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RESUMEN

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa ocasionada por la bacteria
Mycobacterium tuberculosis (Mth). En el esquema terapéutico, la pirazinamida
(PZA) es considerada como uno de los farmacos claves en el tratamiento de la
tuberculosis, tanto en la fase latente como activa de la enfermedad. Actualmente el
mecanismo de accion de la droga no es comprendido en su totalidad, sin embargo, se
sabe que el componente activo de la droga es el acido pirazinoico (POA), el cual es
producido mediante la accion de la enzima pirazinamidasa/nicotinamidasa (PZAsa)

de Mtb.

El principal mecanismo de resistencia a la PZA en Mtb se debe a mutaciones
presentes en el gen pncA que codifica la enzima PZAsa. Sin embargo, no todas las
cepas clinicas resistentes a PZA presentan mutaciones en este gen, por lo tanto, se
propone que existe mas de un mecanismo asociado a la resistencia. La enzima
PZAsa es una metaloenzima cuyo cofactor metalico ain no se conoce
especificamente; la presencia de este metal es critico para la actividad enzimética
de formacion de POA que tiene la actividad anti-microbiana, la ausencia del metal
inactiva a la PZAsa y genera resistencia a PZA en la bacteria. Estudios in vitro
sugieren que la enzima PZAsa podria requerir de la accion de proteinas
metalochaperonas para su activacion. Por tanto, la pérdida de actividad de estas

metalochaperonas, podria estar relacionado a la resistencia a PZA en Mtb.

El presente estudio evalud el efecto de la remocion individual de los genes Rv0944

y Rv2102, mediante la técnica ORBIT, sobre la tasa de eflujo de POA y



susceptibilidad a PZA en M. tuberculosis. Los genes fueron seleccionados como
posibles candidatos a metalochaperonas de la enzima PZAsa-Mtb por analisis
bioinformético. La remocion individual de los genes Rv0944 y Rv2102 en Mtb
resultd en una disminucién parcial pero significativa (p=0.033 y p=0.000,
respectivamente) de la tasa de flujo de POA y un ligero incremento en la resistencia

a PZA en la bacteria.

Palabras claves: Mycobacterium tuberculosis, mecanismo de accidn y resistencia,

pirazinamida (PZA) y metalochaperonas.



ABSTRACT

Tuberculosis is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb).
In this infection, pyrazinamide (PZA) is considered one of the key drugs in the
treatment of tuberculosis, both in the latent and active phases of the disease.

Although, the mechanism of action of the drug is not fully understood, it is known
that the pyrazinoic acid (POA) is the active component of the drug, which is
produced by the action of the enzyme pyrazinamidase/nicotinamidase (PZAse) of

Mtb.

The primary mechanism of resistance to PZA is caused by mutations in the pncA
gene that encodes the PZAse enzyme in Mtb. However, not all clinically resistant
strains have mutations in this gene, suggesting more than one mechanism associated
with PZA resistance. PZAse is a metalloenzyme, and the specific nature of the metal
cofactor is not yet known. However, it has been demonstrated that this metal is a
key factor for enzymatic activity. Therefore, the inactivation of PZAse due to the
lack of the metal cofactor lead to resistance to PZA in Mtb. Evidence obtained from
previous in vitro studies suggests that the PZAse enzyme may require
metallochaperone proteins for activation. Thus, it is proposed that the loss of
activity of these metallochaperones may be related to alternative mechanisms of

resistance to PZA in Mtb.

The present study assessed the individual removal of genes Rv0944 and Rv2102,

using the ORBIT technique on the efflux rate of POA and the susceptibility to PZA



in M. tuberculosis in vitro. The evaluated genes were selected in a bioinformatic
study as metalochaperones candidates for the enzyme PZAse-Mtb. The individual
removal of genes Rv0944 and Rv2102 resulted in a significant but partial decrease
in POA efflux rate (p=0.033 and p=0.000, respectively) and a slight increase in

resistance to PZA in Mtb.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, Mechanism of action and resistance.

Pyrazinamide (PZA) and Metallochaperones.



I. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa ocasionada por la bacteria
Mycobacterium tuberculosis. Esta enfermedad es considerada como un problema
dentro de la salud publica, ya que es la decimotercera causa de muerte y enfermedad
infecciosa con la tasa de mortalidad més alta en el mundo (1). En el 2022, se
diagnosticd a mas de 10 millones de personas con la enfermedad, de los cuales mas
de 1.6 millones murieron a causa de esta (1). En el Perd, anualmente se notifican
alrededor de 27 mil casos nuevos de enfermedad activa y 17 mil casos nuevos de
tuberculosis pulmonar frotis positivo. Peru es considerado como uno de los paises

con mayor carga de TB en la region (1, 2, 3).

El tratamiento de la TB es un proceso complejo y generalmente requiere el uso de
multiples medicamentos durante un periodo prolongado (4, 5). La pirazinamida
(PZA) es uno de los farmacos que actualmente se administra dentro de la primera'y
segunda linea de tratamiento, y es considerada como un farmaco clave dentro de la
terapia antituberculosa, debido a su gran capacidad para matar a los bacilos de Mtb
de crecimiento lento, previniendo la activacion y progreso de la enfermedad (4,6).
Esta capacidad ha permitido acortar los tiempos de tratamientos de 9 -12 meses a 6
meses, y a reducir las tasas de recaida (6). Sin embargo, el surgimiento de cepas
resistentes a PZA esta planteando un nuevo desafio para el control de la TB en el
mundo, ya que la PZA es una droga de gran relevancia medica para controlar la

infeccion por esta bacteria.



Actualmente, no se comprende el mecanismo de accion y resistencia a PZA en su
totalidad. Se conoce que esta droga actia como un pro-farmaco, cuyo componente
activo es el acido pirazinoico (POA). La PZA ingresa por difusion pasiva al
citoplasma de Mtb, donde es convertido a POA gracias a una enzima denominada
pirazinamidasa/nicotinamidasa (PZAsa). EI POA, componente activo de la droga,
es expulsado al medio extracelular de las micobacterias que se encuentran atrapadas
dentro de los macréfagos activados (7,8). Se piensa que este proceso es llevado a
cabo por una bomba de eflujo, cuyas caracteristicas e identificacion todavia se
encuentra en estudio (9). En el medio extracelular, el POA se protona y luego vuelve
aingresar a la bacteria por un diferencial de gradiente en las células. Una vez dentro,
este se desprotona, y vuelve a ser expulsado al medio extracelular. Este proceso se
repite constantemente, resultando en una acidificacién progresiva del medio
intracelular y reduccién del potencial de membrana. Se piensa que estos cambios

conducen finalmente a la muerte de la bacteria (7,8).

La enzima PZAsa, es una metaloenzima codificada por el gen pncA. En bacterias,
incluyendo Mth, este gen participa en la via metabdlica de reciclaje de la
nicotinamida en la biosintesis de NAD™, catalizando la conversion de nicotinamida
(NAM) en mononucledtido de &cido nicotinico (NMN) (10,11). A pesar de la
importancia del NAD" y NADP* como cofactores indispensables en las reacciones
redox y en diversas vias metabdlicas, se ha observado que la ausencia del gen pncA
no conduce necesariamente a la muerte celular en Mtb (12, 13, 14). Esto se debe a

la existencia de mdltiples rutas metabodlicas alternativas que permiten la



recuperacion y la sintesis de novo de NAD", lo que confiere cierta flexibilidad

metabolica a la bacteria frente a la ausencia de este gen especifico (10, 11, 15).

Sin embargo, la pérdida de la funcién de la enzima PZAsa es uno de los factores
fundamentales en la resistenciaa PZA en Mtb. Ademas, el 75-90% de los casos de
resistencia a PZA estan relacionados con mutaciones en el gen pncA. (16, 17,18).
Estas mutaciones son particularmente significativas cuando afectan tanto al sitio de

coordinacion de metales como al sitio activo de la enzima (17).

La dilucidacién de la estructura de PZAsa-Mtb por cristalografia de rayos X ha
proporcionado informacion sobre la enzima, revelando detalles importantes como
la conformacion del sitio activo y el sitio de coordinacion de metales, donde
intervienen los aminoacidos Cys138, Lys96, Asp8, y Asp49, His51, His57 y His71,
respectivamente. Ademas, se ha identificado la presencia de Fe*? en el centro
metalico de la enzima en una proporcién de 1:1 (19). Sin embargo, ain persiste la
incertidumbre sobre la identidad del cofactor metalico de la enzima PZAsa-Mtb, ya
que diversos estudios han sugerido que otros metales como Zn*?, Mn*? y Ni*2

podrian estar en su estructura (20, 21, 22).

En el 2001, Du X. et al. propusieron que el cofactor metalico de la enzima PZAsa
tendria un rol dentro de la catalisis enzimatica, ya que se postulaba que podria estar
involucrado en la generacion de agua activada para la formacion del segundo

intermediario (23). En consecuencia, la falta del cofactor metalico podria llevar a



la inactivacion de la enzima PZAsa, lo que afectaria su capacidad para metabolizar

la droga PZA.

En 2012, Sheen et al. determinaron la capacidad de reactivacion de la PZAsa
quelada de Mtb (Apo-PZAsa-Mtb) utilizando diferentes iones metalicos divalentes
in vitro. Descubrieron que la PZAsa-Mtb recombinante, pudo reactivarse con Co?*,
Mn?* y Zn?*, pero no con Fe?*, Fe®* o Mg?*. Notaron que se necesitaba trescientas
veces mas concentracion de metal que de enzima para recuperar la actividad
enzimatica. Ademas, los analisis de absorcion atomica y fluorescencia de rayos X
confirmaron la presencia de Zn?* en la estructura de la PZAsa-Mtb recombinante
(21). En base a estos hallazgos, los autores sugieren que la PZAsa en la micobacteria
podria obtener Zn?* a través de un proceso asistido por una metalochaperona, ya
qgue la concentracion de iones metalicos libres en el medio intracelular es

extremadamente baja (24).

Las metalochaperonas son proteinas que protegen y guian los iones metalicos en el
citoplasma, transfiriendo cofactores metélicos especificos a las apoproteinas
correspondientes, mediante la interaccion proteina-proteina (25). Cumplen
funciones importantes dentro de la célula, ya que se unen a los iones metalicos a
través de un enlace de coordinacion inusual, lo suficientemente fuerte para evitar
su secuestro por parte de las metalotioneinas (26). Sin embargo, no se conoce aun
con claridad como las metalochaperonas se unen a los iones metalicos, reconocen
proteinas especificas y facilitan la transferencia de metales. Hasta el momento, no

se ha estudiado las funciones de las metalochaperonas y proteinas transportadoras



de metales en Mtb, ni su relacion con el mecanismo de accion y resistencia a PZA.
La mayoria de investigaciones se enfocan en las mutaciones en el gen pncA en la

resistencia a pirazinamida.

Anotaciones recientes del genoma de Mtb sefialaron al gen Rv2059 como un
potencial transportador tipo ABC de Zn?*. (27, 28). Sheen et al. llevaron a cabo un
estudio para evaluar la capacidad de Rv2059 para reactivar la enzima Apo-PZAsa-
Mtb, y determinar si esta metalochaperona estaria involucrada en los mecanismos
de resistencia a la PZA. Los resultados revelaron que la proteina recombinante
Rv2059 pudo reactivar la actividad de Apo-PZAsa-Mtb en un 69%. No obstante, al
analizar la tasa de eflujo de POA y la susceptibilidad a la PZA en una cepa H37Rv
KO-Rv2059, no se observaron diferencias significativas en comparacién con la
cepa salvaje de referencia (29). Esto sugiere que en Mtb, Rv2059 podria no ser la
Unica metalochaperona involucrada en el proceso de activacion post-traduccional

de laenzima PZAsa.

En el laboratorio de Bioinformatica y Biologia Molecular- LID de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia, se realiz6 una basqueda bioinformatica para identificar
genes candidatos de metaloproteinas que podrian tener una funcion de tipo
metalochaperonas y/o transportadores de metales en Mtb. Se identificaron dos
nuevas metaloproteinas, codificadas por los genes Rv0944 y Rv2102, cuyos centros
metalicos mostraban una interaccion energéticamente cercana al sitio activo de la
enzima PZAsa-Mtb en un ensayo de acoplamiento molecular a ciegas, similar a lo

obtenido con la proteina Rv2059. (los resultados aun no han sido publicados).



Para estudiar el efecto de la remocién de cada gen candidato a metalochaperona de
PZAsa-Mtb sobre el mecanismo de accion y resistencia a PZA en Mtb, el presente
estudio emple6 la técnica de ingenieria genética denominada "ORBIT" para
remover los genes Rv0944 y Rv2102 de forma independiente en la cepa de

referencia H37Rv de Mtb.

El ORBIT (Oligonucleotide-mediated recombineering followed by Bxbl integrase
targeting) es una técnica desarrollada por Kenan C. Murphy en 2018 para remover
genes cromosomicos en micobacterias (30). Esta técnica combina la recombinacion
homologa, dirigida por un oligonucledtido guia, seguida de una recombinacion de
sitio especifico mediada por la integrasa Bxbl. Estos dos procesos se ejecutan en
un solo paso dentro de la célula, lo que simplifica enormemente la delecion de genes

en la bacteria.

El presente estudio evalué el cambio de la tasa de flujo de POA y susceptibilidad
aPZA en Mtb luego que los genes candidatos a metalochaperonas a PZAsa fueron
removidos de manera independiente por ORBIT. Los resultados demostraron que
la delecion de los genes Rv0944 y Rv2102 no tuvo un impacto significativo en el
crecimiento de la bacteria; sin embargo, ambas deleciones, de manera
independiente, provocaron una disminucion parcial pero significativa en la tasa de
flujo de POA en la bacteria. En ambos casos, esta reduccion en el flujo de POA se

asocio con un ligero aumento en la resistencia a la PZA en Mtb.



Il. JUSTIFICACION

La tuberculosis es una enfermedad que continda siendo una de las principales
causas de mortalidad en todo el mundo, con una alta incidencia y prevalencia en la
poblaciéon (1). Ademas, la aparicion de cepas resistentes a los medicamentos
utilizados en su tratamiento ha incrementado considerablemente la complejidad del
manejo de la enfermedad. Esto no solo prolonga la duracién de la terapia
farmacoldgica, sino que también compromete la efectividad de los tratamientos

disponibles (31,32).

La PZA es una droga esencial para el tratamiento de la tuberculosis, ya que tiene
una alta eficacia en la eliminacion de los bacilos en las etapas iniciales de la
enfermedad. Su incorporacién en los esquemas terapéuticos ha sido fundamental
para acortar la duracion de los tratamientos y disminuir las tasas de recaida (4, 5,
6). No obstante, la aparicion de cepas resistentes a la PZA plantea un desafio
significativo en la lucha contra la tuberculosis, ya que limita la efectividad de la

droga y su potencial alcance contra los bacilos remanentes en estado latente (31,32).

A pesar de la relevancia médica de la PZA para el tratamiento de la tuberculosis,
todavia no se comprende completamente los mecanismos moleculares que
subyacen a su accion y resistencia. Aungue se ha establecido que las mutaciones en
el gen pncA son responsables de la mayoria de los casos de resistencia a esta droga,

hay un porcentaje significativo de cepas resistentes (0-25%) que carecen de estas



mutaciones, lo que sugiere la existencia de otros mecanismos de resistencia aun

desconocidos (16, 17, 18, 33).

Ademas, se conoce que la enzima PZAsa es una metaloenzima y que su activacion
requiere la presencia de cofactores metalicos, los cuales podrian ser entregados a la
enzima mediante un proceso asistido. Hasta ahora, se han identificado varios
candidatos a cofactores metalicos, pero ain no se comprende por completo su papel
en la resistencia a la PZA (19, 21, 22). Asimismo, no se tiene informacion sobre las
proteinas involucradas en este proceso asistido. Se piensa que la pérdida de la
funcién de alguna de estas proteinas podria estar relacionada con un mecanismo de

resistencia a la PZA.

Este proyecto de investigacion pretende corroborar de manera experimental la
posible implicacion de los genes Rv0944 y Rv2102 en el mecanismo de accion y
resistencia a PZA en Mtb. Esto no solo mejoraria nuestra comprension sobre el
funcionamiento de la enzima PZAsa, sino que también podria conducir al desarrollo
de mejores herramientas de diagndstico de resistencia a PZA. Estos avances
prometen tener un impacto significativo en la administracion adecuada de la terapia
farmacologica, mejorando asi los resultados del tratamiento y garantizando un uso

mas efectivo de los antibioticos en el manejo de la tuberculosis.



I11. OBJETIVOS

I11.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la remociéon por ORBIT de los genes candidatos a
metalochaperonas de PZAsa (Rv0944 y Rv2102) sobre la tasa de eflujo de
acido pirazinoico (POA) y susceptibilidad a PZA en Mycobacterium

tuberculosis.

I11.2 Objetivos especificos

e Remover de manera individual los genes Rv0944 y Rv2102, candidatos a
metalochaperonas de PZAsa en M. tuberculosis, mediante la técnica
ORBIT.

e Evaluar el efecto de la remocion individual de los genes candidatos a
metalochaperonas de PZAsa sobre el crecimiento de M. tuberculosis.

e Medir la tasa de eflujo de POA en M. tuberculosis cuando los genes
candidatos a metalochaperonas de PZAsa han sido removidos de manera
individual.

e Evaluar la susceptibilidad a la droga PZA en M. tuberculosis mediante el
ensayo de TEMA, cuando los genes candidatos a metalochaperonas de

PZAsa han sido removidos de manera individual.



IV. MARCO TEORICO

V.1 Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa crénica causada por la
bacteria M. tuberculosis. Es conocida por afectar principalmente los
pulmones, aunque también puede afectar otras partes del cuerpo. La TB se
propaga de persona a persona a traves del aire cuando un paciente con TB
pulmonar tose o estornuda. Los sintomas incluyen tos persistente, fiebre,
sudoracion nocturna y pérdida de peso. A pesar de los avances en el
diagnostico y el tratamiento, sigue siendo una de las principales causas de

muerte en todo el mundo, especialmente en paises en vias de desarrollo (1,4).

Historicamente, la TB ha estado presente en la humanidad desde tiempos
antiguos. Se han encontrado evidencias de TB en la columna vertebral de
momias egipcias de mas de 5000 afios de antigiedad. Conocida como la
"peste blanca" en la época moderna, la TB fue una de las enfermedades méas
mortales en Europa durante los siglos XVII y XIX. La identificacion de la
bacteria causante en 1882 por Robert Koch fue un momento decisivo en la
historia de la medicina, abriendo el camino para el desarrollo de tratamientos

especificos (34).

A pesar del descubrimiento de la bacteria y el desarrollo de la vacuna BCG

en 1921, el control y la erradicacion de la TB contintan siendo un desafio en
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todo el mundo. La aparicion de cepas resistentes a los medicamentos ha
complicado ain mas el panorama. Sin embargo, con un diagndstico temprano
y un tratamiento adecuado, la mayoria de los casos de TB pueden curarse
(35). La lucha global contra la TB requiere una colaboracion continua entre

gobiernos, organizaciones de salud y comunidades (1, 35).

V.2 Epidemiologia

La tuberculosis es la decimotercera causa de muerte y la enfermedad
infecciosa mas mortifera en todo el mundo, segun los datos y cifras de la
OMS. En el 2022, mas de 10 millones de personas enfermaron de
tuberculosis, siendo un total de 1.3 millones de personas las que murieron a
causa de esta (1). Ademas, se estima que en el mismo afio, alrededor del 3.6%
de los nuevos casos de tuberculosis y el 18% de los casos previamente
tratados fueron de tipo MDR-TB o0 RR-TB , lo que representa un total
aproximado de 450,000 casos de MDR/RR-TB en todo el mundo. A pesar de
los esfuerzos por controlarla, la incidencia de la enfermedad varia
considerablemente a nivel global, con una mayor prevalencia en Africa, Asia

y América Latina.

En la region de las Américas, durante el mismo afio, se estimaron alrededor

de 309,000 casos de TB, de los cuales se notificaron 215,116 casos (aprox. el

70%). En cuanto a la mortalidad, se calcula que hubo 32,000 muertes
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relacionadas con TB en la region, de las cuales el 11% (9,000) se debieron a

la coinfeccion de TB/VIH ().

Por otro lado, la situacion en Per( es preocupante, ya que el pais presenta una
de las mayores incidencias de TB en América Latina. A pesar de los avances
realizados en su control, esta enfermedad sigue representando una amenaza
significativa para la salud publica. Las cifras oficiales reportadas en 2019
mostraron una incidencia de 121 casos por cada 100,000 habitantes (36). La
deteccidn oportuna, el tratamiento y el control de la infeccidén enfrentan
desafios en el pais, agravados por factores socioeconémicos gque contribuyen

a esta alta incidencia (37).

V.3 Etapas de la infeccion

La infeccion por TB se inicia con la inhalacion de Mtb, presentes en gotas
aerolizadas que proceden de una persona con TB pulmonar activa. Tras la
inhalacion, las bacterias llegan a los alvéolos pulmonares y son ingeridas por
los macrofagos, donde pueden persistir, desencadenando la infeccion. El
sistema inmunoldgico juega un papel crucial en esta etapa, confinando la
infeccion y evitando su diseminacion, aunque sin eliminar completamente la
bacteria (38). Esta enfermedad comprende principalmente dos etapas: fase

latente y fase activa.
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La fase latente es un periodo durante el cual las bacterias estan presentes pero
inactivas. Caracteristicamente, no hay sintomas, y la persona no es
contagiosa. En esta etapa, el sistema inmunolégico del huésped contiene la
infeccion, formando una estructura llamada granuloma alrededor de las
bacterias, manteniéndolas en estado inactivo. Sin embargo, en situaciones
donde el sistema inmunoldgico esta comprometido, como en la infeccion por
VIH, la diabetes o el envejecimiento, las bacterias pueden reactivarse y

progresar a la fase activa (Figura 1) (39, 40).

La TB activa es una etapa donde las bacterias superan las defensas
inmunoldgicas y comienzan a multiplicarse y diseminarse activamente,
principalmente en los pulmones, llevando a sintomas como tos, fiebre, y
pérdida de peso. En esta etapa, la enfermedad es contagiosa y se propaga

principalmente a través del aire (39, 40).
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Figura 1: Representacion esquematica de la infeccion por

M.Tuberculosis. Fuente: Madhukar Pai et al. (2016) (41)

V.4

Diagnostico de la tuberculosis

Los métodos usados para detectar y diagnosticar la tuberculosis son diversos,

entre

los principales se encuentran los siguientes: radiogréficos,

microscopicos, de cultivos bacterianos, inmunoldgicos y basados en pruebas

moleculares.

Pruebas basadas en iméagenes: Las radiografias de tdrax son una

herramienta esencial en el diagnostico y monitoreo de TB pulmonar.
Permiten detectar anormalidades en los pulmones, como infiltrados o

cavitaciones. La tomografia computarizada (TC) y la resonancia
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magnética (RM) pueden ofrecer una mayor resolucién y son utiles en
casos complicados o en TB extrapulmonar. Sin embargo, estas técnicas
no son especificas y deben ser interpretadas junto con otros hallazgos

clinicos y de laboratorio (42).

Pruebas basadas en microscopia: La microscopia de frotis es una de las

técnicas mas antiguas y utilizadas para detectar la TB. Utiliza una
tincién A&cido-resistente, como la tincion de Ziehl-Neelsen, para
identificar las bacterias de Mycobacterium tuberculosis en una muestra
de esputo. Aunque es rapida y econdmica, su sensibilidad es
relativamente baja, y puede dar resultados falsos negativos,
especialmente en infecciones paucibacilares. Por otro lado, la
microscopia de fluorescencia es generalmente mas sensible pero

requiere equipos especializados (43).

Pruebas basadas en cultivo: Los cultivos en medios sélidos o liquidos

son la referencia estandar para el diagndstico de TB, ofreciendo mayor
sensibilidad que la microscopia e incluso proporcionar informacion de
resistencia a antibidticos. Sin embargo, pueden tardar varias semanas
en proporcionar resultados, lo cual puede retrasar el tratamiento.
Ademas, requieren laboratorios bien equipados y personales
capacitados. Siendo los medios méas usados, el medio de cultivo sélido

Lowenstein-Jensen, medios de cultivo liquido Middlebrook 7H9/
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7H10/ 7H11, y sistemas automatizados BACTEC (Ejm: BACTEC

MGIT 960) (44, 45, 46).

Pruebas inmunoldgicas: Las pruebas de liberacion de interferén gamma

(IGRA) miden la respuesta inmune del huésped a antigenos especificos
de M. tuberculosis. Aunque no diferencian entre infeccion latente y
enfermedad activa, ofrecen una alternativa a la prueba cutanea de la
tuberculina (TST), que puede dar resultados falsos positivos en

individuos vacunados con BCG (47).

Pruebas moleculares: Las técnicas moleculares, como la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR) y la prueba Xpert Mtb/RIF, detectan la
presencia de ADN o ARN especifico de M. tuberculosis. La prueba
Xpert Mtb/RIF, en particular, puede proporcionar resultados en menos
de dos horas y también detectar la resistencia a la rifampicina. Por otro
lado, la prueba basada en secuenciacion de nueva generacién (NGS)
puede identificar multiples mutaciones asociadas con la resistencia a
varios farmacos, incluyendo MDR. Estas técnicas son altamente
sensibles y especificas pero requieren equipos costosos y especializados

(48, 49).
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V.5 Tratamiento de la tuberculosis

En la historia temprana de la TB, antes de la década de 1940, no habia
tratamientos eficaces disponibles, y las medidas terapéuticas consistian
principalmente en el reposo y la nutricién. La primera revolucion en el
tratamiento de la TB llego con la introduccion de la estreptomicina en 1944,
el primer antibidtico eficaz contra la TB (39). Durante las décadas siguientes,
se desarrollaron y afiadieron varios medicamentos antituberculosos como la
isoniazida (INH) y la rifampicina (RIF), estableciendo la base de la terapia de

primera linea actual.

El régimen estandar de tratamiento de primera linea para la TB sensible a los
medicamentos se compone de una fase intensiva con cuatro farmacos
(isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol) durante dos meses,
seguida de una fase de continuacién con INH y RIF durante cuatro meses
(50). La terapia de primera linea ha mostrado ser altamente eficaz, con tasas

de curacion superiores al 90% cuando se administra correctamente.

La TB resistente a medicamentos (MDR-TB) representa un desafio
significativo y requiere un tratamiento mas largo y complejo con
medicamentos de segunda linea. Estos medicamentos incluyen
fluoroquinolonas y agentes inyectables, como la kanamicina y la amikacina
(50). En afios recientes, la aprobacion de nuevos medicamentos como

bedaquilina y delamanida ha ofrecido nuevas esperanzas para el tratamiento
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de la MDR-TB y la TB resistente a medicamentos de segunda linea (XDR-

TB) (51).

1V.6 Pirazinamida

La pirazinamida es un compuesto andlogo de la nicotinamida, que fue
sintetizado quimicamente por primera vez en 1936 (52). En su introduccion
inicial durante la década de 1950, la PZA demostré una prometedora
actividad antimicobacteriana en estudios in vitro (53). McDermott y
Tompsett, pioneros en la investigacion de la PZA, revelaron que esta
sustancia carecia de actividad en las condiciones tipicas de cultivo in vitro, y
en cambio, requeria una incubacion a un pH acido similar al que se asocia con
la inflamacion activa, especificamente en los fagolisosomas de los
macrofagos activados (54). Con el paso de los afios, la PZA obtuvo la
aprobacién para su uso en combinacion con otros farmacos, debido a la
actividad sinérgica esterilizante que se descubrié entre la pirazinamida e

isoniazida (55).

En el presente, la PZA es un componente clave en el régimen de tratamiento
de primera linea para la TB, especialmente en la fase intensiva del
tratamiento. Su capacidad para actuar sobre las formas latentes de la bacteria
ha tenido un impacto significativo al acortar la duracion total de la terapia de
9 a 12 meses a tan solo 6 meses. Su habilidad para atacar las poblaciones

bacterianas en estado latente ha sido crucial para la eficacia del tratamiento a
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corto plazo. La importancia de la PZA en el control global de la TB no puede
ser subestimada, y continda siendo un area activa de investigacion y

desarrollo en el campo de la terapéutica antituberculosa (4, 5, 6).

V.7 Nicotinamidasa/Pirazinamidasa (PZAsa)

La enzima nicotinamidasa/pirazinamidasa (PZAsa) es codificada por el gen
pncA en Mtb. Este gen desempefia un papel crucial en el rescate de
nicotinamida para la via metabdlica de Preiss y Handler, la cual esta
estrechamente relacionada con la biosintesis de NAD* en diversos
microorganismos y células eucariotas (10, 56, 57). La via de recuperacion de
Preiss y Handler comprende tres pasos que implican la conversion de acido
nicotinico en &cido nicotinico mononucleétido (NaMN), seguida por la
formacion de &cido nicotinico dinucleétido (NaAD), y finalmente su
conversion a NAD". Tanto NaMN como NaAD son intermediarios cruciales
en la via biosintética de novo de NAD". En diversas bacterias incluyendo M.
tuberculosis y el microorganismo modelo E. coli, el proceso de recuperacién
de &cido nicotinico y su conversion subsiguiente a NaMN esta facilitado por
la enzima nicotinato fosforribosiltransferasa, la cual es codificada por el gen
pncB. Se ha observado que en el genoma de Mtb, este gen se encuentra
duplicado, lo que sugiere una posible importancia funcional o regulatoria
adicional en la biosintesis de NAD* (12). Por el contrario, el gen pncA
codifica para una enzima nicotinamidasa que convierte la nicotinamida en

acido nicotinico, siendo este ultimo un componente esencial para la via
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metabolica de Preiss y Handler (10, 56, 57). En Mtb, la contribucion de la via
de rescate de nicotinamida a través del gen pncA parece no ser tan
significativa para el metabolismo NAD™ y la supervivencia bacteriana, en
comparacion con la via de rescate de acido nicotinico o la via biosintética de
novo. Se ha demostrado que Mtb podria emplear multiples vias para recuperar
precursores de NAD" +. Ademas, esta bacteria exhibe una notable plasticidad
metabodlica en lo que respecta a la biosintesis de NAD* durante la infeccion

(11, 12, 13).

Por otro lado, la enzima PZAsa es clave para el metabolismo de la droga PZA,
analogo a la nicotinamida. Actualmente se conoce que esta enzima es una
metaloenzima, cuya naturaleza del cofactor metalico aun no se encuentra
esclarecido. En el 2008, Hua Zhang et al. encontraron que la PZAsa
recombinante de Mtb contenia hierro y manganeso en un ratio molar de 1:1
([Mn?*]: [Fe?*]), usando espectrometria de emision optica de plasma acoplado
inductivamente (ICP-OES) (20). En cambio, dos afios después, Sheen et al.
encontraron Zn*? en la fraccion de elucion de la proteina PZAsa
recombinante, semejante a lo encontrado en el cristal de la PZAsa de P.
horikoshii  (37% idéntica) (21,23). Este mismo estudio revel6 que la
incubacion con cobalto (Co*™?), manganeso (Mn*?) y zinc (Zn*?) fueron
necesarios para recuperar la actividad de la enzima PZAsa quelada in vitro,
mientras que el hierro en sus estados de oxidacion Fe*? y Fe*® no logrd
recuperar la actividad enzimatica (21). No obstante, en el 2011, Petrella y

colaboradores encontraron hierro (Fe*?) en la estructura cristalizada de la
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PZAsa de Mth. Asimismo dieron a conocer que el sitio activo estaba
conformado por los residuos Asp-8, Lys-96 y Cys-138, mientras que el sitio
de coordinacion de metal, estaba conformado por los residuos Asp-49, His-
51, His-57 y His-71 (19). A pesar de estos descubrimientos, todavia persisten
incertidumbres acerca de la naturaleza exacta del metal en la enzima, y se han
propuesto como principales candidatos el Fe*?, Mn*2, Zn*2, Ni*? (19, 20, 21,

22).

El cofactor metalico de la enzima PZAsa cumple un rol catalitico dentro de
la enzima. De acuerdo a lo propuesto por Du XL, et al, este metal participa
en la formacion de agua activada, el cual es necesario para la formacién del
segundo intermediario de la reaccion enzimatica (23). Por tanto, la carencia
del metal, esta directamente relacionada con la pérdida de la actividad de la
enzima PZAsa. Esto fue demostrado por Sheen et al., quienes al incubar a la
PZAsa recombinante con un agente quelante observaron pérdida de actividad
de la enzima, el cual fue nuevamente restaurada con la incubacion de iones

metélicos (21, 29).

V.8 Mecanismo de accion de la pirazinamida

Los mecanismos de accion y resistencia de la PZA en Mtb no estan
completamente comprendidos (8). La PZA es una prodroga que ingresa en las
micobacterias mediante difusion pasiva y, una vez en el citoplasma, se

convierte en POA gracias a la accion de la enzima PZAsa (8, 58). El POA,
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forma activa del farmaco, se acumula en el citoplasma y es expulsado de los
bacilos por medio de un sistema de bombas de eflujo atn no identificado. En
un ambiente extracelular acido, el POA se protona y vuelve a ingresar a la
célula, liberando protones y acidificando levemente el citoplasma (59). El
transporte y la permeabilidad de la membrana micobacteriana se ven
alterados, causando dafio celular (53, 59, 60) (Figura 2). La enzima PZAsa se
expresa de manera constitutiva (53,60), y cualquier cambio en la expresion

del gen pncA, podria afectar la actividad general de la PZAsa.
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Figura 2: Mecanismo de accion y resistencia a PZA propuesto en

M. tuberculosis. Fuente: Ying Zhang, et al. (2013) (7)
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V.9 Mecanismo de resistencia a pirazinamida

La resistencia a la pirazinamida en Mtb es principalmente explicada por la
presencia de mutaciones en el gen pncA, gen que codifica para la enzima
PZAsa. Esta enzima es responsable de convertir la PZA en su forma activa
(POA). Las mutaciones en pncA pueden llevar a una disminucion o pérdida
completa de la actividad enzimatica de PZAsa, lo que a su vez impide la
conversion de PZA a POA vy, en consecuencia, reduce la actividad
antimicobacteriana de la PZA. Estas mutaciones han sido identificadas en
aproximadamente el 72% al 97% de las cepas de Mtb resistentes a PZA y
estan distribuidas a lo largo de todo el gen, principalmente en la region

promotora, sitio activo y sitio de coordinacion de metales (58, 60, 61).

A lo largo de los afios, se han propuestos nuevos mecanismos de resistencia
a la pirazinamida en Mtb diferentes a las mutaciones en el gen pncA. En 2011,
ShiW. et al., mostrd que la PZA inhibe la trans-traduccién en Mtb, un proceso
para la supervivencia bacteriana en condiciones de estrés (62). En este
estudio, se propuso a la proteina ribosémica S1 (RpsA), como posible objetivo
para la union con POA. Para ello, los autores estudiaron una variante mutante
de RpsA, llamada RpsA AA438, hallada en una cepa resistente a la PZA de
Mtb. Los experimentos revelaron que esta variante no interactuaba con POA
ni afectaba la actividad de trans-traduccion, a diferencia de la version de tipo
salvaje de RpsA. Sugiriendo que el POA se une al extremo C-terminal de

RpsA, inhibiendo la trans-traduccion en Mtb.
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Sin embargo, Dillom et al., no encontraron una interaccion de afinidad entre
POA y RpsA utilizando la calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) cuando
se normalizaron las concentraciones de POA y pH (63). Ademas, se dio a
conocer que la cepa DHMH444 de Mtb con el polimorfismo RpsA AA438
demostro ser susceptible a PZA en un modelo murino de infeccién (64). Estas
inconsistencias subrayan la complejidad del mecanismo de resistencia a la

PZA vy sefialan la necesidad de una investigacion mas exhaustiva.

Por otro lado, se ha reportado la posible implicaciéon del gen Rv3601c en el
mecanismo de resistencia a la PZA en Mtb. Este gen codifica para una
aspartato 1-descarboxilasa (PanD) el cual participa en la sintesis de B-
alanina, precursor de la biosintesis de pantotenato y coenzima A, moléculas
esenciales para la supervivencia bacteriana. Shuo Zhang et al., dieron a
conocer la existencia de mutaciones en el gen Rv3601c que estaban
vinculadas con la resistencia a la PZA en cepas de Mtb que no presentaban
alteraciones en los genes pncA y RpsA (65). Asimismo, Gopal et al.,
demostraron que el tratamiento con POA condujo a una disminucion en las
concentraciones de todos los precursores de coenzima A, downstream al paso
catalitico mediado por PanD. También observaron que el POA, pero no su
forma inactiva PZA, se unia a PanD, una interaccion que no ocurrio en las
versiones mutantes de la enzima. Basandose en estos resultados, los autores
sugirieron que PanD es un blanco directo del POA y que su union bloquea la

via de sintesis de la coenzima A (66). Estudios posteriores revelaron que esta
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inhibicidn en la sintesis de coenzima A se producia a través de la participacion
de una proteasa conocida como caseinolitica ClpC1-ClpP. En el 2020, Gopal
et al., demostraron que la porcion del extremo C terminal de la enzima PanD,
compuesta por 13 aminoacidos, actia como una etiqueta de degradacion
reconocida por el sistema ClpC1-ClpP. En consecuencia, la union del POA a
PanD provoca un incremento en la degradacion del objetivo en cuestion (67).
Curiosamente, se habia reportado previamente que las mutaciones presentes
en ambos genes provocan el mismo nivel de resistencia de PZA/POA en Mtb,
dando a sugerir un posible vinculo entre el mecanismo de accion entre estos

genes (68).

Otros de los origenes de resistencia a PZA que hoy en dia se encuentra en
constante investigacion son las bombas de eflujo. Estas proteinas
transmembrana, responsables de expulsar sustancias téxicas como los
antibidticos fuera de la célula bacteriana, han sido vinculadas a la resistencia
a PZA. En 2017, Zhang Y et al., identificaron cuatro genes de bombas de
efluyjo (Rv0191, Rv3756c, Rv3008, Rv1667c), cuyos niveles de
sobreexpresion individual estaban relacionados con la resistencia a PZA en

Mtb (69).

La relacion entre las bombas de eflujo y la resistencia a PZA fue
posteriormente corroborada en 2019 por Liu J, et al., quienes encontraron una
asociacion entre la mutacion V219A/S292L en el gen de bomba de eflujo

Rv1258c vy la resistencia a pirazinamida, isoniazida y estreptomicina en Mtb

25



(70). A pesar de estos hallazgos, el papel exacto de las bombas de eflujo en
el mecanismo de resistencia a PZA alun no ha sido tan claramente definido

como otros mecanismos de resistencia.

IV.10  Metalochaperonas

Las metalochaperonas son proteinas altamente especializadas que facilitan la
insercion eficiente y segura de iones metalicos en las metaloenzimas. Esta
funcidn garantiza que los metales apropiados sean incorporados con precision
en los lugares correctos de las enzimas que requieren estos cofactores. Las
metalochaperonas también tienen un papel esencial en el equilibrio de los
metales en la célula, ofreciendo proteccion contra el estrés toxico relacionado
con los metales y asegurando que las enzimas metalodependientes mantengan
su actividad funcional (71,72). Ademéas, se ha demostrado que las
metalochaperonas garantizan que el metal correcto sea insertado de manera
especifica en la enzima correspondiente. Esto es particularmente relevante en
entornos donde multiples metales compiten por el mismo sitio de union (73).
El conocimiento sobre las metalochaperonas sigue siendo incompleto a pesar
del papel esencial que desempefian en la célula; no se comprende cabalmente
como reconocen Yy distinguen entre diferentes iones metélicos vy
metaloenzimas. (74). La red de interacciones entre metalochaperonas y
metaloenzimas es compleja y no esta completamente descrita en diversos
microorganismos (75). Por ultimo, se conoce poco del rol de las

metalochaperonas en el desarrollo de las enfermedades, y de la
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farmacorresistencia de diversos patdgenos, a pesar de algunos hallazgos que

se han encontrado en este sentido (76,77).

IV.11 Identificacion de metalochaperonas candidatas a PZAsa

En la actualidad, no se cuenta con genes de metalochaperonas de PZAsa
anotadas en el genoma de Mth. Sin embargo, se han propuesto posibles genes
candidatos a desempefiar este rol en esta bacteria. Sheen et al., encontraron
que el gen Rv2059, homologo a una proteina transportadora de Zinc en E.
coli, podria recuperar mas del 50% de la actividad de la enzima Apo-PZAsa-
Mtb in vitro. Sin embargo, la inactivacidn de este gen en la bacteria, no estuvo
asociado significativamente a cambios en la susceptibilidad a PZA y tasa de

flujo de POA (29).

Por otro lado, en el afio 2020 se comenz6 un proyecto de investigacion de
naturaleza in silico en el laboratorio de Bioinformatica y Biologia Molecular
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, como parte del proyecto
ICGEB “Role of a metallochaperone in the mechanisms of action and
resistance to pyrazinamide a in Mycobacterium tuberculosis”, con la
finalidad de anotar y predecir genes candidatos a metalochaperonas de PZAsa
en Mth. En el presente trabajo (resultados ain no publicados), se anotaron
genes de metaloproteinas candidatos a metalochaperonas en Mtb, mediante

una busqueda por homologia usando la herramienta BLAST® v.2.6.0

27



(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.coi).  Posteriormente, los  genes

anotados, se filtraron y seleccionaron de acuerdo a la informacion existente
de cada uno de ellos en la literatura. Se seleccionaron aquellos genes que no
tengan funciones asociadas a metaloenzimas, proteinas de membrana,
factores de transcripcion, etc. Asimismo, se incorporaron en el estudio,

aquellos genes que se encontraban anotados como proteinas hipotéticas.

A continuacion, se recuperaron las estructuras 3D predichas de cada proteina
candidata a metalochaperona de PZAsa-Mtb desde la "Base de datos de
estructura de proteinas AlphaFold

(https://alphafold.ebi.ac.uk/search/text/O535007suggested=true)"”. En casos

en los que la proteina no estaba incluida en la base de datos, se realizaron
modelos utilizando la versién local de AlphaFold v.2.X (78). Posteriormente,
se procedioé a modelar la esfera de coordinacion de cada estructura proteica
con su respectivo metal. Durante este proceso, se ajustd el estado de

protonacion de los residuos de histidinas y cisteinas a un pH de 7.

Se identificaron los residuos de coordinacion y los atomos donadores al metal
con base en centros metalicos y secuencias previamente reportadas en la
literatura. Asimismo, se determind la geometria de coordinacion del centro
metalico, y se finalizd con una minimizacion de energia del centro de
coordinacion. Este paso implico optimizar la geometria de coordinacion
mediante herramientas bioinformaticas, calculando los parametros de

coordinacion entre el metal y los residuos donadores.
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Finalmente, se realiz6 un ensayo de acoplamiento molecular a ciegas entre
el cristal de la PZAsa de Mtb (PDB ID: 3PL1) empleando la herramienta local
Haddock v.2.4 (19, 79) y cada una de las estructuras de las potenciales
metalochaperonas modeladas de los genes candidatos. Como control positivo
de interaccion, se utilizé el ensayo de acoplamiento molecular de la proteina
Rv2059 vy el cristal de la PZAsa de Mtb, debido a que Rv2059 in vitro
demostro ser capaz de transferir su cofactor metalico a la enzima Apo-PZAsa-
Mtb y recuperar su actividad enzimatica en mas de un 50% (29). En este
ensayo control, se encontrd que el centro metalico de Rv2059 vy el sitio de
coordinacion de metal de PZAsa-Mtb se acoplaban perfectamente uno frente

al otro, y se encontraban a una distancia menor de ~16 A. (Figura 3)

Entre los hallazgos mas significativos del ensayo de acoplamiento molecular
a ciegas, se destaco que las proteinas hipotéticas de Zn*2, Rv0944 y Rv2102,
exhibieron conformaciones propicias para prever una posible transferencia de
metal desde las metalochaperonas candidatas hacia la metaloenzima. Las
conformaciones de interaccién con mayor puntuacién energética mostraron
distancias de interaccion entre centros metdlicos mas cercanas en
comparacién con las encontradas en Rv2059 (11.34 A y 14.89 A,

respectivamente). (Figura 3, 4y 5).
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Figura 3: Docking molecular acoplado de la enzima PZAsa de M.

tuberculosis con la metaloproteina Rv2059. Naranja: PZAsa y Verde:

Rv2059. La distancia de interaccion fue de 16 A.

UNIPROT ID: LOT864
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Figura 4: Docking molecular acoplado de la enzima PZAsa de M.
tuberculosis con la metaloproteina Rv0944 (ID: L0T864). Rosado:

PZAsay Morado: Rv0944. La distancia de interaccion fue de 11.34 A.

\ ¥ ‘éfﬁ‘f)’,

PDB ID: 3PL1 UNIPROT ID: 053500

Figura 5: Docking molecular acoplado de la enzima PZAsa de M.
tuberculosis con la metaloproteina Rv2102 (ID: 053500). Rosado:

PZAsay Verde: Rv2102. La distancia de interaccion fue de 14.89A.
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IV.12 TEMA

El ensayo directo de Microplaca Tetrazolio (TEMA) es una técnica clave para
evaluar la susceptibilidad de M. tuberculosis a una variedad de medicamentos
antituberculosos de primera linea. Este método funciona mediante la
exposicion de cepas de Mtb a diferentes medicamentos en concentraciones
variables dentro de pocillos en microplacas. Después de un periodo de
incubacion, se aflade un compuesto de tetrazolio a los pocillos. El tetrazolio
actua como un indicador de la viabilidad celular: las bacterias vivas reducen
este compuesto, lo que resulta en un cambio de color observable. El color
resultante en los pocillos indica si las bacterias Mtb han sobrevivido en
presencia de un medicamento especifico y, por lo tanto, si la cepa es resistente

0 susceptible a ese medicamento en particular (80).

La aplicacion de esta técnica presenta ventajas notables, como la rapidez en
la obtencién de resultados y un menor costo en comparaciéon con otros
métodos de diagnostico de susceptibilidad. No obstante, también conlleva
desafios, como la variabilidad en la sensibilidad de las pruebas y la necesidad
de manipular cultivos vivos de Mth. A pesar de estas limitaciones, el TEMA
conserva su importancia como una herramienta esencial para discernir
tratamientos eficaces y contrarrestar la propagacion de cepas resistentes no
solo a PZA, sino también a otros farmacos utilizados en la lucha contra la

tuberculosis (81, 82).
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IV.13 ORBIT

ORBIT (Oligonucleotide-mediated recombineering followed by Bxbl
integrase targeting) es una técnica novedosa estandarizada por Kenan C
Murphy en el afio 2018. ORBIT fue disefiado para eliminar genes
cromosomicamente en M. tuberculosis y M. smegmatis (30). Esta técnica,
como su mismo nombre lo indica, combina la recombinacion homdloga
mediada por un oligonucleétido, seguido de una recombinacion de sitio
especifico. La aplicacion de latécnica ORBIT para eliminar genes en un Gnico

paso, requiere de los siguientes componentes:

e Plasmido pKM461. Vector que cumple las funciones de recombinacion.

Este vector expresa la annelease RecT del micobacteriéfago Che9c, el
cual da lugar a la recombinacién homdloga del oligonucleédtido
sintético sobre el gen target que se desea eliminar (83). Por otro lado,
este mismo vector también expresa una integrasa del micobacteriofago
Bxb 1, el cual participa en el proceso de recombinacién sitio especifico
del plasmido de seleccion en el oligonucle6tido guia. La expresion de
ambos genes esta regulada por la presencia de una molécula inductora

Ilamada anhidrotetraciclina (ATc). (Figura 6A)

e Oligonucleodtido sintético. Conocido también como oligonucleétido

guia. Esta comprende 188 bases, de las cuales los extremos

flanqueantes deben contener como minimo las secuencias
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correspondientes a los diez primeros y ultimos codones del gen target
que se desea eliminar. Al interior de los extremos flanqueantes se
encuentra la secuencia de attP (48 bases), reconocido por la integrasa
Bxb 1. El disefio del oligo, debe tomarse en base a la hebra rezagada

del gen target. (Figura 6B)

Plasmido de seleccion (pKM464). Conocido también como vector

ORBIT. Este plasmido permitira seleccionar las cepas que eliminaron
el gen target mediante la recombinacién del oligonucleétido guia en la
ubicacion cromosomal del gen de interés. Una caracteristica de este
vector es que carece de un origen de replicacién en micobacterias
(OriM), por tanto, es incapaz de replicarse por si mismo. Debido a esta
caracteristica, el vector contiene una secuencia attB, para poder
garantizar la permanencia de este mediante el proceso de
recombinacion de sitio especifico con el oligonucledtido guia
localizado en el cromosoma. Por tanto, la integracion del vector de
seleccion al cromosoma permitird la seleccion de bacterias que
eliminaron el gen target mediante la recombinacion del oligo, ya que
estas cepas conservaran el gen de resistencia del plasmido suicida.

(Figura 6C).
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Figura 6 Componentes de la técnica ORBIT. A. Plasmido que
cumple las funciones de recombinacion (pKM461) expresa de manera
inducida las enzimas Che9c-RecT y Bxb 1 Int. B. Oligonucleétido
guia disefiado a partir del gen target y contiene la secuencia attP. C.
Plasmido de seleccion (pKM464), contiene la secuencia attB y es un
vector no replicativo en M. tuberculosis. Fuente: Kenan C.Murphy,

2018 (30).

Los eventos de recombinacion de ORBIT para eliminar el gen target,
comienza con la induccion de las proteinas Che9c-RecT y Bxb 1 Int en cepas
de Mtb que han sido previamente transformadas con el plasmido pKM461.
Estas cepas se someteran a una segunda transformacion, donde se
introduciran el oligonucledtido guia y el plasmido pKM464. La enzima
Che9c-RecT reconocera las secuencias homdlogas del oligonucleotido guia 'y
lo hibridara en la hebra rezagada del gen target, introduciendo de esta manera
la secuencia attP en el cromosoma bacteriano de las células hijas durante el

proceso de replicacion. Seguidamente la enzima integrasa Bxb1l mediara la
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integracion del plasmido pKM464, que carga la secuencia attB, al cromosoma
bacteriano. Ambos eventos de recombinacion ocurren en el mismo periodo
de replicacion del cromosoma. Por tanto, sélo las cepas de Mtb que hayan
eliminado el gen target mediante la recombinacion del oligonucle6tido guia,
podran ser seleccionadas con higromicina, cassette de resistencia del

plasmido pKM464. (Figura 7)

A. Oligo Recombineering

B. ORBIT

7
attP O"

/ / Following annealing and

subsequent replication
attP

+ Bxb1 Integrase 4@, attB Q Hyg"

R

attL Hyg attR

Figura 7. Procesos de recombinacion mediados por ORBIT para
eliminar un gen target. A. Recombinacion del oligonucleétido guia
en el gen target. B. Integracion del vector de seleccion ORBIT

(pPKM464). Fuente: Kenan C.Murphy, 2021. (84)
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V. METODOLOGIA

V.1 Tipo de estudio

Este estudio fue de tipo exploratorio-correlacional y de enfoque analitico-

experimental.

V.2 Disefio de estudio

Los genes candidatos a metalochaperonas de PZAsa a estudiar (Rv0944 y
Rv2102) provienen del proyecto ICGEB “Role of a metallochaperone in the
mechanisms of action and resistance to pyrazinamide a in Mycobacterium
tuberculosis” (SIDISI: 204745). Ambos genes fueron removidos de manera
individual en la cepa H37Rv de Mtb, mediante la técnica ORBIT. Para luego
evaluar el efecto de la remocion de cada gen sobre la tasa de eflujo de POA 'y

la susceptibilidad a PZA en la bacteria. (Esquema 1)
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Esquema 1: Flujograma de Trabajo
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V.3 Lugar de estudio

El presente estudio se realizd en el laboratorio de M. Tuberculosis de
bioseguridad nivel 111 y laboratorio de Bioinformatica y Biologia Molecular
de bioseguridad nivel Il de bioseguridad de los Laboratorios de Investigacion
y Desarrollo de la Facultad de Ciencias y Filosofia de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia.

V.4 Material Bioldgico

El laboratorio de Bioinformatica y Biologia Molecular de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia dispone de un banco de cepas de Mycobacterium
tuberculosis, las cuales se encuentran criopreservadas siguiendo las normas
de bioseguridad. La lista de cepas de M. tuberculosis empleadas en este

estudio se encuentra en la tabla 1.

Los plasmidos pKM461 y pKM464 empleados para remover los genes
Rv0944 y Rv2102, fueron donados por el Dr. Anthony Baughn, del
departamento de Department of Microbiology and Immunology de la
Universidad de Minnesota. Por otro lado, los oligonucledtidos guias
disefiados y empleados en el presente estudio, fueron sintetizados por la

empresa biotecnoldgica “Integrated DNA Technologies (IDT)”.
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Tabla 1: Cepas de Mycobacterium tuberculosis empleadas en el

presente estudio y sus caracteristicas

Cepa Caracteristicas Referencia
H37Rv Wild type Laboratorio
BBM LID
H37Rv KO-pncA pncA::hyg Boshoff et al. (85)
DM 97 MDR Laboratorio
BBM LID
V.5 Procedimiento experimental

V.5.1. Remocién de los genes candidatos a metalochaperonas de

PZAsa mediante la técnica de ORBIT en M. tuberculosis.

V.5.1.1  Disefio del oligonucleétido guia

Durante la duplicacion del cromosoma bacteriano, el oligonucle6tido
guia empleado en la técnica ORBIT se recombina como un fragmento
de okazaki en la ubicacion del gen target; por tanto, las secuencias
flanqueantes que conforman los oligonucleotidos guia deben disefiarse
como el reverso complementario de la hebra parental que se replica de

forma rezagada (30,84).

El disefio del oligonucledtido guia se inicio con la creacion de una
secuencia precursora del oligo. Para esto, se ha generado un archivo de

secuencias de ADN utilizando la hebra codificante de los genes objetivo
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a evaluar, que corresponden a las proteinas candidatas a
metalochaperonas de PZAsa (Rv0944, Rv2102). Este archivo abarco
desde 200 bases aguas arriba del codon de inicio hasta 200 bases aguas
abajo del codon de parada. Cada uno de los extremos flanqueantes de
la secuencia precursora de oligonucledtido guia se compuso de 70
bases, incluyendo los 10 primeros y ultimos codones de cada gen
objetivo. La secuencia attP reconocida por la integrasa Bxbl
(GGTTTGTCTGGTCAACCACCGCGGTCTCAGTGGTGTACGGT
ACAAACC) se insertd en el centro de las secuencias flanqueantes

extraidas de cada gen objetivo.

Para seleccionar la secuencia final que dara lugar a los oligonucle6tidos
guia de cada gen, se aplico la siguiente regla: “Si la direccion de la
transcripcion del gen target apunta hacia el origen cromosémico, se
selecciona la secuencia precursora del oligonucleétido guia como el
oligonucle6tido guia. Si la direccion de transcripcion del gen objetivo
apunta en sentido contrario al origen cromosémico, se seleccionaré a la
hebra complementaria de la secuencia precursora de oligonucleotido
guia como el oligonucledtido guia”. En ambos casos, la secuencia del
oligonucleodtido guia se disefid como el reverso complementario de la

hebra que se replica de forma rezagada en cada gen target.
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V.5.1.2 Electroporacion del vector pKM464  (1ra

Electroporacion)

Preparacion de células competentes. La cepa H37Rv de Mtb fue
cultivada en 5 ml de caldo 7H9 enriquecido con un 10% de OADC
(&cido oleico, albumina, dextrosa y catalasa), 0.2% de glicerol y 0.05%
de Tween 80 a 37°C con agitacion constante (200 rpm) durante 10 dias.
Luego, se transfirio 3 ml del cultivo saturado a un matraz con 50 ml de
caldo 7H9 enriquecido y se incubd en agitacidn constante a 37°C hasta
que alcanzé un OD: 0.6-0.8. Posteriormente, se agregd 5 ml de glicina
2M. El cultivo con glicina se incubd a 37°C durante 16 horas. Luego,
se cosechd las células por centrifugacién a 3000 g durante 10 min a
17°C y se resuspendi6 en 10 ml de glicerol al 10%. Este paso se repitio
dos veces. Finalmente, se volvié a cosechar las células por

centrifugacion y se resuspender en 1 ml de glicerol al 10%.

Para la electroporacion, se dispusieron 200 ul de células competentes
en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml, al cual se le afiadieron 5 ul del
plasmido pKM461, alcanzando asi una concentracion final de 150
ng/ul. La suspension celular se transfirio a una cubeta de
electroporacion. La electroporacion se llevo a cabo mediante un pulso
de 2.5 kV, 25 pF, 1000 ohmios, y un tiempo de pulso 6ptimo de 22 ms.
La suspension celular se recupero en 5 ml de medio 7H9 enriquecido y

se incubo a 37°C con agitacion constante durante 16 horas. Después de
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eso, las células se recuperaron por centrifugacion a 3000xg durante 10
min a 17°C y se resuspendieron en 1 ml de medio 7H9-OADC. Luego
se prepararon diluciones del cultivo con medio 7H9 enriquecido (1:100,

1:1000).

Finalmente, se sembré 1 pl de la muestra directa y las respectivas

diluciones, de manera independiente, en placas 7H10-OADC con y sin

antibiotico (25 pg/ml de kanamicina) y se procedio a incubar a 37°C

durante 3 semanas. (Figura 8).

Se llevaron a cabo los siguientes controles de electroporacion:

1.  Control de cepa: Se electropor6 solo la cepa H37Rv y se sembré

en placas con y sin antibiotico, con el fin de verificar si la cepa

utilizada para la electroporacién estaba libre de contaminacion.

2. Control de agua: Se electroporé la cepa H37Rv con agua PCR

y se sembrd en placas con y sin antibiético, con el fin de verificar
si el agua PCR utilizada para resuspender el plasmido pKM461

estaba libre de contaminacion.
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Figura 8: Electroporacion del plasmido pKM461 en H37Rv M.
tuberculosis. Pasos en la electroporacion del plasmido pKM461 en la

cepa H37Rv de Mtb. El plasmido pKM461 expresa de manera

inducida las proteinas Che9c RecT e integrasa Bxb 1 encargados de

los procesos de recombinacion.

V.5.1.3

A partir de una placa crecida de 3 semanas de una colonia aislada de

Preparacion de crioviales saturados de H37Rv+ pKM461

H37Rv electroporado con el plasmido pKM461, se transfirio 2 asadas

de cultivo solido a un matraz conteniendo 50 ml de medio 7H9-OADC-

T y se incubaron a 37°C con agitacion durante aproximadamente dos

semanas, hasta alcanzar un valor final del OD dentro del rango deseado

(1.3-1.8).

Las células fueron recolectaron mediante centrifugacion a 2000xg

durante 20 min a 4°C y se suspendieron en 6 ml de medio 7H9-OADC
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enriquecido con un 50% de glicerol. Finalmente, estas células se
alicotaron en tubos de crioviales de 2 ml y se almacenaron a una

temperatura de -70°C hasta que fueran necesarias para su uso.

V.5.1.4 Electroporacion del vector pKM464 y oligonucleétido

guia (2da electroporacion)

A partir de un criovial saturado que contenia cepas H37Rv previamente
transformadas con el plasmido pKM461 (kanR), se afiadié 500 ul de
suspension celular a un matraz con 50 ml de medio 7H9-OADC-T (20
pg/ml de kanamicina). Las células se cultivaron con agitacion constante
(200 rpm) a 37°C hasta que alcanzaron un OD de 0.8-1. Luego, se
agrego al cultivo celular una solucion de anhidrotetraciclina (ATc)
disuelta en etanol absoluto (500 ng/ul). El cultivo se incub6 a 37°C con

agitacion constante durante 8 horas.

Posteriormente, se agregd 5 ml de glicina 2M al cultivo, y se incubé a
37°C con agitacion durante 16 horas adicionales, para inducir la
formacion de células competentes. Luego, las células se recolectaron
mediante centrifugacion a 3000xg durante 10 min a 17°C y se
resuspendieron en 30 ml de glicerol al 10%. Este paso se repitié dos
veces. Finalmente, las células recolectadas por centrifugacion se
resuspendieron en 3 ml de glicerol al 10%.

Para la electroporacién, se dispusieron 400 ul de células competentes
en una cubeta de electroporacién, a las que se agregaron 400 ng de

plasmido pKM464 y 1 ug de oligonucle6tido guia. La electroporacion
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se realizo con un pulso de 2.5 kV, 25 pF, 1000 ohmios y un tiempo de

pulso 6ptimo de 22 ms.

La suspension celular se recolectd en 5 ml de medio 7H9 enriquecido,
y se incubo a 37°C con agitacion constante durante 16 horas. Después
de este periodo, las células se recuperaron por centrifugaciéon a 3000xg
durante 10 min a 17°C y se resuspendieron en 1ml de medio 7H9-
OADC. Luego se prepararon diluciones (1:10 y 1:60) con medio 7H9

enriquecido.

Finalmente, se sembraron 100 ul de la muestra directa y las respectivas
diluciones, de manera independiente, en placas 7H10-OADC con y sin
antibiético (50 pg/ml de higromicina + 25 pg/ml kanamicina) y se

incubaron a 37°C durante 3 semanas (Figura 9).
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Figura 9: Electroporacion del plasmido pKM464 + oligo en
H37Rv M. tuberculosis: En la figura se muestran los pasos a seguir
para obtener una electroporacion exitosa del plasmido pKM464 +

oligonucledtido guia del gen target en H37Rv.

Como parte de los controles de electroporacién, se llevaron a cabo las

siguientes pruebas:

A. Control de oligo: La cepa H37Rv se electropor6 con el plasmido

pKM464 sin la presencia del oligonucleétido guia. Luego, se sembrd
en placas con y sin antibiotico. El propdsito de este control fue
verificar que las cepas seleccionadas en presencia de higromicina
correspondieran exclusivamente a las cepas que hayan recombinado
el oligonucleotido guia e integrado el plasmido suicida (pkM464) en
la ubicacion del cromosoma donde se encontraba el gen objetivo
(Figura 10).

B. Control de cepa: Se realizé una electroporacién solo con la cepa

H37Rv, y luego se sembrd en placas con y sin antibiético. Este
control tenia como objetivo confirmar que la cepa utilizada para la

electroporacidn estuviera libre de contaminacion (Figura 10).

C. Control de agua: La cepa H37Rv se electroporé utilizando agua

PCR en lugar del oligonucledtido guia, y luego se sembro en placas

con y sin antibiotico. Este control se efectu6 para asegurarse de que
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el agua PCR, empleada para resuspender el plasmido pKM464 vy el

oligonucledtido guia, estuviera libre de contaminantes (Figura 10).

Tabla 2: Nimero de electroporaciones realizadas

Nombre Electroporacion
Cepa Oligo pKM Agua
(H37Rv+pK 464 PCR
M461)
H37Rv KO + Rv0944 + -
Rv0944
H37Rv KO + Rv2102 + -
Rv2102
Control de + - + -
oligo
Control de + - - -
cepa
Control de + - - +
agua
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Figura 10: Controles de electroporacion.

V.5.15 Confirmacion de los procesos de recombinacion y

eliminacion de los genes objetivos.

La eliminacion de los genes objetivos en las cepas recombinantes se
verific6 mediante PCR y secuenciamiento de las uniones laterales
(Figura 11). Para ello, se disefiaron primers direccionados a las
regiones upstream y downstream del cromosoma que no contienen las
secuencias flanqueantes de los oligonucledtidos ORBIT (Primer #3 y
#4 de la figura 11), y primers que contienen las secuencias oriE e hygR
del plasmido pKM 464 (Primer #5 y #6 de la figura 11). El
secuenciamiento de los productos de PCR de las uniones laterales

generados por los primers #3 y #5 + #6 y #4, nos permitio verificar los
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procesos de recombinacion mediados por ORBIT en la ubicacion de los

genes target.

#3

Gen target

oligo left

l Plasmido pKM464 integrado

Upstream

OriE
—
#5

#4

HygR
e
#6

Downstream

H37Rv KO-gen target

Figura 11: Verificacion por PCR de las cepas recombinantes. El

diagrama muestra la ubicacion de los primers que se emplearon para

verificar los procesos de recombinacion mediada por la técnica

ORBIT vy la eliminacién del gen target.

Tabla 3: Primers para confirmacion de los procesos de

recombinacion y eliminacion de los genes objetivos.

Cepa Primer Forward Primer Reverse Tamafio del
(5°-3) (5°-3") producto de
PCR
H37Rv-KO CGC CTG GAA ACG CAC AAC | CCT GCT GGG TTT CCG | 455pb
Rv0944 #3) CAC (#5) union  lateral
izquierda
GAC CAA CAT CTT CGT GGA | GGC GAA GGA CTG GGC | 618 pb
CCT (#6) CAT (#4) union  lateral
derecha
H37Rv-KO GA CTT GGT GGT CAC CGA | CCT GCT GGG TTT CCG | 458 pb
Rv2102 CGG (#3) CAC (#5) union  lateral
izquierda
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H37Rv

GAC CAA CAT CTT CGT GGA | TGG GAA CCG GTG CCA | 647 pb

KORv2102 CCT (#6) ACC (#4) union lateral

derecha

V.5.151 Verificacion por PCR

La extraccion de ADN se realizd a partir de las cepas H37Rv
recombinadas que carecian de los genes objetivo (Rv0944 y Rv2102,
respectivamente) utilizando el método de la proteinasa K (consultar
los detalles en anexos). El producto de ADN extraido se diluy6 a una
proporcién de 1/10 y luego se sometio a electroforesis en gel de
agarosa al 1%. Posteriormente, se llevé a cabo la amplificacion
mediante PCR de las uniones laterales en cada una de las cepas
recombinantes. Para este procedimiento, se prepar6 un "master mix"
para cada par de cebadores, como se indica en la tabla 3. En cada
mezcla se afiadieron 0.5 uM de cada cebador forward y reverse, 1 pl
de dNTPs de 10 mM, 1 ul de ADN extraido previamente diluido a
1/10, 0.02 U/pl de Phusion High Fidelity (Thermo Fisher Scientific)
y 10 ul de 5X Phusion High Fidelity (Thermo Fisher Scientific), para
obtener un volumen final de 50 pl. Se siguieron las siguientes
condiciones: 30 seg de denaturacion inicial a 98°C, 35 ciclos de 10
seg denaturacion a 98°C, 30 seg a 65-67°C de hibridacion y 30 seg
a 72°C de extension, y 10 min de extension final a 72°C. Los
tamafos esperados de las uniones laterales amplificadas de cada

cepa recombinante (Tabla 3), se verificd en un gel de agarosa al 1%.
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V.5.15.2 Verificacidon por secuenciamiento

Las uniones laterales derecha e izquierda de las cepas recombinantes
H37Rv KO-Rv0944 y H37Rv KO-Rv2102 se mandaron a secuenciar
en la empresa Psomagen. Para este proposito, se emplearon los
cebadores forward y reverse #3 y #5 para la unién lateral izquierda,
y #4 y #6 para la union lateral derecha. Ambas hebras del DNA
fueron secuenciadas.

Para el anélisis del secuenciamiento se procedié a identificar las

siguientes regiones:

e Union lateral  izquierda: upstream  cromosoma,
oligonucledtido izquierda, region attL, plasmido pKM 464.
e Unidn lateral derecha: plasmido pKM464, regién attR,

oligonucleotido derecha, downstream cromosoma.

5 CGCCTGGAAACGCACCAACTTTCTGTGACCGCGAC

GCTCGGCCTCGCT

GGTTTGTCTGGTCAACCACCGC
GGTCTCCGTCGTCAGGATCATCTCGAGTCTAGAGC
ATGCACTAGTGCGGCCGCTAGCGGTACCAGATCTG
GGCCCTTAAGTCGCGTTGCGCTCGGTCGTTCGGCT
GCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAA
TACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGA

52



AAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAG
GAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCC
ATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAAT
CGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGG
3

Esquema 2: Unidn lateral izquierda H37Rv KO-Rv0944 (Top
chromosome). En el esquema se muestra la union lateral
izquierda de la hebra superior del DNA de la cepa recombinante
H37Rv KO-Rv0944. La regién subrayada corresponde a la
ubicacion del primer forward. El color negro corresponde la
regién upstream del cromosoma. El color azul corresponde al
segmento izquierdo del oligonucle6tido integrado. EI color rojo
corresponde a la secuencia attL. El color amarillo corresponde

parte del segmento ORI del plasmido pKM464 integrado.

5CCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTC

GATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTA
TGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTT
CCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTT
TCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTAT
TACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCA
GCCGAACGACCGAGCGCAACGCGACTTAAGGGCCC
AGATCTGGTACCGCTAGCGGCCGCACTAGTGCATG
CTCTAGACTCGAGATGATCCTGACGACGGAGACCG
CGGTGGTTGACCAGACAAACCGAGCGLCGLCGLCGGLT
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GCGGCGTCCCGGCCACCAGCACCCCTGCCGACGAT
CACAATGCGGTGGCCGGCGTCAGCGAGGCCGAGCG
TCGCGGTCACAGAAAGTTGGTGCGTTTCCAGGCG 3

Esquema 3: Union lateral izquierda H37Rv KO-Rv0944
(Bottom chromosome). En el esquema se muestra la union
lateral izquierda de la hebra inferior del DNA de la cepa
recombinante  H37Rv KO-Rv0944. La region subrayada
corresponde a la ubicacion del primer reverse. El color amarillo
corresponde parte del segmento ORI del plasmido pKM464
integrado. El color rojo corresponde a la secuencia attL. El color
azul corresponde al segmento izquierdo del oligonucledtido
integrado. El color negro corresponde la region upstream del

cromosoma.

5 GACCAACATCTTCGTGGACCTGGCCGCGACCGAG

GTCACCGGGATCGTCGACTTCACCGACGTCTATGC
GGGAGACTCCCGCTACAGCCTGGTGCAACTGCATC
TCAACGCCTTCCGGGGCGACCGCGAGATCCTGGCC
GCGCTGCTCGACGGGGCGCAGTGGAAGCGGACCG
AGGACTTCGCCCGCGAACTGCTCGCCTTCACCTTCC
TGCACGACTTCGAGGTGTTCGAGGAGACCCCGCTG
GATCTCTCCGGCTTCACCGATCCGGAGGAACTGGC
GCAGTTCCTCTGGGGGCCGCCGGACACCGLCCLCCCG
GCGCCTGACGCCCCCTCTAGCTGATCACCGCGGCC
ATGATGGCATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTTCGAC

TGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTCGAT
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CGTACGCTAGTTAACTACGTCGACATCGATAAGCTT
GGCTTGTCGACGACGGCGGTCTCAGTGGTGTACGG
TACAAACCGACCGGCGTATGTCGCGGCTGCTCAAG
TAGTCGATATGCTCACCGGAGTGACTCGCCAGAAG
ATCCTGATCACCGGCGCCAGTTCCGGCCTGGGLGLCG
GGATGGCCCGATCCTTCGCC &

Esquema 4: Union lateral derecha H37Rv KO-Rv0944 (Top
chromosome). En el esquema se muestra la union lateral derecha
de la hebra superior del DNA de la cepa recombinante H37Rv
KO-Rv0944. La region subrayada corresponde a la ubicacion del
primer forward. El color amarillo corresponde parte del cassete
hygR del plasmido pKM464 integrado. El color rojo corresponde
a la secuencia attR. EIl color azul corresponde al segmento
derecho del oligonucleétido integrado. EI color negro

corresponde la region downstream del cromosoma.

5 GGCGAAGGATCGGGCCATCCCGGCGCCCAGGCCGG

AACTGGCGCCGGTGATCAGGATCTTCTGGCGAGTCA
CTCCGGTGAGCATATCGACTACTTGAGCAGCCGCG
ACATACGCCGGTCGGTTTGTACCGTACACCACTGA
GACCGCCGTCGTCGACAAGCCAAGCTTATCGATGT
CGACGTAGTTAACTAGCGTACGATCGACTGCCAGG
CATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTG

GGCCTTTCGTTTTATGCCATCATGGCCGCGGTGATC
AGCTAGAGGGGGCGTCAGGCGCCGGGGGLCGEGETGT
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CCGGCGGCCCCCAGAGGAACTGCGCCAGTTCCTCC
GGATCGGTGAAGCCGGAGAGATCCAGCGGGGTCTC
CTCGAACACCTCGAAGTCGTGCAGGAAGGTGAAGG
CGAGCAGTTCGCGGGCGAAGTCCTCGGTCCGCTTC
CACTGCGCCCCGTCGAGCAGCGCGGCCAGGATCTC
GCGGTCGCCCCGGAAGGCGTTGAGATGCAGTTGCA
CCAGGCTGTAGCGGGAGTCTCCCGCATAGACGTCG
GTGAAGTCGACGATCCCGGTGACCTCGGTCGCGGC
CAGGTCCACGAAGATGTTGGTC ¥

Esquema 5: Union lateral derecha H37Rv KO-Rv0944
(Bottom chromosome). En el esquema se muestra la union
lateral derecha de la hebra inferior del DNA de la cepa
recombinante  H37Rv KO-Rv0944. La region subrayada
corresponde a la ubicacion del primer reverse. El color negro
corresponde la region downstream del cromosoma. EI color
azul corresponde al segmento derecho del oligonucle6tido
integrado. El color rojo corresponde a la secuencia attR. El color
amarillo corresponde parte del cassete hygR del plasmido

pKM464 integrado.

5GACTTGGTGGTCACCGACGGCGAAGGCTGGCTGA

CCGAACTGTCCACCCGCGATCTGCGLCGAGGTGTTCG
CGCTGTCCGAAGGCGCCGTCGGTGAGTAGCACCTG
GTATCCACCACCGTCCGGTTTGTCTGGTCAACCACC
GCGGTCTCCGTCGTCAGGATCATCTCGAGTCTAGA
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GCATGCACTAGTGCGGCCGCTAGCGGTACCAGATC
TGGGCCCTTAAGTCGCGTTGCGCTCGGTCGTTCGG
CTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGT
AATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAG
GAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCC
AGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTT
CCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAA
ATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACA
GG 3

Esquema 6: Union lateral izquierda H37Rv KO-Rv2102 (Top
chromosome). En el esquema se muestra la unién lateral
izquierda de la hebra superior del DNA de la cepa recombinante
H37Rv KO-Rv2102. La region subrayada corresponde a la
ubicacion del primer forward. El color negro corresponde la
region upstream del cromosoma. El color azul corresponde al
segmento izquierdo del oligonucleétido integrado. El color rojo
corresponde a la secuencia attL. El color amarillo corresponde

parte del segmento ORI del plasmido pKM464 integrado.

5CCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTC

GATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTA
TGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTT
CCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTT
TCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTAT
TACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCA
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GCCGAACGACCGAGCGCAACGCGACTTAAGGGCCC
AGATCTGGTACCGCTAGCGGCCGCACTAGTGCATG
CTCTAGACTCGAGATGATCCTGACGACGGAGACCG
CGGTGGTTGACCAGACAAACCGGACGGTGGTGGAT
ACCAGGTGCTACTCACCGACGGCGCCTTCGGACAG
CGCGAACACCTCGCGCAGATCGCGGGTGGACAGTTC
GGTCAGCCAGCCTTCGCCGTCGGTGACCACCAAGTC 3

Esquema 7: Union lateral izquierda H37Rv KO-Rv2102
(Bottom chromosome). En el esquema se muestra la union
lateral izquierda de la hebra inferior del DNA de la cepa
recombinante H37Rv KO-Rv2102. La regidon subrayada
corresponde a la ubicacion del primer reverse. El color amarillo
corresponde parte del segmento ORI del plasmido pKM464
integrado. El color rojo corresponde a la secuencia attL. El color
azul corresponde al segmento izquierdo del oligonucle6tido
integrado. El color negro corresponde la region upstream del

cromosoma.

5 GACCAACATCTTCGTGGACCTGGCCGCGACCGAG

GTCACCGGGATCGTCGACTTCACCGACGTCTATGC
GGGAGACTCCCGCTACAGCCTGGTGCAACTGCATC
TCAACGCCTTCCGGGGCGACCGCGAGATCCTGGCC
GCGCTGCTCGACGGGGCGCAGTGGAAGCGGACCG
AGGACTTCGCCCGCGAACTGCTCGCCTTCACCTTCC
TGCACGACTTCGAGGTGTTCGAGGAGACCCCGCTG

58



GATCTCTCCGGCTTCACCGATCCGGAGGAACTGGC
GCAGTTCCTCTGGGGGCCGCCGGACACCGLCLCCCCG
GCGCCTGACGCCCCCTCTAGCTGATCACCGCGGCC
ATGATGGCATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTTCGAC

TGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTCGAT
CGTACGCTAGTTAACTACGTCGACATCGATAAGCTT
GGCTTGTCGACGACGGCGGTCTCAGTGGTGTACGG
TACAAACCACGCACCATCACAACAGCGCGGGLCGGL
TGATCCCAGCGCACCCCTTCGAATCGGCCGAAGTC
ACTGTCGTAGGACACGATGCTGGCGCGATGCTCGACG
GCAAGCGCGGCCAGATGCGCGTCGTTGACCAGGTTGG
CACCGGTTCCCA 3

Esquema 8: Uniodn lateral derecha H37Rv KO-Rv2102 (Top
chromosome). En el esquema se muestra la union lateral derecha
de la hebra superior del DNA de la cepa recombinante H37Rv
KO-Rv2102. La region subrayada corresponde a la ubicacion del
primer forward. El color amarillo corresponde parte del cassete
hygR del plasmido pKM464 integrado. El color rojo corresponde
a la secuencia attR. EIl color azul corresponde al segmento
derecho del oligonucleétido integrado. EI color negro

corresponde la region downstream del cromosoma.

5 TGGGAACCGGTGCCAACCTGGTCAACGACGCGCATC
TGGCCGCGCTTGCCGTCGAGCATCGCGCCAGCATCGTG
TCCTACGACAGTGACTTCGGCCGATTCGAAGGGGT
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GCGCTGGGATCAGCCGCCCGCGCTGTTGTGATGGT
GCGTGGTTTGTACCGTACACCACTGAGACCGCCGT

CGTCGACAAGCCAAGCTTATCGATGTCGACGTAGT

TAACTAGCGTACGATCGACTGCCAGGCATCAAATA

AAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCG
TTTTATGCCATCATGGCCGCGGTGATCAGCTAGAG

GGGGCGTCAGGCGCCGGGGGLCGGTGTCCGGLCGGL
CCCCAGAGGAACTGCGCCAGTTCCTCCGGATCGGT
GAAGCCGGAGAGATCCAGCGGGGTCTCCTCGAACA
CCTCGAAGTCGTGCAGGAAGGTGAAGGCGAGCAGT
TCGCGGGCGAAGTCCTCGGTCCGCTTCCACTGCGC
CCCGTCGAGCAGCGCGGCCAGGATCTCGLCGGTCGC
CCCGGAAGGCGTTGAGATGCAGTTGCACCAGGCTG
TAGCGGGAGTCTCCCGCATAGACGTCGGTGAAGTC
GACGATCCCGGTGACCTCGGTCGCGGCCAGGTCCA
CGAAGATGTTGGTC 3

Esquema 9: Unién lateral derecha H37Rv KO-Rv2102

(Bottom chromosome). En el esquema se muestra la union
lateral derecha de la hebra inferior del DNA de la cepa
recombinante  H37Rv KO-Rv2102. La region subrayada
corresponde a la ubicacion del primer reverse. El color negro
corresponde la region downstream del cromosoma. EI color
azul corresponde al segmento derecho del oligonucleétido
integrado. El color rojo corresponde a la secuencia attR. El color
amarillo corresponde parte del cassete hygR del plasmido

pKM464 integrado.
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V.5.2. Ensayo fenotipico de crecimiento.

A partir de una placa de cultivo solido de 3 semanas de cada una de las
cepas recombinantes (H37Rv-KO-Rv0944 y H37Rv-KO-Rv2102), se
prepard una suspension bacteriana y se llevé a un estandar de McFarland
2 con medio 7H9-OADC (consultar detalles en Anexos). Luego, se
sembraron 50 pl de la suspension bacteriana en placas de agar 7H10-
OADC y se incubaron a 37°C durante un periodo de 20 dias. Para fines de
control de crecimiento, se incluyeron las cepas H37Rv (wild type) y
H37Rv KO-pncA. Por otro lado, se coloc6 30 ml del cultivo bacteriano
en un matraz de 250 ml y se midi6 el OD inicial. Se incubd durante 14 dias

a 37°C y cada dos dias se midié la densidad optica a 600nm.

V.5.3. Tasa de eflujo de POA

V.5.3.1. Elaboracion y validacion de la curva estandar de POA

A partir de una placa de cultivo solido de 3 semanas de la cepa H37Rv,
se prepard una suspension bacteriana llevandola a un  estandar de
McFarland de 2, luego se incubd a 37°C durante 4 dias. El sobrenadante
se extrajo por centrifugacion a 3000xg por 10 min a 17°C, y se
esterilizé usando un filtro de jeringa estéril 0.22 um. EI sobrenadante
estéril de H37Rv fue utilizado para preparar soluciones estandares con
concentraciones conocidas de cido pirazinoico (1 mM, 2 mM, 4 mM,

6 mM, 8mM, 10 mM, 12 mM, 14 mM, 16 mM, 18 mM, 20 mM).
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Posteriormente, se realizo la reaccion de Wayne a cada una de las
soluciones estandares para conocer su densidad Optica correspondiente
a 450 nm. Para la reaccion de Wayne se afiadio 300 ul de solucion
estandar en un tubo de 1.5ml de microcentrifuga, se agregd 30 sulfato
de amonio ferroso al 20%, se agitd y centrifugd dos veces a 10000 g x
5 min. Luego se transfirio6 100 pl a una placa de 96 pocillos por
triplicado y se procedi6 a leer en un espectrofotémetro (Spectra mMax
190) a 450 nm. Las lecturas obtenidas fueron promediadas y ajustadas
para la elaboracion de la curva estandar. Para ajustar las lecturas de los
estandares, se tomaron 10 lecturas de blanco, el cual estuvo conformado
solo por el sobrenadante estéril de H37Rv mas sulfato de amonio
ferroso al 10%. A partir del promedio de las lecturas de los blancos, se
calcularon el limite inferior de deteccion (LOD) y cuantificacion
(LOQ) de la curva estandar. Para validar la curva estandar, se evaluo la
reproducibilidad de los valores obtenidos, tomando en cuenta tres
concentraciones conocidas de la curva estandar (1 mM, 10 mM y 20
mM). Para cada uno, se tomaron diez mediciones y se calcul6 el % de
recuperacion (mM POA tedrico/mM POA experimental *100) y el
coeficiente de variacion. Finalmente, se calculd el coeficiente de

determinacion (R?) para evaluar la linealidad de la curva estandar.

V.5.3.2. Preparacion de cultivos para la cuantificacion de POA

A partir de una placa de cultivo sélido de 3 semanas, se prepar6é una

suspension bacteriana llevandola a un estandar de McFarland de 2,
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equivalente aproximadamente a un OD de 0.5. Luego se alicot6 1.8 ml
de la suspension bacteriana en 6 pocillos de una placa de cultivo celular
Corning™ de 24 pocillos con tapa. La suspension bacteriana se cultivod
a 37°C por 4 dias. Luego se procedié a inocular 200 pl de la droga
pirazinamida para que la concentracion final sea 800 pg/ml en cada
pocillo, e inmediatamente se procedié a procesar el sobrenadante y
medir el OD 600 nm del primer pocillo, cultivo control de inoculacion
(dia 0). La placa con el cultivo celular restante se mantuvo a 37°C, y
cada dos dias se procesaba el sobrenadante y media el OD. Los dias
evaluados después de la introduccién de la droga fueron: 2, 4, 6, 8, 10.
Los cuales correspondian al tiempo de incubacion del cultivo bacteriano

con la droga pirazinamida.

Para obtener el sobrenadante, cada cultivo bacteriano se centrifugé en
tubos de 2 ml con tapa rosca a 10,000xg por 10 min, el sobrenadante
se trasladod a otro tubo de 2 ml y se inactivd a 95°C por 30 min en un
thermoblock. Los sobrenadantes inactivos se guardaron a -20°C hasta
su posterior uso en la reaccion de Wayne. Este procedimiento se repitid
4 veces por cada cepa recombinante (H37Rv-KO-Rv0944 y H37Rv-
KO-Rv2102) y se tuvo como controles a la cepa salvaje H37Rv y la

cepas H37Rv-KO-pncAy DM 97.
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V.5.3.3. Cuantificacion de la tasa de eflujo de POA

Para determinar la concentracion de acido pirazinoico (POA) en los
sobrenadantes inactivados, se descongelaron dichas muestras a
temperatura ambiente y se tomaron 300 pul de cada una, las cuales se
transfirieron a tubos de microcentrifuga de 1.5 ml. A continuacion, se
afiadieron 30 pl de una solucidn de sulfato de amonio ferroso al 20% a
cada tubo, seguido de dos rondas de centrifugacion a 10,000xg durante
5 min cada una. Posteriormente, se tomo 100 pl de la mezcla resultante
y se dispusieron en triplicado en una placa de 96 pocillos. Finalmente,
se procedié a medir la absorbancia de las muestras a una longitud de
onda de 450 nm utilizando un espectrofotémetro (Spectra mMax 190).
Las lecturas por triplicados obtenidos se promediaron y se ajustaron
con la lectura del dia 0. Luego, se calculd la concentracion de POA
(mM) presente en cada sobrenadante, correspondiente a diferentes dias
de incubacién con la droga PZA, usando la curva estandar. La
concentracion de POA obtenida en cada dia de incubacion por cepa, fue

normalizada en funcion al crecimiento bacteriano (OD 600 nm).

V.5.4. Ensayo de susceptibilidad a PZA en M. tuberculosis mediante

el ensayo de TEMA

A partir de una placa de cultivo solido de 3 semanas, se preparé una

suspension bacteriana llevandola a un estandar de McFarland de 1
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(consultar detalles en Anexos). Posteriormente, se realizé una dilucion en
1/25 con medio 7H9. La distribucion de la placa de TEMA empleado para

el ensayo se muestra en la figura 12.

Por cada cepa, se trabajo tres ensayos de susceptibilidad con 3 drogas
(PZA, POA e INH) a dos diferentes pH (6.8 y 6.2). La concentracion de
droga probada en la primera y segunda columna de la placa fue de 2 X,
siendo X para PZA 1600 pg/ml, POA 1600 pg/ml e INH 32 pg/ml. A partir
de la tercera columna, la concentracién de la droga iba disminuyendo en
Y. La primera columna se utiliz6 como control de droga (sin cepa), y las
Gltimas 3 columnas (10-12) fueron utilizadas como control de cepa (sin

droga).

La placa TEMA que contenia el cultivo bacteriano se incub6 a 37°C. En
el quinto y décimo dia, se afiadieron 50 pl de una solucion de sal de
tetrazolium (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) a
los tres primeros pozos de control (B 10-12 y E10-12) de las cepas a pH
6.8 y pH 6.2, respectivamente. Luego, se dejo incubar por 24 horas a 37°C
hasta observar un cambio de color de amarillo a violeta. En caso de no
observar este cambio de color en los pozos de control de cepa, se volvia
agregar la solucion de sal de tetrazolio a la siguiente fila (C10-12 y F10-
12), y asi sucesivamente hasta observar un cabio del viraje de color. Una

vez que se observé el cambio de color, al dia siguiente se llevo a cabo la
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revelacion de toda la seccion de la placa a ese pH con la solucién de sal de

tetrazolium.

La Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de la droga para cada cepa se
determind en funcion de la concentracion mas baja de la droga en la que
no se observd crecimiento bacteriano y, por lo tanto, no se manifestd un
cambio de color significativo. Para confirmar el MIC observado en la placa
TEMA, se verifico la presencia o ausencia de crecimiento bacteriano en

todos los pozos utilizando un microscopio invertido.

Este ensayo de susceptibilidad por TEMA se realizaron por triplicado a
cada una de las cepas recombinantes (H37Rv-KO-Rv0944 y H37Rv-KO-
Rv2102), y a las cepas H37Rv y H37Rv-KO-pncA. Estas Ultimas fueron

utilizadas como control de susceptibilidad a PZA.
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Figura 12: Distribucion de la placa TEMA para determinar la
susceptibilidad a PZA. La droga POA se utiliz6 como un control de
susceptibilidad a PZA independiente de la actividad enzimatica. La
droga INH se utilizé6 como un control de susceptibilidad de las cepas
evaluadas. La susceptibilidad de cada droga se evalu6 a dos pH diferentes
(6.8 y 6.2). La columna 1 representa el control de droga (sin cepa),
mientras que, las columnas 10-12 representan los controles de cepa (sin
droga). Las columnas 2-9 contienen 100 pl de cepa + 100 ul de droga de
mayor a menor concentracion respectivamente. La concentracion de
droga probada fue la siguiente: 2X PZA= 1600 pg/ml, 2X POA= 1600

pg/ml, 2X INH= 32 pg/ml.

V.5.5. Andlisis estadisticos

La curva estandar y la tasa de flujo de POA de cada grupo de bacterias, se
evaluaron mediante un modelo de regresion lineal, donde se calcul6 el
coeficiente de determinacion (R?) y la significancia de la pendiente. El
cambio de la tasa de crecimiento bacteriano y la tasa de eflujo de POA
entre las cepas recombinantes vs cepa wild type en los tiempos evaluados,
se determind mediante un modelo de regresion lineal multiple con un
intervalo de confianza al 95% utilizando el software estadistico Stata

version 17.
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VI.

RESULTADOS

VI.1 Remocion de los genes candidatos a metalochaperonas de PZAsa

mediante la técnica de ORBIT en M. tuberculosis

V1.1.1. Disefio del oligonucleotido guia

Las secuencias de los oligonucledtidos guias se disefiaron como reversos
complementarios de la hebra parental que se replica de forma rezagada.

En lo que respecta al gen Rv2102, su direccion de transcripcion se orienta
hacia el OriM, lo que llevo a la eleccion de la secuencia precursora del
oligonucledtido guia como el oligonucledtido guia del gen Rv2102. En
contraste, en el caso del gen Rv0944, la direccidn de transcripcion se dirige
en sentido opuesto al OriM, por lo que se opté por el reverso
complementario de la secuencia precursora del oligonucle6tido guia como
el oligonucledtido para el gen Rv0944 (Figura 13, 14, 15). Los
oligonucle6tidos guias para cada gen estan conformados por 188 bases.
Las secuencias marcadas de color azul, corresponden a los diez primeros
y ultimos codones de cada gen. Las secuencias marcadas de color rojo,

corresponden a la secuencia attP, siendo el core la secuencia subrayada.
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OoriM

gen
Rv0944
(1.05Kb)

Cromosoma
H37Rv

gen
Rv2102 2.2Kb

(2.36Kb)
Figura 13: Direccion de transcripcion de los genes Rv0944 y Rv2102.
El gen Rv0944 se aleja del Origen de replicacion (Ori M). El gen Rv2102,

se acerca al origen de replicacion.

5 ATCAGGATCTTCTGGCGAGTCACTCCGGTGAGCATATCGACTACTTGAGC
AGCCGCGACATACGCCGGTCGGTTTGTACCGTACACCACTGAGACCGCGG
TGGTTGACCAGACAAACCGAGCGCGCGCGGCTGCGGCGTCCCGGCCACCA
GCACCCCTGCCGACGATGACAATGCGGTGGCCGGCGTC 3’

Figura 14: Oligonucleétido guia para eliminar el gen Rv0944 en

H37Rv M. tuberculosis.
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5 GATCTGCGCGAGGTGTTCGCGCTGTCCGAAGGCGCCGTCGGTGAGTAGCA
CCTGGTATCCACCACCGTCCGGTTTGTCTGGTCAACCACCGCGGTCTCAGTG
GTGTACGGTACAAACCACGCACCATCACAACAGCGCGGGCGGCTGATCCCA
GCGCACCCCTTCGAATCGGCCGAAGTCACTGTCGT 3°

Figura 15: Oligonucledtido guia para eliminar el gen Rv02102 en

H37Rv M. tuberculosis.

VI1.1.2. Electroporacion del vector pKM461

Tras un periodo de incubacion de 3 semanas a 37°C, se obtuvo cepas
aisladas de H37Rv electroporadas con el plasmido pKM461 (kanR) en
placas de 7H10 con kanamicina (Figura 16A). Por otro lado, los controles
de electroporacién (control de agua y control de cepa) como se esperaba,
no crecieron en las placas de 7H10 con kanamicina (Figura 16C y 16E);
y crecieron Unicamente en las placas de 7H10 (Figura 16D y 16F). Estos
controles nos sirvieron para garantizar que las cepas aisladas en las placas
con antibidtico corresponden Unicamente a cepas de H37Rv que
incorporaron el plasmido pKM461, y no corresponde a una posible
contaminacion durante el proceso de electroporacion o contaminacion en

el agua PCR que se uso a diluir los plasmidos.
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Figura 16: Electroporacion del plasmido pKM 461 en H37Rv. A.

H37Rv electroporado con pKM461 sembrado en 7H10 +kan. B. H37Rv
electroporado con pKM 461 sembrado en 7H10. C. H37Rv electroporado
con agua PCR sembrado en 7H10 + kan (control de agua). D. H37Rv
electroporado con agua PCR sembrado en 7H10 (control de agua). E.
H37Rv electroporado sembrado en 7H10 + kan (control de cepa). F.

H37Rv electroporado sembrado en 7H10 (control de cepa).

V1.1.3. Electroporacion del vector pKM464 y oligonucle6tido guia

Después de la electroporacion con el plasmido pKM 464 (hygR) vy el

oligonucle6tido guia se obtuvo crecimiento de las cepas de H37Rv (kanR).
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Estas cepas se cultivaron en placas de agar 7H10 conteniendo kanamicina

e higromicina (Figura 17 y 18).

Asimismo, los controles de electroporacion, que incluyeron controles de
oligo, agua y cepa, como era de esperar, no mostraron crecimiento en las
placas de agar 7H10 con kanamicina e higromicina (Figura 19B, D y F).
Estos Unicamente crecieron en las placas de 7H10 con kanamicina (Figura
19A, Cy E). Por lo tanto, no se detecto evidencia de posible contaminacion
durante el proceso de electroporacion y se confirmé la importancia del
oligonucledtido para obtener cepas recombinantes resistentes a

higromicina.
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Figura 17: Electroporacion del plasmido pKM464 + oligo Rv0944 en
H37Rv (kanR). A. H37Rv (kanR) electroporado con pKM464 + oligo
Rv0944 sembrados en placas 7H10 + kan. B, C y D. H37Rv (kanR)
electroporado con pKM464 + oligo Rv0944 sembrados en placas 7H10

+ kan + hyg (directo, 1/10 dil y 1/60 dil respectivamente).

Figura 18: Electroporacion del plasmido pKM464 + oligo Rv2102 en
H37Rv (kanR). A. H37Rv (kanR) electroporado con pKM464 + oligo
Rv2102 sembrados en placas 7H10 + kan. B, C y D. H37Rv (kanR)
electroporado con pKM464 + oligo Rv2102 sembrados en placas 7H10

+ kan + hyg (directo, 1/10 dil y 1/60 dil respectivamente).
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Figura 19: Controles de Electroporaciéon. A. H37Rv (kanR)

electroporado con pKM464 sembrado en 7H10 + kan. B. H37Rv (kanR)
electroporado con pKM464 sembrado en 7H10 + kan + hyg (control de
oligo). C. H37Rv (kanR) electroporado con agua sembrado en 7H10 +
kan. D. H37Rv (kanR) electroporado con agua sembrado en 7H10 + kan
+ hyg (control de agua). E. H37Rv (kanR) electroporado sembrado en
7H10 + kan. F. H37Rv (kanR) electroporado sembrado en 7H10 + kan +

hyg (control de cepa).

VI1.1.4. Confirmacion por PCR de los procesos de recombinacion y

eliminacion de los genes objetivos.

Al realizar la amplificacion de las uniones laterales izquierda y derecha

utilizando los pares de primers detallados en la tabla 3 para las cepas

74



recombinantes, se obtuvieron productos de PCR con tamafios aproximados
de 455 y 618 pb para H37Rv-KO-Rv0944, y 458 y 647 pb para H37Rv-

K0O-2102 (Figura 20).

Figura 20. Corrida de electroforesis al 1% de los productos de PCR
de las uniones laterales. Carril M: representa el marcador de 1Kb. Carril
1y 2: Launién lateral izquierda y derecha, respectivamente, de H37Rv-
KO-Rv2102. Carril 3 y 4: La union lateral izquierda y derecha,

respectivamente, de H37Rv-KO-Rv0944
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V1.1.5. Confirmacion por secuenciamiento de los procesos de recombinacién y eliminacion de los genes objetivos.

El secuenciamiento de la doble hebra de las uniones laterales izquierda y derecha de las cepas recombinantes H37Rv-KO-Rv

0944/ KO-Rv2102, confirmo que en la posicion del gen target se encontraba el oligonucle6tido guia recombinado para cada

gen y el plasmido pKM 464 integrado. En las figuras 21-28 se observan que las uniones laterales izquierda esta conformado

por la secuencia upstream del cromosoma, el oligonucle6tido guia de la izquierda, la regidn attL, y el plasmido pKM 464;

mientras que, las uniones laterales derecha esta conformado por el plasmido pKM 464, la region attR, el oligonucle6tido

guia de la derecha, y parte de la secuencia downstream cromosoma.

¥

Left oligo GACGCCGGCCACCGCATTGTCATCGTCGGCAGGGGTGCTGGTGEGCCGGGACGCCGCAGCCGCGCGLGETC
attl GGTTTGTCTGGTCAACCACCGCGGTCTCC
H37Rv-KORv0944 clona 1 GNNNNNNNNNNNTGNNNCGGTGANGCCGGCCACCGCATTGACATCGTCGGCAGGGGTGCTGGTGGCCGGGACGCCGCANCCGCGCGCGCTCGGTTTGTCTGGTCAACCACCGCGGTCTCT
plasmid pEM464

Left oligo
attL GTCGTCAGGATCAT
H37RV-KORvV0944 clona 1 GTCGTCAGGATCATCTCGAGTCTAGAGCATGCACTAGTGCGGCCGCTAGCGGTACCAGATCTGGGCCCTTAAGTCGCGTTGCGCTCGETCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTC
plasmid pEM4€d = 006———————————— e CTCGAGTCTAGAGCATGCACTAGTGCGGCCGCTAGCGGTACCAGATCTGGGCCCTTAAGTCGCGTTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTC,

70
29
120

70
43
240
106

Figura 21: Secuenciamiento de la union lateral izquierda H37Rv KO-Rv0944 (Top chromosome 5°-3"). En la figura se

muestran las secuencias que conforman la union lateral izquierda de la hebra superior de la cepa recombinante H37Rv KO-
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Rv0944 de la clona 1. Naranja: Oligonucledtido guia izquierda (70 bases). Celeste: Secuencia attL (43 bases). Amarillo:

plasmido pKM464. Para el secuenciamiento, se utilizé la tecnologia de Ilumina y el primer forward en la preparacion de la

muestra. El primer forward hibrida a 88 pb upstream del codon de inicio del gen Rv0944 (sefialado en la flecha).

plasmid pKM464
H37Rv-KORv(0944 clona 1
attL

Left oligo

upstream chromosome

plasmid pEM464
H37TRv-KORv(0944 clona 1
attL

Left oligo

upstream chromosome

plasmid pEM464
H37Rv-KORv0944 clona 1
attL

Left oligo

upstream chromosome

TTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTA!
TTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTA!

TTGAGTGAGCTGATA!

CCcT TCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACC
CCcT TCCCCT CC TTGAGTGAGCTGATA!

GCCT
GATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCT

QaQ
Q Q

CAGCCGAACGACCGAGCGCAACGCGACTTAA
CAACC CGACCGAGCGCAACGCGACTTAA

GGGCCCAGATCTGGTACCGCTAGCGGCCH
GGGCCCAGATCTGGTACCGCTAGCGGCC!

GCACTAGTGCATGCTCTAGACTCGAG
GCACTAGTGCATGCTCTAGACTCGAGATGATCCTGACGACGGAGACCGCGGTGGTTGACCAGACAAACCGAGCGCGCGCGGCTGCGGCGTCC
ATGATCCTGACGACGGAGACCGCGGTGGTTGACCAGACARAACT

GAGCGCGCGCGGCTGCGGCGETCC

294
CGGCCACCAGCACCCCTGCCGACGATGACRAATGCGGTGGCCGECGTCAGCGAGGCCGAGCGTCGCGGTCACAGARAGTTGEGNGNNNTTCCAGGCGE 430
43
CGGCCACCAGCACCCCTGCCGACGATGACAATGCGGTGGCCGGCGTC 70

AGCGAGGCCGAGCGTCGCGETCACAGARAGTTGGTGCGTTTCCAGGCG- 48

240
214

294
334
43
23

Figura 22: Secuenciamiento de la unién lateral izquierda H37Rv KO-Rv0944 (Bottom chromosome 5-3°). En la figura

se muestran las secuencias que conforman la unién lateral izquierda de la hebra inferior de la cepa recombinante H37Rv KO-

Rv0944 de la clona 1. Amarillo: reverso complementario del plasmido pKM464. Celeste: reverso complementario de la

secuencia attL (43 bases). Naranja: reverso complementario del oligonucleotido guia izquierda (70 bases). Verde: reverso
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complementario a la region upstream del cromosoma (48 bases). Para el secuenciamiento, se utilizo la tecnologia de Ilumina

y el primer reverse en la preparacion de la muestra. EI primer reverse hibrida en la regién Ori del plasmido pKM 464.

plasmid pEM464 AAACGAAAGGCCCAGTCTTTCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTCGATCGTACGCTAGTTAACTACGTCGACATCGATAAGCTT 456
H37Rv-KO Rv0944 clona 1 AAACGAAAGGCCCAGTCTTTCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTCGATCGTACGCTAGTTAACTACGTCGACATCGATAAGCTTGECTTGTCGACGACGGCGGTCTCA 453
attR GGCTTGTCGACGACGGCGGTCTCA 24
rRight oligo 0
downstream chreomosome - 0
plasmid pKM464 l 456
H37Rv-KO Rv0944 clona 1 GTGGTGTACGGTACAAACCGACCGGCGTATGTCGCGGCTGCTCAAG?EE?CGATATGCTCACCGGAGTGACTCGCCAGAAGATCCTGATCACCGGCGCCAGTTCCGGCCTGGGCGCCGGG 573
attk GTGGTGTACGGTACAAACC 43
Right oligo GACCGGCGTATGTCGCGGCTGCTCAAGTAGTCGATATGCTCACCGGAGTGACTCGCCAGRAAGATCCTGAT 70
downstream chromosome CACCGGCGCCAGTTCCGGCCTGGGCGLCGGE 31
plasmid pKM4e4d 456

H37Rv-KO Rv0944 clona 1 ATGGCCCGATCCCTTCGCCAAA 595

attk 43

Right oligo 70

downstream chromosome ATGGCCCGATCCTTCGCC-——— 49

Figura 23: Secuenciamiento de la unién lateral derecha H37Rv KO-Rv0944 (Top chromosome 5-3°). En la figura se
muestran las secuencias que conforman la union lateral derecha de la hebra superior de la cepa recombinante H37Rv KO-
Rv0944 de la clona 1. Amarillo: plasmido pKM464. Celeste: secuencia attR (43 bases). Naranja: oligonucleétido guia

derecha (70 bases). Verde: region downstream del cromosoma (49 bases). El oligonucleotido guia derecha contiene el codon
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de stop (sefialado en la flecha). Para el secuenciamiento, se utilizé la tecnologia de llumina y el primer forward en la

preparacion de la muestra. El primer forward hibrida en la region hygR del plasmido pKM 464.

H37TRv-KO Rv0944 clona 1 GNNNNGNNGGNNNTGGCNCGGTGATCAGGATCTTCTGGCGAGTCACTCCGGTGAGCATATCGACTACTTGAGCAGCCGCGACATACGCCGGTCGGTTTGTACCGTACACCACTGAGACCE
Right oligo ATCAGGATCTTCTGGCGAGTCACTCCGGTGAGCATATCGACTACTTGAGCAGCCGCGACATACGCCGGTC
attR GGTTTGTACCGTACACCACTGAGACCG
plasmid pEM4€4

H37Rv-KO Rv0944 clona 1 CCGTCGTCGACAAGCCAAGCTTATCGATGTCGACGTAGTTAACTAGCGTACGAT CGACTGCCAGGCATCARATARRACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATGCCAT
Right oligo
attR CCGTCGTCGACAAGCC
plasmid pEM4€é4 00— AAGCTTATCGATGTCGACGTAGTTAACTAGCGTACGATCGACTGCCAGGCATCAAATARAACGARAAGGCTCAGTCGARAGACTGGGCCTTTCGTTTTATGCCAT

120
70
27

240
70

104

Figura 24: Secuenciamiento de la unién lateral derecha H37Rv KO-Rv0944 (Bottom chromosome 5-3"). En la figura

se muestran las secuencias que conforman la unidn lateral derecha de la hebra inferior de la cepa recombinante H37Rv KO-

Rv0944 de la clona 1. Naranja: reverso complementario del oligonucleétido guia derecho (70 bases). Celeste: reverso

complementario de la secuencia attR (43 bases). Amarillo: reverso complementario del plasmido pKM464. Para el

secuenciamiento, se utilizo la tecnologia de Ilumina vy el primer reverse en la preparacion de la muestra. EI primer reverse

hibrida a 89 bases downstream del reverso complementario del coddn de parada del gen Rv0944.
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¥

H37Rv-KO Rv2102 clona 2 NNNNNNNNNNNNNNNTGGTGGTCACGATCTGCGCGAGGTGTTCGCGCTGTCCGAAGGCGCCGTCGEIEAGTAGCACCTGGTATCCACCACCGTCCGGTTTGTCTGGTCAACCACCGLGGT
left oligo GATCTGCGCGAGGTGTTCGCGCTGTCCGARGGCGCCGTCGGTGAGTAGCACCTGGTATCCACCACCGTCC
attlL GGTTTGTCTGGTCAACCACCGCGGT

plasmid pEM464

H37Rv-KO Rv2102 clona 2 CTCCGTCGTCAGGATCATCTCGAGTCTAGAGCATGCACTAGTGCGGCCGCTAGCGGTACCAGAT CTGGGCCCTTAAGTCGCGTTGCGCTCGETCGTTCGGCT GCGGCGAGCGGTATCAGT
left olige

attL CTCCGTCGTCAGGATCAT

plasmid pEM464 CTCGAGTCTAGAGCATGCACTAGTGCGGCCGCTAGCGGTACCAGATCTGGGCCCTTARGTCGCETTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGC
H37Rv-KO Rv2102 clona 2 TCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTT
left oligo

attl

plasmid pEM464 TCACTCRARAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGARCATGTGAGCARAAGGCCAGCRAARAGGCCAGGAACCGTARRARAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTT

120
70
25

240
70
43
102

3¢0
70
43
222

Figura 25: Secuenciamiento de la union lateral izquierda H37Rv KO-Rv2102 (Top chromosome 5-3°). En la figura se

muestran las secuencias que conforman la union lateral izquierda de la hebra superior de la cepa recombinante H37Rv KO-

Rv2102 de la clona 2. Naranja: Oligonucle6tido guia izquierda (70 bases). Celeste: Secuencia attL (43 bases). Amarillo:

plasmido pKM464. Para el secuenciamiento, se utilizo la tecnologia de Ilumina y el primer forward en la preparacién de la

muestra. El primer forward hibrida a 91 pb upstream del codén de inicio del gen Rv2102 (sefialado en la flecha).
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H37Rv-KO Rv210Z clona 2
plasmid pEM464

atth

Left oligo

upstream chromosome

H37Rv-KO Rv210Z clcna 2
plasmid pKM464

atth

Left oligo

upstream chromosome

H37Rv-KO Rv2102 clcna 2
plasmid prM464

atth

Left oligo

upstream chromosome

CCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAACGC
CCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAACGCGACTTAA

GGGCCCAGATCTGGTACCGCTAGCGGCCGCACTAGTGCATGCTCTAGACTCGAGATGATCCTGACGACGGAGACCGCGGTGGTTGACCAGACAAACCGGACGGTGGTGGATACCAGGTGC
GGGCCCAGATCTGGTACCGCTAGCGGCCGCACTAGTGCATGCTCTAGACTCGAG

ATGATCCTGACGACGGAGACCGCGGTGGTTGACCAGACAAACC
GGACGGTGGTGGATACCAGGTGC

TACTCACCGACGGCGCCTTCGGACAGCGCGAACACCTCGCGCAGATCGCGEETGGACAGTTCGGTCAGCCAGCCTTCGCCGTCGGTGNNNNCCAAGTCAN 432
254
43
TACTCACCGACGGCGCCTTCGGACAGCGCGAACACCTCGCGCAGATC 70
GCGGGTGGACAGTTCGGTCAGCCAGCCTTCGCCGTCGGTGACCACCARGTC— 51

212
240

332
294
43

Figura 26: Secuenciamiento de la unién lateral izquierda H37Rv KO-Rv2102 (Bottom chromosome 5 -3°). En la figura

se muestran las secuencias que conforman la union lateral izquierda de la hebra inferior de la cepa recombinante H37Rv KO-

Rv2102 de la clona 2. Amarillo: reverso complementario del plasmido pKM464. Celeste: reverso complementario de la

secuencia attL (43 bases). Naranja: reverso complementario del oligonucleétido guia izquierda (70 bases). Morado: reverso

complementario a la region upstream del cromosoma (51 bases). Para el secuenciamiento, se utilizo la tecnologia de llumina

y el primer reverse en la preparacion de la muestra. El primer reverse hibrida en la region Ori del plasmido pKM 464.
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H37Rv-KO Rv2102 clcona
plasmid pKM464

attR

Right oligo
downstream chromosome

H37Rv-KO Rv2102 clona
plasmid pEM464

attR

Right oligo
downstream chromosome

H37Rv-KO Rv2102 clona
plasmid prM464

attk

Right oligo
downstream chromosome

AAACGAAAGGCCCAGTCTTTCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTCGATCGTACGCTAGTTAACTACGTCGACATCGATAAGCTTGGCTTGTCGANNACCGCCGTCTCA
AAACGAAAGGCCCAGTCTTTCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTCGATCGTACGCTAGTTAACTACGTCGACATCGATAAGCTT

.

GTGGTGTACGGTACAAACCACGCACCATCACAACAGCTCGGGCEGGCTGATCCCAGGGCACCCCTTCGAATCGGCCGAAGTCACTGTCGTAGGACACGATGCTGGCGCGATGCTCGACGGE

GGCTTGTCGACGACGGCGGTCTCA

GTGGTGTACGGTACARACC

ACGCACCATCACAACAGCGCGGGCGGCTGATCCCAGCGCACCCCTTCGAATCGGCCGAAGTCACTGTCGT

AGGACACGATGCTGGCGCGATGCTCGACGGC

AAGCGCGGCCAGATGCGCGTCGTTGACCACAANGARACCGGGTTCCARARRAA €24
456
43
70
AAGCGCGGCCAGATGCGCGTCGTTGACCAGGTTGGCACCGETTCCCA————— 8

452
456
24

572
456
43

31

Figura 27: Secuenciamiento de la unién lateral derecha H37Rv KO-Rv2102 (Top chromosome 5-3"). En la figura se

muestran las secuencias que conforman la union lateral derecha de la hebra superior de la cepa recombinante H37Rv KO-

Rv2102 de la clona 2. Amarillo: Plasmido pKM464. Celeste: Secuencia attR (43 bases). Naranja: oligonucleétido guia

derecha (70 bases). Verde: Region downstream del cromosoma (78 bases). El oligonucleétido guia derecha contiene el codon

de stop (sefialado en la flecha). Para el secuenciamiento, se utilizd la tecnologia de llumina y el primer forward en la

preparacion de la muestra. El primer forward hibrida en la region hygR del plasmido pKM 464.
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H37Rv-KO Rv2102 clona 2
Right oligo

attR

plasmid pKM4ed

H37Rv-KO Rv2102 clona 2
Right oligo

attR

plasmid pKM4ed

H37Rv-KO Rv2102Z clona 2
Right oligo

attR

plasmid pEM4e4

Figura 28: Secuenciamiento de la union lateral derecha H37Rv KO-Rv2102 (Bottom chromosome).

NNNNNNNATNNGNNCGCTTGCCGTCNAGCATCGCGCCAGCATCGTGTCCTACGACAGTGACTTCGGCCGATTCGAAGGGGTGCGCTGGGATCAGCCGCCCGCGCTGTTGTGATGGTGCGT
ACGACAGTGACTTCGGCCGATTCGAAGGGGTGCGCTGGGATCAGCCGCCCGCGCTGTTGTGATGGTGCGT

GGTTTGTACCGTACACCACTGAGACCGCCGTCGTCGACARGCCARGCTTATCGATGTCGACGTAGTTAACTAGCGTACGATCGACTGCCAGGCATCARATAARACGAAAGGCTCAGTCGA

GGTTTGTACCGTACACCACTGAGACCGCCGTCGTCGACAAGCC

AAGCTTATCGATGTCGACGTAGTTAACTAGCGTACGATCGACTGCCAGGCATCARATAARACGAAAGGCTCAGTCGA

AAGACTGGGCCTTTCGTTTTATGCCATCATGGCCGCGGTGATCAGCTAGAGGGGGECGTCAGGCGCCGEGEGCEETGTCCGECEGGCCCCCAGAGGAACTGCGCCAGTTCCTCCGGATCGGT

AAGACTGGGCCTTTCGTTTTATGCCATCATGGCCGCGGTGATCAGCTAGAGGGGGCGTCAGGCGCCGGGEGCGETGTCCGGCGGCCCCCAGAGGAACTGCGCCAGTTCCTCCGGATCGGT

120
10

240
70
43
17

360
10
43
197

En la figura se

muestran las secuencias que conforman la union lateral derecha de la hebra inferior de la cepa recombinante H37Rv KO-

Rv2102 de la clona 2. Naranja: Reverso complementario del oligonucleétido guia derecho (70 bases). Celeste: Reverso

complementario de la secuencia attR (43 bases). Amarillo: Reverso complementario del plasmido pKM464. Para el

secuenciamiento, se utilizo la tecnologia de llumina y el primer reverse en la preparacion de la muestra. EIl primer reverse

hibrida a 89 bases downstream del reverso complementario del coddn de parada del gen Rv0944.
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V1.2 Ensayo Fenotipico de Crecimiento

En la prueba fenotipica cualitativa de crecimiento bacteriano (Figura 29), se
observd que la inactivacion de los genes candidatos a metalochaperonas de
PZAsa en las cepas recombinantes (H37Rv KO-Rv0944/Rv2102) no afecta
negativamente el crecimiento bacteriano. Ademéas, no se encontraron
diferencias significativas en el crecimiento bacteriano entre las cepas
recombinantes KO y la cepa de referencia H37Rv en los diferentes dias

evaluados, p>0.05. (Figura 30).

H37Rv

H37Rv
KO-pncA

H37Rv
KO-Rv2102

H37Rv
KO-Rv0944
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Figura 29: Ensayo fenotipico cualitativo del crecimiento bacteriano de

las cepas recombinantes H37Rv KO-Rv0944/Rv2102 y las cepas

control H37Rv y H37Rv-KOpncA a los 3, 7,13 y 20 dias.

Crecimiento Bacteriano

1.10
1.00
0.90 9 H37Rv

4 H37Rv-KO-Rv2102

H37Rv-KO-RvD944

0D 600nm

0 2 4 (5] 8 10 12 14 1o

Dias de crecimiento

Figura 30: Cuantificacion del crecimiento bacteriano (OD 600nm) de
las cepas recombinantes H37Rv KO-Rv0944/Rv2102 y las cepa wild

type H37Rv a los 4, 6, 8, 10, 12, 14 dias. (p>0.05)
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V1.3

Tasa de eflujo de POA

V1.3.1. Curva estandar de POA

La curva estandar utilizando diversas concentraciones de acido pirazinoico

(POA) que abarcaban desde 1 hasta 20 mM, mostré una relacion lineal

significativa entre la concentracion de POA y la densidad éptica a 450 nm,

R? (0.99). Se observé que, por cada incremento de 1 mM en la

concentracion de POA, la densidad 6ptica a 450 nm aument6 en 0.1857

unidades (p < 0.0001). Ademas, se determind que la concentracion minima

detectable de POA por el instrumento fue de 0.17 mM, mientras que la

concentracion minima cuantificable alcanzé los 0.52 mM. Por otro lado,

los estandares de POA utilizados en la validacién de la reproducibilidad,

con concentraciones de 1 mM, 10 mM y 20 mM, exhibieron coeficientes

de variacion bajos de 3.17%, 1.36%, y 2.02%, respectivamente,

obteniéndose valores de recuperacion de 92.9% -103.9%.
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Figura 31: Curva estandar de POA. A. Regresion lineal positiva fuerte
entre la concentracion de POA (mM) y las unidades de densidad dptica a
450 nm, R?=0.99. Y=0.1857X + 0.0115. (p=0.0001) B. Wayne

Cualitativo de los estandares de POA.
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Tabla 4: Validacion de blancos, limites de deteccion y

cuantificacion de POA

Blanco

oD1 oD2 oD3 promedio
0.123 0.133 0.138 0.13
0.109 0.106 0.116 0.11
0.109 0.106 0.127 0.11
0.118 0.107 0.127 0.12
0.11 0.109 0.119 0.11
0.108 0.114 0.115 0.11
0.12 0.121 0.138 0.13
0.138 0.111 0.152 0.13
0.123 0.133 0.138 0.13
0.109 0.106 0.116 0.11
Promedio 0.12
Desviacion estandar 0.01
Limite inferior de deteccidn 0.17
Limite inferior de cuantificacion 0.52

Tabla 5: Validacién de Reproducibilidad a 1mM de POA

Validacién a1l mM

Repeticién | promedio | promedio | mM POA mM POA % recuperacion
oD oD tedrico experimental
corregido

1 0.32 0.201 1 1.02 102.1
2 0.31 0.193 1 0.98 97.6
3 0.32 0.201 1 1.02 102.2
4 0.32 0.202 1 1.03 102.6
5 0.32 0.201 1 1.02 101.9
6 0.32 0.203 1 1.03 103.1
7 0.32 0.200 1 1.01 101.3
8 0.30 0.184 1 0.93 92.9
9 0.32 0.203 1 1.03 103.0
10 0.32 0.197 1 1.00 100.1

Promedio 1.01

Desviacion Estandar 0.03

Coeficiente de Variacion 3.17
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Tabla 6: Validacién de reproducibilidad a 10 mM de POA

Validacién a 10 mM

Repeticién | promedio | promedio miM POA mM POA % recuperacion
oD oD tedrico experimental
corregido

1 1.98 1.864 10 9.98 99.8
2 1.99 1.871 10 10.01 100.1
3 2.01 1.890 10 10.12 101.2
4 2.02 1.904 10 10.19 101.9
5 2.01 1.889 10 10.11 101.1
6 2.01 1.887 10 10.10 101.0
7 2.01 1.887 10 10.10 101.0
8 1.96 1.837 10 9.83 98.3
9 1.94 1.823 10 9.76 97.6
10 1.99 1.873 10 10.03 100.3

Promedio 10.02

Desviacién Estandar 0.14

Coeficiente de Variacién 1.36

Tabla 7: Validacién de reproducibilidad a 20 mM de POA

Validacién a 20 mM

Repeticién | promedio | promedio | mM POA mM POA % recuperacion
oD oD tedrico experimental
corregido

1 3.76 3.643 20 19.56 97.8
2 3.77 3.653 20 19.61 98.1
3 3.97 3.850 20 20.67 103.3
4 3.87 3.745 20 20.11 100.5
5 3.83 3.712 20 19.93 99.6
6 3.87 3.745 20 20.11 100.5
7 3.99 3.871 20 20.78 103.9
8 3.83 3.712 20 19.93 99.6
9 3.82 3.698 20 19.85 99.3
10 3.81 3.695 20 19.83 99.2

Promedio 20.04

Desviacién Estandar 0.41

Coeficiente de Variacién 2.02
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V1.3.2. Cuantificacion de la tasa de eflujo de POA en M. tuberculosis

Al analizar la tasa de eflujo de acido pirazinoico (POA), se encontro que
la cepa wild type H37Rv mostré una tasa de eflujo de 0.6833
mMPOA/ODG600 x d-1. En contraste, las cepas recombinantes de Mtb, en
las cuales se han eliminado individualmente los genes Rv0944 y Rv2102
mediante la técnica ORBIT, exhibieron una reduccién significativa en la
tasa de eflujo de POA de -0.0675 mM POA/OD600 x d-1 (9.87%) y -0.15
mM POA/OD600 x d-1 (21%), respectivamente, en comparacion con la
cepa de referencia H37Rv. Sin embargo, esta disminucion no fue
completa, como se evidencia en la cepa resistente a PZA H37Rv KO-pncA

y una cepa clinica MDR resistente a PZA (DM 97) (Figura 32 y 33).

H37RV-KO RV0944

& H37Rv W H37Rv KO-Rv0944 H37Rv KO-PncA/ DM97

8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00

mM POA/ OD600

0.00 B—=
100 O 2 4 6 8 10 12
DIAS DE INOCULACION CON PZA

Figura 32: Medicion de la tasa de flujo de POA de H37Rv-KO

Rv0944. Se observa un cambio significativo en la tasa de flujo de POA
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entre la cepa de referencia H37Rv y la cepa de M. tuberculosis con el gen
Rv0944 removido (p=0.033). La tasa de flujo de POA de las cepas

resistentes a PZA (H37Rv KO-Rv2102 y DM 97) fue cero.

H37RV-KO RV2102

¢ H37Rv. EH37Rv KO -Rv2102 H37Rv KO-PncA/ DM97

8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
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1.00

0.00 Fi==
100 O 2 4 6 8 10 12
DIAS DE INOCULACION CON PZA

mM POA/ OD600

Figura 33: Medicién de la tasa de flujo de POA de H37Rv-KO
Rv2102. Se observa un cambio significativo en la tasa de flujo de POA
entre la cepa de referencia H37Rv y la cepa de M. tuberculosis con el gen
Rv2102 removido (p=0.000). La tasa de flujo de POA de las cepas

resistentes a PZA (H37Rv KO-Rv2102 y DM 97) fue cero.
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Tabla 7: Valores de cuantificaciéon de POA en M. tuberculosis

Promedio mM POA (DE)

Cepa Dias de Inoculacién con PZA
0 4 6 8 10
H37Rv 0.00 (0) 1.78 (0.29) 3.60(0.54)| 5.29(0.6) 6.47 (0.94)
H37Rv KO - 0.00 (0) 1.25(0.46) 2.69(0.82)| 4.09(1.18)| 5.71(1.14)
Rv0944
H37Rv KO - 0.00 (0) 1.19 (0.46) 2.58(0.39)| 4.14(0.42)| 4.99(0.57)
Rv2102
H37Rv KO- 0.00 (0) 0.00 (0) 0.00 (0) 0.00 (0) 0.00 (0)
pncA
DM 97 0.00 (0) 0.00 (0) 0.00 (0) 0.00 (0) 0.00 (0)

Vi4 Prueba de susceptibilidad a PZA

Los valores de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) en PZA fueron mas
elevados en las cepas H37Rv KO-Rv0944/Rv2102 (MIC=400 y 200 pg/ml)
en comparacion con la cepa de referencia susceptible H37Rv (MIC=200 y
100 pug/ml) a los pH de 6.8 y 6.2, respectivamente. En contraste, el MIC de la
droga PZA en la cepa de referencia resistente H37Rv KO-pncA super6
ampliamente los valores obtenidos en las cepas recombinantes para ambos

pH (>1600 pg/ml) (Figura 34 y 35).

Por otro lado, no se evidenciaron variaciones en los valores de MIC para la
droga POA en las cepas recombinantes en comparacion con la cepa de
referencia susceptible (MIC=100 ug/ml y 50 pg/ml) en los pH 6.8 y 6.2,

respectivamente. No obstante, se registrdé un leve aumento en el MIC de la
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droga POA en la cepa de referencia resistente en comparacion con las cepas
previamente mencionadas (MIC=200 pg/ml y 100 pg/ml). (Figura 34 y 35).
Finalmente, se observé que todas las cepas de Mtbh evaluadas fueron

susceptibles para las concentraciones de droga isoniazida (INH) probadas.

MiC

PZA= 200 ug/ml
POA= 100 ug/ml
INH < 0.25ug/ml

MiC

PZA= 400 ug/ml
POA= 100 ug/ml
INH < 0.25ug/ml

MiIC

PZA= 400 ug/ml
POA= 100 ug/ml
INH < 0.25ug/ml

MiC

PZA >1600 ug/ml
POA= 200 ug/ml
INH < 0.25ug/ml

Figura 34: Prueba de susceptibilidad a drogas (TEMA) a pH 6.8. A.
H37Rv, MIC de 200 pg/ml para PZA, 100 pg/ml para POA y <0.25 pg/ml
para INH. B. H37Rv KO-Rv0944, MIC de 400 pg/ml para PZA, 100 pg/ml
para POA y <0.25 pg/ml para INH. C. H37Rv KO-Rv2102, MIC de 400

pug/ml para PZA, 100 pg/ml para POA y <0.25 pg/ml para INH. D. H37Rv
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KO-pncA, MIC de >1600 pg/ml para PZA, 200 pg/ml para POA y <0.25

pg/ml para INH.

MiC

PZA= 100 ug/ml
POA= 50 ug/ml
INH < 0.25ug/ml

MicC

PZA= 200 ug/ml
POA= 50 ug/ml
INH < 0.25ug/ml

MiC

PZA= 200 ug/ml
POA= 50 ug/ml
INH < 0.25ug/ml

MiIC

PZA »1600 ug/ml
POA= 100 ug/ml
INH < 0.25ug/ml

Figura 35: Prueba de susceptibilidad a drogas (TEMA) a pH 6.2. A.
H37Rv, MIC de 100 pg/ml para PZA, 50 pg/ml para POA y <0.25 ug/ml
para INH. B. H37Rv KO-Rv0944, MIC fueron de 200 pg/ml para PZA, 50
ug/ml para POA y <0.25 pg/ml para INH. C. H37Rv KO-Rv2102, MIC de
200 pg/ml para PZA, 50 pg/ml para POA y <0.25 pg/ml para INH. D.
H37Rv KO-pncA, MIC de >1600 ug/ml para PZA, 100 pg/ml para POA y

<0.25 pg/ml para INH.
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VII. DISCUSION

El estudio de metalochaperonas como nuevo mecanismo de accion y resistencia a
PZA en M. tuberculosis es un campo de investigacion emergente en la comunidad
cientifica. En el presente estudio se ha evaluado la posible accion de dos
metalochaperonas candidatas de la enzima PZAsa codificadas por los genes
Rv0944 y Rv2102 mediante la generacion de cepas H37Rv knockout, y la

evaluacion de la actividad enzimatica de PZAsa y resistencia a PZA en Mtb.

Las metaloproteinas codificadas por los genes Rv0944 y Rv2102 fueron
seleccionadas como candidatos a metalochaperonas de PZAsa en la bacteria debido
a que demostraron presentar conformaciones Yy distancias de interaccion favorables
entre sus centros metalicos y la enzima PZAsa de Mth, semejante a lo obtenido con
la metalochaperona Rv2059, para predecir una posible transferencia de metal desde

la metalochaperona candidata hacia la enzima PZAsa (resultados ain no publicado).

Nuestros resultados revelaron que la remocion individual de los genes Rv0944 y
Rv2102 en Mtb, produjo una disminucion significativa en la tasa de eflujo de POA
con respecto a la cepa wild type H37Rv (p=0.033 y p=0.000, respectivamente). Sin
embargo, esta disminucion no fue completa, en contraste con lo observado en cepas
resistentes a PZA, como H37Rv KO-pncA (una cepa genéticamente modificada

resistente a PZA) y DM 97 (una cepa clinica MDR resistente a PZA) (86, 87, 88).
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La evaluacion de la tasa de eflujo de POA proporciona una medida indirecta de la
formacion de POA intracelular, y por lo tanto, de la actividad enzimética. EI POA
generado se expulsa activamente desde la bacteria hacia el medio extracelular,
facilitado por un transporte activo deficiente en Mtb y el pH extracelular. Esto
establece un equilibrio entre sus formas protonada (HPOA) e ionizada (POA"), el
cual tiende a acumularse en el exterior cuando el pH extracelular se sitGa cerca de
6.8-7 (59). La reduccién en la tasa de eflujo de POA en aislados clinicos que
presentan mutaciones en el gen pncA se ha asociado con la resistencia a la droga
PZA en Mtb (89). Esto se debe a que a un pH acido extracelular, el transporte activo
de POA altera el potencial de membrana y afecta el transporte de nutrientes hacia
el interior de la célula, lo que constituye uno de los principales mecanismos que

contribuyen a la muerte de la bacteria (7,8, 90).

En nuestro estudio, la disminucion parcial de la tasa de eflujo de POA en las cepas
recombinantes de Mtb, donde se removieron de manera individual los genes
Rv0944 y Rv2102, se asoci6 con un leve incremento en la resistencia a PZA a los
pH 6.8 y 6.2 evaluados (MIC=400 pg/ml y MIC=200 ug/ml, respectivamente).
Mientras tanto, las cepas H37Rv KO-pncA y DM 97, que son resistentes a la PZA,
exhibieron valores de MIC superiores a 1600 pg/ml en ambos pH. La
determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria de una droga sirve para
evaluar la eficacia de la droga contra una cepa especifica. La resistencia de un
microorganismo a una droga se asocia con valores de MIC elevados (91). Los
valores de MIC para la droga PZA en Mtb pueden variar segun las condiciones de

prueba, los procedimientos realizados, el pH y el tipo de cepa. Para la cepa de
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referencia H37Rv, los valores de MIC pueden oscilar entre 50 pg/ml y 100 pg/ml
en el rango de pH de 5.8 a 6.0 (92, 93, 94, 95). En nuestro estudio, determinamos
un valor de MIC de 200 pg/ml a un pH de 6.8 y de 100 pg/ml a un pH de 6.2 para
la cepa de referencia H37Rv que evaluamos mediante el método de TEMA. La
evaluacion de la susceptibilidad a la PZA a pH inferiores a 6.2 representd un desafio

en nuestro estudio, ya que no se detectd crecimiento en pH cercanos a 5.5.

A diferencia de otras drogas antituberculosas, la PZA es una droga paraddjica, ya
que solo es letal para las bacterias con metabolismo reducido (30). Este efecto
bactericida es impulsado por el pH &cido (5.5) del medio intracelular de los
fagolisosomas de los macrofagos activados, donde se encuentran las bacterias en
estado latente (41, 96). Debido a esta caracteristica Unica de la droga es comun
obtener resultados falsos positivos en las pruebas de susceptibilidad a la PZA en
Mtb cuando se realizan a pH acidos cercanos a 5.5. Esto se debe a la falta de
crecimiento bacteriano in vitro, que ocurre como resultado de un proceso de
adaptacion que experimenta Mtb ante el bajo pH del medio de cultivo (97, 98, 99).
Ante estos desafios técnicos, en nuestro estudio optamos por realizar las pruebas de
susceptibilidad a pH 6.8 y 6.2, y encontramos que los valores de MIC de la droga
en la cepa de referencia a pH 6.2, se encontraba dentro del rango de variacion

reportado por varios grupos de investigacion (92, 93, 94, 95).

Por otro lado, al evaluar la susceptibilidad de POA a diferentes valores de pH, no
se observaron cambios en los valores de MIC en comparacion con la cepa de

referencia H37Rv (MIC=100 pg/ml a pH 6.8 y MIC=50 pg/ml a pH 6.2). Esto
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podria sugerir que el aumento de la resistencia observado en las cepas
recombinantes de Mtb  podria deberse a la pérdida parcial de la actividad de la
enzima PZAsa como resultado de la remocion individual de los genes Rv0944 y

Rv2102 en la bacteria.

En cuanto a las cepas resistentes a PZA evaluadas, los valores de MIC para POA
en diferentes valores de pH (datos no mostrados para DM 97) fueron ligeramente
mas altos en comparacién con la cepa de referencia H37Rv (MIC=200 pg/ml a pH
6.8 y MIC=100 pg/ml a pH 6.2). Esto podria indicar la posible presencia de
mecanismos de resistencia a PZA independientes de la actividad enzimatica de la
PZAsa. Actualmente, la comunidad cientifica se encuentra investigando nuevos
mecanismos de resistencia a PZA que podrian estar relacionados a objetivos
proteicos dentro del citosol, como la proteina ribosdmica S1 (RpsA) que participa
en el proceso de transtraduccion y la enzima aspartato 1-descarboxilasa (PanD) que

participa en la biosintesis de la coenzima A (62,65).

A diferencia de otras drogas antituberculosas que son ampliamente utilizadas en el
tratamiento de primera linea, el mecanismo de accidn y resistencia de PZA es poco
comprendido y mas complejo (7, 8, 53). La perdida de la actividad de la enzima
PZAsa debido a mutaciones en el gen pncA, es considerado como el principal
mecanismo de resistencia a PZA (7,60,61); sin embargo, actualmente no todas las
cepas resistente a PZA presentan mutaciones en el gen pncA (16, 17,18). Por lo que
se plantea la posibilidad de que existan otros mecanismos de resistencia a PZA que

sean independientes de las mutaciones en el gen pncA (16, 17, 18, 33).
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La enzima PZAsa es fundamental para el metabolismo de la droga. Es importante
destacar que la PZAsa se clasifica como una metaloenzima, donde su cofactor
metalico juega un rol crucial en el proceso de catalisis (21,23). Por lo tanto, la

ausencia del cofactor metalico conduce a la pérdida de actividad enzimatica (23).

Actualmente, la naturaleza exacta del cofactor metalico para la PZAsa en Mtb sigue
siendo un enigma sin resolver. Aunque se ha identificado la presencia de Fe*?
dentro del cristal de la enzima (19), otros estudios han reportado la presencia de
Mn*2y Zn*2 en la proteina recombinante de Mtb (20). Ademas, se ha observado que
Co+2, Mn+2 y Zn+2 pueden reactivar la enzima PZAsa in vitro (21). En un ensayo
realizado por nuestro grupo de investigacion, hemos encontrado que el Ni*? puede
reactivar la enzima PZAsa con una intensidad comparable a la del Co*? (resultados
aun no publicados). A raiz de todas estas observaciones en torno a la enzima, se
plantea la posibilidad de que in vitro la PZAsa podria ser lo que se conoce como
"cofactorialmente promiscua,” lo que implica que tiene la capacidad de interactuar
con multiples cofactores metélicos en su sitio de coordinacion de metal. Mahmoud
et al., presentaron un estudio de mecanica cuéntica que respalda esta hipdtesis (22).
Para que un ion metalico pueda actuar como cofactor de PZAsa, debe cumplir dos
requisitos fundamentales. Primero, debe establecer enlaces estables con los residuos
de coordinacion de la enzima, lo que garantiza la viabilidad energética del complejo
formado. Segundo, debe tener la capacidad de polarizar los enlaces O-H de las
moléculas de agua presentes en el sitio de coordinacion del metal, lo que conduce
a la formacion de agua activada. Este Gltimo proceso es crucial para la formacion

del segundo intermediario en la reaccion enzimatica (23). En el estudio se demostrd

99



que el Zn?*> Ni?"> Co?*> Fe?*> Mn?* confiere una alta estabilidad al complejo
proteina-metal, mientras que, Ni>* > Co?* >Fe?*> Mn?*> Zn?* presentan una mayor
capacidad de polarizacion de las moléculas de agua (22). A pesar de la alta
promiscuidad de la PZAsa observada in vitro hacia los metales de transicion
mencionados, aln no se sabe si esta caracteristica se mantiene in vivo durante la

infeccion.

En la actualidad, se conoce que los iones metalicos son fundamentales en una
variedad de procesos metabolicos dentro de las bacterias. No obstante, tanto el
exceso como la escasez de estos iones pueden ser perjudiciales, incluso letales, y
afectar negativamente el crecimiento bacteriano (100,101). Por lo tanto, las
bacterias han desarrollado mecanismos para regular cuidadosamente la cantidad de
metales presentes en su entorno, conocidos como homeostasis de metales (102, 103,
104). Entre los metales considerados como posibles cofactores metalicos de la
PZAsa, el zinc, hierro y manganeso se destacan como los mas importantes para el
metabolismo bacteriano, mostrando una alta biodisponibilidad y encontrandose
mayormente como cofactores de proteinas (24, 102, 105, 106). Para mantener la
homeostasis de estos metales, las bacterias dependen de una serie de procesos
regulados por proteinas especializadas. Estas proteinas tienen la capacidad de
detectar variaciones en la cantidad de metales libres en el citosol, movilizar los
metales desde y hacia las reservas internas, facilitar la importacion, exportacion,

secuestro y transporte de metales (102).
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Durante el proceso de infeccion, las bacterias enfrentan el reto de adquirir metales
esenciales para su crecimiento dentro del entorno hostil del huésped (101). Los
macrofagos, como parte de la respuesta inmunitaria, adoptan una estrategia para
obstaculizar este proceso mediante la expresion de la proteina NRAMP1, clave en
la resistencia natural. Esta proteina actGa limitando la disponibilidad de hierro y
manganeso dentro de las vacuolas fagociticas, dificultando asi el desarrollo
bacteriano (107,108). Contrariamente, el zinc se incrementa intencionadamente en
estas vacuolas, con el propésito de eliminar y/o limitar el crecimiento de las
bacterias a través de la intoxicacion por este metal (100). Esta dinamica subraya un
sofisticado mecanismo de defensa del huésped destinado a combatir la infeccion,
manipulando la disponibilidad de metales cruciales para la supervivencia
bacteriana. Por lo tanto, especulamos que durante la infeccion, la enzima PZAsa de
Mtb podria estar coordinando con Zn?* como una estrategia de adaptacion
bacteriana (109), dado la abundancia de este metal en el entorno y su alta afinidad

hacia los ligandos en el sitio de coordinacion de la enzima.

Por otro lado, se ha dado a conocer que la activacion de PZAsa en la bacteria
podria requerir de un proceso asistido, donde participen metalochaperonas y
diferentes proteinas transportadoras y reguladoras de metales (21, 29). Sin
embargo, aun se conoce poco sobre las proteinas involucradas en la activacion de

la enzima y como se podria llevar a cabo este proceso.

Hasta la fecha, solo se ha reportado a la proteina codificada por el gen Rv2059

como posible metalochaperona de PZAsa (29). Esta proteina es homologa a la
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proteina transportadora de Zinc, ZnuA en E. coli (110, 111), y en estudios in vitro,
ha logrado reactivar en un 69% la actividad de la apo PZAsa recombinante de Mtb.
Ademas, la inactivacién del gen Rv2059 en Mtb se ha asociado a una disminucion
de latasa de eflujo de POA y a un incremento en la resistencia a PZA en la bacteria
(resultados atn no publicados). No obstante, la disminucion de la tasa de eflujo de
POA no fue completa, contrario a lo observado en los aislados clinicos resistentes
a esta droga. Por lo que el proceso de activacion de la enzima PZAsa podria ser mas
complejo e involucrar la participacion de mas de una proteina metalochaperona o

transportadora de metal.

En este estudio, proporcionamos informacién de la posible participacién en el
proceso de activacion de PZAsa de dos nuevas proteinas, codificadas por los genes
Rv0944 y Rv2102. Ambas proteinas tienen centros metalicos con afinidad por el
cofactor Zn*2. Estudios a nivel de gendmica y protedmica han confirmado la
existencia de estas dos proteinas en Mtb (112, 113, 114). La proteina codificada por
el gen Rv2102 no ha sido funcionalmente caracterizada hasta la fecha. Por el
contrario, la proteina codificada por el gen Rv0944 ha sido identificada previamente
como homologa a una formamidopirimidina ADN glicosilasa. Sin embargo,
posteriormente se report6 que carecia de actividad de ADN glicosilasa/liasa (114,

115).

En nuestro estudio, la remocion individual de los genes candidatos a
metalochaperonas de PZAsa en Mth, Rv2102 y Rv0944, se asocié con una

disminucion en la tasa de eflujo de POA y un ligero incremento en la resistencia a
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PZA en la bacteria, similar a lo observado con la proteina metalochaperona Rv2059
(resultados aun no publicados). Estos hallazgos coinciden con los resultados
obtenidos en el ensayo de acoplamiento molecular disefiado para identificar
metaloproteinas capaces de transferir metal hacia la PZAsa en Mtb (resultados aln
no publicados). Por lo cual, sugerimos que los genes Rv0944 y Rv2102 podrian
estar implicados en el mecanismo de activacion de la enzima PZAsa en Mtb,
posiblemente como metalochaperonas o proteinas transportadoras de metales. No

obstante, se requiere llevar a cabo mas estudios para confirmar esta hipotesis.

El gen pncA, codifica para la enzima PZAsa, es considerado no esencial para la
sobrevivencia de Mtb, por lo que su inactivacién no afecta el crecimiento
bacteriano. En bacterias, la funcién bioldgica de pncA radica en su participacién
en una de las vias biosintéticas de rescate de NAD', especificamente en la
conversion de nicotinamida a &cido nicotinico para la via de Preiss y Handler (10,
56, 57). NAD" es un cofactor esencial para las células, participando en diversas
reacciones clave como la produccion de energia, regulacion metabdlica y
mantenimiento del equilibrio redox, etc (116, 117, 118). Dada su importancia, los
organismos han desarrollado una gran plasticidad en su biosintesis (10).

En procariotas, la biosintesis de novo de NAD" puede ocurrir a partir de aspartato,
fosfato de dihidroxiacetona y triptéfano, mientras que su reciclaje puede lograrse a
través de una variedad de vias, utilizando productos de degradacion del NAD*
como 4&cido nicotinico, nicotinamida, ribdsido de &cido nicotinico o ribosido de
nicotinamida (10,119,120,121). Para patégenos como Mtb, la via de reciclaje

representa una estrategia vital para obtener este cofactor directamente de su

103



huésped, especialmente ante la escasez de nutrientes en el interior de los fagos
lisosomas (13,122). No obstante, Boshoff et al. descubrieron que, aunque el
reciclaje de NAD" aumenta en Mtb durante la infeccién y en condiciones de hipoxia,
ni la via de biosintesis de novo ni la via de rescate son esenciales para la
supervivencia bacteriana en dicho entorno (12). Este hallazgo resalta la gran
plasticidad metabolica de Mtb durante la infeccién. Asimismo, se sugiere que la
contribucion de la via de rescate de nicotinamida a partir del gen pncA no parece
ser tan significativa para la biosintesis de NAD™ y la sobrevivencia de la bacteria, a
diferencia de la via de rescate de &cido nicotinico o la via biosintética de novo a
cargo de los genes pncB2 y nadABC, respectivamente (12,123). Estos genes, junto
con nadR, muestran un aumento en su expresion bajo estas condiciones. Aunque no
se conoce la funcién exacta de nadR en la biosintesis de NAD* en Mth, en otros
microorganismos como Escherichia coli, Salmonella typhimurium y Haemophilus
influenzae, nadR es una enzima multifuncional que participa en la via de rescate de
ribésido de nicotinamida, convirtiéndolo en monoculeétido de nicotinamida
(NMN) y posteriormente en NAD*, mediante sus dominios ribosil nicotinamida
quinasa (RNK) y dominio NMN adenil transferasa (NMNAT) (124,125, 126, 127).
Por lo tanto, se cree que la inactivacion de los genes de metalochaperonas
involucrados en la activacion de la enzima PZAsa en Mtb no deberia afectar la
sobreviencia de la bacteria, pero si su capacidad de metabolizar la droga PZA vy,
por lo tanto, su susceptibilidad durante la infeccion. En el presente estudio,
confirmamos que los genes Rv2102 y Rv0944, candidatos a metalochaperonas de
PZAsa en Mtb, presentan una baja vulnerabilidad genética, por lo que su remociéon

no interfiere con el crecimiento in vitro.
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Hasta el momento, nuestro entendimiento acerca del funcionamiento de las
metalochaperonas es limitado, y la identificacion y estudio de estas proteinas es un
campo en desarrollo (71, 72, 73, 74). Ademas, ain no hemos alcanzado una
comprension completa de como las metalochaperonas garantizan la especificidad
en la transferencia de metales a las metaloenzimas. Del mismo modo, la red de
interacciones entre metalochaperonas y metaloenzimas sigue siendo compleja y no

estd completamente esclarecida en diversos microorganismos.

En algunos casos, la activacion de una metaloenzima puede requerir la colaboracion
de maultiples metalochaperonas y/o proteinas transportadoras de metales, como se
observa en el caso de la enzima ureasa de diferentes microorganismos, cuya
activacion involucra a las metalochaperonas Ure D, E, Fy G (128, 129, 130). Por
otro lado, también existen metalochaperonas que pueden interactuar con mas de una
metaloproteina objetivo, como es el caso de la metalochaperona bacteriana de
cobre CopZ, homobloga de Atx1 de S. cerevisiae, que ademas transferir Cu*? a las
las ATPasas de tipo CopA 1 y CopA2, también transfiere Cu*? al factor de
transcripcion CopY para regular el tréfico de este metal en la bacteria (131 132,

133, 134).

Debido a la complejidad que hemos observado en la activacion de la enzima PZAsa
en Mtb, es plausible sugerir que su mecanismo de activacion podria implicar una
intrincada red de interacciones que involucran a varias metalochaperonas y/o
proteinas transportadoras de metales. En este contexto, las proteinas codificadas por

los genes Rv0944 y Rv2102 podrian desempefiar un papel fundamental en estas
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interacciones. Es importante continuar realizando estudios en este campo, ya que
una fuente potencial de resistencia a PZA podria radicar en la pérdida de la funcién
de la enzima PZAsa debido a la interrupcion de este proceso de activacion asistido,

posiblemente causada por mutaciones en los genes involucrados.

Los estudios de gendmica funcional en Mtb son importantes para comprender la
biologia de la bacteria, identificar nuevos genes involucrados al mecanismo de
resistencia, encontrar blancos terapéuticos, etc. (135). En el presente estudio, se
estandariz6 'y empleo la técnica ORBIT (Oligonucleotide-mediated
recombineering followed by Bxb1 integrase targeting) para remover los genes de
interés (30,84). ORBIT representa una alternativa rapida y econémica para estudiar
la funcionalidad de los genes no esenciales en Mtb relacionados al mecanismo de
resistencia a drogas antituberculosas. A diferencias de otras técnicas de edicion
genética que se han venido usando en Mtb para generar knockout, como
recombinacion homéloga, recombineering, transduccion especializada de fagos,
etc. ORBIT proporciona una alternativa eficaz para abordar los desafios mas
destacados que se enfrentan en la edicion de genes de Mtb. Estos desafios incluyen
la limitada capacidad de captar fragmentos de ADN largos, la baja eficiencia de la
recombinacion, la seleccion de colonias recombinantes, los cortes especificos y la

construccion de sistemas laboriosos, entre otros (83, 136, 137, 138).

La estrategia de ORBIT se basa en el disefio de un oligonucledtido corto de 188
bases que contiene Unicamente las secuencias flanqueantes especificas del gen

objetivo, junto con una breve secuencia de 48 bases reconocida por la integrasa
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Bxbl (attP). La ventaja de utilizar un oligonucledtido pequefio radica en su mayor
eficiencia de captacion por parte de la bacteria en comparacion con fragmentos de
ADN largos. Ademas, para protegerlo de la degradacion por nucleasas, se introduce
una mayor cantidad de oligonucle6tido (1 pg) en una cepa de Mtb que ha expresado

las proteinas de recombinacion RecT de Che9c y Bxbl durante 18 horas (30,84).

Una vez que el oligonucle6tido ingresa a la micobacteria, esta es dirigida por RecT
hacia gen target y recombinada, empleandose como fragmento de okazaki durante
la replicacion de la bacteria. La recombinacion del oligonucle6tido conduce a la
eliminacién de la secuencia de nucledtidos del gen target que no estaban incluidos
en el disefio del oligonucledtido. De esta manera, se interrumpe la secuencia del
gen (30,84).

La identificacidn de las cepas recombinantes que han perdido el gen objetivo se
lleva a cabo de manera sencilla mediante la integracion especifica in situ de un
vector suicida denominado pKM 464. Este vector esta equipado con un marcador
de seleccién hygR y contiene una secuencia attB. La secuencia attB se une al
oligonucle6tido guia previamente recombinado, de manera especifica en la region
attP, gracias a la accion de la enzima Bxbl. Este proceso permite una seleccion
eficaz de las cepas recombinantes que han experimentado la eliminacion del gen
objetivo (30, 84).

La principal ventaja de ORBIT radica en que ambos eventos de recombinacion se
Ilevan a cabo en un solo paso dentro de la célula, lo que acelera significativamente

la obtencion de resultados y minimiza la cantidad de material necesario.
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VIIl. CONCLUSIONES

La remocion individual de los genes Rv2102 y Rv0944 en H37Rv, mediante
la técnica ORBIT, no interfiere con el crecimiento bacteriano in vitro de

Mycobacterium Tuberculosis.

La remocion individual de los genes Rv2102 y Rv0944 en H37Rv
disminuye la tasa de eflujo de POA en -0.15 mM POA/OD600 x d-1 (21%)
y -0.0675 mM POA/OD600 x d-1 (9.87%), respectivamente, por lo que
podria estar relacionado con la pérdida parcial de la actividad en la enzima

PZAsa.

La remocién individual de los genes Rv2102 y Rv0944 en H37Rv
disminuyeron parcialmente la susceptibilidad a PZA, pero no de POA a los

pH de 6.2 y 6.8.
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IX. DIRECCIONES A FUTURO

e Complementar las cepas recombinantes H37Rv KO- Rv0944 y H37Rv
KO- Rv2102 con sus respectivos genes en plasmidos integrativos, y
luego evaluar el efecto reverso sobre la tasa de flujo de POA vy resistencia

aPZA.

e Expresar de forma recombinante las proteinas Rv0944 y Rv2102 y

evaluar su capacidad de reactivacion a la proteina Apo-PZAsa de Mtb.

e Evaluar el efecto sinérgico de la inactivacion simultanea de los
siguientes pares de genes Rv0944/ Rv2102, Rv0944/ Rv2059, Rv2102/
Rv059 y Rv0944/ Rv2102/Rv2059, sobre la tasa de flujo de POA y

resistencia a PZA en Mtb.

e Secuenciar y analizar el diferencial de expresion del transcriptoma
cuando los genes Rv0944, Rv2102 y Rv2059 se encuentran inactivados
de forma individual en Mtb, y la bacteria se encuentra expuesta a 0, 25

y 50 pug/ml de PZA vy a diferentes condiciones de pH (6.8, 6.0 y 5.5)
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ANEXOS

Anexo 1: Preparacion de células electrocompetentes y electroporacion

en Mycobacterium tuberculosis

Inocular una asada de una colonia de M. tuberculosis en 5 mL de caldo 7H9-
OADC-T. Vortexear e incubar a 37°C por 10 a 15 dias.

Inocular de 3 mL del cultivo inicial en 50 mL de caldo 7H9 enriquecido en
un matraz de 250 mL (preparar los 50 mL de medio 24 horas antes para
verificar que el matraz no esté contaminado) y continuar la incubacion a 37°C
a 100 rpm hasta obtener un OD600 de 0.6 a 0.8.

Adicionar 0.1 volimenes (5 mL) de glicina 2M e incubar por 16 a 24 horas
antes de cosechar las células.

Cosechar las células por centrifugacion a 3000 g por 10 min a 17°C.

Lavar las células con 10 mL de glicerol al 10% frio.

Centrifugar a 3000 g por 10 min a 17°C.

Lavar las células con 10 mL de glicerol al 10% frio.

Resuspender las células en 1 mL de glicerol al 10% frio.

Adicionar 0.5 a 5 pug de ADN libre de sales en no méas de 5 pl de volumen a
0.2 mL de suspension de las células competentes.

Transferir la solucion anterior a una cubeta de electroporacion (0.2 cm

electrode gap electroporation cuvette, BTX).



Ubicar la cubeta en la camara de electroporacion y someterla a un pulso de
2.5kV, 25 pF, con la resistencia pulso-controlador a 1000 ohms. Los tiempos
constantes de pulso 6ptimo son 15 a 25 ms.

Recuperar la suspension celular inmediatamente dentro de 5 mL de medio
7H9 enriquecido (sin antibiotico).

Incubar a 37°C por 16 horas. NOTA: Este paso permite la expresion de
cualquier gen de resistencia a un antibiético determinado contenido en el
ADN.

Cosechar las células por centrifugacion a 3000 g por 10 min a 17°C.
Agregar 1000 ul de medio 7H9 enriquecido, homogenizar por pipeteo.
Preparar diluciones para el conteo de colonias (Ejemplo 1:10 y 1:100).
Plaquear 1- 50ul de cada una de las diluciones en agar 7H10 enriquecido con
kanamicina (25 pg/mL) e incubar las placas a 37°C hasta que las colonias

comiencen a ser visibles (aproximadamente 3 semanas).



Anexo 2: Extraccion de ADN de M. tuberculosis con el método de

proteinasa K

Preparar crioviales estériles, cada uno con 3 perlas de vidrio y 500ul de buffer
TE (10mM Tris-HCI; 1ImM EDTA,; pH 8).

A partir de un cultivo sélido puro, tomar una asada y resuspender las
micobacterias en el vial exclusivamente haciendo uso del asa. No utilizar el
vortex.

Con ayuda del termo-block, someter a 80°C por 20 min.

Agregar 50 pl de Lisozima (10 mg/ml). Homogeneizar con ayuda del vortex.
Incubar a 37°C toda la noche.

Agregar 75ul de SDS 10% y 20 pl de Proteinasa K (20mg/ml). Homogeneizar
con ayuda del vortex e incubar 3 horas a 65°C. (Incubar a 56°C x 2 horas)
Agregar 100 pl de NaCl 5M.

Agregar 100 ul de CTAB/NaCl (precalentado a 65°C). Homogeneizar con
ayuda del vortex e incubar 10 min a 65°C.

Agregar 750 pl de la mezcla Fenol-Cloroformo-Isoamilico (25:24:1).
Homogeneizar con
ayuda del vortex y centrifugar a 10000 rpm por 5 miny a 4°C.

Colectar el sobrenadante y transferirlo a un nuevo tubo.

Agregar 750 pl de la mezcla Cloroformo-Isoamilico (24:1). Homogeneizar
con ayuda del vortex y centrifugar a 10000 rpm por 5 min y a 4°C.

Colectar el sobrenadante y transferir a un nuevo tubo.



Agregar 1ml de Etanol frio. Homogeneizar por inversion y someter a -70°C
por 15 min

Centrifjugar a 10000 rpm por 8 min.

Descartar el sobrenadante.

Agregar 1ml de alcohol frio 70°.

Centrifjugar a 10000 rpm por 3 min. (Lavado)

Descartar el sobrenadante y secar el pellet.

Resuspender el DNA en 100 ul de TE.



Anexo 3: Escalas de Mc. Farland

Sol A. BaCl> 1.75¢
H20q4 100ml

Sol B. H2SO4 iml
H204 99mi

= La escala Mc. Farland se elabora tras mezclar diferentes volimenes de las
soluciones A 'y B. Por ejemplo:

o Se recomienda agregar suavemente la solucion A por las paredes del
tubo y agitar durante 3 a 5 min. Almacenar a Temperatura ambiente
hasta por tres meses, protegido de la luz. Mezclar antes de usar.

o Preparar la escala con los mismos tubos que se utilizaran en los ensayos.

Usar tubos diferentes es factor de inexactitud.

Estandar Sol A. Sol B.
Mc.
Farland
0.5 0.5ml 99.5 ml
1 1ml 99 ml
2 2 ml 98 ml
3 3ml 97 ml




Anexo 4: Preparacion de suspensiones de Micobacterias

= Tomar una o dos asadas de un cultivo solido de M. tuberculosis con no mas
de 4 semanas de incubacion, e inocular en un tubo de vidrio o plastico con 5
0 7 perlas de vidrio y 100 ul de la solucion Tween 10%
= Disgregar con ayuda del asa de siembra y luego del vortex durante 2 min.
o Vortexear por 30 segundos resulta ser suficiente la mayoria de las veces.
o Dejar reposar por al menos 5 min para evitar la liberacion de aerosoles.
= Agregar 3 ml de SST. Homogeneizar con ayuda del vortex durante 20
segundos adicionales. Dejar reposar por 15 min.

o El reposo es importante para sedimentar los restos de cordones y
conglomerados de micobacterias. El objetivo es tener micobacterias
individuales en suspension.

= Transferir el sobrenadante a un tubo de vidrio con 4 ml de SST y sin perlas.
Ajustar la turbidez a Mc.Farland haciendo uso de SST como diluyente.

o Recomendable agregar de a pocos la suspension de micobacterias del
paso anterior ya que diluir una suspension mas cargada es
operativamente mas complicado.

o Laescala visual funciona bien. Sin embargo, es recomendable utilizar
un densitometro: Otorga exactitud y reproducibilidad a los resultados

interensayo.



Anexo 5: Estadistica del Crecimiento Bacteriano

Los datos de crecimiento bacteriano expresado en unidades de densidad
Optica a una longitud de onda de 600nm (OD600) por unidad de tiempo se
ajustaron a un modelo de regresion exponencial. Para la elaboracion del
modelo, se tomaron en cuenta los datos de crecimiento a partir del dia 4.
Para cada grupo de bacterias se calculd el coeficiente de regresion (R?) y la

funcion exponencial y = a. e?*. Donde:

y = OD600 medida en un determinado tiempo

a = OD600 medida en el tiempo cero (x=4)

e = Contante (2.71828)

b = Tasa de crecimiento bacteriano por unidad de tiempo

x = Tiempo medido en dias
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Figura S1: Grafico de dispersion de crecimiento bacteriano (OD600)
Vs. Tiempo. A. Crecimiento Bacteriano de la cepa H37Rv wild type. B.
Crecimiento Bacteriano de la cepa H37Rv-KO-Rv2102. C. Crecimiento

Bacteriano de la cepa H37Rv-KO-Rv0944. Para cada grupo, los datos de



densidad O6ptica por el tiempo fueron ajustados a un modelo de regresion
exponencial (R?). Se muestran en los gréaficos la funcioén exponencial y =

a.eP para cada grupo de bacterias.

Las funciones de regresion exponencial de cada grupo bacteriano se
transformaron a una regresion lineal mediante la aplicacién del logaritmo
natural a la ecuacion. Donde la tasa de crecimiento, es decir “b”, ahora
corresponde a la pendiente de la ecuacién lineal.

y = a.ebP*

Iny =bx+lIna

Lny = Logaritmo natural (OD600 medida en un determinado tiempo)
Ln a= Logaritmo natural (OD600 x=4)
b = Tasa de crecimiento bacteriano por unidad de tiempo

x= Tiempo en dias

1. Descripcion de variables

Variable dependiente= Ln (OD600)
= Tipo de variable: Cuantitativa, continua
= Escala de medicion: Intervalo

Variable independiente 1 = Tiempo en dias

= Tipo de variable: Cuantitativa, discreta



= Escala de medicion: De razon
Variable independiente 2 = Tipo de cepa (Wild type y KO)
= Tipo de variable: Cualitativa, dicotomica
= Escala de medicion: Nominal
Se categorizo de la siguiente manera:
Cepa Wild type =0

CepaKO =1

2. Construccion de la regresion lineal maltiple

Para insertar a la ecuacion la variable tipo de cepa, se cred una regresion

lineal multiple, insertando a la ecuacién el término de interaccion “R”

R=dx* x
Donde:
R= Término de interaccion entre d, t
x= Tiempo en dias

d= Tipo de cepa (Cepa wild type=0, Cepa KO=1)

Por lo tanto:
y = bx+a
y =bx+x(dx*x)+a

y =(b+uxxd)x+a



Donde:
Lny = Logaritmo natural (OD600 medida en un determinado tiempo)
x = Tiempo en dias
b= Tasa de crecimiento bacteriano por unidad de tiempo (pendiente)
a= Factor de cambio de la pendiente, al comparar la cepa WT con la
cepa KO
d= Tipo de cepa (Cepa wild type=0, Cepa KO=1)

Ln a= Logaritmo natural (OD600 x=4)

d = 0 (Cepa wild type) — pendiente = b

d =1 (Cepa KO) — pendiente = b+«

3. Formulacién de Hipotesis estadistica
Hipotesis Nula (Ho):
x "alfa" esigual a cero
Hipétesis Alterna (Ha):

x "alfa" es diferente de cero

4. Nivel de significancia: a=0.05

5. Prueba Estadistica: Prueba T

La prueba busca evaluar la significancia de “alfa”. Si “alfa” no es
significativamente diferente de cero (P-value >0.05), entonces no hay

diferencia detectada entre las dos tasas de crecimiento (entre la cepa KOy



la cepa WT). Si “alfa” es significativamente distinto de cero, entonces se
puede afirmar que existe una diferencia significativa entre las tasas de

crecimiento entre la cepa KOy la cepa WT

6. Resultados

6.1. Regresion multiple construida a partir de los datos de
crecimiento bacteriano entre la cepa wild type H37Rv y la cepa

H37Rv-KO-Rv0944

. regress Ln t dt

Source SS df MS Number of obs = 56
F(2, 53) = 140.68

Model 3.27855297 2 1.63927649 Prob » F = 6.0000
Residual .617570502 53 .@11652274 R-squared = 0.8415
Adj R-squared = 0.8355

Total 3.89612347 55 .070838609 Root MSE = .10795

Ln | Coefficient std. err. t P>t [95% conf. interval]

t .8704744 .0045451 15.51 0.0008 .061358 .0795908

dt -.0029886 .003022 -8.99 0.327 - .00905 .0830728

La variacion en la tasa de crecimiento bacteriano entre la cepa wild
type y la cepa H37Rv-KO Rv0944 es por -0.0029886, siendo “alfa”
no significativa (p=0.327). Por lo tanto, la tasa de crecimiento
bacteriano entre la cepa H37Rv WT vy la cepa H37Rv-KO Rv0944 es

la misma.



6.2. Regresion multiple construida a partir de los datos de
crecimiento bacteriano entre la cepa wild type H37Rv y la cepa

H37Rv-KO-Rv2102

. regress lnodl t1 dt
Source SS df MS Number of obs = 53
F(2, 58) = 125.23
Model 3.1753246 2 1.5876623 Prob > F = 0.0000
Residual .633886197 56 .012677724 R-squared = 0.8336
Adj R-squared = 0.8269
Total 3.80921079 52 .873254654 Root MSE = .1126
lnodl | Coefficient Std. err. t P>t [95% conf. interval]
t1 .0723203 . 0048444 14.93 0.6888 .06259 .0820507
dt -.0052603 .0032237 -1.63 0.109 -.0117353 .0012147
_cons -.9375964 .0424312 -22.10 0.000 -1.822822 -.8523709

La variacion en la tasa de crecimiento bacteriano entre la cepa wild
type y la cepa H37Rv-KO Rv2102 es por -0.0052603, siendo “alfa”
no significativa (p=0.109). Por lo tanto, la tasa de crecimiento
bacteriano entre la cepa H37Rv WT vy la cepa H37Rv-KO Rv2102 es

la misma.



Anexo 6: Estadistica de la tasa de eflujo de POA

Se creo una ecuacion lineal maltiple donde la cantidad de POA producido

por la bacteria, va a depender del tiempo de incubacion con la droga PZA 'y

el tipo de cepa utilizada.

1. Descripcion de Variables
Variable dependiente= Produccion de POA (mM)
= Tipo de variable: Cuantitativa, continua
= Escala de medicion: De razon
Variable independiente 1 = Tiempo de incubacion con la droga
PZA (dias)
= Tipo de variable: Cuantitativa, discreta
= Escala de medicion: De razon
Variable independiente 2 = Tipo de cepa (Wild type y KO)
= Tipo de variable: Cualitativa, dicotomica

= Escala de medicion: Nominal

Se categorizo de la siguiente manera:
Cepa Wild type =0

Cepa KO =1

La produccion de POA en la cepa de referencia wild type (H37Rv) va a

depender de la siguiente ecuacion:



Y=mxt+b
Donde:
Y=mM POA producido
t= Tiempo de incubacion con PZA
m= Tasa de cambio del eflujo de POA por unidad de tiempo (pendiente)

b= Intercepto con el eje Y (mM POA producido en el tiempo cero)

2. Construccion de la regresion lineal maltiple

Se cred el término de interaccion “R” para introducir la segunda variable
independiente en la ecuacion “d”.
R=dxt
Donde:
R= Término de interaccion entre d, t
t= Tiempo de incubacion con PZA

d= Tipo de cepa (Cepa wild type=0, Cepa KO=1)

Por lo tanto:
Y=mt+xR+b
Y=mt+x(d*t)+b
Y=(m+xxd)t+b
Donde:

Y=mM POA producido

t = Tiempo de incubacion con PZA



m = Tasa de eflujo de POA por unidad de tiempo (pendiente)

o= Factor de cambio de la pendiente, al comparar la cepa WT con la cepa
KO

d= Tipo de cepa (Cepa wild type=0, Cepa KO=1)

b= Intercepto con el eje Y

d = 0 (Cepa wild type) — pendiente = m

d =1 (Cepa KO) — pendiente = m+«

3. Formulacion de Hipotesis estadistica

Hipdtesis Nula (Ho):
« "alfa" esigual a cero
Hipétesis Alterna (Ha):

x "alfa" es diferente de cero

4. Nivel de significancia: a=0.05

5. Prueba Estadistica: Prueba T

La prueba busca evaluar la significancia de “alfa”. Si alfa no es
significativamente diferente de cero (P-value >0.05), entonces no hay
diferencia detectada entre las dos tasa de eflujo de POA (entre la cepa KO

y la cepa WT). Si alfa es significativamente distinto de cero, entonces se



puede afirmar que existe una diferencia significativa entre las tasas de eflujo

de POA entre la cepa KOy la cepa WT

6. Resultados

6.1. Regresion multiple construida a partir de los datos de la cepa

wild type H37Rv y la cepa H37Rv-KO-Rv0944

. regress poa t dt

Source SS df MS Number of obs = 40
F(2, 37) = 250.73
Model 201.793989 100.896995 Prob > F = 0.0000
Residual 14.8892844 37 .402413092 R-squared = 0.9313
Adj R-squared = 0.9276
Total 216.683274 39 5.55598138 Root MSE = .63436
poa Coef. Std. Err. t P>|t| [95% Conf. Intervall

t AR83310A8 0329024 20.77 n.A
dt -.0675 .0305207 -2.21 0.033 -.1293408 -.0056592
_cons -.4242905 .1915897 -2.21 0.033 -.8124881 -.036093

La variacion en la tasa de cambio en el eflujo de POA entre la cepa

wild type y la cepa H37Rv-KO Rv0944 es por -0.0675, siendo esta

significativa (p=0.033). Por lo tanto la velocidad de eflujo de POA de

la cepa H37Rv WT es 0.0675 mM POA/min mayor que la

correspondiente a la cepa H37Rv-KO-Rv0944.



6.2. Regresion multiple construida a partir de los datos de la cepa

wild type H37Rv y la cepa H37Rv-KO-Rv2102

. regress poa t dt

Source SS df MS Number of obs = 40
F(2, 37) = 277.28

Model 177.529764 2 88.7648822 Prob > F = 0.0000
Residual 11.8445828 37 .32012386 R-squared = 0.9375
Adj R-squared = 0.9341

Total 189.374347 39 4.85575249 Root MSE s .56579
poa Coef. Std. Err. t P>|t| [95% Conf. Intervall

dt -.1581481 .0272218 -5.81 0.000 -.2133048 -.1029915

_cons -.3401351 .1708815 -1.99 0.054 -.6863739 .0061037

La variacion en la tasa de cambio en el eflujo de POA entre la cepa
Wild Type y la cepa H37Rv-KO Rv2102 es por -0.1581, siendo esta
diferencia significativa (p=0.000). Por lo tanto la velocidad de eflujo
de POA de la cepa H37Rv WT es 0.15 mM POA/min mayor que la

correspondiente a la cepa H37Rv-KO-Rv2102.



Anexo 6: Esquema del constructo para la cepa recombinante H37Rv-KO-Rv0944

#3 #6
Start attL attR Stop
v < > < >
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Rv0944 Left attP & cores attB p attB” - core. attP” Right Rv0944
() oligo 3 s () oligo ()
0
<+ <+
#3 #4
< < >
Uniodn lateral izquierda Union lateral derecha
455pb 618pb

Figura S2: Constructo de la cepa recombinante H37Rv-KO-Rv0944. La figura muestra en detalle la estructura y
dimensiones de las uniones laterales izquierda y derecha que se generaron como resultado de los eventos de recombinacion.
Estas uniones estan compuestas por segmentos del cromosoma upstream/downstream, la secuencia del oligonucleo6tido
izquierda/derecha, las secuencias attL/attR y parte de la secuencia del plasmido pKM464. Las secuencias del
oligonucleotido izquierda y derecha van a contener los 10 primeros y Ultimos codones del gen Rv0944, incluyendo el codon

de inicio y de parada, respectivamente (fechas rojas). La cepa recombinante H37Rv-KO-Rv0944 carece de todos los

codones que forman la parte interna del gen Rv0944.
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Figura S3: Constructo de la cepa recombinante H37Rv-KO-Rv2102. La figura muestra en detalle la estructura y
dimensiones de las uniones laterales izquierda y derecha que se generaron como resultado de los eventos de recombinacion.
Estas uniones estdn compuestas por segmentos del cromosoma upstream/downstream, la secuencia del oligonucle6tido
izquierda/derecha, las secuencias attL/attR y parte de la secuencia del plasmido pKM464. Las secuencias del
oligonucledtido izquierda y derecha van a contener los 10 primeros y ultimos codones del gen Rv2102, incluyendo el codon
de inicio y de parada, respectivamente (fechas rojas). La cepa recombinante H37Rv-KO-Rv2102 carece de todos los

codones que forman la parte interna del gen Rv2102.



