BCG Phipps (n=15)
BCG Vietnam (n=15)
Solucion salina
(n=15)

Infeccién con
cepas parentales
(1, 46, 48)

/s

Inoculacion
intratraqueal con
2.5x10° bacterias
vivas y virulentas
(n=5/cepa)

Figura 14. Disefio experimental esquematico.

Recuperacion de
cepas expuestas al
sistema inmune de
ratones vacunados

Recuperacion de
bacterias a partir de
pulmones infectados
(cepas «P», «V», «S»).

-

Comparacion de

virulencia

Comparacion
genomica y
transcriptémica

VS.

DNA cepa parental vs. DNA
cepa expuestaal sistema
inmune deratones
vacunados

@ vs. @

Transcriptoma del pulmén
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transcriptomica
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MATERIALES Y METODOS

Modelo experimental
Como se establecio en el marco tedrico, MTB es un patégeno cuyo hospedero natural

son los humanos, a quienes infecta preferentemente y en cuyo medio logra completar
su ciclo de vida. Es por lo tanto un gran reto encontrar un modelo experimental que
reproduzca exactamente la enfermedad tal cual se produce en humanos por parte de
este microorganismo. Hasta la fecha, no existe un modelo Unico que presente todos
los diversos aspectos de la patogénesis de la enfermedad en humanos, por lo tanto es
de gran importancia seleccionar el modelo experimental con base en sus fortalezas
pero conociendo sus limitaciones antes de extrapolar los resultados obtenidos [93].
Entre los diferentes modelos in vivo se incluyen los cobayos, ratones, conejos y
primates no humanos (PNH). Cada uno posee ventajas y limitaciones especificas que
se resumen en la Tabla 4. El modelo murino, entre estos, es uno de los modelos mas
ampliamente utilizados por diversas razones, incluyendo el facil manejo, bajo costo,
poco espacio requerido y la amplia disponibilidad de herramientas inmunolégicas y
genéticas para realizar investigacion.

El modelo experimental utilizado para llevar a cabo estos experimentos es el modelo
murino de tuberculosis pulmonar progresiva descrito por Hernandez-Pando y cols.
[94]. Este modelo experimental utiliza ratones macho de la cepa BALB/c que tienen
entre 6-8 semanas de vida. Los animales son infectados por la via intratraqueal con
250,000 UFCs de bacterias de la cepa H37Rv vivas y virulentas. Posteriormente, los
animales son seguidos a lo largo de un periodo de 4 meses para documentar muertes
espontaneas ocurridas como consecuencia de la infecciéon. Durante este periodo, se
lleva a cabo una cinética de sacrificios para ir siguiendo el proceso histopatoldgico y la
carga bacteriana a lo largo de la infeccién, grupos de n=5 animales son sacrificados el
dia 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 y 120 postinfeccion. En este modelo experimental se
distinguen dos fases de la enfermedad. La primera es una etapa aguda, caracterizada
por la presencia de infiltrado inflamatorio en el intersticio alveolo-capilar, vasos
sanguineos y pared bronquial, con la formacion de granulomas. La fase aguda tiene
una duracion de 1-28 dias con una predominancia de células Thl, manifestado por

una alta produccion de IL-2 y de IFN-y. Posteriormente sigue una fase crénica la cual
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se caracteriza por neumonia, necrosis y fibrosis focal, asi como un aumento en la

produccion de IL-4 y decremento en IFN-y.

Tabla 4. Caracteristicas de los distintos modelos experimentales de tuberculosis

Modelo Tipo de lesiones  Susceptibilidad a  Costos asociados Aplicaciones
pulmonares MTB a mantenimiento frecuentes
Inmunologia de la
No tiende a formar . tuberculosis. Evaluacion
. . e . Costos bajo- .
Murino lesiones necréticas Baja de candidatos
. o2 moderados P
ni cavitaciones farmacoldgicos y de
vacunacion.
Tiende a formar
lesloiiEs s CUEes Seguridad y eficacia de
Cobayos centros caseosos, Alta Costos moderados vatgunas y
pero rara vez genera
cavitaciones.
Forman lesiones con  Depende de la cepa Modelo de transmision.
Conejos necrosis, centros de MTB Mayor Costos moderados- Utilizado también para
caseosos y susceptibilidad a M. altos formas raras de la TB
cavitaciones. bovis. (meningea; cutanea)
Evaluacion de eficacia de
Forman lesiones con farmacos y vacunas;
PNH necrosis, centros Alta Costos altos estrat_egias terapéuticas;
caseosos y estudio de respuestas
cavitaciones. patolégicas/inmunolégicas
a MTB.
. . Modelo de infeccion
Pez zebra - Sus;eariit:]bdfnz.a M. ?S;%sr;dﬂg' latente; dinamica de

formacién de granulomas.

*Adaptada de Kumar & Gupta (2018).

Seleccion de cepas de MTB y crecimiento en medio de cultivo

Se seleccionaron cuatro cepas a partir de datos de experimentos previos (descritos en
la seccion antecedentes), las cuales presentaron diferencias en sus niveles de
virulencia a partir de la exposicion al sistema inmunolégico de ratones previamente
vacunados con una de dos cepas de BCG (BCG Phipps; BCG Vietnam). Diversos
factores fueron tomados en cuenta para la selecciéon de dichas cepas, incluyendo su
genotipo (se incluyeron a dos cepas del genotipo Beijing [cepas 46 y 48]), su lugar de
origen (la cepa 46 fue recolectada en el Sureste de Asia, en el pais de Vietham; la
cepa 48 fue recolectada en el pais de Sudéfrica). Por ultimo, se consideré si la cepa
pertenecia al subgrupo de bacterias “tipicas” o “atipicas” del genotipo Beijing (46:
Beijing tipica; 48: Beijing atipica). Aunado a estos factores importantes, las cepas 46
y 48 habian sido previamente utilizadas en un modelo experimental el cual tuvo como
objetivo evaluar el efecto de la vacunacion sobre la virulencia de dichas bacterias
(seccion de Antecedentes). La Tabla 5 muestra un resumen de las caracteristicas de
las bacterias elegidas para los experimentos de gendOmica y transcriptomica

comparativa.
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Tabla 5. Cepas de MTB seleccionadas para experimentos de gendémica y transcriptomica

Cdédigo Especie Genotipo Linaje Caracteristicas

46 M. tuberculosis Beijing 2 rI?;eéc;olectada en Vietnam en el 2002. Transmision
Recolectada a partir de ratones vacunados con
BCG Phipps e infectados con la cepa parental 46.
Mayor virulencia en comparacién con su cepa
parental.

46P M. tuberculosis Beijing 2

48 M. tuberculosis Beijing 2 Recoleptada en Sudélfrica a partir de _ur_1’paciente

’ masculino, baciloscopia (+++). Transmision n=0.
Recolectada a partir de ratones vacunados con
BCG Vietnam e infectados con la cepa parental
48. Mayor virulencia en comparacion con su cepa
parental.

48V M. tuberculosis Beijing 2

Las cepas seleccionadas se crecieron en medio liquido Middlebrook 7H9
(Laboratorios Difco, Detroit, MIl, USA) adicionado con glicerol, Tween-80 y enriquecido
con ADC (albumina, dextrosa y catalasa) a 37°C, en agitacion a 75 RPM. Una botella
del cultivo liquido fue utilizada para determinar el crecimiento bacteriano mediante
densidad o6ptica usando un espectrofotometro y realizando lecturas seriadas del
crecimiento bacteriano cada tercer dia a 600 nm (DOeoo). A partir de estos datos se
determiné el momento en el que el crecimiento bacteriano alcanzo fase mid-log. En
ese momento las bacterias fueron recuperadas mediante la centrifugacion del cultivo a
3000 RPM durante 5 minutos, el pellet que se obtuvo se utiliz6 para realizar la
extraccion de ADN, posterior a la valoracion de su pureza por tincion Ziehl-Neelsen y

siembra en agar sangre.

Extraccion de DNA a partir de bacterias provenientes de cultivo liquido
Se utilizo el kit de ZYMO Research Quick-DNA™ Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit

(Catalogo D6010). La extraccion se realizd siguiendo el protocolo disefiado para
bacterias. Inicialmente, se resuspendié el pellet bacteriano obtenido a partir del cultivo
en 1 mL de SSE. Se tomaron 200 pL de dicho concentrado bacteriano, se lavaron con
SSE (total de dos lavados) y se le agregaron 800 pL de buffer de lisis con RLT-
Bmercapto. Dicha mezcla fue homogenizada con la pipeta y colocada en un tubo
bashing-beads. Las células fueron lisadas en un equipo MP fastprep a una velocidad

de 6.5 durante 1 minuto. Se centrifugé el tubo a 10,000 x g por un minuto y se
50



colocaron 400 pL en una columna Zymo-Spin IlI-F para su centrifugacion a 8,000 x g
por 1 minuto. Se agrego6 1,200 uL de Buffer de lisis al tubo colector del paso anterior.
Se transfirieron 800 pL de la mezcla a una columna Zymo-Spin IICR en un tubo
colector y se centrifugd a 10,000 x g por 1 minuto. Se elimino el liquido y se repiti6 el
paso con el resto del contenido. Se afiadieron 200 puL del DNA Pre-Wash Buffer a la
columna y se centrifugé a 10,000 x g por un minuto. Se afiadieron 500 pL del g-DNA
Wash Buffer a la columna. Se centrifugdé a 10,000 x g por un minuto. La columna fue
transferida a un tubo de microcentrifuga limpio. Se afiadieron 100 pL del DNA Elution
Buffer. La columna con el buffer fue incubada por 5 minutos a temperatura ambiente y
posteriormente se centrifugd a 10,000 x g por 30 segundos para eluir el ADN. La
integridad del ADN eluido fue valorada mediante electroforesis en un gel de agarosa,
y su concentracion fue medida usando un espectrofotometro multiposos EPOCH
(Biotek, Estados Unidos) a 260 nm. Una vez cuantificado, las muestras fueron

almacenadas a -20°C hasta su uso.

Recuperacion de pulmones provenientes de ratones infectados con las
cepas 46, 46P, 48y 48V al dia 21 postinfeccion
Se utilizé el modelo de infeccion pulmonar progresiva con MTB en ratones BALBI/c,

previamente descrito y caracterizado [94, 95]. Brevemente, se sembraron cultivos
liquidos a partir del lote semilla de cada una de las cepas seleccionadas (46, 46P, 48
y 48V). Cada lote semilla se mantiene a -80°C, se extrae del REVCO y manteniendo
la muestra en hielo seco esta es raspada para recuperar bacterias sin descongelar el
lote. Dicho raspado se coloca en medio liquido 7H9 suplementado con glicerol,
Tween-80 y OADC (&cido oleico, dextrosa, albumina y catalasa) y posteriormente se
incuba en agitacion a 35°C, 75 RPM. Los cultivos fueron monitoreados y recuperados
cuando alcanzaron la fase mid-log. La viabilidad bacteriana fue valorada usando el kit
LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit (Invitrogen, Eugene, OR) para citometria
de flujo, siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, los cultivos liquidos
fueron centrifugados a 10,000 x g durante 15 minutos. El sobrenadante se elimind y el
boton fue resuspendido en 2 mL de NaCl al 0.85%. Un mL de esta suspension se
coloc6 en un nuevo tubo Falcon de 50 mL y se agregaron 20 mL de NacCl al 0.85%,
posteriormente se incubo a temperatura ambiente por 1 hora. La muestra se
centrifugd a 10,000 x g durante 15 minutos y posteriormente fue resuspendida en 20
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mL de NaCl al 0.85%y centrifugado nuevamente a 10,000 x g durante 5 minutos para
eliminar trazas de medio de cultivo. El botén fue resuspendido en un tubo diferente
con 10 mL de NaCl al 0.85% y 1 mL de esta suspension fue utilizado para valorar por
densidad Optica con un espectrofotdmetro a 600 nm. La suspension fue diluida en
1:100 en agua estéril filtrada, y esta nueva solucion fue utilizada para preparar
diferentes diluciones en tubos compatibles con citometro en un volumen total de 2 mL.
Se prepard una mezcla con 35 pL de componente A y 35 pL de componente B. Se
agregaron 6 pL de esta mezcla a cada muestra. Posteriormente la mezcla se incubo
en la oscuridad durante 15 minutos a temperatura ambiente. Los datos posteriormente
fueron adquiridos usando un citdbmetro y procedimientos estandar. El kit utilizado
contiene SYTO9 y yoduro de propidio, por lo cual las bacterias son marcadas en rojo
cuando estan muertas y en verde cuando estan vivas. Todas las cepas de MTB se
valoraron para asegurar que tuvieran un minimo de 90% viabilidad celular para poder
ser utilizadas en experimentos animales. Adicionalmente todas las recuperaciones de
bacterias se realizaron en una campana de flujo laminar y una muestra de cada frasco
se utilizo para realizar tinciones de Ziehl-Neelsen y Gram previo a continuar con la
recuperacion. En caso de que se observaran Unicamente bacilos &cido-alcohol
resistentes en las tinciones se procedia a la recuperacién, una muestra de cada cepa
fue sembraba en agar sangre para corroborar su pureza a los 2 dias. Cualquier
crecimiento ajeno a MTB constituia una muestra contaminada lo cual conllevaba a su
desecho inmediato.

Una vez que las bacterias de cada lote fueron valoradas con respecto a su pureza y
viabilidad, estas fueron utilizadas para realizar diluciones seriadas con PBS-Tween
80, y posteriormente cada dilucion fue sembrada en agar 7H10. Las cajas de agar
sembradas se incubaron a 37°C con 5% CO: durante un periodo entre 14-21 dias
hasta observar el crecimiento de colonias. El nimero de colonias fue contado y
extrapolado para mostrar los datos como UFC por mL de suspension bacteriana.
Utilizando estos datos, se calcul6 el indculo para la infeccion de animales.

Tubos individuales conteniendo 1 mL de suspension de cada cepa de MTB (46, 46P,
48, 48V) fueron descongelados a 37°C y preparados para infectar grupos de 50
ratones macho de la cepa BALB/c entre 6-8 semanas de edad virgenes a vacunacion.
La solucion para inocular a los animales fue preparada considerando un total de

250,000 bacterias en 100 pyL de SSE. Una vez preparados los in6culos, se realizo la
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siembra de soluciones seriadas de cada preparado como control de calidad del
proceso de infeccion. Una vez infectados, los animales fueron monitoreados y
sacrificados de acuerdo con el modelo de tuberculosis pulmonar progresiva
previamente descrito. Brevemente, n=5 ratones por grupo fueron sacrificados
posterior a anestesia total en los dias 1, 3, 7, 14, 21 y 28 (en caso de llegar a este
punto en la cinética). Se realizo un lavado exhaustivo de la region toracica de cada
raton. Los pulmones fueron extraidos utilizando dos juegos de material quirdrgico
previamente esterilizado y posteriormente fueron colocados en criotubos estériles e
inmersos en nitrégeno liquido para su congelacion. Posteriormente los criotubos se
colocaron a -80°C hasta su uso posterior.

Tres muestras de cada tiempo experimental fueron procesadas para analisis
histopatol6gico como parte del control experimental de reproducibilidad del tipo de
dafio previamente observado utilizando estas cepas en este modelo murino.
Brevemente, el pulmon izquierdo de tres de los animales sacrificados fue perfundido
por la via traqueal para su fijacion quimica con alcohol absoluto. Los pulmones fueron
posteriormente deshidratados y embebidos en parafina. Se cortaron secciones de 4
um de cada bloque y se tifieron utilizando la tincién de rutina, Hematoxilina y eosina,
para poder evaluar hallazgos histopatolégicos. Los parametros histopatoldgicos
evaluados en este estudio incluyen neumonia (expresado como el porcentaje del area
pulmonar afectada); necrosis (expresado como el porcentaje del area pulmonar
afectada); nimero promedio de granulomas por seccion pulmonar evaluada y tamafio
promedio de los granulomas por seccion pulmonar evaluada (en pm?2). Las
definiciones de cada pardmetro han sido previamente establecidas en este modelo
murino, brevemente la neumonia se define como areas de infiltrado inflamatorio que
ocupan el lumen alveolar y el intersticio alveolocapilar. La necrosis se defini6 como
areas con destruccién de la arquitectura del parénquima pulmonar con abundante
debris celular eosinofilico, junto con nucleos fragmentados o cariorexis. Para la
cuantificacion del area de los granulomas, los granulomas se definieron como
agregados nodulares bien delimitados de linfocitos y macréfagos los cuales pueden
incluir células dendriticas y fibroblastos en respuesta a una infeccion de MTB [94, 96],
los cuales fueron evaluados en toda la extension del corte histolégico de cada pulmon
estudiado. Todos los parametros se reportan como valor promedio y desviacion

estandar de tres sujetos distintos. Las evaluaciones histomorfométricas fueron
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realizadas utilizando un analizador automatizado de imagenes (QWin Leica, Milton

Keynes, Cambridge, UK).

Extraccion diferencial de RNA huésped/hospedero
Los pulmones obtenidos a partir de la cinética de infeccion previamente descrita

fueron posteriormente utilizados para extraccion de RNA utilizando una técnica
estandarizada durante los estudios de posgrado. Mediante esta metodologia se logra
una separacion parcial del RNAm contenido en la muestra en RNAmM del hospedero
(ratébn) y RNAm del huésped (bacteria), para realizar la secuenciacion de cada una 'y
asi conocer la expresion de genes en el momento clave de la infeccién in vivo.

Los pulmones obtenidos a partir del sacrificio realizado al dia 21 postinfeccion son
tomados del Revco y colocados en nitrégeno liquido para evitar su descongelamiento.
Posteriormente, se enfria un mortero y pistilo con nitrégeno liquido y se coloca el
pulmdn junto con una cantidad generosa de nitrdgeno para comenzar su maceracion.
El tejido es macerado hasta obtener un polvo fino, agregando nitrégeno liquido para
mantener la muestra fria en todo momento. El macerado se coloca en tubos
eppendorf previamente enfriados en nitrégeno liquido y se almacenan nuevamente en
el Revco hasta su uso posterior. Es de suma importancia asegurarse que la muestra
nunca presente aumentos de temperatura que lleven a su descongelamiento para
evitar la degradacion del RNA. También es de suma importancia utilizar un mortero y
pistilo distinto con cada triplicado de muestras que se vayan a macerar para evitar
contaminacion cruzada. Una vez teniendo el tejido macerado de cada cepa (n=3
pulmones por cada cepa) se procede a realizar la extraccion de RNA.

La extraccion de RNA se lleva a cabo a partir del tejido pulverizado utilizando el kit de
ZYMO Research Quick-RNA™ MiniPrep (Catalogo R1054). Inicialmente, los buffers
gue contiene el kit se colocan en una hielera con hielo (exceptuando el buffer de lisis).
Posteriormente, el Buffer de Lisis RLT plus se suplementa con 3-mercapto etanol (10
uL de B mercapto etanol por cada 100 mL de RLT plus). Se inicia el procedimiento
preparando un tubo con 200 pL de RLT y afiadiendo 5 pL del inhibidor de RNAsas
murino (NewEngland Biolabs, M0314S) por cada muestra de tejido que se va a
trabajar. Previo a descongelar las muestras, se debe pre-tratar una columna verde por
cada muestra a trabajar. Se lava la columna con 400 pL de RNA Wash Buffer y se

centrifuga a 10,000 x g /1 min/4°C. Se prepara la siguiente mezcla por cada columna:
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75 puL de DNA Digestion Buffer + 5 uL de DNAse |. Se agregan los 80 pL a la columna
ya lavada con Wash Buffer y se deja incubar durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se centrifuga a 10,000 x g /1 min/4°C. Una vez teniendo las
columnas y el RLT con inhibidor de RNAsas listo, se extraen del Revco las muestras
de pulmon macerado y se colocan en una hielera con nitrégeno liquido. Se trabaja
una muestra a la vez, colocando el polvo en el tubo que contiene el RLT e inhibidor de
RNAsas, se mezcla por pipeteo y se agregan 400 pL adicionales de RLT plus
suplementado, se mezcla nuevamente por pipeteo, cuidando que no queden restos de
tejido sin homogenizar. Si la mezcla es muy gruesa se recomienda homogenizar con
la pipeta 6 veces y colocar en hielo durante un minuto antes de volver a homogenizar.
Una vez homogenizado se centrifuga la muestra a 14,000 x g /5 min/4°C. Se decanta
el sobrenadante y al pellet se le agregan 600 pL buffer de lisis para posteriormente
homogenizar, es importante no colocar esta muestra en el hielo. Inmediatamente se
pasa la mezcla a una columna amarilla de eliminacion de DNA genomico y se
centrifuga a 10,000 x g /1 minuto/4°C, se conserva el filtrado el cual es agregado a
una columna de eliminacibn de DNA genomico de Quiagen, y posteriormente se
centrifuga 10,000 x g /1 minuto/4°C. Al filtrado se le agregan 600 pL ETOH 100% y se
homogeniza. La mezcla se coloca en la columna verde de purificacion de RNA
previamente tratada con DNasa. Se centrifuga a 10,000 x g /1 minuto/4°C y se
decanta el filtrado. Se agrega el contenido restante por la columna verde nuevamente
centrifugando a 10,000 x g /1 minuto/4°C. Se agrega a la columna 400 pL del prep-
Buffer y se centrifuga a 10,000 x g /1 minuto/4°C para posteriormente descartar el
sobrenadante. La columna se deja secar con la tapa abierta por 2 minutos a
temperatura ambiente. Se agregan 35 L de agua libre de RNAsas en el centro de la
membrana. Se centrifuga a 14,000 x g /2 min/4°C en un tubo eppendorf 1.5 mL estéril
y rotulado con los datos de la muestra. Se repite este Ultimo paso con 35 pL
adicionales de agua para tener al final dos eluciones de RNA de 35 puL cada una. Se
toman 2 pL de cada elucién y se almacenan aparte para cuantificar la muestra. Otros
2 UL de cada eluciébn son almacenados en otro tubo para ser utlizados en la
electroforesis de control de calidad de la muestra. Por ultimo, se almacenan 2 pL de
cada muestra en un tubo Eppendorf para cuantificacion del Numero de Integridad
Ribosomal (RIN). EI RNA obtenido a partir de este procesamiento se almacena como

RNA huésped (MTB); el procedimiento se repite con otro tubo que contenga
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macerado de pulmén del mismo sujeto experimental, siguiendo el mismo protocolo
exceptuando la centrifugacion inicial a 14,000 x g /5 min/4°C; el RNA obtenido de este
segundo macerado se almacena rotulado como RNA hospedero (raton). Se realiza la
extraccion de 6 muestras de tejido (3: RNA huésped/ 3 RNA hospedero) proveniente
de 3 ratones distintos sacrificados al dia 21 postinfeccion con cada cepa (46, 46P, 48
y 48V). Una vez analizado el RIN se continla el procesamiento para enriquecimiento

de RNAm y creacion de librerias de RNA.

Elaboracion de librerias de DNA y secuenciacion
El DNAg obtenido a partir de cada cepa de MTB (46, 46P, 48 y 48V) se cuantificé por

espectrofotometria utilizando el equipo EPOCH, se calcul6 la cantidad total de DNA
presente en la muestra considerando el volumen y se procedié a realizar el protocolo
de preparaciéon de libreria siguiendo las instrucciones del kit lllumina TruSeq DNA
PCR-Free library prep kit (lllumina, San Diego, USA, Cat. No. 20015962). Cada
libreria fue construida partiendo de 2 uL de DNAg proveniente de cada cepa (46, 46P,
48, 48V). EIl protocolo consiste en 6 pasos generales: Fragmentacion del DNA,
Reparacion de extremos y seleccion del tamafio de la libreria, adenilacion de
extremos 3’, ligacion de adaptadores, control de calidad de la libreria y normalizacién
de librerias.

Se preparan los reactivos para la fragmentacion del DNA, durante este paso
fragmentamos la muestra de DNAg para obtener un inserto de 550 pb. Se
descongelan y/o atemperan los reactivos Resuspension buffer (RSB) y las perlas
sample purification beads (SPB) (estas Ultimas deben estar a temperatura ambiente
para trabajar correctamente). Normalizar el DNAg con RSB para obtener 2 pL de
DNAg en un volumen total de 55 pL. Mezclar con la pipeta y centrifugar brevemente.
Transferir 52.5 pL de la muestra de DNA a un tubo Covartis. Centrifugar los tubos a
280 x g /5 segundos. Fragmentar en el equipo considerando los parametros para un
inserto de 550 pb y posteriormente centrifugar a 280 x g /5 segundos. Transferir 50 pL
de la muestra a una placa de 96 pozos. Mezclar con el vortex y posteriormente
agregar 80 UL de SPB a cada pozo. Mezclar por pipeteo e incubar a temperatura
ambiente por 5 minutos, posteriormente centrifugar a 280 x g /1 min. Colocar en una
gradilla magnética y esperar aproximadamente 8 minutos hasta que el liquido se

aclare. Eliminar el sobrenadante de cada pozo y lavar dos veces agregando 200 pL
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de alcohol 80% fresco a cada pozo, incubar con las perlas magnéticas por 30
segundos, remover y eliminar el sobrenadante de cada pozo. Al final del segundo
lavado, utilizar una pipeta de 20 pL para eliminar cualquier traza de alcohol remanente
y dejar que las perlas se sequen en la gradilla magnética por 5 minutos.
Posteriormente, agregar el RSB a cada pozo y mezclar por pipeteo. Incubar a
temperatura ambiente por 2 minutos y centrifugar a 280 x g /1 minutos. Colocar en la
gradilla magnética y esperar a que el liquido se aclare, transferir 50 pL del
sobrenadante a una nueva placa de 96 pozos. En el siguiente paso se utilizara el End-
Repair Mix (ERP) para convertir los extremos de las muestras en extremos romos
(una exonucleasa elimina los extremos colgantes del extremo 3°, y una polimerasa
completa los extremos 57). Agregar 10 yL de end-repair control (CTE) a cada pozo y
posteriormente agregar 40 pL de ERP. Mezclar con la pipeta, centrifugar y colocar en
el termociclador con el programa para reparacion de extremos. Cada pozo debe
contener 100 pL. Posteriormente mezclar en el vortex y agregar 160 pL de SPB
diluido en agua grado PCR. Mezclar con la pipeta e incubar a temperatura ambiente
por 5 minutos. Centrifugar a 280 x g /1 min y colocar en gradilla magnética hasta que
el liquido se aclare. Transferir 250 pL del sobrenadante a una plaza de 96 pozos y
descartar las SPB remanentes. Posteriormente, agregar 30 pL de perlas SPB a cada
pozo, mezclar con la pipeta e incubar por 5 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar a 280 x g /1 minutos y colocar en gradilla magnética hasta que el liquido
se aclare. Eliminar el sobrenadante de cada pozo y lavar las perlas dos veces con
alcohol 80%, dejar secar las perlas por 5 minutos posterior al segundo lavado y
agregar 17.5 pL de RSB a cada pozo, retirar de la gradilla magnética y mezclar con la
pipeta. Incubar por 2 minutos a temperatura ambiente y centrifugar a 280 x g /1
minuto. Colocar en gradilla magnética hasta que el liquido se aclare y transferir 15 pL
a un pozo en una placa de 96 pozos. Posteriormente pasamos a la adenilacion de los
extremos, en este paso se agrega un nucleétido de adenina al extremo romo 3"para
evitar que se unan extremo con extremo durante la reaccion para ligar los
adaptadores. Cada adaptador posee un nucleétido complementario (Timina [T]) en el
extremo 3’para poder ligar el adaptador al fragmento. Con esto se disminuye la
formacion de quimeras (templados concatenados). Se agrega 2.5 UL de control de
adenilacion de extremos (CTA) a cada pozo, posteriormente se agregan 12.5 uL de

mezcla de adenilacion (ATL) y se mezcla con la pipeta, posteriormente se coloca en el
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termociclador y se corre el programa ATAIL70, cada pozo contiene un volumen de 30
uL. Una vez que concluye este paso pasamos a la ligacion de los adaptadores. Se
agregan a cada pozo los siguientes reactivos: control de ligacion (CTL) (2.5 pL),
mezcla de ligacion (LIG) 2 (2.5 pL), y adaptadores de DNA (2.5 uL). Mezclar con la
pipeta y centrifugar a 280 x g /1 minuto. Incubar en el termociclador y correr el
programa LIG, cada pozo contiene un volumen de 37.5 pL. Agregar 5 puL de mezcla
para parar ligacion (STL) a cada pozo y mezclar con la pipeta, centrifugar a 280 x g /1
minuto y limpiar los fragmentos ligados utilizando las perlas SPB (se corren dos pasos
de limpieza, en el primero se utilizan 42.5 pyL de perlas y en el segundo 50uL de
perlas). Del producto de estas dos rondas de limpieza, se transferirdn 20 yL a una
nueva placa para poder posteriormente hacer la evaluacion de calidad de la libreria.
Se verifica el tamafio del fragmento mediante el Bioanalyzer usando un chip High
Sensitivity DNA kit. Por ultimo, se normaliza la libreria a 4 nM y se genera el pool de
librerias para secuenciacion agregando volumenes iguales de cada libreria a la placa
Pooled diluted cluster template plate (PDP). Cada libreria fue secuenciada en versién
paired-end (2 x 150) usando un equipo lllumina NextSeq500 en el Instituto de
Biotecnologia (IBT, Cuernavaca, México).

Tratamiento de RNA total para la preparacion de librerias
Una vez que se haya corroborado la integridad del RNA total extraido a partir de las

muestras de tejido pulmonar macerado (RIN >7.0), las muestras son sometidas a un
proceso de enriquecimiento de RNAm previo a su secuenciacion.

La estrategia inicial para la caracterizacion del transcriptoma de la bacteria implica la
deplecion del RNA ribosomal (RNAr) a partir de la muestra de RNA total, para lo cual
se utiliza el kit RiboZero Epidemiology (Epicentre, Madison, Wisconsin, USA. Cat. No.
MRZE724). Se siguen los pasos indicados en el protocolo elaborado por la compafiia.
Inicialmente se deben dejar atemperar los reactivos que contiene el kit (los reactivos
gue estan a -80 tardan hasta 1 hora en descongelarse, por lo cual se debe anticipar
este tiempo antes de sacar las muestras de RNA del congelador para evitar su
degradacién). Para preparar las perlas magnéticas se colocan 225 pL por cada
muestra que se va a trabajar en un tubo eppendorf. Se colocan en la gradilla
magnética por un minuto y se elimina el sobrenadante. Se agregan 225 pL de agua

libre de RNAsas y se mezcla en el vortex brevemente. Posteriormente, se colocan en
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la gradilla magnética un minuto y se elimina el sobrenadante. Este paso se repite para
un total de dos lavados. Posterior al ultimo lavado, se remueven los tubos de la
gradilla magnética y se agregan 60 pL de solucién de resuspension, se mezcla
brevemente en el vértex y se dividen en nuevos tubos eppendorf, agregando 65 pL de
las perlas magnéticas y 1 pL de inhibidor de RNAsas, este tubo se mezcla
brevemente en el vortex y se dejan a temperatura ambiente hasta su uso. Para iniciar
el procesamiento de las muestras se agrega en un tubo de 0.2 mL los siguientes
reactivos en el orden indicado: agua (volumen depende de muestra), RZ reaction
buffer 4 uL, muestra RNA (volumen depende de concentracion de muestra, agregar
equivalente a 1 ug), ribozero removal solution 8 pL, el volumen final de la muestra
debe ser de 40 pL, los volimenes de agua y RNA se deben ajustar para dar este
volumen final en cada muestra. Se agita la reaccion y se incuba a 68° durante 10
minutos. Se saca del termociclador y se incuba a temperatura ambiente por 5 minutos.
En estos minutos se debe precalentar el termociclador a 50°. Para continuar con la
reaccion de perlas y remocion del RNAr se deben agregar los contenidos del tubo que
contiene el RNA al tubo que contiene las perlas magnéticas y mezclar por 10
segundos en el vortex a baja velocidad. Esta mezcla se incuba a temperatura
ambiente por 5 minutos, posteriormente se mezcla en el vortex 10 segundos a baja
velocidad. Se coloca la muestra en el termociclador a 50° por 5 minutos.
Posteriormente se coloca en la gradilla magnética por 1 minuto, y se recupera el
sobrenadante (que contiene el RNA) a un nuevo tubo (se recuperaran
aproximadamente 85-90 pL de sobrenadante). Este nuevo tubo se coloca en hielo y
se contintia con el paso de purificacion utilizando las perlas agentpure XP RNA clean.
Para iniciar, las perlas se deben mezclar en el vortex durante 2 minutos, y se
adicionan las perlas a la reaccion obtenida del paso previo en el tubo que contiene el
RNA (ajustar para el volumen exacto de muestra). Se coloca esta mezcla en la
gradilla magnética durante 5 minutos, se aspira la solucion aclarada y se descarta. Se
adiciona al tubo 700 pL de etanol y se incuba 30 segundos. Posteriormente se aspira
y descarta el etanol, este paso se repite para un total de 3 lavados. Los tubos
posteriormente se dejan secar a temperatura ambiente con la tapa abierta por 10
minutos. Se eluye la muestra en 7 pL de agua libre de RNAsas y se almacena para su
analisis de calidad y uso posterior. Una vez corroborada la deplecion por medio de un

chip de bioanalizador, se procede a realizar la preparacion de la libreria de RNA.
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Elaboracion de librerias de RNA y secuenciacion
Las librerias de RNA se elaboran utilizando el kit de NEBNext Ultra RNA library prep

kit for lllumina (catdlogo E7530L), asi como los NEBNext multiplex oligos for lllumina
index primers set 1 (E7335S). El primer paso implica la fragmentacion y cebado del
RNAm, se utilizan entre 10-100ng totales del RNA depletado de ribosomales, en un
volumen de 5 pL, se agregan 4 uL de buffer de reaccién de sintesis de primera
cadena, 1 yL de random primers para dar un volumen final de 10 pL. Se ajustaron las
condiciones para obtener insertos de ~ 200 bases. Las muestras se incuban a 94° por
15 minutos, posteriormente los tubos se transfieren a hielo y se procede de manera
inmediata a la sintesis de la primera cadena de DNAc. Al RNA fragmentado y cebado
del paso anterior se agregan 0.5 pL de inhibidor de RNAsa murino, 1 pL de
transcriptasa inversa ProtoScript Il, 8.5 uL de agua libre de nucleasas para una
muestra con un volumen final de 20 pL. Esta muestra se incuba en un termociclador
siguiendo el protocolo de sintesis de la primera cadena (10 minutos a 25°C; 15
minutos a 42°C; 15 minutos a 70°C; dejar a 4°C). Pasar inmediatamente a la sintesis
de segunda cadena de cDNA. Se adicionan los siguientes reactivos a la reacciéon de
sintesis de primera cadena de cDNA (20uL): Agua libre de Nucleasas 48 pL, Buffer de
reaccion de sintesis de segunda cadena (10X) 8 uL, Mix de enzima de sintesis de
segunda cadena 4 pL, para una muestra con un volumen final de 80 pL. Se mezcla
muy bien por pipeteo varias veces y se incuba en un termociclador precalentado 1
hora a 16°C con la tapa a 40°C o menos. El siguiente paso es la purificacién del DNAc
de doble cadena usando las perlas AgentCourt AMPure XP, se inicia mezclando las
perlas en el vortex por 2 minutos para homogenizar. Posteriormente se adicionan 144
uL de perlas a la reacciéon de sintesis de segunda cadena del paso anterior (80 pL
aprox.) Se mezcla muy bien con Vortex o pipeta varias veces y se incuba 5 minutos a
temperatura ambiente. Se hace un spin en la centrifuga para bajar el contenido y se
coloca la muestra en la gradilla magnética por 5 minutos. Se adicionan 200 pL de
etanol al 80% recién preparado, se espera 30 segundos, y posteriormente se descarta
el sobrenadante. Este paso se repite para hacer en total dos lavados. Posteriormente
se deja secar por 10 minutos con las tapas abiertas para que se evapore el etanol,
cuidando no sobre secar las muestras. El DNA se eluye de las perlas con 60 pL de

agua libre de nucleasas, se adiciona el agua y se mezcla por pipeteo para
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posteriormente colocar en la gradilla magnética hasta que la solucién se aclare. Se
remueven 55.5 pL del sobrenadante y se colocan en un tubo limpio y bien rotulado. La
muestra ahora pasara por la reparacion final / dA-tail de la biblioteca de cDNA. A los
55.5 pl de cDNA de doble cadena purificados se le adicionan los siguientes
componentes: Buffer de reaccion de reparacion de extremos (10X) 6.5 pL, mix de
enzima End prep 3 pL, para dar una muestra con un volumen final 65 pL, la cual se
incuba en el termociclador por 30 minutos a 20°C, 30 minutos a 65°C y se deja a 4°C.
Se procede inmediatamente a la ligacion de adaptadores. Es importante tener listos
los adaptadores, los cuales se deben diluir a 1.5 puM, haciendo una dilucién 1:9 con
agua estéril para su uso inmediato. Al cDNA dA-Tailed se le adicionan los siguientes
componentes por libreria: Master Mix ligasa Blunt/TA 15 uL, Adaptador NEBNext
diluido 1 pL, Agua libre de nucleasas 2.5 pL, para una muestra con un volumen final
de 83.5 pL. La muestra se mezcla muy bien por pipeteo y se hace un spin para bajar
todo el contenido, posteriormente se incuba 15 minutos a 20°C en el termociclador y
se adicionan 3 pL de enzima USER a la mezcla de ligacion. Se mezcla bien y se
incuba a 37°C por 15 minutos. Se continua con la purificacion de la Reaccion de
ligacion usando AMPure XP Beads. A la reaccion de ligacion (86.5 ul), se agregan
13.5 yL de agua libre de nucleasas para llevar la reaccién a un volumen de 100 pL.
Se agregan 100 pL de las perlas AMPure XP y se mezcla bien con Vortex o pipeta,
posteriormente se incuba por 5 minutos a temperatura ambiente. Se hace un spin
para bajar el contenido y se coloca en la gradilla magnética por 5 minutos. Se
adicionan 200 uL de etanol al 80% fresco, se espera 30 segundos, posteriormente se
retira y descarta el sobrenadante. Este paso se repite para realizar dos lavados en
total. Posteriormente se deja secar 10 minutos con tapas abiertas para que se
evapore el etanol, cuidando no dejar secar demasiado. EI DNA se eluye de las perlas
con 52 pL de agua libre de nucleasas, se mezcla por pipeteo y se coloca en la gradilla
magnética hasta que se aclare. Se remueven 50 pL del sobrenadante y se colocan en
un tubo limpio, se les adicionan 50 pL de perlas AMPure XP y se mezcla bien con
Voértex o pipeta, posteriormente se incuban 5 minutos a temperatura ambiente en la
gradilla magnética con las tapas abiertas, se hace un spin para bajar todo el contenido
y se coloca en la gradilla magnética por 5 minutos, se adicionan 200 uL de etanol al
80% fresco, se deja 30 segundos y se retira. Este paso se repite para un total de 2

lavados. La muestra al final se deja secar 10 minutos con las tapas abiertas para que
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se evapore el etanol, cuidando no dejar secar demasiado. EI DNA se eluye de las
perlas con 25 pL de agua libre de nucleasas, se mezcla con Vértex o pipeta, y se
hace un spin para bajar el contenido, se coloca en la gradilla magnética hasta que la
solucion se aclare, y se transfieren 23 pL del sobrenadante a un tubo limpio y se
procede inmediatamente al paso de enriquecimiento por PCR. A los 23 pL eluidos en
el paso anterior se le adicionan NEBNext High-Fidelity PCR Master Mix, 2X 25 pL,
Universal PCR Primer (25 pM) 1 pL, el index seleccionado (1 diferente por cada
muestra para poder hacer secuenciacion multiplex) Index (X) Primer (25 pM) 1 pL,
para un volumen final de 50 pL. Se coloca en el termociclador y se corre el siguiente
programa: 98° 30 segundos (1 ciclo), 98° 10 segundos, 65° 30 segundos, 72° 30
segundos (15 ciclos), 72° 5 minutos (1 ciclo), dejar a 4°. Por ultimo, la reaccion se
purifica usando las perlas AgentCourt AMPure XP, previamente mezcladas en el
vortex para resuspender. Se adicionan 50 pL de las perlas Agencourt AMPure XP
(1.0X) a la reaccion de PCR, se mezcla con el vortex o por pipeteo y se incuba a
temperatura ambiente por 5 minutos, se hace un spin, y se coloca en la gradilla
magneética por 5 minutos, se descarta el sobrenadante. Se adicionan al tubo 200 pL
de etanol al 80% fresco, después de 30 segundos se retira y descarta el
sobrenadante, este paso se repite para un total de dos lavados. Se deja secar por 10
minutos con las tapas abiertas para que se evapore el etanol, cuidando no dejar secar
demasiado. EI DNA se eluye de las perlas con 23 uL de agua libre de nucleasas, se
mezcla con Vortex o por pipeteo, se hace un spin y se coloca en la gradilla magnética
hasta que la solucion se aclare. Se remueven 20 uL del sobrenadante y se coloca en
un tubo limpio, posteriormente se almacena a -20°C. Una vez finalizada la libreria se
realiza el control de calidad mediante una corrida de la muestra en un bioanalyzer
utilizando un chip de alta sensibilidad. Las librerias de RNA del hospedero (ratén)
fueron secuenciadas mediante un equipo Illlumina HiSeq 2500 en versién single-end
en el Laboratorio de Gendmica y Bioinformatica de la Red de Apoyo a la Investigacion

del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

Enriquecimiento de transcritos de MTB mediante sondas de capturay
secuenciacion
Para enriquecer las secuencias y obtener una mayor proporcion de transcritos de

MTB durante el proceso de secuenciacion y analisis, se estandariz6 una estrategia
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novedosa para la utilizacibn de sondas biotiniladas de captura hechas
especificamente con el material de cada una de las cepas utilizadas en los
experimentos previos. Mediante esta estrategia, se logra una mejor deplecion de
RNAr y un enriquecimiento en transcritos de RNAm de MTB, eliminando una mayor
proporcion de RNAm del hospedero (raton). Brevemente, se extrajo DNAg de cada
cepa utilizada en los experimentos in vivo (46, 46P, 48 y 48V). El DNA fue
fragmentado usando un instrumento Covaris para lograr un tamafio promedio de 100-
300 pares de bases. Los fragmentos resultantes fueron procesados con el kit
NEBNext Fast DNA Library Prep Set para lon Torrent (New England BioLabs, Ipswich,
MA, USA,; catdlogo E6270S). Las secuencias fueron amplificadas utilizando
cebadores biotinilados y purificados siguiendo el protocolo de purificacién con perlas
AMPure XP beads siguiendo el protocolo descrito previamente. Una vez que se
corrobora el tamafio mediante un gel, se realiza el proceso de hibridacion de la libreria
utilizando las sondas para enriquecer los transcritos de MTB.

Se prepara una reaccion de hibridacién por cada libreria a secuenciar. En un tubo
para PCR se adicionan 12.8 uL de Buffer A, 1.6 uL de Buffer B, X uL de Sondas
(equivalente a 500ng), Y pL de libreria (equivalente a 100ng). Se agrega agua
suficiente para que el volumen de todas las reacciones sea el mismo, cuidando que el
volumen final no pase de 60 pL. Se prepara un Control de Hibridacion por cada
conjunto de librerias que se pongan a hibridar al mismo tiempo. En un tubo para PCR
se adicionan 12.8 puL de Buffer A, 1.6 pyL de Buffer B, X yL de Sondas CTRL
(equivalente a 500ng), Y pyL de CTRL 1 (equivalente a 100ng) y Z uL de CTRL 2
(equivalente a 100ng). Se agrega agua suficiente para que el volumen del control sea
el mismo que el de las reacciones de las librerias. Las reacciones se colocan en un
termociclador con el siguiente programa: 95°C/5min, 92°C/1min, 89°C/1min,
86°C/1min, 83°C/1min, 80°C/1min, 77°C/1min, 74°C/1min, 71°C/1min, 68°C/1min,
65°C/72 horas. Una vez completadas las 72 horas de hibridacion, se procede al
lavado de las reacciones utilizando las perlas magnéticas MyOne (Dyabeads MyOne
Streptavidin C1; Invitrogen, Waltham, CA, USA; Catéalogo: 65001) (20 uL de perlas por
libreria hibridizada). Se lavan las perlas con buffer de lavado | (80 uL buffer por cada
20 pL de perlas), se homogeniza y se coloca en la gradilla magnética. Una vez
aclarado, se elimina el sobrenadante y se repite el proceso para un total de 3 lavados.

Las perlas ya lavadas se resuspenden en 20 uL de buffer de lavado I. Una vez
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teniendo listas y lavadas las perlas se procede con el lavado del DNA no capturado.
Se agrega la reaccion de la hibridacion a las perlas lavadas y se incuba por 30
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se coloca en la gradilla magnética y
se recupera el sobrenadante lavado (rotular tubo como H1). Se agrega a las perlas 50
pL de buffer de lavado Il y se homogeniza. La mezcla se incuba a temperatura
ambiente por 15 minutos y posteriormente se coloca en la gradilla magnética. Se
guarda el sobrenadante en un tubo rotulado como H2. Se agregan 50 uL del buffer de
lavado Il precalentado a 65°C y se homogeniza la mezcla. Se incuba a temperatura
ambiente por 15 minutos y se coloca en la gradilla magnética. Se guarda el
sobrenadante en un tubo rotulado como H3. Este paso se repite y se almacena el
sobrenadante en un tubo rotulado como H4. Posteriormente se realiza el lavado del
DNA capturado por las sondas biotiniladas. Se agrega a las perlas 50 pL del buffer de
lavado IV pre-calentado a 99°C y se homogeniza. Se incuba la mezcla a 99°C por 5
minutos y posteriormente se coloca en la gradilla magnética, guardando el
sobrenadante en un tubo rotulado como H5. Se repite este paso y se guarda el
sobrenadante en un tubo rotulado como H6. Al finalizar se unen los contenidos de
H1+H2+H3+H4 en un solo tubo (rotular tubo I) y se unen H5+H5 en otro tubo (rotular
tubo II). Ambos sobrenadantes se purifican utilizando las perlas Ampure XP. Se
agrega a cada sobrenadante 1.8X de perlas Ampure y se purifica siguiendo el
protocolo descrito previamente. Una vez eluido el DNA purificado en agua estéril, se
realiza un gPCR diagnostico de la fraccion que se va a secuenciar (muestra
capturada) y el control de hibridacién. Se prepara la siguiente reaccion en un tubo de
PCR: Master Mix 7.5 pL, oligo 1 0.8 uL, Oligo 2 0.8 yL, agua 4 pL, DNA 2 yL. Se
coloca en el termociclador y se corre el siguiente programa: 95°C/ 5 min (1 ciclo),
95°C/ 30 seg, 60°C/ 30 seg, 72°C/ 30 seg (30 ciclos), 95°C/ 5 seg, 65°C/ 1 min, 97°C
(1 ciclo), 4°C/ 30 seg (1 ciclo). se evalud la calidad de las librerias capturadas usando
el equipo 2100 Bioanalyzer y el kit High sensitivity DNA Kit Agilent, Cat 50674626; una
vez verificadas las condiciones de las librerias construidas se secuenciaron en version
paired-end utilizando el sistema Illumina HiSeq 2500 a partir de la preparacion de una

mezcla equimolar de las librerias.
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Gendmica comparativa
Las librerias de DNA fueron secuenciadas y las lecturas recuperadas para realizar

armados gendmicos. Las secuencias crudas fueron filtradas para eliminar secuencias
de baja calidad y sus adaptadores eliminados usando los programas FASTX-toolkit
(v0.0.13) y Trimmomatic (v 0.33) [97], respectivamente. Se utilizé la plataforma CLC
Genomics Workbench (v 10) para ensamblar los genomas de las 4 cepas
secuenciadas. Posteriormente se procedio a realizar el llamado de variants utilizando
el programa Snippy (V4.3.6) siguiendo los parametros de la configuracion estandar.

Los genomas fueron anotados utilizando el programa Prokka (v1.13) en sus
parametros de configuracion estandar [98]. Las variantes inicialmente se identificaron
entre las cepas secuenciadas y un genoma de referencia recientemente curado y
depositado en el NCBI (Bejing NITR203). Todas las variantes compartidas entre las
cepas que fueron secuenciadas antes y después de la exposicion al sistema
inmunoldgico de ratones vacunados fueron filtradas y eliminadas de analisis
posteriores, dejando Unicamente las variantes Unicas a la cepa parental (previo a la
exposicion al sistema inmune de ratones vacunados) o aquellas variantes Unicas a las
cepas secuenciadas posterior a la exposicidbn al sistema inmune de ratones
vacunados. Estas variantes fueron consideradas como aquellas con relevancia
biolégica para fines comparativos. Las variantes Unicas fueron comparadas entre las
cepas parentales y las obtenidas a partir de ratones vacunados, realizando la
comparacion entre las siguientes duplas de cepas: 46 vs. 46P y 48 vs. 48V.
Adicionalmente, las variantes fueron comparadas entre las dos cepas obtenidas a
partir de pulmones de ratones vacunados para determinar la presencia de alguna

mutacion compartida (46P vs. 48V).

Transcriptémica comparativa
Las librerias de RNA extraido del hospedero (ratén) fueron secuenciadas y las

lecturas crudas fueron inicialmente filtradas para eliminar secuencias de baja calidad y
sus adaptadores eliminados usando los programas FASTX-toolkit (v0.0.13) vy
Trimmomatic (v 0.33) [97], respectivamente. Posteriormente, las lecturas fueron
mapeadas usando el programa BWA_MEM [99], contra el genoma de referencia de
Mus musculus (GCA_000001635.8 GRCm38.p6). El conteo de lecturas se realizé con
HTSeq version 0.11.1 [100]. La expresion diferencial de genes (EDG) se valoro
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usando el paquete para bioconductor DESeq2 (v 3.7) [101]. Finalmente, se utilizaron
los programas GO (Ontologia de genes [Gene Ontology] analisis de enriquecimiento
para genes con expresion diferencial, considerando la jerarquia funcional de los genes
expresados de manera diferencial) y KEGG para valorar el enriqguecimiento, ambos
evaluados a través de WebGestalt [102].

Las librerias de RNA extraido del huésped (MTB) fueron secuenciadas y las lecturas
crudas fueron filtradas para eliminar secuencias de baja calidad y sus adaptadores
eliminados usando los programas FASTX-toolkit (v0.0.13) y Trimmomatic (v 0.33) [97],
respectivamente. Posteriormente, se descargaron las secuencias ribosomales de
Mycobacterium tuberculosis y Mus musculus a partir de la base de datos de Silva
[103]. Se descargaron los genomas de Mus musculus y de cada una de las cepas a
analizar (46, 46P, 48, 48V, previamente secuenciadas). Los datos descargados fueron
utilizados para generar un archivo multifasta con todas las secuencias ribosomales de
ambos organismos, para crear una base de datos compuesta. Las lecturas del
transcriptoma de MTB fueron mapeadas contra la base de datos compuesta usando
Smalt, con una cobertura minima del 80% para evitar falsos positivos que pudieran
afectar la cuantificacion de las lecturas. Se contabilizaron las lecturas mapeadas a
cada uno de los contenidos del archivo para obtener las proporciones de lecturas
asociadas a ribosomales, transcritos de ratén, transcritos de MTB. Las lecturas que
mapearon contra el genoma de ratén o secuencias de RNAr fueron separadas usando
el programa Samtools (V1.3.1). Para determinar el nimero de lecturas que mapearon
contra genes de MTB se realiz6 la interseccion entre el archivo bam alineado y el
archivo gff correspondiente que contiene todas las anotaciones usando Bedtools
(v2.26.0), para asi obtener la cuenta de las lecturas que pertenecen a cada uno de los

genes en el genoma bacteriano.

Andlisis estadistico
Este estudio fue planeado para observar un tamafio de efecto estimado de 0.25, con

un a de 0.05 y un total de 4 grupos experimentales en el ensayo inicial (cepa parental,
P,V y S). El calculo para el tamafio de muestra fue planeado para un experimento con
medidas repetidas (con un total de 6 puntos planeados en la cinética para recoleccion
de datos). El poder del estudio se fij6 a 0.95, para cumplir con los parametros

estadisticos realizados en analisis multigrupo. El tamafio de muestra calculado fue de
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n=168 sujetos por grupo por ensayo. Adicionalmente se agregaron 8 sujetos por
grupo experimental para considerar pérdidas potenciales durante la metodologia de la
infeccidn o por pérdidas de muestras por causas no previstas. Un total de 200 sujetos
fueron incluidos en cada experimento de virulencia. El célculo de muestra se realizé
con base en el modelo de Faul y cols. Para ensayos en el contexto de ciencias
biomédicas [104]. Para determinar la significancia estadistica en los ensayos de carga
bacilar e histopatologia se realiz6 una comparacion entre los 4 grupos experimentales
utilizando una ANOVA de dos colas, seguido por una prueba de Bonferroni para poder
identificar diferencias significativas entre los grupos (p<0.05 se considero
estadisticamente significativo). Para evaluar diferencias entre las curvas de sobrevida
se llevé a cabo una prueba Log-Rank para identificar diferencias a lo largo de la
duracion del ensayo. Cada analisis de sobrevida se realiz6 con 50 sujetos
experimentales por grupo, con un total de 200 sujetos por cada ensayo realizado. Los
sujetos que fueron sacrificados en los tiempos determinados por la cinética
experimental fueron censurados al dia de la eutanasia. Todos los andlisis estadisticos
se llevaron a cabo usando el programa GraphPad Prism Software (v 6.0). Para los
andlisis de ontologia génica los procesos enriquecidos fueron identificados como

aquellos con un valor de p<0.05 en una prueba exacta de Fisher.

RESULTADOS

Perfil genémico
El DNA proveniente de las cepas 46, 46P, 48 y 48V fue extraido y su calidad evaluada

por medio de electroforesis en gel de agarosa, posteriormente fue cuantificado y
almacenado para su uso posterior (Tabla 6). Una vez asegurada la cantidad y calidad
de la muestra (3 pg totales por cada cepa) se procedidé a la creacion de librerias
(Figura 15). Las librerias de DNA fueron secuenciadas mediante la plataforma
lllumina NextSeg500 del Instituto de Biotecnologia (IBT, Cuernavaca, Meéxico).
Posterior a la secuenciacion, se realizO el curado de las secuencias crudas,
eliminando secuencias de baja calidad (Q<20). Las secuencias que pasaron el filtrado
se utilizaron para ensamblar los genomas de novo, utilizando la plataforma CLC

Genomics Workbench (V10). En el caso de la cepa 46, se logré una profundidad de

67



secuenciacion de 475, se logré un ensamble de 4,362,907 pb en un total de 71
contigs. El mayor contig fue de 302,594 pb y el N50 fue de 151,200. Para la cepa 46P,

se logro una profundidad de secuenciacion de 715, con un tamafo del ensamble de
4,359,576 en 83 contigs, con una N50 de 135,482. La cepa 48 tuvo una profundidad
de secuenciacién de 663, con un tamafio de ensamble de 4,359,701 en 86 contigs y
una N50 de 151,128. Por ultimo, la cepa 48V tuvo una profundidad de 479 y un

tamafio de ensamble de 4,359,576, con una N50 de 137,687. Las caracteristicas de la

secuenciacion y el ensamblaje se detallan en la Tabla 7.

Tabla 6. Cuantificacién de muestras de DNA gendémico para preparacion de librerias mediante la técnica

PCR-free
Muestra [DNA] 260/280 DNA total
46 30.804 1.841 2.2 pg/100 pL
46P 33.705 1.831 3.370 pg/100 pL
48 46.001 1.891 4.269 pg/100 pL
48V 112.515 1.883 11.251 pg/100 pL
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1 4 35 125.00 5411.3 Lower Marker

2 871 1,047.96 1,822.6

3 952 748.26 1,190.4

4 p 10,380 75.00 109 Upper Marker

Region table for sample 3 : Libreria

From To [bp] Corr. % of Average Size Size distribution in Conc. Molarity Co

[bp] Area Total [bp] CV [%] [pg/pl]  [pmol/I] lor

200 1,000 1,757.9 66 689 24.6 1,390.67  3,390.5 O

Figura 15. Libreria creada con la técnica PCR-free
Tabla 7. Ensambles del genoma de las cepas secuenciadas
Ensamble Numero de  Profundidad Tamafio del Mayor N50 N90
contigs ensamble contig (pb) (pb)
46 71 475.56 4362907 302594 151200 54709
46P 83 715.25 4359576 303349 135482 47066
48 86 663.31 4359701 303331 151128 42231

48V 81 479.49 4359576 294930 137687 49723

Al comparar las secuencias provenientes de las cepas parentales (46, 48) y las
secuencias de bacterias obtenidas a partir de pulmones de ratones vacunados con BCG,
se observaron diversas variantes. Las variantes fueron comparadas entre las cepas
parentales y las cepas obtenidas de pulmones de ratones vacunados (46 vs. 46P; 48 vs.

48V). Inicialmente, se hizo la comparacién entre las variantes de cada genoma contra el
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genoma de referencia NITR203. Posteriormente se eliminaron aquellas variantes que
fueran compartidas entre la cepa 46 y 46P vs. NITR203, y entre las compartidas entre la
cepa 48 y 48V vs. NITR203. Al final de esta depuracion se obtuvieron Unicamente las
variantes Unicas entre las cepas 46 vs. 46P y 48 vs. 48V. Adicionalmente se hizo una
comparacion entre las variantes Unicas compartidas entre las cepas obtenidas de los
pulmones de ratones vacunados (46P vs. 48V) para identificar variantes asociadas al
cambio de fenotipo en ambas cepas Beijing.

La comparacion entre las cepas 46 vs. 46P reveld la presencia de 5 variantes Unicas. Dos
de estas variantes se encontraron en el genoma de la cepa 46, y corresponden a un
cambio en el marco de lectura en el gen que codifica para la proteina glicerol cinasa.
Adicionalmente, se observé una variante de tipo sinénima en el gen que codifica para la
proteina ESAT-6-like protein Esxl. Por otra parte, la cepa 46P presento tres variantes
Unicas en comparacion con su cepa parental, las cuales corresponden en todos los casos
a genes que codifican proteinas de la familia PE y PPE. Las variantes identificadas en la
comparacion 46 vs. 46P se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Variantes identificadas en los genomas de las cepas 46 y 46P

Cepa variantes Tipo de variante Cambio en la secuencia Producto
observadas
Cambio en el ¢.545dupG p.Vall83fs Glicerol cinasa
marco de lectura
e 2 Variante €.169C>T p.Leu57Leu Proteina ESAT-6-

sinénima like Esxl
Insercion en el €.3913 3914insGCACCGGCG Proteina de la
marco de lectura p.Gly1304 Vall1305insGlyThrGly familia PE
Cambio en el €.1305_1306dupCC p.GIn436fs Proteina de la

46P 3 marco de lectura familia PPE

PPE13

Mutacién con €.812T>C p.Val271Ala Proteina de la
cambio de familia PE
sentido

En el caso de la cepa 48, se observaron 5 variantes Unicas, las cuales incluyen una
insercion en el marco de lectura de una proteina de la familia PE, asi como una variante
con cambio de sentido en la subunidad beta de la RNA polimerasa. Adicionalmente, se
observaron tres variantes sinénimas, dos en genes que codifican para proteinas de la
familia PE y una variante en el gen que codifica para la proteina con dominio DUF222. En

el caso de la cepa 48V, se observaron 9 variantes en comparacion con la cepa 48. Estas
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incluyen una insercién en el marco de lectura del gen que codifica para la lipoproteina de
la familia LppP/LprE, una insercion en el marco de lectura de un gen que codifica una
proteina hipotética, una insercién en el marco de lectura de una proteina de la familia PE
y una variante en el marco de lectura de un gen que codifica para una proteina de la
familia PE-PGRS. Adicionalmente se identific6 una variante con cambio de sentido en el
gen que codifica para la RNA polimerasa, subunidad beta. Tres variantes sinénimas
fueron también identificadas en la cepa 48V, dos en genes que codifican para proteinas
de la familia PE, y una en un gen que codifica para una proteina hipotética. Las variantes
identificadas en la comparacion 48 vs. 48V se resumen en la Tabla 9.

Al comparar las secuencias 46P vs. 48V se identificO una variante compartida entre
ambas cepas, la cual corresponde a una insercion en el marco de lectura del gen que
codifica para una proteina de la familia PE.

Las bases de datos para los genomas secuenciados en este proyecto se han depositado
como un Bioproject en los archivos del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI; Numero de proyecto: PRINA628024).
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Tabla 9. Variantes identificadas en los genomas de las cepas 48 y 48V

Cepa Variantes Tipo de variante Cambio en la secuencia Producto
Insercion en el marco de ¢.2109_2110insGACGGTGGGGCCGGCG Proteina de la
lectura GCAACGGCGCC familia PE

p.Ala703_Asn704insAspGlyGlyAlaGlyGlyA
snGlyAla
Variante con cambio de ¢.3263G>T p.Gly1088Val RNA  polimerasa,
sentido subunidad beta
48 5

Variante sindbnima €.1407_1410delTGGAInsCGGT p.471 Proteina de Ia
familia PE

Variante sinénima ¢.195C>T p.Ser65Ser Proteina con
dominio DUF222

Variante sindbnima €.687T>C p.Gly229Gly Proteina de Ia
familia PE

Variante del marco de ¢.58 66dupTTGGCACTG Lipoproteina de la

lectura p.Leu22_lle23insLeuAlaLeu familia LppP/LprE

Delecion en el marco de ¢.483_500delCAACGGCGGCGCCGGCG hypothetical protein

lectura G p.Asnl62_Gly167del

Insercién en el marco de ¢.3913_3914insGCACCGGCG Proteina de la

lectura p.Gly1304_Val1305insGlyThrGly familia PE

Cambio en el marco de ¢.4774_4777delAAGGIinsGAGGT Proteina de Ia

lectura y variante con p.Lys1592fs familia PE-PGRS

cambio de sentido

Variante con cambio de ¢.1416_1426delTGTGAGTAGTTinsCATC Proteina hipotética

48V 9 sentido AACAGTA

Variante con cambio de
sentido

Variante sinébnima

Variante sinébnima

Variante sinénima

p.ValSerSerSer473lleAsnSerThr

€.3259_3263delCGGGGINSTGGGT
p.ArgGly1087TrpVal

€.1407T>C p.Gly469Gly
€.1713T>C p.Gly571Gly

€.1809A>T p.Ala603Ala

Perfil transcriptomico del hospedero
El Segundo objetivo implicé la caracterizacion del transcriptoma del hospedero (raton)

RNA polimerasa,
subunidad beta

Proteina de la
familia PE
Proteina de Ia
familia PE
Proteina hipotética

al dia 21 postinfeccion para determinar perfiles de expresion diferencial que pudieran

apoyar el cambio en el fenotipo de la enfermedad entre ratones infectados con las

cepas parentales (46, 48) y aquellos infectados con las cepas obtenidas a partir de

ratones vacunados (46P, 48V). EI RNA fue aislado de los pulmones de animales

infectados con cada una de las cepas y sacrificados al dia 21 postinfeccion. Este dia
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fue seleccionado por representar el momento en el cual hay una diferencia
significativa en la carga bacilar pulmonar, asi como el dia a partir del cual comienza a
disminuir la sobrevida de los animales infectados con las cepas 46P y 48V, de
acuerdo con los ensayos presentados en los antecedentes de este trabajo.

La extraccion de RNA mediante el protocolo estandarizado durante estos estudios
derivo en la obtencion de RNA de calidad y cantidad suficiente para la caracterizacion
transcriptomica. La informacion detallada respecto a las muestras utilizadas para la
secuenciacion del transcriptoma se muestra en la Tabla 10, los electroferogramas que
muestran la calidad de las muestras analizadas por Bioanalyzer se muestra en la

Figura 16.

Tabla 10. Muestras de RNA total de hospedero utilizadas para la creacion de librerias y RNA-seq

Numero 1200 pl totales
for(rer?a.tg Muestra Volumen ng/pl Qubit  RIN Total T Agua
recepcion

1 1A 50 60.6 7.1 3030 19.80 30.20
2 1B 50 58.1 7.7 2905 20.65 29.35
3 1C 50 57.7 7.1 2885 20.80 29.20
4 2A 50 34 8 1700 35.29 14.71
5 2B 50 232 8.9 11600 5.17 44.83
6 2C 50 268 8.8 13400 4.48 45.52
7 3A 50 70.8 8.3 3540 16.95 33.05
8 3B 50 56.4 8.3 2820 21.28 28.72
9 3C 50 78.1 8.1 3905 15.36 34.64
10 4A 50 93 8.7 4650 12.90 37.10
11 4B 50 314 9 15700 3.82 46.18
12 4C 50 193 9.1 9650 6.22 43.78
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Figura 16. Electroferogramas obtenidos a partir del Bioanalyzer para valoracion de RIN en muestras de RNA
total obtenido a partir de pulmones de ratones infectados

Una vez obtenido el RNA a partir de cada muestra (n=3 sujetos experimentales por

cada cepa estudiada) este es utilizado para crear librerias de RNA utilizando la
plataforma NEB-Next Ultra RNA Library Prep kit for lllumina. Se lleva a cabo el

procedimiento, agregando un index distinto a cada muestra (12 index totales) para

poder llevar a cabo la secuenciacién multiplex. La Figura 17 muestra una libreria de

RNA del hospedero para caracterizacion del transcriptoma lista para secuenciacion.
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Figura 17. Libreria de RNA del hospedero para caracterizacién del transcriptoma pulmonar

En los andlisis de expresion diferencial, se identificd la presencia de 41 genes sobre
expresados y 8 genes sub expresados en los animales infectados con la cepa 46 en
comparacion con aquellos infectados con la cepa 46P (Apéndice Tabla Al; Tabla
A2). En el caso de los animales infectados con la cepa 48, se observaron 45 genes
sobre expresados y 69 genes sub expresados en comparacion con aquellos
infectados con la cepa 48V a los 21 dias postinfeccién (Apéndice Tabla A3; Tabla
A4).

Diversos procesos biolégicos fueron impactados en relacién con los genes sobre
expresados para cada juego de cepas (46 vs. 46P; 48 vs. 48V). Para los animales
infectados con la cepa 46, los genes sobre expresados se agruparon en términos de
procesos relacionados con el sistema inmune, incluyendo genes asociados con la
respuesta inmunoldgica, migracion de leucocitos, quimiotaxis leucocitaria, respuesta
al estrés, respuesta inflamatoria y respuesta inflamatoria aguda, unién a motivos de
guimiocinas C-X-X, y union de interleucina-8, entre otros (Figura 18). En el caso de
los animales infectados con la cepa 48, los genes sobre expresados incluyen aquellos
relacionados con procesos inmunoldgicos, incluyendo procesos del sistema inmune,
respuesta inmunoldgica, migracion de leucocitos, regulacién positiva de activacion
leucocitaria, respuesta inflamatoria y respuesta inflamatoria aguda. Adicionalmente,

otras vias que se vieron enriquecidas en los animales infectados con estas cepas
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incluyeron la regulacion el alza de procesos catabdlicos para el colageno y el
desarrollo de nddulos linfaticos (Figura 19).

Por ultimo, se identificaron varias vias influenciadas por la expresion diferencial de
genes en animales infectados con las cepas previamente mencionadas. En el caso de
la comparacion entre la cepa 46 vs. 46P, cuatro vias se encontraron enriquecidas en
términos de genes sobre expresados (cascada del complemento y la coagulacion
[n=4]; interacciones de receptores de citocinas [n=5]; linaje hematopoyético [n=3]; vias
de sefalizacién por receptores tipo toll [n=3]). En el caso de los animales infectados
con las cepas 48 vs. 48V, se identificaron 3 vias enriquecidas en genes sobre-
expresados (amebiasis [n=3]; interacciones de receptores de citocinas [n=4],
diferenciacion de osteoclastos [n=3]).

Por ultimo, al comparar a los animales infectados con ambos juegos de bacterias (46
vs. 46P; 48 vs. 48V), se identificaron dos genes sobre expresados en los animales
infectados con las cepas parentales en comparacion con aquellos infectados con las
cepas provenientes de ratones vacunados, estos genes codifican para los productos

glucoproteina-2 y Vanina-1.
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Figura 18. Procesos bioldgicos afectados por la sobre-expresion de genes en animales infectados con la cepa 46 vs. 46P al dia 21 postinfeccion. Analisis de
enriquecimiento por Gene Ontology y KEGG, ambos evaluados a través de WebGestalt.

77



bbbgial_process I mokcubr_function I I callular_component
bobgical . extrace lukar extraca lular
o oo = otz ot | e (oo | ||
7 genes regulation ad]P/-gosoe o3 o process 6 genes 18 genes
adjP=8.300-03 3 pocees adP=5.00e-04 || adpP=1.09e-08
[ \ 7 :
cellulr rogu;lbn doveb) ntal ingls. i ing ke L darivative extrace llukar regon
= bbbgkal pma organm metabolic binding matrix part
process process 4 genes part 14 genes
prcsss adjPes 709-03 adjP2 220-08
posiive nm:nune response I \ I proteinaceo! s/ Y
. = . r u
ool feguiation regulation system celular of multice llular anatomical o mukicolular organc Qhcosaminogycan extracelubr bosrixoctcp
adhesion of call of t " smal truct stimub organsmal substance binding 1 space
7 genes callubar activaton foches companen o organ Tcurn v metabolic metabolic 4 genes o 11 genes
adjPs8.300-03 o bbbgial 11 genes movement 7 genes devebpment devebpment 22 genes o adjPwt 700-03 6 genes adjPe8.720-07
2 PI0c0! process adjP=150e-03 adjP=8.302-03 adjP=8.30e-03 Proce Pocees 4 adiP=3.000-04 s
Z \__ N I -rl_ 2 / I ’
5 ithe X 1esponse
celcall regulation iy \ call immune
adheson of mqub’lnn of kutocyte o ot motilty response system st g mm;lg:::ub c;ohgan
6 genes cell 9 coll activation el 7 genes 8 genes develbpment soped LW \ komes
3 callular " system 13 genes process adjP«3.906-03
adjP=1.50e-03 adheson procass actiation process adjP=8.30e-03 adjP=1508-03 adPa1,800-03
LA X 7 =Lt ; - |
- positive X
mguot:lnn posive reguhition positive TR response multice lular
!
"okoat || Sobest o o of o2 oot Systom orgen response wounding macsomoReud
adhesbn adhesion cell activatbn Bukocyte immune migration devebpment 9 genes 6 genes motabolic
3 genes adhesbn 4 gones activation system adP=1508-03 adjP=8 506-03 process
\ adjP=8.308-03 adjP=8.300-03 \ / procass
) N
regulation positve positive 4
"Om‘;'w i '“9":"“’“ '““":""’" kukocyle homa:)’ponlc nfammatory organismal oolen
pphod calkoal Bukocyte i woants ymphoid o —— metabolic
adhesion adhesion activation a0P5300.03 organ 0P8 300.03 ngones process
2genes 3 genes 4 genes - devebpment adiP=8.30e-03
adjP=8.300-03 adP=1,800-03 adjP=8.300-03 !
1
posiive
'wu‘;‘m" lymph acute collagen
node inflammatory catabolic
":"Ifg‘:‘: devebpment responss process
dhabe 2 genes 3 genes 2 genes
2 genes adjP=8.30e-03 adjP=8.308-03 adjP=8.30-03
adiP=2 402-03

Figura 19. Procesos bioldgicos afectados por la sobre-expresion de genes en animales infectados con la cepa 48 vs. 48v al dia 21 postinfeccion. Andlisis de

enriquecimiento por Gene Ontology y KEGG, ambos evaluados a través de WebGestalt.




Analisis histopatolégico

Al analizar los genes con expresion diferencial en los hospederos infectados con las
cepas parentales en comparacion a las cepas provenientes de ratones vacunados, un
gen en particular fue considerado de gran interés a nivel de los hallazgos
experimentales. Vanina-1, producto de uno de los genes sobre expresados en
animales infectados con ambas cepas parentales del genotipo Beijing (46 y 48) ha
sido descrito en experimentos previos como un factor relevante para el desarrollo de
granulomas durante infecciones por microorganismos patdégenos intracelulares. De
manera particular, durante los ensayos de virulencia y analisis histopatol6gico uno de
los hallazgos mas particulares al comparar los pulmones de los animales infectados
con las cepas parentales en comparacion con las cepas provenientes de ratones
vacunados fue el hecho de que el infiltrado inflamatorio pulmonar era
consistentemente mas abundante en los pulmones provenientes de ratones infectados
con las cepas 46 y 48 vs. Los animales infectados con las cepas 46P y 48V. Una de
las hipétesis planteadas durante los experimentos realizados para valorar la virulencia
de estas cepas, era que posiblemente las cepas desarrollaban mutaciones en genes
que codificaban para proteinas de relevancia antigénica, evitando asi el
reconocimiento por parte del sistema inmunoldgico lo cual les permitia proliferar hasta
el punto de generar un proceso de destruccion de la arquitectura pulmonar que
resultaba incompatible con las necesidades de hematosis de los animales, los cuales
morian por insuficiencia respiratoria. Tres pulmones provenientes de los animales
infectados con las cepas 46, 46P, 48 y 48V los cuales habian sido perfundidos con
formol y embebidos en parafina fueron utilizados para evaluar cualitativamente el
dafio pulmonar mediante microscopia oOptica.

De manera general, los animales infectados con las cepas 46P y 48V desarrollaron
dafio histolégico de forma méas temprana y agresiva en comparacion con los animales
infectados con las cepas parentales 46 y 48. Particularmente, los animales infectados
con la cepa 46 vs. 46P desarrollaron un patron de dafio distinto (Figura 20). Los
pulmones obtenidos de animales infectados con la cepa 46P mostraron un desarrollo
de dafio tipo neumonia de manera mas temprana durante el curso de la enfermedad,

con pequefios parches neumonicos apareciendo desde el dia 14 postinfeccion en
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comparacion con la cepa 46P (9.8 vs. 0%; p < 0.001), e incrementando gradualmente
a lo largo del dia 21 (20.9 vs. 13.2%; p < 0.01) y 28 (65.5 vs. 60.5%; p > 0.05)
postinfeccion (Figura 21A). A pesar de que el area afectada por neumonia fue
cuantitativamente similar al dia 28 postinfeccion entre ambas cepas, en el caso de los
animales infectados con la cepa 46P se observé la presencia de otro patron de dafio
histopatoldgico, necrosis pulmonar, que inicid el dia 21 postinfeccion (2.5% vs. 11.6%;
p < 0.05) y se extendié6 de manera considerable a lo largo de la arquitectura pulmonar
para el dia 28 (4.9% vs. 46.6%; p < 0.001) postinfeccion (Figura 21B).
Adicionalmente, cuantificamos el nimero y tamafio de los granulomas presentes en
animales infectados con las cepas 46 vs. 46P, identificando que los animales
infectados con la cepa parental (46) desarrollaron granulomas de forma mas temprana
(dia 7 postinfeccion) en comparaciéon con ratones infectados con la cepa proveniente
de ratones vacunados (46P), en quienes el desarrollo de granulomas fue mas tardio
(dia 14 postinfeccion) (Figura 21C). El tamafio de los granulomas también mostro
diferencias significativas entre los animales infectados con la cepa 46, que
desarrollaron granulomas en promedio dos o tres veces mas grandes en comparacion

con los animales infectados con la cepa 46P (Figura 21D).

DIA 7 DIiA 14 DIA 21 DIA 28

46

Figura 20. Imagenes representativas de dafio histopatolégico observado en los animales hospederos
infectados con las cepas 46 y 46P durante la cinética de infeccion (N=3 sujetos experimentales por dia de la

cinética).
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Figura 21. Histomorfometria de pulmones recuperados de animales infectados con la cepa 46 vs. 46P. (N=3
sujetos experimentales por dia de la cinética). Comparacion realizada mediante ANOVA de dos colas.

Los parametros histopatoldgicos que fueron evaluados en los animales infectados con
las cepas 48 y 48V mostraron un patrén similar a los descritos para las cepas 46 y
46P. Los animales infectados con la cepa 48V desarrollaron neumonia de manera
mAas temprana y con una mayor area de pulmén comprometida en comparacion con
aquellos infectados con la cepa 48 (Figura 22, 23A). Los animales infectados con la
cepa 48V mostraron pequefias areas de neumonia al dia 14 postinfeccion (0% vs.
2.2%), las cuales incrementaron significativamente al dia 21 postinfeccion (27.8% vs.
44.9%; p < 0.05) en comparacion con los animales infectados con la cepa 48 (Figura
23A). Respecto a la necrosis pulmonar, los animales infectados con la cepa 48V
desarrollaron pequefias zonas de necrosis pulmonar al dia 14 postinfeccion (0% vs.
0.5%; p > 0.05), las cuales fueron significativamente mayores al dia 21 postinfeccion
en comparacion a aquellas identificadas en los animales infectados con la cepa 48

parental (8.4% vs. 42.9%; p < 0.001) (Figura 23B). De manera similar a los animales

81



infectados con las cepas 46 y 46P, los animales infectados con la cepa 48V tuvieron
un nime