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Resumen

Obijetivo: identificar genes de M. tuberculosis
que se inducen bajo condiciones de limitacién
de oxigeno para estudiar su posterior efecto
sobre la viabilidad del patégeno. Materiales y
Metodos: se crecieron cultivos de la cepa no
patogena M. smegmatis mc®155 en cajas de
microcultivo bajo condiciones de estrés
anaerobico. Se construyd una biblioteca
genomica de M. tuberculosis H37Rv en el
plasmido pGFP, la cual fue introducida dentro
de M. smegmatis. A partir de observacién de
las células de M. smegmatis recombinantes
bajo luz UV se identificaron clones que induje-
ran la expresion del gen reportero bajo condi-
ciones de limitacion de oxigeno. Los plasmidos
recombinantes de estos clones fueron aislados
y los insertos secuenciados. Las secuencias
obtenidas fueron analizadas comparandolas
con el genoma completo de M. tuberculosis.
Resultados: Se estandarizaron las condiciones
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in vitro para realizar estudios por estres anaerdbico
usando la micobacteria M. smegmatis. E| tamizaje
de la genoteca de M. tuberculosis dentro de M.
smegmatis llevd a la identificacion de 3 posibles
fragmentos gendmicos que inducen la expresion
de gfp en condiciones de estrés anaerdbico. La
secuencia de estos insertos reveld que contenian
posibles secuencias reguladoras, dos de ellas
corriente arriba de los genes para las proteinas
hipotéticas Rv2603 y Rv3267 de M. tuberculosis y
la otra para un marco abierto de lectura no identifi-
cado. Conclusiones: Utilizando librerias
gendmicas y una micobacteria no patégena
como M. smegmatis es posible identificar genes
de M. tuberculosis posiblemente involucrados
en resistencia a condiciones de estrés. Pala-
bras clave: M. tuberculosis, estrés anaerobico,
librerias gendmicas, proteina fluorescente ver-
de, gfp. @
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introduccion

A pesar de las medidas tomadas para erradi-
car la tuberculosis, ésta es todavia la enfer-
medad infecciosa que mas muertes provoca
en el mundo. Aunque hace unas decadas se
penso que habia dejado de ser una enferme-
dad gue amenazara a la humanidad, a partir
de los afios 80 se observo un alarmante resur-
gimiento de la misma debido en parte a la apa-
ricion de cepas resistentes a miultiples drogas,
al abandono de las terapias por parte de los
enfermos y a la asociacion con la infeccion del
virus del SIDA (1,2).

Los problemas para erradicar la enfermedad
estan intimamente asociados con la peculiar
patogenesis de Mycobacterium tuberculosis, el
agente causal de la enfermedad, que es capaz
de causar tanto un proceso agudo de enferme-
dad como una infeccion latente asintomatica.
Durante la fase latente, el patdgeno permane-
ce en el interior del tejido infectado durante
anos o incluso décadas y puede, en un mo-
mento dado, dar lugar a una reactivacion de la
enfermedad. La magnitud del problema de la
latencia es asombrosa puesto que se ha esti-
mado que aproximadamente un tercio de la
poblacion mundial puede estar infectada con
el bacilo en este estado (3). Las drogas que
existen en la actualidad no son efectivas con-
tra el bacilo durmiente, lo cual significa que
pueden ocurrir millones de casos de
reactivacion en el futuro a menos que se desa-
rrollen nuevas estrategias para su control.

Se sabe muy poco acerca del estado fisiologi-
co del bacilo de la tuberculosis durante la
latencia y de los mecanismos que utiliza para
sobrevivir dentro de su hospedero y causar
reactivacion de la enfermedad. Se cree que
las lesiones en las cuales se establece la
latencia presentan condiciones adversas para
el microorganismo como deprivacion de oxi-
geno, carencia de nutrientes, pH bajo y la pre-
sencia de radicales toxicos de oxigeno (4). La
identificacion de genes involucrados en impar-
tirle al microorganismo la capacidad de sobre-
vivir y resistir este estrés ambiental podria con-

tribuir al entendimiento de los mecanismos im-
plicados en el establecimiento y manteni-
miento de los bacilos latentes vy, en un futuro,
al desarrollo de drogas efectivas para su con-
trol. Aungue se conoce poco acerca de |os
genes involucrados en este estado, hasta el
momento se han reportado dos posibles can-
didatos implicados en la capacidad de M. tu-
berculosis para persistir dentro del raton. Uno
de ellos es el gen para la isocitrato liasa que
es esencial para el metabolismo de los acidos
grasos y el otro es un gen involucrado en la
sintesis de anillos de ciclopropano del dcido
micolico (5, 6).

Dadas las condiciones en las que se encuen-
tra M. tuberculosis dentro del hospedero, se
ha propuesto que la limitacion de oxigeno es
el factor principal en la induccion del estado
de latencia. A pesar de que M. tuberculosis
requiere oxigeno para su crecimiento, éste
puede sobrevivir cuando la deplecion de oxi-
geno se hace de forma gradual de tal forma
que permita la adaptacion del bacilo y el esta-
blecimiento de un estado de persistencia no
replicativa caracteristico de la latencia (7). El
establecimiento de una forma mas resistente
a condiciones anaerobicas ha sido también
reportada para M. smegmatis, sugiriendo que
esta micobacteria no patogena, de rapido cre-
cimiento, puede ser utilizada como modelo para
entender los mecanismos de latencia (8, 9).
Se cree que en el estado de latencia la
micobacteria controla su actividad biosintetica
para conservar energia, explota fuentes alter-
nativas de energia y establece mecanismos
para estabilizar sus componentes celulares y
reducir la necesidad de realizar procesos celu-
lares costosos (7). El presente estudio descri-
be la estrategia utilizada para identificar genes
posiblemente involucrados en la capacidad de
M. tuberculosis para sobrevivir bajo condicio-
nes de limitacion de oxigeno. El tamizaje de
una genoteca de M. tuberculosis llevo a la iden-
tificacion de posibles promotores que se indu-
cen bajo condiciones microaerofilicas. Estos
resultados sirven como un primer paso en la
descripcion de nuevos genes involucrados en
la persistencia de este importante patogeno.
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Materiales y Métodos

Cepas y condiciones de crecimiento

En este estudio se utilizaron las cepas
Escherichia coliJM109 y M. smegmatis mc?155
(10). Las células de E. coli fueron crecidas a
37°C en medio Luria Bertani (LB) sdlido o Ii-
quido, con agitacién (11), suplementado con
50 pg/ml de Kanamicina (Km), en caso de ser
necesario. M. smegmatis se cultivé a 37°C en
medio solido Middlebrook 7H10 o en medio Ii-
quido LB o Middlebrook 7H9 (Difco, Detroit, Ml)
con 0.05% (v/v) de Tween 80, 0.2% glicerol (v/
v), suplementados con 15 pg/ml de Km de ser
necesario. Los cultivos en cajas de microcultivo
de 96 pozos se hicieron en 200 pl de medio.
Los ensayos de expresion en medio sélido se
realizaron en cajas de Petri incubadas en un
recipiente herméticamente cerrado en el cual
se coloco una vela encendida para reducir la
concentracion de oxigeno y simular un ambien-
te de limitacion de oxigeno. Los ensayos en
liquido fueron realizados en 3ml en tubos de
ensayo de 13mm X 100mm sin agitacion. La
viabilidad celular se determiné plaqueando di-
luciones del cultivo sobre medio sdlido.

Estandarizacién de las condiciones
de estrés

Una colonia de M. smegmatis mc?155 crecida
por un dia sirvié de indculo para pocillos de
una caja de microcultivo conteniendo 200 ml
de LB. Para estrés anaerdbico, se inocularon
dos pocillos, a uno de los cuales se adiciond
50 ml de aceite mineral estéril para limitar la
disponibilidad de oxigeno. Los cultivos fueron
incubados a 37°C y se les hizo medidas de via-
bilidad celular en diferentes tiempos. Los ex-
perimentos de estandarizacion fueron realiza-
dos por triplicado.

Construccion de genoteca
y tamizaje

El ADN genomico de M. tuberculosis H37Rv
fue aislado segun métodos descritos (12) y
sometido a hidrolisis parcial con la enzima de

restriccion Sau3A |, siguiendo protocolos esta-
blecidos (11). EI ADN parcialmente digerido fue
ligado al vector pGFP (13) previamente digeri-
do con BamHI y defosforilado con fosfatasa
alcalina (GIBCO-BRL, Gaithersburg MD) y esta
mezcla fue introducida en E. coli para obtener
grandes cantidades de ADN puro de la
genoteca (Qiagen Inc, CA). La genoteca fue
introducida en M. smegmatis mc?155 median-
te electroporacion (10) y las colonias
transformantes fueron colocadas individual-
mente y por duplicado en pozos de cajas de
microcultivo de 96 pozos conteniendo 7H9.
Tras cinco dias de incubacion a 37°C, una ré-
plica se congeld a -80°C como stock para en-
sayos posteriores. Los cultivos de la otra répli-
ca se cubrieron anadiendo 50 pl de aceite mi-
neral a cada pozo y se continué la incubacion
a 37°C. A estos cultivos se les hizo un segui-
miento periddico cada 4 dias usando una lam-
para manual de luz ultravioleta (UV) de 315
nm. Se seleccionaron clones que expresaban
gfo entre 15 y 35 dias de incubacién bajo limi-
tacion de oxigeno y con ellos se hizo un se-
gundo tamizaje en cajas de 96 pozos, con y
sin limitacién de oxigeno. De clones seleccio-
nados se procedio a hacer una ultima ronda de
tamizaje en la cual se crecieron en medio li-
guido y en medio solido. Los controles se hi-
cieron incubando las células bajo las mismas
condiciones pero sin limitacion de oxigeno.

Analisis de clones

Los plasmidos seleccionados fueron introduci-
dos directamente de M. smegmatis a E. coli
por electroduccion (14). El ADN plasmidico fue
purificado usando columnas de Qiagen (Qiagen
Inc., CA) y analizado por cortes con las enzimas
de restriccion BamH| y Hindlll (Gibco-BRL). Las
digestiones fueron visualizadas en geles de
agarosa al 1% tefidos con bromuro de etidio
(0.5 pg/ml). La secuenciacion de los insertos
se llevo a cabo en un secuenciador ABI 373
(PE Applied Biosystems, Foster City, CA) em-
pleando el primer GFPseq (5 GCCCATTA-
ACATCACCATC 3'). Se utilizé el algoritmo
BLAST (15) para la busqueda de homologias
en las base de datos -GenBank. El programa
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Omiga 2.0 (Oxford Molecular Group 1999) fue
utilizado para buscar marcos abiertos de lec-
tura y ubicacion de promotores en la secuen-
cia de los insertos.

Resultados

Estandarizacion de condiciones de
estreés

Como primer paso en este estudio, se busco
estandarizar las condiciones in vitro que pu-
dieran simular condiciones de estres
anaerobico para M. smegmatis. En este ensa-
yo se busco una condicion que limitara el cre-
cimiento de M. smegmatis sin eliminar com-
pletamente al bacilo, de tal manera que éste
estuviera sometido a condiciones de estrés por
un periodo de tiempo en el cual se pudiera
evidenciar induccion genica. La viabilidad de
M. smegmatis sometida a anaerobiosis, gene-
rado al cubrir los pozos de cultivo con aceite
mineral, disminuye con respecto al control (Fi-
gura 1). La incubacion prolongada del control
sin aceite mineral también afecta el crecimien-
to, aunque en menor medida.

Construccion de libreria
e identificacion de promotores

Una libreria genomica de la cepa patogénica
M. tuberculosis H37Rv fue construida dentro
del plasmido de fusion transcripcional pGFP
que porta el gen reportero gfp carente de se-
cuencias reguladoras (13). Esta genoteca fue
electroporada dentro de M. smegmatis mc?155
y, como se observa en la Figura 2, la induc-
cion de la proteina fluorescente verde bajo luz
UV es facil de observar. Con esta genoteca se
hizo un tamizaje de 2,400 colonias individua-
les bajo condiciones de limitacion de oxigeno
(Figura 3). En un primer ensayo las colonias
se crecieron en medio 7H9 dentro de pozos de
cajas de microcultivo de 96 pozos vy, luego de
4 dias de incubacion, los pozos se sellaron con
la adicion de aceite mineral para limitar el oxi-
geno. El seguimiento de estas células llevo a
la identificacion de 288 clones en los cuales se
encendia el gen reportero gfp entre 15 y 30
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Viabilidad de M. smegmatis sometida a condiciones
microaerofilicas. Las curvas muestran la viabilidad
de cultivos control (cuadros relleno) y células
sometidas a estrés por anaerobiosis (diamantes).
ufc: unidades formadoras de colonias
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Genoteca de M. tuberculosis H37Rv en pGFP.
La foto muestra colonias transformantes
de M. smegmatis crecidas en medio solido
y visualizadas bajo luz UV

Diagrama de flujo del tamizaje de la genoteca de M.
tuberculosis bajo condiciones de esirés anaerdbico
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dias de incubacion después de haber sido sella-
dos con aceite mineral. De esta manera se bus-
caba asegurar que la expresion de gfp se debie-
ra unicamente a la incubacion prolongada bajo
condiciones anaerdbicas y no por otros facto-
res. Partiendo de células guardadas a -80°C,
estos 288 clones se volvieron a someter a las
mismas condiciones de anaerobiosis en parale-
lo con duplicados control en los cuales no se
limitd el oxigeno. El seguimiento de las
micobacterias incubadas con y sin aceite mi-
neral redujo el numero a 36 clones potencial-
mente portadores de secuencias reguladoras
que expresaban el gen reportero unicamente
bajo condiciones anaerdbicas.

Estos 36 clones se sometieron a un tamizaje
adicional creciéndolos por duplicado en: a)
medio liquido 7H9 en tubos de ensayo, y b)
medio solido 7H10. Una vez crecidos, una ré-
plica se sometié a condiciones de limitacién
de oxigeno mientras que la otra se mantuvo
como control. El seguimiento con luz UV de
los clones permitio identificar 7 clones de inte-
res (14, 36, 46, 64, 70, 72, y 77), de los cuales
solamente 5 se encendieron tanto en medio
liguido como en medio solido.

Analisis de los clones

Los plasmidos recombinantes dentro de los
clones de interés (14, 36, 46, 64, 70, 72, y 77)
fueron introducidos en E. colipor electroduccion
y analizados mediante digestion con enzimas
de restriccion (Figura 4). De esta manera se
demostré que estos plasmidos contenian in-
sertos diferentes. Estos insertos fueron
secuenciados y analizados utilizando el algo-
ritmo BLAST y el genoma completo de M. tu-
berculosis H37Rv (15, 16), lo cual permitid
determinar la ubicacion de los insertos clonados
en pGFP en el genoma de M. tuberculosis. Las
secuencias obtenidas mostraron que los inser-
tos en la mayoria de los casos estaban com-
puestos por mas de un fragmento, correspon-
dientes cada uno a diferentes regiones del
genoma de M. tuberculosis. Los fragmentos de
los clones 64, 70, 72, y 77 correspondian ade-
mas a secuencias situadas en medio de una

proteina. Debido a la ausencia de secuencias
reguladoras evidentes, estos cuatro clones no
se siguieron analizando.

El analisis inicial de la secuencia del inserto
correspondiente al clon 14 indico que se trata-
ba de un solo fragmento de 491 pares de ba-
ses (pb) ubicado en el centro del gen para la
proteina PpsA de M. tuberculosis. Este inserto
esta orientado en el clon 14 de tal forma que la
transcripcion de ppsA ocurre en sentido con-
trario con respecto al sentido de la transcrip-
cion del gen reportero gfp. Sin embargo, un
analisis mas detallado de la secuencia revelo
un marco abierto de lectura (ORF), en sentido
correcto con respecto a gip, lo suficientemen-
te grande como para dar origen a una proteina
de 340 aminoacidos (Figura 5A). La secuencia
del inserto en el clon 36 reveld la presencia de
tres fragmentos. De estos, el segundo frag-
mento, ubicado en el segmento 116/162 de M.
tuberculosis, consta de 308pb y contiene el
comienzo del gen de la proteina hipotética
Rv2603c vy la region corriente arriba de éste
(Figura 5B).

Discusion

El presente trabajo constituye una aproxima-
cion sistematica para aislar promotores de M.
tuberculosis que se inducen bajo estrés
anaerobico, mediante la busqueda de senales

Gel de agarosa con insertos. Arriba se muestra el

numero de cada clon, cuyo DNA se digirié con las
enzimas BamHI o Hindlll. GFP = plasmido control sin
inserto, MWM = patrones de peso molecular de 1Kb.

i 14 3 46 72 64 77
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A Clon 14 491bp

B Clon 36 308 bp

Cc Clon 46 228bp

Rv2603
H37Rv segmento 116/162
1670 1512

H37Rv segmenta 127/162

7520 7743

= Rv3267

H37Rv segmento 141/162

Diagrama de los insertos contenidos en los clones 14 (A), 36 (B) ¥ 46(C). Lalinea superior representa el plasmido; 13 flecha
indica la posicion y sentido de la transcripcion del gen repartero gip. Ef tamanio de los insertos de interés se indica arriba en
pares de bases (bp). La correspondencia con el genoma de M. tuberculosis H37Rv (linea sdlida de abajo) y la localizacion
exacta (numeros de abajo) se muestran para los insertos de interés. Las flechas pequenas (en gris) indican los marcos
abiertos de léctura (ORF) o proteinas hipoteticas (16). El clon 46 contiene dos fragmentos de ADN de M. tuberculosis. Uno

de ellos, de 235pb, contiene parte def gen de fa proteina ModA y

aparentemente carece de secuencias reguladoras. £/ otro

fragmento, que consta de 228ph, corresponde al segmento 141/162 del genoma completo de M. tuberculosis y contiene e/
exiremo 5'del gen de la proteina hipotética Rv3267 ¥ la region corriente arriba.

transcripcionales que conduzcan ala expresion
de un gen reportero en M. smegmatis. La
estandarizacion inicial de cultivos en pozos de
microcultivo definié las condiciones de incu-
bacion para realizar el tamizaje de la genoteca.
En estos ensayos se observé una disminucion
en el numero de colonias viables en torno a un
orden de magnitud respecto al control, tras 35
dias de incubacién, sin que hubiera una total
inhibicion de la viabilidad celular.

Estudios anteriores muestran que al incubar
micobacterias en medio liquido sin agitacion o
con agitacion suave, se establece un gradiente
de disminucion de oxigeno hacia el fondo del
tubo (17, 18, 8, 19). El uso de aceite mineral
también ha sido reportado para obtener condi-
ciones anaerdbicas en cultivos de M. tubercu-
losis (20). Debido al estado en el cual se en-

Ccuentra la micobacteria dentro de lesiones en el
hospedero, se ha argumentado que el bacilo de
la tuberculosis en estos cultivos anaerobicos es
fisiologicamente analogo al estado no replicativo
del microorganismo durante una infeccién laten-
te (7). En este ensayo, los cultivos permanecie-
ron en incubacion sin agitacién, permitiendo una
adaptacion lenta de M. smegmatis a las condi-
ciones de anaerobiosis. Esto se evidencia en
las curvas de viabilidad (Figura 1), validando asi
el uso de esta aproximacion experimental. Es-
tos ensayos definen entonces las condiciones
necesarias para realizar tamizaje de un gran nu-
mero de colonias individuales de M. smegmatis
en placas de microcultivo, en un sistema senci-
lloy eficaz para estudiar la dindmica micobacteriana
ante ambientes adversos,

El tamizaje de la genoteca de M. tuberculosis,

m Asociacion Colombiana de Infectologia
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construida en pGFP y analizada dentro de M.
smegmatis, llevo a la identificacion de siete
clones potencialmente interesantes en los cua-
les la expresion de gfp se indujo bajo condicio-
nes limitantes de oxigeno. El analisis de las
secuencias obtenidas revelé gue la gran ma-
yoria contenfa mas de un fragmento de ADN
genomico. Esto probablemente se debe a que
los fragmentos obtenidos por hidrolisis parcial
con Sau3A | se ligaron entre si ya que no fue-
ron defosforilados antes de construir la
genoteca. La secuencia de los insertos tam-
bién reveld que muchos de ellos contenian frag-
mentos ubicados en la mitad de genes o frente
a genes orientados en sentido contrario con
respecto a la transcripcion del gen reportero
gfp. Aunque no es claro porgué estos insertos
logran inducir la expresion de gfip bajo las con-
diciones estudiadas aqui, es posible que con-
tengan secuencias que puedan funcionar como
promotores cripticos para la expresion.

Tres de los siete clones obtenidos (74, 36 vy
46) parecen tener posibles secuencias
reguladoras responsables de la expresion del
gen reportero gfp. El andlisis detallado del in-
serto en el clon 14 reveld la presencia de un
ORF de 340 aminoacidos y abre la posibilidad
de que el inserto contenga secuencias de re-
gulacion transcripcional. Hasta el momento, no
se ha encontrado homologia de este péptido
con proteinas conocidas. En el clon 36 se en-
contro que el segundo inserto contenia parte
de la secuencia para el gen de Rv2603 vy la
region corriente arriba. Este gen codifica para
una proteina de funcion desconocida con alta
identidad a proteinas hipoteticas de varios or-
ganismos como M. leprae y E. coli. Para defi-
nir con mayor claridad si este fragmento esta
en realidad dirigiendo la expresion del gen re-
portero seria necesario hacer un subclonaje que
incluyera unicamente la region de interés. De
esta manera se podria saber si el fragmento
funciona efectivamente como region regula-
dora de la expresion génica y permitiria ade-
mas analizar si la expresion es especifica para
condiciones de limitacion de oxigeno.

El clon 46 contiene un fragmento con el sitio de

inicio de la proteina hipotética Rv3267 vy la re-
gion corriente arriba. Aungue este inserto no se
encuentra inmediatamente anterior al gen repor-
tero (Figura 5C) es posible que la transcripcion
comience en esta regién y contintie sin interrup-
ciones a traves del segmento contiguo, que co-
difica para una region interna de la proteina
ModA, hasta el gen gfp, permitiendo asi su ex-
presion. Seria necesario confirmar esto hacien-
do un subclonaje que incluya solamente la su-
puesta region reguladora para asi analizar su
efecto sobre la expresion de un gen reportero.
Aunque no fue posible identificar secuencias
homologas a las cajas —10 y — 35 de promoto-
res bacterianos conocidos dentro de esta su-
puesta region reguladora del gen para Rv3267,
esto no significa que en esta region no se en-
cuentre un posible promotor. En micobacterias
son pocas las secuencias promotoras caracte-
rizadas y muchas de ellas difieren bastante de
las secuencias consenso que se tienen para
sistemas bacterianos, especialmente las de E.
coli(21).

Al comparar la proteina Rv3267 con proteinas
de otros microorganismos, se encontrd identi-
dad con la proteina CpsA de organismos como
Estreptomyces coelicolor, Estreptococcus sp,
y Mycobacterium leprae (Figura 6). Varias pro-
teinas Cps estan involucradas en la sintesis
del polisacarido capsular de diversos
microorganismos. De estas, CpsA funciona
como un activador de la transcripcion que re-
gula la expresion de los otros genes
involucrados en la produccién de polisacarido
(22, 23). Esto puede ser relevante ya que una
de las formas que tiene la micobacteria de ex-
presar genes como respuesta a condiciones
adversas, es por medio de la transcripcion
mediante factores sigma alternativos (18). La
regulacion de esta transcripcion puede estar a
cargo de proteinas como la CpsA que, al afec-
tar expresion génica, ayuden en el proceso de
adaptacion de la micobacteria a condiciones
de limitacion de oxigeno. Los andlisis
bioinformaticas de la misma proteina mostra-
ron la presencia de un motivo de union a ATP/
GTP, estos motivos se relacionan en muchos
organismos con la transduccion de sefiales. Las
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Alineamiento de a proteina hipotética Rv3267 de M. tuberculosis con proteinas relacionadas., L a secuencia deducida de M.

tuberculosis Rv3267 ( CABO7086) esta alineada con homaio

gos usando Clustal X (27). En negro se indican aminoécidos

identicos v en gris aminoacidos conservados. Los numeros a la derecha indican la longitud de los polipéptidos.,
NP 218001 =M. th-probable CpsA: AAK47947 - M.th-proteina hipotética conservada; A70569 = M. tb-probable CpsA:
AAAB3T142 =M, leprae-CpsA: CAC31203 = M. leprae-proteina hipotética conservada

implicaciones que este tipo de proteinas tengan
en M. tuberculosis son hasta el presente desco-
nocidas. Es por lo tanto necesario seguir pro-
fundizando y realizando analisis funcional
de estas proteinas con el fin de poder determi-
nar su verdadero papel en la respuesta del
microorganismo a condiciones adversas.

Existe un gran interés por identificar genes y
proteinas involucradas en la capacidad que
tiene M. tuberculosis de persistir dentro de su

hospedero. Dentro de los factores que llevan al
establecimiento de la latencia, |a limitacion de
oxigeno disponible para el bacilo es quizas el
mas importante. Debido a esto, se han adopta-
do diferentes aproximaciones para identificar
genes y proteinas que se expresan exclusiva-
mente bajo condiciones de anaerobiosis. En un
estudio reciente con M. bovis BCG, se identifi-
caron proteinas inducidas bajo limitacién de
oxigeno en el modelo de latencia definido por
Wayne (24). Asi mismo, se han identificado pro-
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teinas gue se expresan bajo condiciones
anaerobicas en M. tuberculosis (4) y en
M. smegmatis (25).

En este estudio, se busco identificar sefales
reguladoras necesarias para la expresion del
gen reportero gfp. El modelo experimental uti-
lizado, que permite el analisis de un gran nu-
mero de clones de manera relativamente facil,
permitio la identificacion de tres posible regio-
nes reguladoras. Dos de los posibles genes
regulados por estas secuencias, Rv2603 y
Rv3267, codifican para proteinas de funcion
desconocida y ninguna ha sido descrita en es-
tudios anteriores. Esto no es sorprendente dado
que solo se le han atribuido funciones precisas
a un 40% de los casi 4000 marcos abiertos de
lectura identificados (16). La otra posible re-
gion reguladora puede estar encargada de la
expresion de un ORF de funcidon desconocida.
En un reporte reciente, el uso de la protedmica
logro identificar 6 proteinas no anotadas den-
tro del genoma de tuberculosis, indicando que
no todas los posibles marcos abiertos de lec-
tura has sido identificados (26).

Aungue en este estudio sélo se pudieron iden-
tificar tres posibles secuencias reguladoras, es
importante notar que solo se hizo tamizaje de
un pequeno numero de clones portando la
genoteca de M. tuberculosis. Para hacer un
tamizaje exhaustivo de la genoteca, que porta
fragmentos pequefos (0.5 - 1kb) seria nece-
sario analizar mas de 5.000 clones individua-
les. Este estudio constituye entonces una pri-
mera aproximacion a la identificacion de genes
novedosos que pudieran estar involucrados en
la respuesta del microorganismo a situaciones
de limitacién de oxigeno. £

Abstract

Mycobacterium tuberculosis is capable of
persisting for long periods of time within the
host causing an asympotmatic latent infection.
It has been suggested that of the environmental
assaults encountered by the bacilli, lack of
oxygen availability is perhaps the most

important one in terms causing M. tuberculosis
to enter latency in what has been described as
a persistent nonreplicating state. In this study
we set out to standardize conditions in which
M. smegmatis could be grown in 96-well
microtiter dishes in order to carry out screening
of a M. tuberculosis DNA library constructed in
the transcriptional fusion plasmid pGFP.
Screening was then carried out under conditions
of anaerobic stress, simulated by covering
cultures with mineral oil, and 7 potential clones
that induced expression of the reporter gene
gfp were identified. Sequence analysis of the
inserts in these clones revealed that at least
three of them had potential transcriptional
regulatory regions. Of these, two contained
fragments that encoded the 5" end of the genes
for the M. tuberculosis hypothetical proteins
Rv2603 and Rv3267 and upstream regions.
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