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Fumo di tabacco e crescita del

Mycobacterium

Tuberculosis

Tobacco smoking and the Mycobacterium Tuberculosis’s

growth
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Riassunto

Introduzione. Lo scopo di questo studio era di studiare le relazioni
tra fumo di tabacco e 'agente eziologico della tubercolosi (TB).

Metodi. Gli strani di Mycobacterium tuberculosis (MTB) H37Ra e
4688 sono stati coltivati su terreno solido in presenza o in assenza
di condensato di fumo di tabacco (TSC), e i tassi ci crescita sono
stati osservati. Le colonie sono state anche esaminate utilizzando
la microscopia elettronica (EM). La gascromotografia € stata utiliz-
zata per evidenziare variazioni quantitative nella composizione degli
acidi grassi.

Risultati. Rispetto alle colonie con coltivate in presenza di TSC,
guest'ultimo alle diluizioni da 2 pg/cm?® a 20 pg/cm?® ha deter-
minato una accelerazione della crescita delle colonie pari a 7-8
giorni, un aumento di 1.5-2 volte della massa batterica ed un au-
mento dell’attivita enzimatica. L'analisi mediante EM ha evidenziato
colonie di maggiori dimensioni, ispessimento della capsula lipidica,
aumentato numero dei polisomi e dei granuli polimetafosfati in pre-
senza del TSC. La gas cromatografia ha evidenziato un aumento
degli acidi grassi con un numero di atomi di carbonio di 25 e 14
in presenza del TSC.

Risultati. Questi risultati suggeriscono un effetto stimolante del
TSC sulla crescita e le attivita biologiche del MTB.

Parole chiave: fumo di tabacco, condensato di fumo di tabac-
co, Mycobacterium tuberculosis, maodificazioni strutturali

INTRODUZIONE

Il fumo di tabacco rappresenta il principale o uno dei maggiori
fattori eziologici di bronchite cronica, malattie cardiovascolari
e cancro del polmone. | tassi di mortalita per i fumatori sono
maggiori del 60-80% rispetto ai non fumatoril2,

Leffetto del fumo di tabacco sul Mycobacterium Tuberculosis
(MTB) & largamente sconosciuto. Oltre a questo, i dati e le
opinioni presenti in Letteratura sono contrastanti; da un la-
to, alcuni autori negano il ruolo del fumo sulle manifestazioni
cliniche e la prognosi della tubercolosi (TB)®4, mentre altri ne
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Abstract

Introduction. The aim of this study was to investigate the re-
lationship between tobacco smoke and the etiological agent of
tuberculosis (TB).

Methods. Mycobacterium tuberculosis (MTB) strains H37Ra and
4688 coltured on solid medium with or without tobacco smoke
condensate (TSC) and growth rates were observed. Colonies were
also examined by electron microscopy (EM). Gas cromatography
was used to evaluate quantitative changes in the structure of fatty
acids.

Results. In comparison with non-treated colonies, MTB stains
coltured in presence of TSC with diluition 2 pg/cm3 to 20 pg/
cm3 showed a 7-8 days growth acceleration, 1.5-2 fold incre-
ase of bacterial mass and increase of enzumatic activty. EM
analysis showed larger sizes of microcolonies, thickened lipid
capsular cover, increased number of polysomes and polymetha-
phosphate granules in TSC-treated MTB strains. Gas chroma-
tography detected an increase of fatty acids with a number of
Carbon atoms of 25 and 14.

Conclusions. These findings suggest that TSC stimulates the
growth and the biological activities of MTB.

Keywords: tobacco smoking, tobacco smoke condensate,
Mycobacterium tuberculosis, structural changes.

INTRODUCTION

Tobacco smoking is the main risk factor for the development of
chronic bronchitis, cardiovascular pathology and lung tumors
lungs and other lesions for cigarette smokers is well establi-
shed. Overall mortality rates for cigarette smokers are 60% to
80% higher than for non-smokers®2.

The effect of tobacco smoking on lung tuberculosis and espe-
cially on Mycobacterium tuberculosis (MTB) is not well known.
Furthermore, the available data in the literature are contrasting.
On one side, some authors deny the role of smoking in the cli-
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sostengono l'effetto diretto o indiretto sul processo tubercola-
re2 La combinazione delle due epidemie tubercolare e tabagi-
ca e stata osservata in vari paesi. A partire dagli anni Novanta
circa 10 milioni di persone si ammalano di TB e 3 milioni ne
muoiono ogni anno. Un terzo della popolazione mondiale &
affetta da TB, ed il numero dei fumatori nel mondo aumenta
ad un ritmo del 2-3% annuo, e soprattutto tra le donne e gli
adolescenti.

Lo scopo di questo studio era di investigare I'effetto del fu-
mo di tabacco sulla crescita e la struttura del MTB in vitro.

METODI

Per studiare gli effetti del fumo sul MTB, & stato utilizzato il
condensato di fumo di tabacco (TSC), che viene internazional-
mente accettato come indice di esposizione al fumo®. 1l TSC &
stato ottenuto utilizzando I'apparecchio Borgwaldt RM 20/CS
e filtri Cambridge sotto le seguenti condizioni standard (Inter-
national Standard ISO 3308 - 1986):

Volume del puff 35 mi
Durata del puff 2 secondi
Intervallo puff (frequenza della 1 al minuto

inalazione)

Smoke catcher filtri Cambridge

Velocita dell’aria attraverso la

: 17,5 ml/s
sigaretta
Scarto di peso delle sigarette 10%
Velocita dell’aria nel laboratorio 200 + 30mm/s

23 mm per le
non filtrate e 3
mm sopra il filtro
per le filtrate

Lunghezza delle sigarette

Un nuovo metodo di studio degli effetti del fumo di sigaret-
ta sul MTB & stato sviluppato e patentato dalla nostra equipe
(patente della Federazione Russa n.2083001). Il terreno solido
Lowenstein-Yensen & stato inoculato con MTB, aggiungendo
poi differenti concentrazioni di TSC (da 2x10 2 pg/ cm® fino a
2x10°ug/ cm?®, per es. dalla the 12 alla 6* diluizione). 294 espe-
rimenti sono stati condotti utilizzando gli MTB strain H 37 Ra
e n.4688. La valutazione colturale del MTB era basata sulla
tempo di comparsa della crescita visibile del MTB (in giorni)
e quantita della massa batterica, valutata in punti secondo la
seguente scala:

1 punto comparsa di colonie singole

2 punto n° di colonie < 20

3 punto la crescita copre meta della provetta
4 punto crescita abbondante
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nical manifestations and prognosis of tuberculosis (TB)24, whi-
le on the other a number of scientists acknowledges the direct
or indirect effect of smoking on the tuberculosis process2. The
combination of both tobacco smoking and tuberculosis epide-
mics has been observed in several countries. Starting from the
90s, about 10 million people develop tuberculosis and about 3
million people die annually. One-third of the world’s population
is infected with MTB. The number of smokers in the world incre-
ases about 2-3 percent each year. Especially among women and
teenagers. The aim of this study was to investigate the effect of
tobacco smoking on the structure and growth of MTB in vitro.

METHODS

To simulate the effect of tobacco smoke products on the cau-
sative agent of TB, we used cigarette smoke condensate (TSC),
which is a commonly accepted international standard indica-
ting smoke exposure®. TSC was obtained by smoking cigaret-
tes using a special smoking machine, model “Borgwaldt RM
20/CS*“ (Germany), through Cambridge filters under standardi-
zed conditions (International Standard ISO 3308, 1986). Stan-
dard conditions for obtaining Cigarette Smoking Condensate
were as follows:

puff volume 35 ml
puff duration 2 second
puff interval (frequency of 1 per minute

smoke inhalation)

smoke catcher Cambridge filter

velocity of air being pulled

through the cigarette 17.5 ml/s

cigarettes weight scatter 10%

velocity of air movement in

the laboratory 200 mm/s + 30mm/s

23 mm for
non-filte-red and 3
mm above filter
over-lap for filter tip-
ped cigarettes.

cigarette butt length

A new method of investigation of cigarette smoke effects
on MTB has been developed and patented by our research
team (patent of the Russian Federation n.2083001).

The solid Lowenstein-Yensen media has been inoculated
with MTB strains, adding different cigarette condensate con-
centrations (from 2x10  pg/ cm® to 2x10% pg/ cm?, i.e. from
the 1t to 6 ™ delution).

294 experiments have been conducted on cultures of two
MTB strains: H 37 Ra and n.4688. The evaluation of cultural
properties was performed according to the two main crite-
ria: time of appearance of MTB visible growth (in days) and
quantity of bacterial mass, expressed in points according to
the following scale:
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Ogni esperimento & stato ripetuto 3 volte. Se la massa bat-
terica era sufficiente, I'esame delle proprieta biochimiche
¢ stata eseguita mediante test standard (riduzione dei ni-
trati, utilizzazione del sodio citrato, test di beta-galatto-
sidasi, ossidazione/fermentazione di glucosio, arabinosio,
ramnosio ed altri glucidi). Lo spettro degli acidi micolici
¢ stato studiato mediante gas-cromatografia nell'MTB in-
tatto e nelle colonie cresciute nel mezzo con I'aggiunta del
TSC. In tutto 12 cromatogrammi sono stati eseguiti uti-
lizzando il sistema “Tsvet 800" (Russia). | cromatogrammi
degli strain di MTB sperimentali e di controllo sono stati
confrontati visivamente.
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1 point

appearance of single colonies

2 point

the number of colonies does not exceed 20

3 point the culture covers half of the medium slope in the tube

4 point

abundant growth over the whole medium slope

Each experiment was repeated 3 times with controls performed.
If the amount of MTB bacterial mass was sufficient, the exami-
nation of biochemical properties of mycobacteria was performed

Le 9 colture di MTB che

hanno mostrato la crescita Bacterial mass | in points

maggiore sono state anche

analizzate mediante micro-
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massa batterica (Figura 1) e

moderato aumento dell’atti-  Figura 2. Gas chromatograms of control H37Ra MTB strain and the

vita enzimatica in confronto
alle colonie non trattate, in
particolare la riduzione dei

smoke condensate.

experimental strain grown in the medium with the 3-d dilution of

nitrati e dei test di beta-ga-
lattosidasi.

La gascromatografia ha
individuato variazioni quan-
titative nella composizione
degli acidi grassi in segui-
to al trattamento con TSC.
Come pud essere visto sui
cromatogrammi (Figura 2), il
picco di acido micolico con
25 atomi di carbonio & au-

mentato ed ha raggiunto il

Figura 3. Electronic micrograms of colonies of control strain MTB

picco dell'acido con 24 atomi 4688 and those grown in the medium with the 3-d dilution of smoke

di carbonio. Un doppio pic-  condensate (magnifiedx2500).

using standard tests (reduc-
tion of nitrates, sodium citrate
utilization, beta-galactosidase
test, oxidation/fermentation
of glucose, arabinose, rham-
nose and others). The spectra
of mycolic acids by gas-chro-
matography in untreated and
TSC-treated MTB colonies
was evaluated. 12 chromato-
grams using the chromato-
graphic system model “Tsvet
800" (Russia), according to the
commonly accepted recom-
mendations. The assessment
of obtained data was carried
on by visual comparison of
the chromatograms of the ex-
perimental and control MTB
strains. Nine cultures of MTB,
showing the richest growth
were investigated by electron
microscopy (EM). For this pur-
pose a transmission electron
microscope JEM - 100 B and a
scanning electron microscope
Hitachi S-405 (Japan) under
accelerating voltage of 80 kw
were used. Ultrathin sections
were obtained using ultrato-
me device, model L kb - 8800
(Sweden).

RESULTS

TSC showed a stimulating ef-
fect on MTB growth at dilu-
tions of 2 to 20 pg/cm?®, (i.e.
the 3¢ and 4" dilution), which
resulted in 7- 8 days accelera-
tion of MTB colony growth, a 2
- fold enlargement of bacterial
mass (Figure 1), and moderate
increase of enzyme biochemi-
cal activity - in particular the
reduction of nitrates and beta-
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co dell’acido con 14 atomi di carbonio & stato anche notato.
Queste variazioni non sono tipiche delMTB e sono assenti
nei controlli.

L'EM ha evidenziato microcolonie di maggiori dimensioni e
capisel lipidiche ispessite nelle microcolonie trattate con TSC
(Figura 3). La EM di trasmissione ha mostrato un aumentato
numero di polisomi e di granuli semimetafosfati nelle colonie
di MTB trattate con TSC (Figura 4), suggerendo l'attivazione di
processi biochimici nelle cellule batteriche.

DISCUSSIONE

Questi risultati sono coerenti con i dati clinici che hanno mo-
strato che i MTB ottenuti da pazienti con MTB fumatori cresco-
no pil rapidamente in vitro rispetto a quelli ottenuti da sog-
getti non fumatoriZ. 1 ceppi
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galactosidase test - in compaison with control untreated strains.
Gas chromatography detected quantitative changes in the com-
position of fatty acids. As can be seen in the chromatograms (Fi-
gure 2), the peak of the mycolic acid with 25 Carbon atoms incre-
ased and became equal to the peak of the acid with 24 Carbon
atoms. A double peak of the acid with 14 Carbon atoms was also
noted. These changes are not typical for MTB and were absent in
the control strains. EM analysis revealed larger sizes of microco-
lonies of MTB and thickened lipid capsular cover in microcolonies
treated with TSC (Figure 3). Transmission EM showed increased
number of polysomes and semimethaphosphate granules in the
experimental MTB strains (Figure 4), that suggest activation bio-
chemical processes in the MTB cells.

DISCUSSION

di MTB farmaco-resistenti
sono stati isolati pili spesso
nei fumatori che non nei non
fumatori (43,4% vs. 19,4%,
p<0,01.

Gli effetti del fumo sulla
crescita e sui cambiamenti
strutturali del MTB si pos-
sono spiegare in due modi.
In primo luogo, il fumo di

The results of these experi-
ments correlate with clini-
cal data showing that MTBs
obtained from TB smoking
patients give more rapid
and abundant growth on so-
lid media in comparison to
nonsmokersZ. Drug-resistant
MTB strains have been found
to be isolated more often in

tabacco rappresenta un ae-
rosol altamente concentra-
to contenete circa 3900 so-
stanze; a causa della elevata
liposolubilita della parete

Figura 4. Electronic micrograms of ultrathin section of control MTB
strain 4688 and the strain grown in the medium with the 3-d dilution
of smoke condensate (magnified x 120 000).

smokers -43.4% vs. 19.4% in
nonsmokers, p<0.0l. Two
possible hypothesis may ex-
plain the effect of tobacco
smoke condensate on the

batterica del MTB, alcune di growth and structural changes
queste sostanze, tra cui mol- Tobacco Smoke of MTB. First, tobacco smoke
te mutagene e carcinogene, Condensate is a highly concentrated ae-
possono penetrarvi e stimo- rosol containing about 3900
lare la crescita. different substances; some of

In alternativa, molte delle them, having mutagenic and
sostanze presenti nel fumo Enzymatic Increase of Change of cancerogenic properties, may
di tabacco vengono diretta- Sl e sdrleidrel penetrate through the lipo-

- ) ) activation number elements .

mente utilizzate dai batteri philic cellular wall of MTB and
per la loro crescita d il meta- stimulate growth. Alternati-
bolismo; tra di esse vi sono Enlargement of vely, a number of substances
gli acidi carbonici, aminoaci- ) | colonies size and acceleration |¢— present in tobacco smoke are
di, amidi, carboidrati&. of bacterial mass growth directly used by the microbial

Lo studio di Kotian e
coll.2 conferma i presenti
dati; 'aggiunta di estratto
di tabacco 50 pg/ml al mez-
zo standard Levenstein-
Yensen accelerava significativamente la crescita di MTB,
anticipandola di lameno 15 giorni. Tale concentrazione cor-
risponde approssimativamente ad una diluizione di 3 volte
di TSC.

agent.

CONCLUSIONI

Il presente studio ha dimostrato la molteplicita degli effetti
del condensato di fumo di tabacco sull’agente eziologico del-

Figura 5. The Effect of tobacco smoke condensate on the TB causative

cells for their growth and me-
tabolism, these substances
include carbonic acids, ami-
nes, amides, carbohydrates&.
Our findings are confirmed
by the work of Kotian et al.2; adding tobacco extract 50 pg/ml
to the standard Levenstein-Yensen medium significantly acce-
lerated MTB growth by at least 15 days. A concentration of 50
pg/ml corresponds approximately to our 3-d dilution of TSC.

CONCLUSIONS

The present study demonstrated multiple effects of tobacco
smoke condensate on the etiologic agent of TB, including ac-
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la TB, accelerandone la crescita, incrementandone la massa celeration of growth, increase in bacterial mass, and relevant

batterica e determinando modificazioni strutturali e variazioni  biochemical and structural changes (Figure 5).

biochimiche rilevanti (Figura 5). Thus, tobacco smoke may aggravate the clinical course of
Pertanto il fumo di tabacco potrebbe aggravare il decorso  tubercolosis.

clinico della tubercolosi.
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