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Introduccién. El uso de la secuenciacién masiva para
estudiar la expresidn de genes durante una infeccidn
promete ayudar a aclarar los mecanismos que ocurren
tanto en el patégeno como en el hospedero durante el
proceso de una enfermedad (1). Sin embargo, estos
estudios en patdégenos intracelulares como M.
tuberculosis (Mtb) implica varias limitaciones técnicas
que hasta ahora so6lo han permitido el estudio del
patdégeno en cultivos bacterianos (2) o modelos in vitro
(3), lo que deja de lado la gran cantidad de factores que
ocurren en una infeccién in vivo. Dos de las limitantes
mas importantes son 1) la obtencion de ARN del
patégeno con buena calidad y en cantidades suficientes
para la construccion de las librerias y 2) la gran
proporcidon de secuencias ribosomales que obligan a
secuenciar a muy altas profundidades para poder
observar secuencias de otros genes. En este sentido, el
uso de sondas capaces de capturar y separar el material
genético de manera selectiva, ha probado ser util, por
ejemplo, en casos con ADN antiguo (4).

En este contexto y dada la ausencia de trabajos
detallados en modelos in vivo, el objetivo de este trabajo
es usar sondas de captura para enriquecer el ARN de
Mtb ademas de desarrollar la estrategia bioinformatica
para poder estudiar el comportamiento de la bacteria
durante la infeccion en los pulmones de un raton.

Metodologia. Para el enriquecer el ARN de Mtb se
desarrollé un protocolo en dos etapas. La primera basada
en la centrifugacion diferencial del homogenizado de
pulmén de ratén infectado con la cepa H37Rv de Mtb, lo
que permitid la formacién de un pellet enriquecido en
bacteria del que posteriormente se extrajo el ARN total
(5). En la segunda etapa se construyeron sondas de
captura para separar la mayor parte de secuencias
ribosomales y asi enriquecer los transcritos de otros
genes. Finalmente, se estableci6 el “pipeline”
bioinformatico para el analisis de los genes.

Resultados. Al realizar una tincion Zihel-Neelsen del
homogenizado de un pulmén antes y después de usar la
centrifugacion diferencial (Fig. 1) observamos un
enriquecimiento de bacterias (bacilos rosas) en el pellet.

Fig. 1. Tincion Zihel-Neelsen del homogenizado de un pulmoén infectado
con Mtb A) antes y B) después de la centrifugacion diferencial.

Después de extraer el ARN del pellet y usar las sondas
de captura observamos que el numero de genes
diferentes a ribosomales, aumenta (Tabla 1).

Tabla 1. Numero promedio de genes de M. tuberculosis observados.
No. genes con 22 reads
19
333

SIN SONDAS
CON SONDAS

Finalmente, al analizar el 10% de los genes mas
expresados observamos varios genes del sistema de
secrecion ESX-1, genes de la familia PE-PGRS vy el gen
de isocitrato liasa, todos ellos, reportados previamente en
un contexto general para el funcionamiento de la
bacteria, sin embargo, ahora observamos que son de los
genes mas expresados durante la fase aguda de la
infeccion en un modelo murino. Ademas, en los genes
mas expresados hay varios genes no reportados
previamente y genes no identificados.

Conclusiones. El uso de la centrifugacién diferencial y
de sondas de captura permite conocer los genes
expresados durante una infeccidon in vivo de M.
tuberculosis, entre ellos, genes aun no identificados que
podrian ser nuevos blancos terapéuticos o marcadores
de diagndstico.
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