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RESUMEN

La rifampicina (RIF) es uno de los medicamentos mas importantes en el
tratamiento de primera linea de tuberculosis (TB) y su mecanismo de accion
consiste en unirse a la subunidad beta de la ARN polimerasa (codificada por el
gen rpoB) inhibiendo la transcripcion. La resistencia a RIF se debe a mutaciones
en rpoB gque modifican la subunidad beta de la ARN polimerasa impidiendo la
unién del medicamento. Mutaciones en este gen reducen el fitness bacteriano lo
que conlleva a la generacion de mutaciones compensatorias que incrementan la
expresion de proteinas.

Se propone que al haber proteinas que se sobre-expresen en cepas resistentes a
RIF, los antigenos pueden ser detectados por el sistema inmune del hospedero
generando anticuerpos que estaran presentes en PBMC. Con ello, sera posible
desarrollar un inmunoensayo para detectar cepas resitentes a RIF.
Probablemente, las proteinas que se estarian sobre-expresando en cepas
resistentes a RIF en forma compensatoria serian aquellas que presenten ratios
altos de velocidad de traduccion cuando el gen que las codifica presente
mutaciones.

Objetivo: El presente estudio tiene como objetivo evaluar mediante gPCR sobre-
expresion de genes que han mutado en respuesta a reduccion del fitness
bacteriano de cepas resistentes a RIF a causa de mutaciones en rpoB.

Métodos: Cuatro cepas de M. tuberculosis fueron analizadas de las cuales 2
fueron sensibles a RIF y 2 resistentes a RIF. Para cada cepa se midio la
expresion de los genes Rv1175c, Rv3041c, Rv3822, Rv2455c, Rv079lc,
Rv2131c, Rv3661, Rv2568c, Rv1674c, Rv3395c y Rv2290, los cuales fueron
seleccionados de acuerdo a la presencia la velocidad de traduccion dado por la
presencia de mutaciones en dicho gen y su relacion con la resistencia a RIF,
mediante la cuantificacion relativa de su ARNm por PCR cuantitativo en tiempo
real.

Resultados: EI gen Rv2131c sobre-expresa en las dos cepas resistentes a RIF.
Los genes Rv2568c, Rv1674c, Rv3395c y Rv2290 aumentan su nivel de
expresion en las tres cepas del estudio con respecto a la cepa nativa.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis; rpoB, nivel de expresion de

ARNmM; resistencia a RIF, mutaciones compensatorias.



ABSTRACT

Rifampicin (RIF) is one of the most important drugs in first-line tuberculosis
(TB) treatment and its mechanism of action is to bind to the beta subunit of
RNA polymerase (encoded by the rpoB gene) by inhibiting transcription.
Resistance to RIF is due to mutations in rpoB that modify the beta subunit of
RNA polymerase by preventing drug binding. Mutations in this gene reduce
bacterial fitness which leads to the generation of compensatory mutations that
increase the expression of proteins.

It is proposed that as there are proteins that are overexpressed in strains resistant
to RIF, the antigens can be detected by the host's immune system, generating
antibodies that will be present in PBMC. With this, it will be possible to develop
an immunoassay to detect strains resistant to RIF. Probably, the proteins that
would be overexpressing in RIF-resistant strains in a compensatory manner
would be those that show high ratios of translation speed when the gene
encoding them present mutation.

Obijective: The present study aims to identify by gPCR overexpression of genes
that have mutated compensatorily in response to reduced bacterial fitness
because of mutations in rpoB.

Methods: Four strains of M. tuberculosis were analyzed from which 2 were
sensitive to RIF and 2 were resistant to RIF. For each strain the expression of
Rv1175c, Rv3041c, Rv3822, Rv2455c, Rv0791c, Rv2131c, Rv3661, Rv2568c,
Rv1674c, Rv3395c and Rv2290 genes was measured by quantitative real-time
PCR. Genes were selected according to the presence of speed of translation
given by the presence of mutation in the gene and its relation with resistance to
RIF.

Results: The Rv2131c gene was overexpressed in the two RIF resistant strains.
The Rv2568c, Rv1674c, Rv3395¢c and Rv2290 genes increase their expression
level in the three strains of the study.

Key words: Mycobacterium tuberculosis; rpoB, mRNA expression level,

resistance to RIF, compensatory mutations.
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una de las principales enfermedades infecciosas mas
letales en todo el mundo siendo causante de alrededor 10.4 millones de casos de
TB activa en el afio 2015 de los cuales 1.5 millones fallecieron. Cerca del 58%
de todos los casos se ubica en Asia Sudoriental — Pacifico Occidental y un 28%
en Africa (1). Ademas, el Per( tiene cerca del 3% de la poblacion infectada en el

continente americano y el 12% de todos los casos América del Sur (2).

En el Pert, la tendencia de incidencia de TB y TBP FP ha disminuido
considerablemente en los dltimos afios (Grafico 1A) y la mortalidad se ha
reducido en un 47% desde 1990 (3); sin embargo, ha habido un incremento
acelerado de resistencia a los farmacos llegando a superar los 4 casos por cada
100 000 habitantes (Grafico 1B) (4). La tendencia de TB multidrogo resistente
(TB-MDR) para los afios 2013 y 2014 fue de 4%, lo que es superior a lo

reportado en afios anteriores (1).

Esta enfermedad es ocasionada por el microorganismo Mycobacterium
tuberculosis que es una bacteria alcohol-acido resistente cuyo crecimiento es
dependiente de la presencia de oxigeno debido a que es aerdbica estricta y al pH

del medio (5).
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Gréfico 1. Tendencias de la incidencia de TB'y TBP FP (A) y la tasa de TB-

MDR (B) en Peru entre los afios 1991 y 2014. Fuente: MINSA (4)



El tratamiento antituberculoso consiste en la utilizacion de cuatro drogas durante
los primeros dos meses, rifampicina (RIF), isoniacida (INH), etambutol (EMB)
y pirazinamida (PZA), posteriormente, se continda con la rifampicina e
isoniacida durante un periodo de cuatro meses (6,7). Cabe resaltar que la INH es
la més potente contra los bacilos en multiplicacion durante el tratamiento (8). La
efectividad del tratamiento depende en gran medida de su cumplimiento

riguroso e ininterrumpido.

Tuberculosis multidrogo resistente (TB-MDR) se le denomina a aquellas cepas
que son capaces de sobrevivir a la isoniacida (INH) y la rifampicina (RIF), los
cuales son medicamentos eficaces en el tratamiento de TB (9). La tuberculosis
extremadamente resistente (TB-XDR) es capaz de sobrevivir a medicamentos
méas eficaces, como las fluoroquinolonas (ciprofloxacina, ofloxacina,
levofloxacina o moxifloxacina) y las drogas de segunda linea (kanamicina,
capreomicina o amikacina) (10). En los altimos afios, ha habido una creciente
aparicion de TB-MDR y TB-XDR en paises industrializados y en vias de

desarrollo (11).

Los factores que inducen la resistencia a antibioticos son multiples, entre ellas:
1) la utilizacién generalizada de antimicrobianos, 2) el uso de dosis no

adecuadas y 3) la interrupcién del tratamiento.

Se puede distinguir dos tipos de resistencia: 1) la natural que comprende los
mecanismos intrinsecos y permanentes determinados genéticamente, y 2) la
adquirida que se presenta cuando hay mutaciones puntuales a nivel de ADN o

por la adquisicion de plasmidos, integrones, etc.



A nivel bioquimico y molecular, se observa tres mecanismos: 1) inactivacion del
antibidtico, 2) modificacion del blanco del antibidtico y 3) permeabilidad de

membrana (12).

La rifampicina (RIF) es uno de los medicamentos mas importantes en el
tratamiento de primera linea de TB y es un factor clave en la determinacion de la
efectividad del mismo (7,13), esto se debe a que méas del 90% de cepas
resistentes a RIF, también son resistentes a INH (14,15). Su mecanismo de
accion consiste en unirse a la subunidad beta de la ARN polimerasa, la cual es

codificada por el gen rpoB, inhibiendo la transcripcion (13,16).

La resistencia a RIF se logra cuando se presentan mutaciones en rpoB que
modifican la subunidad beta de la ARN polimerasa impidiendo la unién del
medicamento. En estudios previos se ha observado que alrededor del 95% de las
cepas resistentes a RIF, presentaban mutaciones en una region de 81 pb, que
comprende desde el codon 507 hasta el coddn 533, a la que se le denomina
Region Determinante de Resistencia a RIF (RRDR por sus siglas en
inglés)(17,18). Cabe resaltar que dentro de esta region, las mutaciones en los
codones 516, 536 y 531 son responsables de mas del 90% de cepas resistentes a

RIF y el nivel de resistencia varia segun el codén afectado (13,19-21).

Dadas las mutaciones en el gen rpoB, el fitness bacteriano se reduce debido a
que la efectividad de la ARN polimerasa se ve afectada y por ello, la
transcripcion no se lleva a cabo de manera normal lo que genera alteraciones en
el tiempo de duplicacion, infectividad y patogenicidad. Sin embargo, se ha
observado que el costo del fitness es mejorado parcial o completamente por

mutaciones compensatorias. Estas observaciones son producto de los estudios
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realizados in vitro e in vivo con Salmonella typhimurium y Escherichia coli
(22,23) y en estudios clinicos con Helicobacter pylori y Staphylococcus aureus
(24,25). Esto en concordancia con lo postulado por Bergval et al. en 2007 quien
indica que “mutaciones en un gen tan critico para la supervivencia bacteriana
como rpoB, muy probablemente tenga efectos en muchas areas de la funcién
celular” y “quizas, todas las cepas que llevan mutaciones en rpoB tienen una
expresion alterada de una amplia gama de genes”, sugiere que M. tuberculosis
presenta mutaciones compensatorias a la reduccion del fitness bacteriano. En su
estudio, trabajé con 6 cepas mutantes de M. tuberculosis que tenian mutaciones
en rpoB y encontrd que en 4 de ellas, habia aumento de la expresion del gen

dnaE2 entre 2 y 5 veces en comparacion con la cepa nativa (26).

En un estudio realizado en Rusia, se observé que la mayoria de cepas MDR
aisladas tenian mutaciones en el promotor del gen de virulencia eis haciendo
posible el incremento de su expresion y por ende, favoreciendo la virulencia, la
preservacion del fitness y la resistencia a KAN (27). En otro estudio que
también identific6 mutaciones en el mismo promotor, se obtuvo entre 20 y 180
veces mas transcritos de ARNm de eis en relacion a cepas sin mutaciones; esto a

su vez se refleja en el aumento del nivel de expresion de proteinas (28).

También, hay evidencia de que una cepa de MTB con mutacion en rpoB
resistente a RIF sobre-expresa las proteinas ppsA (Rv2931), ppsB (Rv2932) y
ppsC (Rv2933) hasta 10 veces mas en relacion a la cepa nativa lo que indicaria
que hay estrecha asociacion entre la alteracion de la concentracion de proteinas

de ciertos genes y la resistencia a RIF (29). Adicionalmente, se ha asociado la



resistencia a RIF y mutaciones en rpoB en MTB con alteraciones en el

metabolismo de &cidos grasos (30).

Los resultados presentados aportan conocimientos importantes para el desarrollo
de nuevos métodos diagnosticos de TB que sirvan de apoyo a los métodos
convencionales. Incluso, en los Ultimos afios, se ha enfatizado el uso de PCR en
tiempo real (QPCR) como método diagnoéstico que ademads, hace posible
determinar cepas MDR y XDR. Por ejemplo, Reddington et. al, (31) han
observado que mediante el analisis de la expresion de genes con multiplex Real
—time PCR, se puede identificar y diferenciar con certitud las especies M.
tuberculosis, M. canettii y cepas complejas de M. tuberculosis, lo cual no se
lograba con métodos de cultivo, tincion, determinacion de resistencia
convencionales e incluso kits comerciales. De igual manera, Heng Li (32) hace
deteccion rapida de M. tuberculosis resistente a PZA mediante qPCR de un
fragmento largo del gen pncA. El observé que amplificando ADN de todo el gen
pncA (incluyendo promotor y ORF) de muestras de esputo, se puede determinar
si la cepa presenta mutaciones en el gen que le podrian conferir resistencia al
medicamento con un 92% de sensibilidad y un 97% de especificidad al ser

comparada con el método de cultivo estandar.



ESTUDIOS PREVIOS

El Laboratorio de Bioinformatica y Biologia Molecular de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia en convenio con la Universidad de Pensilvania
(UPENN-UPCH) ha desarrollado un proyecto llamado “Pilot Research Proposal
for Bioinformatics-driven Antigen Identification for the Development of an
Immunologic Assay for the Diagnosis of Drug-Resistant Latent Mycobacterium
tuberculosis (MTB) Infection” el cual tiene por objetivo generar datos
preliminares que permitan investigar como el sistema inmune del hospedero
puede responder especificamente a antigenos de MTB que se expresan de forma
selectiva durante la resistencia a medicamentos. Para ello, es necesario conocer

posibles targets que permitan facilitar el diagnostico de MTB-MDR.

Se secuencid el genoma completo de 68 cepas clinicas de MTB de pacientes
limefios con TB y se tom6 como cepa de referencia la cepa nativa H37Rv. El
alineamiento de las secuencias se hizo con el programa NextGENe (version
2.2.0, SoftGenetics) a fin de identificar SNPs e indels. Finalmente, se identifico
49 cepas resistentes a RIF con mutaciones en la region RRDR de rpoB y 19

cepas sensibles a RIF sin mutaciones en rpoB.

Se calculé in silico la velocidad relativa de traduccion de cada gen tanto en la
cepa nativa como en las cepas mutantes considerando que el tiempo de
incorporacion de un aminoacido es inversamente proporcional a la abundancia
del ARNt asociado a dicho aminoacido. Con estos datos, se calcul6 un ratio que
compara velocidad de traduccion de un gen en una cepa mutante con respecto a

la cepa nativa (Ratio=V_mut; | V_wt;); los valores mayores a 1 indicaron



aumento de velocidad de traduccién y los valores menores a 1 indicaron

disminucion de la misma.

Luego, se hizo una regresion logistica para evaluar la asociacion entre el ratio
de velocidades y el estado sensible o resistente de las cepas. Si el Odds Ratio
obtenido era mayor a 1, habia asociacion positiva con el estado de resistencia; si
era menor a 1, la asociacion era negativa con el estado de resistencia. Se
consideré una asociacién significante con un valor p < 0.05. Finalmente, se
obtuvo una lista de 14 genes con mutaciones puntuales asociadas a cambio de
velocidad de traduccién y 11 cepas con asociacion significativa al estado de

resistencia a RIF.

Para el presente estudio, se seleccion6 al azar 9 genes de la lista: Rv1175c,
Rv3041c, Rv3822, Rv2455c, Rv0791c, Rv2568c, Rv1674c, Rv3395c, y
Rv2290; ademaés, se estudido dos genes con evidencia de aumento de
concentracion proteica en cepas con mutaciones en rpoB: Rv2131c y Rv3661
(29). La cepa de referencia nativa fue H37Rv y las cepas mutantes fueron
escogidas al azar al observarse que todas compartian el mismo patron de
variacion tedrica de la velocidad de traduccion: 1 cepa clinica sensible a RIF y 2
cepas clinicas resistentes a RIF. Se espera encontrar genes que ademas de
aumentar tedricamente su velocidad de traduccion, también aumenten su
transcripcion para ser considerados posibles target para el diagnostico de MTB-

MDR mediante inmunoensayos.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La seleccion de genes candidatos a la sobre-expresion debido al proceso de
compensacion puede basarse en el andlisis de la sobre-expresion in silico. Las
proteinas sobre-expresadas pueden ser evaluadas con fines diversos como

inmunodiagnostico, respuesta al tratamiento de pacientes, etc.

Cuando MTB ingresa al organismo, los antigenos micobacterianos dan lugar a
una respuesta inmune aumentando la actividad de macrofagos, linfocitos
citotoxicos (CD8+) vy linfocitos B que se encargan de la producciéon de
anticuerpos. Ante evidencia de sobre-expresion de alguna proteina en cepas
resistentes a un medicamento, seria posible disefiar un ensayo de ELISPOT en el
que se fije la proteina sobre-expresada (antigeno) y se enfrente con los
anticuerpos presentes en las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC). De darse una reacciéon positiva, se habria detectado satisfactoriamente,

la presencia de una cepa resistente en un paciente TB.



HIPOTESIS

Al comprometerse el fitness bacteriano a causa de mutaciones en el gen rpoB en
cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes a RIF, se generan mutaciones
compensatorias que incrementan la expresion de proteinas (a nivel

transcripcional y traduccional) como mecanismo de recuperacion del mismo.
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V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo general

Identificar mediante gPCR sobre-expresion de genes que
han mutado compensatoriamente en respuesta a reduccion

del fitness bacteriano a causa de mutaciones en rpoB.

V.2. Obijetivos especificos

Extraer ARNm de cepas sensibles y resistentes a RIF de

MTB.

Estandarizar el proceso de cuantificacion relativa de
ARNmM mediante gPCR en la cepa nativa (cepa de

referencia H37Rv).

Comparar los niveles de expresiéon de ARNm entre las

cepas resistentes a RIF y la cepa nativa de MTB.

11



VI.

MATERIALES Y METODOS

El flujograma de la figura 1 muestra el orden secuencial de los procesos

realizados en la metodologia. Posteriormente, se desarrolla detalladamente cada

uno de ellos.
Y Y
Seleccion de i d
cepasy Cultivo de MTB 1S a::;;::o €
genes a analizar

" Cuantificacion f h )
reIativg fje Transcripcién Doble tratamiento
expresion reversa con DNasa

.de ARNm en gPCR | L

Anadlisis de datos

. /

Figura 1. Flujograma del proceso metodolégico seguido en el presente estudio.

VI.1. Seleccion de cepas y genes a analizar

En estudios previos, en la unidad de Bioinformatica de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia se estudié la asociacion del estado de resistencia y el aumento
de la traduccién a cada gen mediante regresion logistica. Se seleccionaron los

genes que presentaron asociacion significativa: Odds Ratio mayora 1y P <0.5.

Se encontré 14 genes candidatos cuya variacion en la velocidad de traduccion

podria estar relacionada con el estado de resistencia a RIF y se selecciond 9 de

12



aquellos que presentaban asociacion positiva (Rv1175c, Rv3041c, Rv3822,
Rv2455¢, Rv0791c, Rv2568c, Rv1674c, Rv3395c, y Rv2290), ademas, se
incluy6 los genes Rv2131c y Rv3661 que fueron analizados por Gregory Bisson
et. al en 2012 (29), de los cuales se conoce que la concentracion proteica
aumenta en cepas resistentes a RIF con mutaciones en el gen rpoB. En el anexo
1, se muestra los 11 genes que se analizaron en este estudio y se detalla su
tamafio, el tamafio de la proteina que codifican y la funcién que llevan a cabo.
Ademas, en el anexo 2, se encuentra la secuencia de los primers forward y
reverse que se usaron para la amplificacion de cada gen y el tamafio de cada

amplicon.

De un grupo de 49 cepas clinicas, 11 fueron resistentes a RIF y presentaron
mutaciones en genes asociadas a una alta tasa de traduccion. Se seleccion6 dos
de ellas al azar ya que todas compartian el mismo patrén de variacion tedrica de
la velocidad de traduccion. Ambas tenian un MIC de 16g/ml y presentaban un
cambio de nucleédtido en la posicion 1590 del gen rpoB en la region RRDR con
cambio de aminoacido S450L. Cabe resaltar que esta es la mutacién mas
frecuente que caracteriza a las cepas resistentes a RIF (33). Adicionalmente, se
selecciond una cepa clinica sensible a RIF sin mutaciones en rpoB con un MIC

de 0.063ug/ml.

En la tabla 1, se detallan las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas
analizadas. En la tabla 2, se especifica el tipo de mutacion presente en cada gen
para cada cepa del estudio, asi como el correspondiente cambio de nucle6tido y

aminodcido.
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Tabla 1. Cepa nativa, 1 cepa sensible y 2 cepas resistentes a RIF con su

respectiva mutacion y cambio de amino&cido en el gen rpoB.

e Cambio de Cambio de
Cepa Descripcion o s
nucleétido aminoacido
Wild type (H37Rv) Nativa, sensible - -
Sensible a RIF Sensible - -
Resistente a RIF 1  Resistente a RIF 1590 S450L
Resistente a RIF 2 Resistente a RIF 1590 S450L
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Tabla 2. Mutacidn, tipo de mutacién y aminoacido mutado de cada gen

presente en las 3 cepas analizadas.

Gen Cepa Mutacion Tipo fj,e Aminoacido
mutacion mutado
Sensible a RIF TGC por TCC No silenciosa  C210S
Resistente a RIF 1 TGC por TCC No silenciosa  C210S
Rv1175c Resistente a RIF 1 GCT por GCC  Silenciosa A656A
Resistente a RIF 2 TGC por TCC No silenciosa ~ C210S
Resistente a RIF 2 GCT por GCC  Silenciosa A656A
Sensible a RIF WT - -
Rv3041c Resistente a RIF 1 GCT por GCC  Silenciosa Al6A
Resistente a RIF 2 GCT por GCC  Silenciosa Al6A
Sensible a RIF WT - -
Rv3822 Resistente a RIF 1 AGT por AAT No silenciosa ~ S130N
Resistente a RIF 2 WT - -
Sensible a RIF WT - -
Rv2455¢c Resistente a RIF 1 WT - -
Resistente a RIF 2 WT - -
Sensible a RIF TCC por TGC No silenciosa  S100C
Rv0791c Resistente a RIF 1 WT - -
Resistente a RIF 2 WT - -
Sensible a RIF WT -
Rv2131c Resistente a RIF 1 WT - -
Resistente a RIF 2 WT - -
Sensible a RIF WT - -
Rv3661 Resistente a RIF 1 WT - -
Resistente a RIF 2 WT - -
Sensible a RIF CGG por AGG  Silenciosa R78R
Rv2568c Resistente a RIF 1 WT - -
Resistente a RIF 2 WT - -
Sensible a RIF  GAA por GGA No silenciosa  E189G
Rv1674c Resistente a RIF 1 WT - -
Resistente a RIF 2 WT - -
Sensible a RIF WT - -
Rv3395c Resistente a RIF 1 WT - -
Resistente a RIF 2 WT - -
Sensible a RIF WT - -
Rv2290 Resistente a RIF 1 WT - -
Resistente a RIF 2 WT - -
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VI1.2. Cultivode MTB

Los cultivos fueron realizados en una cabina de nivel de seguridad bioldgica
clase 1l en un laboratorio de categoria 11l de acuerdo a las regulaciones de salud
y seguridad al trabajar con MTB. Las cepas de MTB fueron reactivadas en agar
7H10 suplementado con OADC (&cido oxalico, albdmina, dextrosa and catalasa)
de 3 a 4 semanas a 37°C (figura 2). Las cepas clinicas fueron proporcionadas por
el Laboratorio de Bioinforméatica y Biologia Molecular de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia bajo el cumplimiento de las norma éticas de la

institucion (anexo 3).

Reactivacion

de cepas en 37°Cde3 a4
agar 7H10 + semanas
OADC 5% /

Figura 2. Dibujo del procedimiento de cultivo y reactivacion de las cepas de

MTB.

VI1.3. Aislamiento de ARNm

La extraccion de ARN fue realizada a partir del cultivo en agar con TRI Reagent
(Sigma Aldrich) con un protocolo modificado que se describe a continuacién. Se
colocd tres asadas de cultivo en 1ml de trizol y se homogeniz6. El
homogenizado fue traspasado a un Lysing Matrix B de 2 ml con beads de silica
0.1mm (MP Biomedicals) y se incub6 por 5 min a temperatura ambiente para

permitir la disociacion de los complejos de nucleoproteinas. Se agregé 200 ul de
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cloroformo y se mezcld con vortex. La lisis de las células se realizé utilizando el
Fast-Prep-24 (Applied Biosystems) 4 veces, dejando enfriar cada vez. Las
muestras fueron centrifugadas a 10000 rpm (o 12000 g) por 10 minutos a
temperatura entre 2 y 8 °C. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo de
microcentrifuga y se le agregd 200ul de cloroformo, luego se dej6 incubar a
temperatura ambiente de 2 a 3 minutos en posicion vertical. Las muestras se
centrifugaron nuevamente a 10000 rpm (o 12000 g) por 10 minutos a
temperatura entre 2 a 8 °C. Se transfirid la fase acuosa a un tubo de
microcentrifuga nuevo, se adiciond 500ul de isopropanol y se incubd por 10
minutos a temperatura ambiente y en posicion vertical. Nuevamente, se
centrifugd las muestras a 10000 rpm (o 12000 g) por 10 minutos a temperatura
de 2 a 8 °C. Se observo un pellet blanco y se removié cuidadosamente el
sobrenadante. Al pellet se le adicion6 1ml de etanol al 75% para lavarlo y se
mezcld por inversion. Se centrifugd las muestras a 6000 rpm por 5 minutos a
temperatura de 2 a 8 °C. Finalmente, se elimin6 cuidadosamente el sobrenadante
y se seco el pellet a temperatura ambiente, colocando el tubo de microcentrifuga
con el ARN sobre papel toalla estéril. El pellet de ARN fue diluido en 200ul de

agua DEPC con pipeteo suave (figura 3).
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Figura 3. Diagrama del procedimiento de aislamiento de ARN con Trizol y

por inversion

Lysing Matrix B con beads de silica.

La concentracion de ARN aislado en cada muestra fue cuantificada por
espectrofotometria con un espectofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific) a una longitud de onda de 260nm. La integridad del ARN fue

confirmada por electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE 1X.

Con el fin de evitar la contaminacion con ADN gendmico y reducir el ruido en la
gPCR, se realiz6 dos tratamientos con DNasal. 200ng de ARN fueron tratados
con 0,4U de DNasa/g de ARN en un volumen de reaccion de 50 uL que contenia

buffer de DNasa 1X y agua tratada DECP a 37°C durante 30 minutos. El
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segundo tratamiento fue realizado bajo las mismas condiciones, pero en un
volumen final de reaccion de 25uL. Finalmente, la DNasa fue inactivada a 75°C

durante 5 minutos.

VI1.4. Transcripcion reversa especifica

Los genes fueron transcritos con primers especificos y el gen housekeeping 16S
fue usado como control en un T100 Thermal Cycler (Bio-Rad). La reaccion fue
llevada a cabo con reactivos TagMan Reverse Transcription Reagents (Applied
Biosystems), en 20 ul de reaccion que contenia 200 ng de ARN previamente tratado
dos veces con DNasa I, Buffer 1X de retro transcripcion, 5.5 mM MgClz, 2 mM de
dNTPs, 0.5 uM de primer especifico, 0.4 U / ul de inhibidor de RNasa, 2 U / ul de
Transcriptasa reversa Multi Scribe y agua DECP tratada. Los parametros térmicos
fueron 1 ciclo a 25°C por 10 minutos, 1 ciclo a 48°C por 30 minutos, 1 ciclo a 95°C
por 5 minutos y finalmente a 5°C por 5 minutos. Para verificar que no hubiera
contaminaciéon de ADN gendmico, una reaccion sin transcriptasa reversa fue
agregada como control negativo. EI ADNc fue guardado a -20°C hasta su

utilizacion.

V1.5. Cuantificacion relativa de expresion de ARNm con PCR en tiempo

real

El ADNc fue cuantificado mediante amplificacién en tiempo real usando un
termociclador LightCycler Nano (Roche). Fueron mezclados 10 uL de
LightCycler 480 SYBR Green | Master, 1.6 uL de cada primer forward y reverse
(a concentracion 10uM), 2uL de ADNc y 4.8ulL de agua (incluido en el kit) bajo
los siguientes parametros de ciclamiento: 1 ciclo de 95°C por 10 minutos, 40

ciclos de 95°C por 20 segundos, 60°C por 20 segundos y 72°C por 35 segundos,
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1 ciclo de una rampa de 60°C a 95°C a 0.1°C/s y 1 ciclo de 40°C por 10

minutos.

El célculo de la cuantificacién relativa fue realizado con el método de Livak
también conocido como el método 24" (34,35) cuya derivacion se basa en la
caracteristica exponencial de la ecuacion de PCR (ec. 1) que luego es
normalizada en primer lugar con respecto al gen de referencia que en este
estudio es el gen housekeeping 16S ribosomal (HK) y con respecto a la cepa

calibradora H37Rv (cb):
Cn=Co (1+E)" (ec. 1)

Donde C, es la concentracion de copias de gen amplificado después de n ciclos,
Co es la concentracion inicial del gen antes de la amplificacion y E es la
eficiencia de amplificacion del gen. El equipo de gPCR detecta la fluorescencia
emitida durante la amplificacion tras alcanzar un umbral determinado; el ciclo en
el que esta fluorescencia es detectada se denomina Ct. Entonces, se reemplaza n

por Ct (ec. 2).
Cex = Co (1+E)™ (ec. 2)

Los resultados fueron normalizados para cada gen usando ecuaciones para dicho

gen (target) (ec. 3) y para el gen housekeeping 16S (HK) (ec. 4).
CCt target = C0 target (]-"'Etarget)Ct et - (ec- 3)

Cetk = Conk (1+Em) ™ (ec. 4)
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El ratio fue entre ambas ecuaciones fue calculado dividiendo la ecuacién 3 entre

la ecuacion 4 (ec. 5)

- Ct target
CCt target — C0 target (1+Etarget) arge - (EC. 5)

Cotrk = Conr (L+Em)

Las eficiencias de ambos genes fueron consideradas iguales (ec. 6), por lo tanto

se obtuvo la ecuacion 7 donde K es una constante:

K - go target (l_l_E)Ct target—Ct HK (ec 7)
Comk

La cantidad normalizada del gen target (Co targev Co Hk) fue reemplazada por

Niarger que fue despejada quedando (ec. 8):
Ntarget =K (1+E)—(Ct target — Ct HK) (EC. 8)

La segunda normalizacion fue realizada calculando la ecuacion tanto para la
cepa a analizar (cepa) como para la cepa calibradora (cb) y se obtuvo el ratio (ec.

9).

N tarcet cepa = K (1 +E)—(Ct target cepa — Ct HK cepa) (EC. 9)
N K (1+E)-(Ct target cb — Ct HK cb)

Ntarget cb

Ya que la constante K era igual para ambas ecuaciones, fueron eliminadas. Se

obtuvo lo siguiente (ec. 10):
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- -(Ct target cepa — Ct HK cepa) + (Ct target cb — Ct HK cb
Niarget cepa = (1+E) (129t P pa) + (Crtarg )

Ntarget cbh __(ec. 10)

Como la eficiencia de amplificacion en los genes era aproximadamente el 100%,
E tomo el valor 1, por lo tanto, la ecuacion final para el analisis de la expresion

relativa de los genes target fue la siguiente (ec. 11):

Ntar ot cepa = (2)-(Ct target cepa — Ct HK cepa) + (Ct target cb — Ct HK cb) _(ec. 11)

Ntarget cb

Esta ecuacion fue simplificada por Livak quien consideré Ct target — Ct HK
como ACT y (Ct target cepa — Ct HK cepa) + (Ct target cb — Ct HK cb) como

AACT con lo que se obtuvo:

Cantidad de gen target = 2744 (ec. 12)

Si el valor de 224¢

¢ calculado era mayor a cero, por ejemplo 4, indico que habia
4 veces mas expresion del gen con respecto a la cepa nativa, por el contrario, si
el valor era menor a cero, por ejemplo 0.3, indicaba que la cepa analizada tenia
0.3 veces la cantidad de ARN target con respecto a la muestra nativa. La

desviacidn estandar se calcul6 a partir de las tres repeticiones que se realizd para

cada gen.

Cabe resaltar que para hacer uso de este método es importante considerar los

siguientes aspectos:

1. Laeficiencia de amplificacion debe ser 100% + 10%.
2. Correr al menos tres repeticiones de cada gen y cada muestra.
3. Correr cada gen en diferentes tubos.
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VIl. RESULTADOS

VII.1. Aislamiento de ARNmM

Se realizo la extraccion de ARNm de las cepas H37Rv, sensible a RIF, resistente
a RIF 1 y resistente a RIF 2. Se muestra la electroforesis realizada en gel de
agarosa 1% en buffer TBE-1X para comprobar la integridad de éstas (figura 4).
En las cuatro cepas se observa claramente las bandas correspondientes al ARN

ribosomal 23Sy 16S. En la parte inferior se aprecia una gruesa banda de ARNm.

—— 5Kb

—  » 3Kb
23S ARNr 2.9Kb

165 ARNr 1.5Kb — 1Kkb

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa 1% en buffer TBE-1X. Carrill: cepa
H37Rv; Carril2: cepa sensible a RIF; Carril3: cepa resistente a RIF 1; Carril4:
cepa resistente a RIF 2; Carril5: marcador 1Kb. Se observa en todas las
muestras la presencia de dos bandas correspondientes a los ARN ribosomales

16y 238.
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VI1.2. Cuantificacion relativa de ADNc en PCR en tiempo real (QPCR)

El Ct del gen housekeeping 16S se tomd como gen de referencia y la cepa

H37Rv fue el calibrador.

En todos los casos se obtuvo una diferencia de Ct entre las muestras con y sin
transcriptasa reversa mayor a 9 confirmando que la contaminacién con ADN es
casi nula (anexo 4). Con los Cts obtenidos para cada reaccion (anexo 5), se
realizé los calculos de 27 que se realizaron segtin el método de Livak (anexo
6). Se hallo el promedio y la desviacion estandar de las 3 repeticiones realizadas
para cada gen (anexo 7). Los resultados obtenidos mediante la cuantificacion
relativa normalizada con genes de referencia permiten hacer el analisis relativo
con respecto al gen de referencia y a la cepa calibrador y los resultados no son

absolutos.

En el Gréfico 2, se aprecia que los valores de 2“" de la expresion de los 5
genes (Rv1175c, Rv3041c, Rv3822, Rv2455c, Rv0791c) en las cepas mutantes
no supera la expresion de genes en la cepa nativa. S6lo el gen Rv2131c se sobre-
expresa en la cepa resistente a RIF 2 y el gen Rv3661 tiene una expresion mayor
en la cepa sensible a RIF y la cepa resistente a RIF 2 con respecto a la cepa

H37Rv.

En el grafico 3, se observa la expresion de 4 genes (Rv2568c, Rv1674, Rv3395c
y Rv2290) y en todos los casos, los valores de 24" son superiores a uno, es

decir, se sobre-expresan.
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Graéfico 2. Gréfico de barras de los valores de 2/’ de expresion relativa de

los genes Rv1175c, Rv3041c, Rv3822, Rv2455c¢c, Rv0791c, Rv2131c y Rv3661 en

las 4 cepas de MTB.
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Grafico 3. Grafico de barras de los valores de 2/ de expresion relativa de

los genes Rv2568c, Rv1674c, Rv3395¢c, Rv2290 en las 4 cepas de MTB.
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VIII.

DISCUSION

Esta investigacion es un estudio exploratorio en el que se ha analizado la
expresion de once genes en cuatro cepas, de las cuales 3 son cepas clinicas y
cepa la H37Rv es la cepa nativa que se us6 como calibrador. No hay estudios

previos de la sobre-expresion a nivel transcripcional de los genes del estudio.

Los genes Rv1175c, Rv3041c, Rv3822, Rv0791c no se sobre-expresan en
ninguna de las cepas en estudio, por el contrario, la expresion esta disminuida en
relacion a la cepa de referencia. La funcién de estos genes no es conocida con
exactitud, pero, en un estudio realizado por Griffin JE et al. en 2011 (42), se
muestra que estos cuatro genes no son esenciales para el crecimiento in vitro de
la cepa nativa H37Rv, por lo tanto es probable que la expresion del gen
disminuya en las cepas mutantes para no generar gastos adicionales de energia
ya que no se compromete el crecimiento normal del cultivo. En este estudio, la
expresion del gen Rv2455 en las cepas mutantes es mucho menor que en la cepa
nativa lo que concuerda con los resultados obtenidos por Tsolaki et al. en 2004,
en los que el gen se encuentra total o parcialmente delecionado en cepas clinicas.
El autor propone que al tratarse de una proteina antigénica, su delecion le

conferiria ventaja selectiva durante la infeccidn o transmision de la bacteria (43).

Por otro lado, hay sobre-expresion de los genes Rv2131c, Rv3661, Rv2568c,
Rv1674c, Rv3395¢c y Rv2290. En este estudio, se observa un incremento de la
expresion del gen Rv2131c en ambas cepas resistentes con respecto a H37Rv, lo
que estaria indicando que probablemente se trata de un gen importante para el

metabolismo de la bacteria. ElI gen Rv2131c codifica una monofosfatasa CysQ
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que se encuentra involucrada en el metabolismo de metabolitos que contienen
sulfuro lo que contribuye a la patogenicidad de la bacteria (44). Ademas, se trata

de un gen esencial para el crecimiento in vitro de la cepa H37Rv (42).

El gen Rv33661 tiene una expresion 3.07 veces mayor en la cepa resistente a
RIF 2 con respecto a la H37Rv. Se ha identificado como una proteina
hipotéticamente conservada cuya funcion estaria relacionada con la
diferenciacion celular ya que posee un alto porcentaje de identidad con proteinas
similares en Streptomyces cyaneus, Streptomyces azureus y Streptomyces

coelicolor.

En la investigacion liderada por Bisson, se encontro a nivel traduccional que los
genes Rv2131c y Rv3661 en conjunto con otros genes, se expresaban
significativamente mas en cepas mutadas en el gen rpoB que en cepas nativas

(29).

El gen Rv2568c codifica para una proteina conservada hipotética que podria ser
intermediaria en el metabolismo y la respiracion (41). En este estudio el gen se
sobre-expresa 333 veces mas en la cepa resistente a RIF 2 y 2149 veces mas en
la cepa resistente a RIF 1. En la cepa sensible a RIF la expresion aumenta 36
veces. Este gen podria ser un posible candidato para estudios posteriores ya que
si bien hay sobre-expresion del gen en todas las cepas, esta es mucho mayor en

las cepas resistentes.

Los genes Rv1674c, Rv3395c y Rv2290 se sobre-expresan en las tres cepas del
estudio, observandose que esta es mucho mayor en la cepa sensible. EI gen

Rv1674 codifica para una proteina regulatoria identificada en fraccion de
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membrana celular de H37Rv mediante 2DLC/MS (36). Rv3395 codifica para
una proteina hipotética conservada que tiene similaridad con la proteina RECA
que participa en la reparacion de ADN recombinante. Finalmente, Rv2290

codifica para una probable lipoproteina.

Adicionalmente, se hizo un analisis de las secuencias de los promotores de cada
gen con el fin de identificar polimorfismos que podrian influir en la expresion de

estos y no se encontré mutaciones.

En el presente trabajo, se identifico sobre-expresion de genes mediante qPCR,
sin embargo, no es posible afirmar que para estas cepas se deba a la presencia de
mutaciones compensatorias en respuesta a reduccion del fitness bacteriano a

causa de mutaciones en rpoB.

Los resultados de este estudio no evidencian relacion entre la sobre-expresion de
genes analizados y el estado sensible o resistente de las cepas clinicas
estudiadas. En este modelo, se evalta la capacidad de sobre-expresion de genes
asociados a la resistencia a RIF, sin embargo, dicha asociacion no se presenta
debido a que aunque la velocidad de traduccidén aumente, no necesariamente hay
sobre-expresion. Esto indicaria que la transcripcion y la traduccion serian dos
procesos independientes que se regulan con mecanismo que no estan

relacionados entre si.
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IX. CONCLUSIONES

a. No hay presencia de mutaciones compensatorias en respuesta a
reduccion del fitness bacteriano a causa de mutaciones en rpoB en las

cepas analizadas.

b. No hay relacion entre la sobre-expresion de genes y estado sensible o

resistente de las cepas estudiadas.

c. La transcripcién y la traduccion serian dos procesos independientes que

se regulan con mecanismo que no estan relacionados entre si.
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RECOMENDACIONES

Durante la extraccion de ARN es importante tener en consideracion que el
ambiente en el que se va a trabajar debe estar totalmente libre de RNasas, ya que
el ARN es menos estable que el ADN y es mas probable que se degrade por la
presencia de contaminantes. El protocolo de extraccion con trizol se modifico al
realizar la lisis de las bacterias con el trizol y el cloroformo juntos, ya que se
observé mayor integridad del ARN. Otro aspecto a considerar es que los guantes
deben cambiarse periddicamente y que todos los materiales que van a usarse
deben ser nuevos. Es importante realizar el proceso segun el protocolo y no dejar
pasar mas tiempo del indicado para reducir al minimo la degradacion de ARN.
Los tratamientos con DNasa son necesarios para asegurar que los resultados
medidos con el qPCR sean producto del ADNc presente en la muestra y no se
sobrestime los valores por presencia de ADN. Para hacer uso del método de
Livak, es importante que la eficiencia de amplificacion sea cercana al 100%, de
lo contrario se debe analizar la expresion de genes con métodos como el Método
de Pfaffl, que considera las variaciones de eficiencia en sus ecuaciones ya que
considera la eficiencia de cada uno de los genes, ademas de usar mas de una

muestra calibradora (45).

Se debe considerar los genes Rv2131c, Rv3661, Rv2568c, Rv1674c, Rv3395c y
Rv2290 en estudios posteriores de analisis de expresion de genes. Ademas, es
necesario analizar la expresion de estos genes en mas cepas a fin de tener una

base de datos mas completa.
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Se podria realizar el experimento sometiendo a las bacterias a RIF, ya que bajo

estrés es posible que se observe variaciones mas criticas de expresion.
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ANEXOS

XII.

Anexo 1

Tabla 3. Caracteristicas de cada gen escogido para el andlisis y de la

proteina que codifica.
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Tabla 4. Primers forward y reverse de cada uno de los genes

seleccionados para el estudio.
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Anexo 3

Carta de autorizacion de uso de cepas clinicas

Yo, Patricia Sheen Cortavarria, Coordinadora del Laboratorio de
Bioinformatica y Biologia Molecular, autorizo el uso de tres cepas clinicas para
cultivo, extraccién de ARNm, transcripcion reversa y analisis mediante qPCR
para el desarrollo de la tesis de Licenciatura “Analisis de la expresion de genes
con mutaciones compensatorias a mutaciones en rpoB en cepas de Mycobacterium
tuberculosis resistentes a rifampicina” desarrollado por la Srta. Angie Katiushka

Toledo Cornejo.

Lima, 15 de octubre del 2013

Patricia Sheen Cortavarria



ANexo 4

I hare b 02000

Gen 16S
Linea verde Linea azul

Ct con transcriptasa reversa Ct sin transcriptasa reversa

9.53 29.67

Figura 5. Resultado de gPCR de la amplificacion del gen housekeeping
16S correspondiente a la cepa resistente a RIF 2. Valor de Ct de la
muestra con transcriptasa reversa es 9.53, valor de Ct de la muestra sin

transcriptasa reversa es 20 veces mayor.



Anexo 5

Tabla 5. Resultados de los valores de 24/’ de tres repeticiones para

cada gen y cada cepa del estudio.

90T 9¢'eT 1 AT4 67'99 810 8¢0 11°0 1o 900 €C0 V6°'0 T dIY e 3juslsisay

9¢'L €6°CO0T 6C'€8 999595 w00 100 100 00 ¢00 o 60°0 T dIY eo1usisisay ¢ uoNaday
T1°'9L S99'88 810 LZ'9L1T SO0 [40N0] 6C°0 ST°0 ¢Lo 11T LT0 41d B 9|qisuss o

00'T 00°'T 00T 00'T 00°'T 00T 00'T 00'T 00'T 00T 00T  (AYZEH) adAr plim

8L0T 64'6ST ¢0'SE S€0€9 T0L €0°¢ 0T0 [4a" 000 LT°0 ¢S'0 T dIY eojusisisay

8C'L¢C 90 8€0 1v°0 LT 890 9’0 150 10 Sv°0 ¢r'T T 4IY B 91Udlsisay 2 uopadoy
¢0'06¢ €8°0T€ ST'6TS Tv'eEV9L 98°S ST0 cco 910 vao Ly0 0€0 414 B 9|qIsuas o

00'T 00'T 00T 00T 00'T 00T 00T 00T 00'T 00T 00T  (AYZEH) adA1plim

6C’E 90'PvE JAORS 00°€Te 00°¢ 9G9°¢ 000 €00 000 900 800  CdIY B 21u93sIsay

v0'66 vC'9cl 18'¢c  vP'168 690 ¥9°¢ €00 900 800 90°0 70°'0 T dIY e 3juslsisay T uoinaday
99'STS 60°CSST 8EV8F 9C'0T¢C €6'Tv 870 £00 S0°0 €ET'0 cco €00 414 B 9|qisuss o

00'T 00'T 00'T 00'T 00'T 00°'T 00'T 00'T 00'T 00T 00'T  (AYZEH) adAr plim
06CCNY IS6EENY IdP/LI9TAY I89S9CAY TO9EAY OTETCAY IT6LONY ISSYEAY CZ8EAY ITYOEAY ISLTTAY

1DVV-v S9J0JEA



ANexo 6

Tabla 6. Promedios y desviaciones estandar de las tres repeticiones de

cada gen en cada cepa del estudio.
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Anexo 7

Preparacion de agar 7H10 + OADC 5%

1. Diluir 19 gramos de polvo 7H10 en 900 mL de agua purificada que

contenga 5 mL de glicerol.

2. Mezclar bien hasta disolver completamente el polvo.

3. Autoclavar.

4. Dejar enfriar el medio hasta los 50-55°C.

5. Agregar 50 mL de OADC y mezclar bien.

6. Colocar el agar en las placas en una cabina esterilizada.

Preparacion de buffer TBE 10X (1 litro)

1. Agregar 108 gramos de Tris base, 55 gramos de &cido boricoy 7.5

gramos de EDTA en 800 mL de agua desionizada.

2. Mezclar hasta disolver casi por completo.

3. Enrasar con agua desionizada hasta 1 litro y completar la dilucion.

Preparacién de buffer TBE 1X (1 litro)

1. Agregar 100 mL de buffer TBE 10X en 900 mL de agua

desionizada.

2. Mezclar bien.



