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RESUMEN

Mycobacterium tuberculosis es el agente causante de la tuberculosis, enfermedad que
provoco 1,8 millones de muertes en el 2023. La pirazinamida es un farmaco esencial
que permite acortar el tratamiento de la tuberculosis a seis meses. Sin embargo, el
aumento de cepas resistentes representa una amenaza para el control de la
enfermedad. El principal mecanismo de resistencia a pirazinamida se atribuye a
mutaciones en el gen pncA, que codifica la enzima pirazinamidasa, encargada de
convertir pirazinamida en su forma activa, el &cido pirazinoico (POA).

Estudios recientes han sugerido que la velocidad de eflujo de POA también influye
en la resistencia a pirazinamida. Se ha demostrado que la sobreexpresion de genes
que codifican bombas de eflujo, como Rv0191, Rv3756¢, Rv3008 y Rv1667c, puede
generar resistencia. Ademas, una mutacion puntual (S292L) en la bomba Rv1258c
incrementa el eflujo de POA vy la resistencia a pirazinamida, efecto que puede
revertirse mediante inhibidores como la piperina.

Este estudio evalud el efecto del silenciamiento transcripcional individual de los genes
Rv3756¢, Rv3008 y Rv1667c mediante CRISPRi en M. tuberculosis. Se analiz6 la
velocidad de eflujo de POA utilizando la técnica de Wayne y la susceptibilidad a PZA
mediante el ensayo “Tetrazolium Microplate Assay” (TEMA). Los resultados
mostraron una reduccion significativa en los niveles de expresion de Rv3756¢ y
Rv1667c, aunque sin cambios en la velocidad de eflujo de POA ni en la
susceptibilidad a pirazinamida, lo que sugiere la posible existencia de mecanismos
compensatorios o redundantes en el sistema de eflujo.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, resistencia, pirazinamida, CRISPRi



ABSTRACT

Mycobacterium tuberculosis is the causative agent of tuberculosis, a disease
responsible for 1.8 million deaths in 2023. Pyrazinamide is an essential drug that
shortens tuberculosis treatment to six months. However, the rise of drug-resistant
strains poses a serious threat to disease control. The main mechanism of resistance to
PZA is attributed to mutations in the pncA gene, which encodes the enzyme
pyrazinamidase, responsible for converting pyrazinamide into its active form,
pyrazinoic acid (POA).

Recent studies have suggested that POA efflux rate also plays a role in resistance to
pyrazinamide. Overexpression of efflux pump genes such as Rv0191, Rv3756c,
Rv3008, and Rv1667c has been shown to confer resistance. In addition, a point
mutation (S292L) in the Rv1258c efflux pump increases POA efflux and pirazinamide
resistance, an effect that can be reversed using efflux pump inhibitors such as piperine.
This study evaluated the effect of individual transcriptional silencing of the Rv3756c,
Rv3008, and Rv1667c genes via CRISPR interference (CRISPRI) in M. tuberculosis.
POA efflux rate was analyzed using the Wayne assay, and pirazinamide susceptibility
was assessed using the Tetrazolium Microplate Assay (TEMA). The results showed
a significant reduction in the expression levels of Rv3756¢ and Rv1667c, although no
changes were observed in POA efflux rate or pirazinamide susceptibility. These
findings suggest the possible existence of compensatory or redundant mechanisms
within the efflux system.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, resistance, pyrazinamide, CRISPRi



INTRODUCCION
La bacteria o bacilo Mycobacterium tuberculosis (MTB) causa la enfermedad
infectocontagiosa llamada tuberculosis (TB). En el afio 2023 se diagnosticaron 10.8
millones de personas con TB, siendo la mayor cifra que se ha registrado en todos los
afios desde 1995 que la OMS comenzo a hacer el seguimiento a la enfermedad. Sin
embargo, a comparacion del afio 2022, la cifra aumentd en 1 millon, lo cual indicaria
que después de la pandemia del COVID-19, que generd un retraso en el diagndstico
en los centros de salud por la falta de acceso y tratamiento durante el estado de

emergencia, se estaria estabilizando y disminuyendo las personas que se enferman

).

La pirazinamida (PZA) es un componente fundamental del régimen terapéutico
antituberculoso de primera linea debido a su capacidad Unica para eliminar bacilos
latentes en condiciones 4cidas, reduciendo significativamente la duracion del
tratamiento (2). Sin embargo, el entendimiento completo de su mecanismo de accion

y de los determinantes moleculares de la resistencia sigue siendo limitado.

PZA es un profarmaco que requiere conversion intracelular por la enzima
pirazinamidasa (PZAsa) a su forma activa, el acido pirazinoico (POA) (3).
Tradicionalmente, las mutaciones en el gen pncA han sido consideradas el principal
mecanismo de resistencia a PZA. No obstante, multiples estudios recientes han
evidenciado que esta explicacion es insuficiente para comprender completamente la
resistencia observada en cepas clinicas. Algunas de ellas presentan el gen pncA de
tipo silvestre, con un bajo eflujo de POA, lo que ha redirigido la atencion hacia otros
mecanismos, particularmente los sistemas de eflujo bacteriano implicados en la

expulsion activa de POA (4).

Las bombas de eflujo son componentes cruciales en la fisiologia bacteriana y en la
resistencia a diversos antibioticos, actuando como transportadores que reducen la
concentracion intracelular de farmacos (5). Estas bombas contribuyen a la resistencia
mediante la extrusion activa de compuestos, entre ellos el POA, interfiriendo con su
acumulacién intracelular y, por tanto, con su eficacia. Investigaciones previas han
demostrado que genes como Rv0191, Rv1667c, Rv3008 y Rv3756c al ser

sobreexpresados en la cepa H37Ra genero resistencia a PZA (6). Ademas, mutaciones
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en genes como Rv1258c han mostrado afectar directamente la tasa de acumulacién
intracelular de POA, reforzando el papel central del sistema de eflujo en la resistencia
aPZA (7).

Particularmente, en el estudio de Zimic y col. se ha observado que existe un rango de
velocidad de eflujo de POA correlaciona con la susceptibilidad a PZA, mientras que
una tasa elevada o muy baja, como en ciertas cepas resistentes, se asocia con una
menor eficacia del farmaco (4). Esto sugiere que la medicion del eflujo de POA podria

constituir un biomarcador funcional de resistencia y un objetivo terapéutico relevante.

En este contexto, se resalta la importancia de estudiar genes codificantes de bombas
de eflujo de POA en el mecanismo de resistencia a PZA. El desarrollo de herramientas
genéticas de alta precision, como la interferencia de CRISPR (CRISPRI), ha
permitido una manipulacion especifica y regulada de la expresion génica en
micobacterias (8). La tecnologia CRISPRI, utiliza una nucleasa mutada (dCas9)
acoplada a ARN guias especificos, que permite silenciar transcripcionalmente genes
objetivo sin introducir deleciones permanentes, ofreciendo una via ideal para analizar
la contribuciéon funcional de genes individuales a procesos como el eflujo de

antibidticos (8).

Por ello, esta tesis se centra en evaluar el impacto del silenciamiento génico individual
dirigido por CRISPRi de los genes Rv3756c, Rv1667c y Rv3008, previamente
asociados a mecanismos de eflujo de POA, en la resistencia a PZA en M. tuberculosis.
Se propone como una estrategia innovadora para profundizar en la comprension del
mecanismo de accion de la PZA, asi como en las vias alternativas de resistencia, con
el potencial de aportar nuevas bases para el disefio de terapias mas efectivas contra

TB farmacorresistente.

1.1. Antecedentes generales

1.1.1. Caracteristicas de la bacteria Mycobacterium tuberculosis y niveles de
clasificacion de resistencia

Las micobacterias son bacilos alcohol acidos resistentes con un tamario de 0.2-0.7x
1-10 micras (um), presentan un crecimiento lento por lo que requieren de 10 a 20 dias

para proliferar a 37°C en condiciones 6ptimas (9). Esta bacteria se transmite via aérea



cuando la persona expulsa las bacterias de los pulmones o de la garganta al toser,
estornudar o escupir (10).

Los farmacos que se usan para tratar a la TB se diferencian en su actividad bactericida
(11). La bacteria puede encontrarse en dos estados: activa o latente, es decir, cuando
la persona se encuentra asintomatica pero aun asi albergar bacterias que pueden
activarse cuando el hospedador baje sus defensas (12). Para poder eliminar a las
bacterias en estado latente, se usa la PZA, una prodroga de primera linea, sin embargo,
existen cepas clinicas que han mostrado resistencia a este farmaco y ello ha generado
una preocupacion en la salud publica (2). La definicibn de TB resistente a
medicamentos (TB DR) segln la Organizacion Panamericana de la Salud es de la
siguiente manera: Multidrogoresistente (TB MDR), resistente a isoniacida y
rifampicina o drogas de primera linea, y TB extensamente resistente (TB XDR), es
una cepa MDR resistente a fluoroquinolonas e inyectables de segunda linea

(kanamicina, capreomicina, etc) (13).

1.1.2. Mecanismo de accién de pirazinamida en M. tuberculosis
Zhang et. al plantearon un modelo de accion de la PZA en la que el pH &cido del

medio extracelular permite la actividad bactericida de POA (3). El ingreso de PZA a
MTB es por difusion pasiva; dentro de la micobacteria, la PZA es hidrolizada en acido
pirazinoido (POA) por la enzima pirazinamidasa (PZAsa), que es una amidasa
micobacteriana y es codificada por el gen pncA. EI POA es la forma activa de la droga
y a través de las bombas de eflujo, el POA- es expulsado al medio extracelular. En un
medio extracelular acido el POA se protona formando el HPOA, para que luego
reingrese a la bacteria y se desprotone, generando una acumulacién de H+ en el
interior de MTB. La acumulacién de H+ desequilibra el potencial de membrana de la
bacteria y el citoplasma se acidifica, finalmente la bacteria muere (3).

Peterson et. al encontraron que el pH acido no es la Gnica condicion en la que la PZA
tiene actividad bactericida; mostraron que la sobreexpresion de la enzima PZAsa en
condiciones neutras y alcalinas y la limitacion de nutrientes a un pH neutro generan
actividad bactericida de la PZA. Asimismo, demostré que POA no altera
significativamente el potencial de membrana en pH &cido lo que indica que la forma

activa de POA no funciona como un protonéforo robusto en este contexto (14).



1.1.3. Resistencia a pirazinamida en M. tuberculosis
La resistencia a PZA se le atribuye en un 70% a las mutaciones del gen pncA (2), y el

30% se le atribuye a otras posibles causas como blancos de uniéon de PZA y POA
dentro de MTB o mutaciones en las bombas de eflujo. En el estudio de Stoffels K. et
al 2012 (15), se registré una alta frecuencia de ausencia de mutaciones en pncA
relacionada con la resistencia a la PZA en pH 6,0. dando una idea sobre mecanismos
alternativos de resistencia. Aproximadamente el 43% de los aislados clinicos de TB-
MDR mostraron resistencia a la PZA. Ademas, detectaron ocho nuevas sustituciones
en pncA, de las cuales algunas no resultaron en resistencia. Esto destaca la
complejidad de correlacionar todas las mutaciones de pncA con el fenotipo de
resistencia a la PZA; sin embargo, se necesitan mas estudios para mejorar la
evaluacion de la susceptibilidad de pncA a través de enfoques més precisos con base
molecular y fenotipicos, especialmente considerando la desestabilizacidn de proteinas

como un posible mecanismo (2).

Por otro lado, se ha encontrado que PZA puede unirse al acido graso sintasa | (Fasl),
y POA puede unirse a panD y en algn momento se encontré que podia unirse a la
proteina ribosomal (RpsA) (16); sin embargo, Dillon et al., 2017 y Vallejos et al.,
2020; confirmaron lo contrario; por lo que no hay relacion de las mutaciones en el

gen RpsA con la resistencia a PZA (17,18).
1.1.3.1. Mutaciones en el gen pncA

El principal mecanismo de resistencia a PZA es la presencia de mutaciones en el gen
pncA. Hirano y col. (19), constataron que las mutaciones en el gen pncA, en la region
del marco de lectura abierto en la posicién 561 bp o en la region flanqueante 82 bp,
es el responsable de generar la resistencia a PZA en un 70 a 97%, sobre todo en los
sitios activos de PZAsa como Asp8, 1le133, Alal34 y Cys138 (20). Otro efecto, son
las mutaciones R123P, T76P, G150A y H71R que alteran el volumen del sitio de

unién y afectan la complementariedad de forma entre la PZA y la PZAsa (21).

En ese sentido, un estudio revel6 una alta frecuencia de mutagénesis hacia la
resistencia a PZA en pH 6.0 (10 UFC/ml), con un 12% de los mutantes sin
mutaciones en pncA, sugiriendo mecanismos alternativos de resistencia. Ademas, el

43% de los aislados de TB-MDR también fueron resistentes a PZA, y se identificaron



ocho nuevas sustituciones en pncA. La desestabilizacion proteica podria explicar
algunos patrones de resistencia, y se requiere mas investigacion para correlacionar
mutaciones de pncA con el fenotipo resistente y mejorar las pruebas de susceptibilidad

molecular (15).
1.1.3.2. Inhibicion de la sintasa de acidos grasos tipo | (FASI)

El analogo de la PZA Ilamado 5-Cloropirazinamida (5-CI-PZA) mostré una amplia
actividad contra MTB vy resistencia en M.smegmatis (MSMEG). Los resultados
sugieren que la5-CI-PZA y laPZA inhiben a la enzima sintasa de acido graso | (FASI)
en MTB, dado que los compuestos compiten o actiian como sustitutos de NADPH en
su sitio de unién a FASI (22). De la misma manera, los resultados del estudio
revelaron que el aumento en la expresion de la PZAsa de MSMEG confiere resistencia
al 5-Cl PZA 'y, al mismo tiempo, susceptibilidad a la PZA en MTB y M. bovis. Este
hallazgo fue significativo, ya que esto demuestra la especificidad de PZA a MTB-
PZAsa lo cual la hace susceptible y en contraste, MSMEG-PZAsa, que no se une a

PZA, genera resistencia. (23)
1.1.3.3. Blogueo de la sintesis de coenzima A por parte de acido pirazinoico

Se han realizado estudios que han identificado una relacion clave entre la PZA y la
enzima l-aspartato descarboxilasa, codificada por el gen panD (Rv3601c) en MTB.
En estos estudios, se aislaron cepas resistentes a la PZA y se encontraron mutaciones
en el gen pncA en la mayoria de ellas. Sin embargo, algunas cepas que tenian el gen
pncA de tipo salvaje y eran resistentes a la PZA, se sometieron a un analisis mas
detallado del genoma, lo que revelé mutaciones en el gen panD (2). El gen panD es
responsable de la sintesis de I-B-alanina, necesaria para la via biosintética de la
coenzima A (CoA), la cual es importante para el ciclo de Krebs o oxidacion de acidos
grasos. En el estudio de Gopal, 2017 (24), muestran datos de metabolémica que
revelan que el &cido pirazinoico (POA) interrumpe la via de biosintesis de la coenzima
A al bloguear el paso catalizado por la aspartato descarboxilasa panD, lo que sugiere
que panD es el objetivo directo de POA. Los experimentos de calorimetria de
titulacién isotérmica (ITC) demuestran que POA se une a la proteina panD de tipo
salvaje con una afinidad significativa, mientras que el profarmaco PZA no muestra

tal interaccion. Ademas, mutaciones en panD que confieren resistencia a POA abolen



la union de POA a panD, respaldando la idea de que la inhibicién de la biosintesis de
coenzima A es el mecanismo de accion de PZA/POA (24).

1.1.3.4. Resistencia a pirazinamida a través de las bombas de eflujo

Cuatro bombas de eflujo Rv0191c, Rv3756¢, Rv1667¢ y Rv3008 que especificamente
se unieron a POA fueron identificadas mediante en microarray de proteoma en el
estudio de Zhang; posteriormente, la sobrexpresion de estas bombas, fueron asociadas
a la resistencia a PZA y a POA (6). Asimismo, se mostré que mutaciones puntuales
(S292L y V219A) en la bomba Rv1258c (también conocida como Tap o P55) en
aislados clinicos de MTB de cepa H37Ra estaban relacionadas con la resistencia a

isoniacida (INH), pirazinamida (PZA) y estreptomicina (SM) (7).

La sobreexpresion de estos genes en MTB demostrd causar una alta resistencia a la
PZA y POA, sin afectar la resistencia a otros farmacos antituberculosos, (PZA
MIC>200 pg/ml y POA a 25 upg/ml). Ademas, se observd que la adiciéon de
inhibidores de bombas de flujo como reserpina, piperina y verapamilo aumentaba la
susceptibilidad a la PZA en las cepas con sobreexpresion de los genes mencionados.
La resistencia solo fue para PZA y no para otros medicamentos de primera linea como
isoniazida y etambutol o medicamentos de segunda linea como estreptomicina,
amikacina, etc (6). Esta resistencia también pudo ser conferida por mutaciones en
codones de otros genes como el gen Rv0191 el cual contdé con mutaciones no
sindénimas en el codén 213 (GCT/ACT) y mutaciones sindénimas en el codon 66
(GCC/GCT), el gen Rv3756¢ en el codon 78 (GTT/GTG) y el gen Rv1667c en el
coddn 136 (CCG/CCT). Este ultimo tipo de mutacion, de acuerdo a los resultados, no
gener¢ algun efecto en los aminoacidos de las proteinas sin embargo otros estudios si

estan relacionadas a la carcinogénesis. (6)

El gen Rv1258c, la mutacién S292L en Rv1258c causd una alta resistencia a la INH
y a PZA, mientras que la mutacion V219A caus6 una resistencia mas baja a estos
medicamentos (7). La resistencia a la PZA también se asocio con una disminucion en
la acumulacion de POA, en las cepas mutantes. Ademas, se demostré que el inhibidor
de la bomba de eflujo piperina pudo reducir la resistencia a la INH y la PZA en la
cepa mutante Rv1258c - S292L, lo que sugiere que esta resistencia esta relacionada

con una mayor actividad de eflujo de la proteina mutante Rv1258c.



Por otro lado, en M. tuberculosis H37Rv, se identificaron los genes Rv0191 y
Rv1258c como factores clave en la resistencia a la PZA, debido a su rol en el eflujo
del POA. A través de la delecion génica empleando ORBIT y el silenciamiento
individual mediante CRISPRI, se evidencié una reduccion significativa en la
concentracion acumulada y la velocidad de eflujo de POA. En cepas delecionadas
para Rv1258c, la concentracion de POA se redujo hasta 1.03 mM a las 140 horas,
comparado con 1.95 mM de la cepa control, mientras que la velocidad de eflujo
disminuyé a 0.0059 mM/OD600 x h, lo que representd una reduccion del 58.4%. En
el caso del silenciamiento génico individual por CRISPRI, la velocidad de eflujo de
POA en Rv1258c disminuyd un 65.4%, con una velocidad de 0.0049 mM/OD600 x
h. Sin embargo, para las cepas modificadas por ORBIT, se mostré un incremento de
laresistenciaa PZA, siendo capaces de crecer en concentraciones de hasta 1600 pg/ml
de PZA (25). Estos resultados sugieren que la alteracion en la concentracion y
velocidad del eflujo de POA en las bombas de eflujo (Rv0191 y Rv1258¢) juega un

papel crucial en la resistencia a PZA (25).

En el estudio de Zimic y col. (4) se investigd la resistencia a PZA en cepas de MTB
y M. smegmatis, revelando que la velocidad de expulsién de POA desempefia un papel
crucial. Se encontrd que las cepas susceptibles a la PZA mantienen tasas especificas
de expulsion de POA, mientras que las cepas resistentes mostraban tasas mas bajas,
independientemente de la actividad de la enzima PZAsa. Esto sugiere que la
resistencia a la PZA no se debe solo a mutaciones en el gen pncA o la actividad de
PZAsa, sino también a la velocidad de expulsion de POA. Los resultados mostraron
que tanto las cepas sin mutaciones en pncA presentaban un bajo flujo de POA, a pesar
de no presentar mutaciones en otros genes (4). Los dos estudios analizan la resistencia

a PZA en MTB, y sus hallazgos parecen complementarse en ciertos aspectos.

1.1.4. Bombas de eflujo
En este estudio, se estan evaluando a las bombas Rv3756¢ y Rv1667c que pertenecen

a la familia ABC (glicina betaina/carnitina/colina/L-prolina ABC permeasa
transportadora), y a la bomba Rv3008 que es una proteina de membrana no
caracterizada YhiD, implicada en resistencia a los &acidos (Mycobrowse:
https://mycobrowser.epfl.ch/).



Las bombas de eflujo son proteinas que permiten el intercambio de sustancias toxicas,
nutrientes y mantienen la homeostasis en los microorganismos procariotas y
eucariotas (5). Cinco familias universales de expulsion de farmacos identificadas son:
La superfamilia de union a ATP (ABC), la superfamilia de facilitadores principales
(MFS), la familia de extrusion de compuestos toxicos y multidrogas (MATE), la
familia de resistencia a multidrogas pequefia (SMR) y la superfamilia de resistencia
nodulacion division (RND), y una familia especifica de eucariotas (MET), las cuales
desempefian un papel crucial en estos procesos de expulsién de drogas (26).
Asimismo, las bombas de eflujo fueron clasificadas como transportadores (TC
system) basado en la funcion y la filogenia. El estudio de las bombas de eflujo mostro
una brecha importante en la comprension de los procesos de expulsion (eflux) en
comparacion con los de captacion (uptake) en los sistemas de transporte. Solo unas
pocas familias de transportadores han sido identificadas como catalizadoras de la
expulsion de farmacos; los esfuerzos para comprender la resistencia a multiples

farmacos se han centrado en miembros de las superfamilias MFS y ABC (26).

Estos transportadores se dividen en importadores y exportadores segun la direccion
del transporte de los sustratos. Los importadores, presentes solo en procariotas, captan
moléculas extracelulares y se asocian con una proteina de union al sustrato (SBP),
que se encuentra en el periplasma de bacterias Gram-negativas o anclada en la
membrana de Gram-positivas. Los exportadores, presentes tanto en procariotas como
en eucariotas, transportan moléculas fuera del citoplasma como proteinas,

antibioticos y polisacaridos (27).

En ese sentido, el transporte de sustratos puede ser especifico o variado en cuanto a
las sustancias quimicas que pasan a traves de ella, es por eso que existe el problema
de Multiple Drug Resistance (MDR) el cual hace menos susceptible a la bacteria a los
tratamientos que se hacen con los diferentes antibidticos, ya que puede expulsar

distintos farmacos a través de una sola bomba (26).

En otro estudio, se evalud la expresién de los genes que codifican las bombas de eflujo
pertenecientes a las familias MFS, ABC y RND en cepas H37Rv de MTB expuestas
a diferentes concentraciones de farmacos como INH, EMB, RIF y SM. Se observo
que las bombas de eflujo responden de manera distinta segun la concentracion

subinhibitoria a la que se enfrentan o el gen se sobreexpresa en respuesta a mas de un
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farmaco (28). Por esa razon, evaluar el efecto de la velocidad de eflujo del acido
pirazinoico (POA) ayudaria a comprender la susceptibilidad de MTB, que como se
ha descrito, puede depender de los siguientes factores: Actividad de la PZAsa, la

concentracion intracelular de PZAsa y la eficiencia de la bomba de expulsion (4).

1.1.5. Relacion entre el eflujo de POA y aumento de resistencia a PZA
En el estudio de Zhang., se resalta la importancia de la sobreexpresion de los genes

como causantes de la resistencia a PZA en MTB (6). Y, en el estudio de Zimic y col.
se centra en la velocidad de expulsion de POA en las cepas de MTB, sefialando que
las cepas susceptibles a PZA mantienen rangos de tasas de eflujo especificas de
expulsion de POA, mientras que las resistentes tienen velocidades muy altas o bajas
(4). Si se confirma que la baja velocidad de expulsion del POA es un factor clave en
la resistencia, esto podria proporcionar una comprensiéon mas profunda del
mecanismo de accion de la PZA en MTB, lo que a su vez podria llevar al desarrollo
de terapias especificas para abordar esta enfermedad. Por consiguiente, se plantea la
siguiente pregunta de investigacion: ;Qué efecto genera el silenciamiento genico
transcripcional individual de los genes Rv3756¢, Rv1667¢c y Rv3008 que codifican
para bombas de eflujo involucradas en la resistencia a PZA sobre la velocidad de

eflujo de &cido pirazinoico (POA) en M. tuberculosis?

1.1.6. Tecnologia CRISPR/cas — CRISPRI
Las siglas CRISPR corresponde a repeticiones palindromicas agrupadas regularmente

interespaciadas de un tamarfio de 21 a 47 pares de bases presentes en el genoma de las
bacterias y arqueas (29). Este sistema CRISPR/Cas es un método inmune adaptativo
que permite a los microorganismos defenderse de los ataques de patogenos. Por
ejemplo, cuando una bacteria sobrevive del ataque de un virus, esta llega a guardar
en su genoma informacion gendémica del virus, de tal manera que, si vuelve a atacar,
la informacion ya guardada le permitira eliminar al virus (30). Debido a que las
regiones flanqueantes codifican proteinas asociadas a CRISPR (cas) entonces se
Ilegan a transcribir pequefios ARN de CRISPR (crRNA) y un complementario parcial
trans-acting RNA (tra crRNA) que permiten tener la inmunidad a bacteriéfagos por
el mecanismo que hay entre los espaciadores y los fagos objetivos (31). De esa
manera, se hace uso de esta tecnologia en Staphylococcus epidermidis y en E. coli

que les permitié generar un complejo con los crRNA generados y la proteina Cas,
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para evitar la proliferacion de fagos (30). El sistema de CRISPR de interferencia
(CRISPR), permite el silenciamiento individual de genes de MTB, debido a dos
mutaciones, en los dominios nucleasa HNH y RuvC, que presenta su enzima dCas9
derivada de Streptococcus thermophilus (8). Ya que en CRISPR convencional se hace
uso de la enzima Cas9, derivada de S. pyogenes, la cual tiene actividad nucleasa y
toxicidad en Mycobacterium smegmatis y M. Tuberculosis. En cambio, dCas9 no
presenta dichas condiciones y se une al ARNg para después unirse a la secuencia de
ADN obijetivo. La especificidad a la que se una dCas9 con ARNg dependera del
motivo adyacente de protoespaciador (PAM) el cual estd dentro del ADN diana. Esta
secuencia PAM es de 2 a 8 nucledtidos aguas abajo de la secuencia objetivo de
SgRNA (8).

1.1.7. Uso de las técnicas de Wayne para detectar concentracion de POA
Laresistencia a PZA no es determinada a través de las pruebas microbiologicas (DST)

convencionales debido al requerimiento de pH acidos y de pruebas moleculares
debido a la variabilidad genética del gen pncA (32). La prueba clasica de Wayne es
un método colorimétrico y econdémico para detectar la presencia de POA en el medio
de cultivo de TB. La técnica se basa en la reaccion que genera el sulfato de amonio
ferroso (SAF) al unirse a POA, y generar un cambio en la intensidad del color rojo de
acuerdo a la concentracion de POA. Si se trata de una cepa susceptible como H37Rv,
se observara un aumento en la intensidad del color rojo al pasar los dias, caso

contrario, una actividad negativa indica generalmente resistencia a PZA (7).

La prueba clasica de Wayne, aungque economica, presenta sensibilidad variable
(75,6% a 95,7%) y especificidad (88,7% a 97%), dependiendo de la concentracién de
POA. Para mejorar estos aspectos, se desarrollo una variante cuantitativa de Wayne
y la prueba MODS-Wayne, que a 800 pg/ml de PZA mostro una sensibilidad del 92%
y una especificidad del 99,3%. MODS-Wayne permite discriminar eficazmente entre
cepas resistentes y susceptibles a PZA, especialmente en aislados con actividad débil
positiva, mientras que la prueba Wayne cuantitativa logré una sensibilidad superior
al 96% en concentraciones de 400 y 800 pg/ml (32, 33).
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1.1.8. Uso de TEMA para detectar resistencia a pirazinamida
El método TEMA (Tetrazolium Microplate Assay) es una alternativa que permite

detectar la minima concentracién inhibitoria (MIC) a diferentes drogas en cepas
clinicas, ademas, es mas econémica y fécil de leer que MABA (Microplate Alamar
Blue assay) para determinar la susceptibilidad antibiética en MTB (34). La
concentracion minima inhibitoria (MIC) se detecta observando los cambios de color
en las microplacas tras la incubacién de 5 dias a 37°C, proporcionando un método
rapido y rentable para la deteccion de cepas resistentes (34). EI MIC se calcula por el
cambio de color morado a amarillo y segun reportes previos para determinar la
susceptibilidad de la cepa es 100 ug/ml para PZA apH de 6 (35) y 100 ug/ml para
POA (36).

Esta técnica se basa en el cambio de color del bromuro de tetrazolio [bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5difenil-tetrazolio] (MTT) a purpura cuando es reducido por
bacterias viables (37). La reduccion de MTT en las células ocurre principalmente en
vesiculas intracelulares, como los endosomas y lisosomas, mediante la endocitosis.
EI MTT no es permeable a la membrana plasmatica, por lo que se internaliza a través
de la endocitosis y se reduce por la accidn de una oxidasa de flavina sensible a NEM
(N-Etilmaleimida), que se utiliza cominmente para inhibir oxidoreductasas y otras
enzimas que contienen grupos tiol. Una vez reducido, el formaz&n se acumula en
vesiculas y es exocitado a la superficie celular, formando cristales en forma de aguja.
Este proceso de reduccion esta influenciado por factores como la disponibilidad de
NADH, ATP; por ejemplo, NADH es un cofactor clave en las reacciones de
reduccidn-oxidacion (redox) que ocurre dentro de las celulas, proporcionando los
electrones necesarios para reducir el MTT a formazan. Por otra parte, el ATP es
fundamental para procesos energéticos como la endocitosis, que es el mecanismo
mediante el cual el MTT ingresa a las vesiculas intracelulares donde se lleva a cabo

su reduccion (37).

Il. PREGUNTA
¢Qué efecto genera el silenciamiento transcripcional individual de los genes

Rv3756¢, Rv1667c y Rv3008 que codifican para bombas de eflujo involucradas
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en la resistencia a pirazinamida (PZA) sobre la velocidad de eflujo de &cido
pirazinoico (POA) y su susceptibilidad a PZA de M.tuberculosis?

HIPOTESIS
La disminucién de la expresion transcripcional de los genes Rv3756¢, Rv1667cy
Rv3008 que codifican para bombas de eflujo disminuiran la velocidad de eflujo

de POA y ello aumentaré la resistencia a PZA.

OBJETIVOS

4.1. Objetivo Principal
e Determinar el efecto del silenciamiento génico transcripcional individual
mediante CRISPRI en los genes que codifican bombas de eflujo para
Rv3756¢, Rv1667c y Rv3008 en el eflujo de POA y la susceptibilidad a
PZA en M. tuberculosis.

4.2. Objetivos Especificos

e Determinar el nivel del silenciamiento transcripcional individual de los
genes Rv3756¢, Rv1667c y Rv3008 mediante método Livak.

e Evaluar el efecto del silenciamiento transcripcional individual de los genes
Rv3756¢, Rv1667c y Rv3008 sobre el crecimiento de M. tuberculosis
H37Rv

e Evaluar el efecto del silenciamiento transcripcional individual de los genes
Rv3756¢, Rv1667c y Rv3008 en la velocidad de eflujo del acido
pirazinoico mediante la técnica Wayne.

e Evaluar el efecto del silenciamiento transcripcional individual de los genes
Rv3756¢, Rv1667c y Rv3008 en la susceptibilidad a PZA y POA mediante
TEMA.

METODOLOGIA
5.1. Tipo de estudio

Estudio de caracter exploratorio y correlacional, con un enfoque experimental y
analitico.
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5.2. Aspectos éticos
Proyecto aprobado por el Comité de Etica de la Universidad Peruana Cayetano

Heredia. NUmero de registro: CAR-DUARI-351-23

5.3. Area de estudio
Laboratorio de Bioinforméatica y Biologia Molecular que pertenece a los

Laboratorios de Investigacién y Desarrollo (LID), de la Facultad de Ciencias e
Ingenieria (FACI) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Laboratorio de Micobacterias (Area de bioseguridad P3) LID.

5.4. Material bioldgico
El material biologico usado en el presente proyecto de investigacion es la cepa de

M. tuberculosis. Las cepas bacterianas provienen de “American Type Culture
Collection” (ATCC) H37Rv - 27294 y los plasmidos provienen de donacion del
“Laboratory of Host-Pathogen Biology” del Dr. Jeremy Rock. Los reactivos
empleados en esta investigacion no representan ningun riesgo para la salud de las
personas ni para el medio ambiente. La cepa de M. tuberculosis H37Rv (riesgo
nivel 3) se manipularon siguiendo estrictos protocolos de bioseguridad nivel 3,
los cuales incluyen capacitacion y aprobacion de un examen por parte del
responsable del area de cultivo.
- Las cepas fueron guardadas en la congeladora de -70°C.
En el laboratorio de Bioinformatica y Biologia Molecular se realizo la primera 'y
ultima parte del proyecto, donde no se trabaja con agentes biol6gicos de riesgo. Y
en el area area de Mycobacterium que comprende de 2 ambientes:

e Ambiente exterior o area limpia, donde NO se manipula ni procesa

material biologico.
e Ambiente aislado o ambiente de bioseguridad P3, el cual estd equipado

adecuadamente para manipular material bioldgico (Anexo 1).

5.5. Procedimiento experimental

5.5.1. Disefio del estudio
Se trabajé con los genes (Rv3756¢, Rv1667c y Rv3008) que codifican para bombas

de eflujo en MTB, que, segun reportes previos, se han visto relacionadas a la
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resistencia de PZA. A cada gen se le realiz6 silenciamiento de manera
individual. Como control negativo se usé la cepa de MTB H37Rv con el plasmido
pLJR965 (H37Rv/pLJR965), sin ARN guia (ARNQ), por lo que no flanqueo a

ningun gen.

Mediante el silenciamiento génico a través de CRISPRI, se evalud la velocidad de
flujo de POA (Wayne) a las cepas H37Rv Wild Type que portan el plasmido y el
ARN guia que flanquea al gen diana: pLJR965:Rv3756¢, pLJIR965:Rv1667¢C y
pLJR965:Rv3008 en las condiciones silenciadas (ATc+) y sin silenciamiento
(ATc-).

Finalmente, se realizo la prueba de susceptibilidad a PZA (TEMA) en microplacas
de 96 pocillos, bajo las dos condiciones ATc+ y ATc-, para las diferentes cepas
de MTB, cepa H37Rv Wild Type (pH=6.2 y 6.8), H37Rv/pLJR965 y a las cepas
que portan pLIJR965:Rv3756¢, pLIR965:Rv1667c y pLIR965:Rv3008 (pH=6.2).
Para todos los ensayos se realizaron 3 réplicas bioldgicas con 3 ensayos en cada

réplica (Ver figura 1).

Identificacion de las bombas de eflujo relacionadas a la
resistencia a PZA en MTB

L ]

Disefio de ARN guias
!

Clonacidon de los ARNg en el
plasmido pLIRSES en E.coliy M.

Silenciamiento tuberculosis (H37Rv)

individual de 3 I Evaluacion del
genes: RV3756¢, ] o o crecimiento (OD600
RVIG67c y Rv3008 q Induccidn al silenciamiento con nm) de MTE en
que codifican para ATc+y ATc- condiciones de ATc+y
bombas de eflujo } ATc-
en Mycobacterium Cuantificacion de ARNm por
tuberculosis gPCR (método de Livak)

!

Evaluacion de eflujo de POA
(Wayne) y susceptibilidad a PZA
(TEMA])

Figura 1: Flujograma de trabajo
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5.5.2. Eleccion de genes que codifican para bombas de eflujo implicados en
la resistencia a pirazinamida en M. tuberculosis

En estudios previos de Flores. 2024, identificé a los genes que codifican a las
bombas de eflujo involucrados a la resistencia de PZA usando los datos de
Mycobrowser (https://mycobrowser.epfl.ch/); ademas de seleccionar las bombas de

eflujo basadas en literaturas previas (25). La ubicacion de los genes diana del

presente estudio en el genoma de MTB se muestra en la Figura 2.

Rv3750c NP_218273.1 4202013 - 4201804 COG1174 GO:0006810,G0:0016020
Rw3I7TZC RYETSC <
< Ru37EC RuGTSTC Ru37aEC m
4193874 4205340
! ]
l 1
Rw375L Ru37e0
op7de_MRw
Rv1667¢ NP_216183.1 1804230 - 1803577 GO:0005524,50:0016887

RViGG%%inGSc
RulB66c

1661704 1896567
L I
1

Ruiﬁﬁ! Ruj ] -
opada_HRy op345_IRy opadt HRRRE
Rv3008 NP_217524.1 3300044 - 3367267 COG1285

Ry3007C

‘ Ry3005c Ry3009c Rudolioc Rv3011c
3662936 3371431
i !
1

Ru3004 RVSOOQ

op594_rRy

Figura 2: Representacion grafica de la posicion de los genes que codifican para
las bombas de eflujo Rv3756c, Rv1667c y Rv3008. (Fuente:
https://orcal.tamu.edu/mad/orthologs/pages/Rv3008.html )

5.5.3. Clonacion de un ARN guia (ARNQg) en el plasmido pLJR965
5.5.3.1. Disefio de cebadores del ARNg en genes blancos

La seleccion de cebadores para el disefio de ARN guia (ARNQ), se realizé usando
un software de la Universidad de Rockefeller

(https://pebble.rockefeller.edu/tools/sgrna-design/) la cual cuenta con un banco de

secuencias de ARNg ordenadas de acuerdo a la fuerza de union que tienen con la
secuencia diana en base a la longitud de su secuencia, el contenido de guanina y
citosina (%GC) y una secuencia corta de 2 a 6 pb llamada “motivo adyacente del

proto-espaciador” (PAM). Los ARNg que presentaban una fuerza predictiva
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(predicted_strength) cercana a 1 (0= fuerza débil y 1 = fuerte) fueron elegidos,
ademas se obtuvieron valores del logaritmo de cambio de pliegue (LOG2FC) y el
indice de vulnerabilidad (35).

La secuencia de nucleétidos del ARNg obtenida fue sintetizada para su posterior
clonacion en el vector de clonacién pLJR965, que cuenta con el marcador
resistente a kanamicina. Los cebadores contienen regiones de reconocimiento para
la enzima de restriccion BsmBI (NEB) en el extremo 57; los cebadores directos
contienen la secuencia GGGA, y los cebadores reversos contienen la secuencia

AAAC cebadores contienen a estas secuencias en el extremo 5”.
5.5.3.2. Hibridacion de oligonucleétidos del ARNg

Se homogenizé un volumen de 2ul (100 uM) de cada cebador con 46 pl de buffer
de hibridacion (50 mM de TRIS pH 7.5, 50 mM NaCl y 1mM de EDTA). La
hibridizacion se realizdé a 96°C por 2 minutos, disminuyendo su temperatura a
25°C a una tasa de 0.1°C/segundo.

5.5.3.3. Digestion y ligacion del plasmido pLJR965 con la endonucleasa de

restricciéon BsmBI

Un microgramo del vector pLJR965 fue digerido con 10 U de enzima BsmBI
(NEB: 10U/ul) en 1X de buffer 3.1 (NEB:10X) y agua PCR en un volumen de 50
ul, a 55°C por 12 horas. Cabe destacar que el plasmido no se incub6 con fosfatasa
alcalina (1U/ul) a 37°C por un tiempo de 30 minutos, que evita o disminuye la
cantidad de plasmidos autoligados, ya que las secciones en que corta la enzima
BsmBI no son complementarios (Figura 3). Para comprobar la presencia del
plasmido linealizado, se realiz6 electroforesis durante 1 hora a 96V en gel de
agarosa (0.8%) con SYBR safe DNA gel strain (1X). El plasmido linealizado fue
purificado con el kit Zymoclean gel DNA recovery Kit.

BsmBI BsmBIL
(163) (1a8)

3606 bp

... tet gtttttg...
...agaccct aac...
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Figura 3: Digestion del plasmido pLJR965 por la enzima BsmBI

Los oligonucledtidos hibridados de ARNg, fueron diluidos 1:100 en agua PCR
para luego ligarlos con el plasmido pLJR965 digerido a 16°C por 16 horas.

5.5.4. Transformacion del producto ligado en Escherichia coli
5.5.4.1. Preparacion de células competentes E. coli Novablue

Para la preparacion de células competentes se empled una colonia de la cepa E.
coli (Nova blue) a partir de una placa de Luria Bertani (LB) -agar, Miller
(HIMEDIA) con tetraciclina 10 pg/ml y se prosiguio6 con la técnica de cloruro de
calcio, para preparar células competentes siguiendo el protocolo de Sambrook et
al. (38). Finalmente, se prepararon alicuotas de 50 ul de la suspension, en tubos
de 1.5 ml, los cuales se almacenaron en gradillas con alcohol y se congelaron a -

70°C para su conservacion a largo plazo.
5.5.4.2. Transformacién quimica en E. coli Novablue competentes

Cincuenta pl de células competentes de E. coli novablue fueron transformadas con
5 ul del producto ligado mediante shock térmico. Para el control negativo se usé
50 pl de células competentes y se transformo con 5 ul del plasmido pLJR965. Y
como control de plasmidos autoligados, se us6 50 pl de células competentes con
5 ul del plasmido digerido pLJR965.

La mezcla fue incubada 30 minutos en hielo, luego en un bafio maria a 42°C por
1 minuto; se retird y se dejo en hielo por 2 minutos, donde inmediatamente se le
agregdé 1 ml de medio SOC (Super Optimal Broth + Catabolic repressor). Estos
tubos fueron incubados durante 1 hora a 37°C en agitacion y centrifugados a 3500
g por 5 minutos. El sedimento fue resuspendido con 100 pl de medio SOC y 100
pl fue sembrado en medio agar LB con kanamicina (40 pug/ml) y tetraciclina (10
pg/ml) de manera directa con ayuda del asa Driglasky; finalmente, se incubd entre
16y 18 horas a 37°C.

A 3 colonias se les extrajo el plasmido con el kit ZymoPureT, Plasmid miniprep
(Zymo Research). La presencia de las secuencias ARNg en el plasmido fue

verificado mediante el secuenciamiento de nanopore GridION (GRD - X5B003).
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Los datos fueron analizados con el software MEGA y Snapgene. Estos plasmidos
recombinantes fueron corridos por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% durante
55 minutos a 90 V.

5.5.5. Transformacion en M. tuberculosis
Una colonia de MTB H37Rv fue inoculada en 5 mL de caldo 7H9 con 0.2% de

glicerol, enriquecido con 10% de OADC (Acido oleico, Albimina, Dextrosa y
Catalasa) y Tween 80 al 0.05%. La mezcla se someti6 a vortex y se incubd a 37°C
durante 10 a 15 dias, hasta alcanzar una densidad éptica (OD) en el rango de 0.8
a 1. Posteriormente, 2 mL del cultivo inicial fue transferido a 50 mL de caldo 7H9-
OADC y Tween 80 en un matraz de 250 mL hasta llegar a un OD entre 0.12 y
0.15. Este medio fue controlado por 24 horas para verificar la ausencia de
contaminacion. El cultivo fue incubado a 37°C y 100 rpm en el shaker hasta lograr
un OD600 de 0.6 a 0.8; luego se afadio 5 ml de glicina 2M en una proporcion de
0.1 volimenes. Los micobacterios fueron incubados de 16 a 24 horas y cosechados
mediante centrifugacion a 3000 g durante 10 minutos a 17°C. Las células fueron
lavadas dos veces con 30 mL de glicerol al 10% a temperatura ambiente seguido
de una centrifugacion entre cada lavado. Las células se resuspendieron en 1 mL

de glicerol al 10%.

Doscientos microlitros de células competentes fueron transformados con 200 ng
a 400 ng del plasmido pLJR965 con los ARNg un volumen de 5 pl, mediante
electroporacion. La suspension celular fue transferida a una cubeta de
electroporacién (BTX™ Electroporation Cuvettes Plus™) y electroporado con un
pulso de 2.5 kV, 25 uF, y resistencia pulso-controlador de 1000 ohms. Los tiempos
constantes de pulso Optimo se establecieron entre 15 y 25 ms. La suspension
celular fue recuperada en 5 mL de medio 7H9-OADC y Tween 80, sin antibidtico,

y se incub6 a 37°C durante 18 horas en el shaker.

Posteriormente, las células fueron cosechadas por centrifugacion a 3000 g durante
10 minutos. Cuatrocientos microlitros de medio 7H9- OADC + Tween 80 fueron
agregados y homogenizado por pipeteo. Para obtener colonias aisladas se diluyo
el cultivo, antes de sembrar, 1:10 y 1:100 en medio 7H9-OADC y Tween 80.
Luego se sembrd 70 ul en placas 7H10 suplementadas con OADC y kanamicina
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(Cf: 25 pg/ml). Como control de contaminacion, las células competentes sin

plasmido fueron sembrados en el mismo medio. (Anexo 2)

Las colonias conteniendo el plasmido recombinante fueron seleccionadas del

cultivo en medio 7H9-OADC con kanamicina (25 pg/ul).
5.5.5.1. Extraccion del ADN genémico de M. tuberculosis

El ADN de las colonias de MTB transformadas fue extraido por el método de
“Digestion con Proteinasa K”. Cuatro mililitros de cultivo bacteriano a un OD600
entre 0.8 - 1.2 fueron centrifugados a 3000 g por 15 minutos. El pellet fue diluido
en 500 pl de buffer TE y se trasladé a un tubo que contenia beads de zirconia de
2mm. Luego se calentd a 80°C durante 20 minutos. Posteriormente, se agreg6 50
pl de lisozima (10 mg/ml), seguido de una incubacion durante toda la noche a
37°C para promover la lisis celular. Luego, se agregaron 75 pl de 10% SDS 'y 20
pl de proteinasa K (20 mg/ml) y se incub6 a 65°C durante 3 horas con
homogenizacién mediante vortex cada 20 minutos para asegurar la completa lisis
celular. Luego, se agregd 100 ul de 5M NaCl y 100 pl de soluciéon CTAB/NaCl
para luego incubarlo a 65°C durante 10 minutos. 700 ul de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1) fue agregado a la muestra digerida y luego
centrifugada a 9600 g por 5 minutos. El sobrenadante fue recuperado y se
transfirio a otro tubo al que se le agregd 600 pl de cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1) y se centrifugo a las mismas condiciones. EI sobrenadante se transfiri a un
nuevo envase y se agrego 1 ml de alcohol absoluto frio y se enfrid a -70°C durante
30 minutos, seguido de una centrifugacion a 9600 g durante 8 minutos para
precipitar el ADN. El pellet de ADN fue lavado con 1 ml de alcohol al 70% frio,
seguido de una centrifugacion a 9600 g durante 3 minutos. Posteriormente, se
descarté el sobrenadante y el ADN se seco a temperatura ambiente por 10 minutos.

Finalmente, el ADN se resuspendio en 20 ul de buffer EB.

5.5.5.2. Amplificacion del plasmido plJR965 con un ARNg clonado en el

genoma de M. tuberculosis

Las colonias transformadas fueron verificadas por PCR con los cebadores Fw
2433 (5’-TCT GAC CAG GGA AAATAG CC-3’)yRv 2438 (5>-CTG CGT TAT
CCC CTG ATT CTG-3’), que flanquean nucleotidos antes y después del sitio de
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clonacién de los ARNg en el plasmido integrativo pLJR965 con un producto
aproximado de 330 pb. Como control positivo de la reaccion de PCR, se uso a la
cepa H37Rv que solo contenia el plasmido pLJR965 (H37Rv/pLJR965) y la cepa
H37Rv/pLJR965:Rv3717c, el

Bioinformética y Biologia Molecular en estudios previos. (Tabla 1)

cual se ha usado en el Laboratorio de

Un pl de 50 ng/pul ADN, 1X de ADN polimerasa DreamTaq (Thermo Scientific),
1X DreamTaq Buffer, 0,2mM dNTP Mix, 1 uM de primers forward y reverse
fueron usados en un volumen final de 50 pl. El ciclaje fue de 2 minutos de
denaturacion inicial a 95°C, 35 ciclos de 30 segundos de denaturacion de 95°C,
30 segundos de hibridacion a 57°C, 1 minuto de extension inicial a 72°C y 10

minutos de extension final a 72°C.

El tamafio de los amplicones fue de aproximadamente 330 pb (Tabla 1), los cuales
fueron verificados en un gel de agarosa al 2% a 90 V durante 40 minutos.

Tabla 1: Secuencias del DNA de MTB con el plasmido insertado

Gen flanqueado | Secuencia

Control S’aataaacgaaaggctcagtcgaaagactgggcectttegtttatctgttgtttgaaaaaaaaaagegecgeaactgeggegcttttttttttgaat

negativo: tctctgaccagggaaaatagcecctetgacctggggatttgcgatccctatcagtgatagatataatctgggaggagacgattaatgcgtceteg

H37Rv/pLJRY | gtttttgtactcgaaagaagctacaaagataaggcttcatgccgaaatcaacaccctgtcattttatggcagggtgttttitttitgtcgacttgggg

65 (331 pb) accctagaggtccccttttttatttttttggatgaagagcattatcaatggcetcttcacaggaagcttaaaaaaaaaagccccgegattgcgggge
tttttttttttaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaa
aaaggccgcgttgcetggegtttttccataggcetccgecccectgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaaccega
cagg

H37Rv/pLJRY | Aataaacgaaaggctcagtcgaaagactgggectttcgtttatctgttgtttgaaaaaaaaagegcecgcaactgeggegctttttttttgaattct

65: Rv3756¢c | ctgaccagggaaaatagccctctgacctggggatttgcgatcectatcagtgatagatataatctgggaatcatcgcaccgaccagagegat

(328 pb) gtttttgtactcgaaagaagctacaaagataaggcttcatgccgaaatcaacaccctgtcattttatggcagggtgtttttttgtcgacttggggac
cctagaggtccccttttttatttttttggatgaagagcattatcaatggctcttcacaggaagcttaaaaaaaaagccccgcegattgecggggcttttt
ttttaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaa

H37Rv/pLIR9 5’cgatatcaataaacgaaaggctcagtcgaaagactgggcctttegtttatctgttgtitoaaaaaaaaagegecgeaactgeggegctttttttt

65: Rv1667c | tgaattctctgaccagggaaaatagccctctgacctggggattigcgatcectatcagtgatagatataatctgggagcaggtgecgcaacc

(327 pb) ggtcatgtttttgtactcgaaagaagctacaaagataaggcttcatgccgaaatcaacaccctgtcattttatggcagggtgtttttttttgtcgactt
ggggaccctagaggtcceccttttttatttttttggatgaagagcattatcaatggctcttcacaggaagcttaaaaaaaaagceccgegattgegg
ggctttttttttaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgt
aaaaaggccgcegttgctggegtttttccataggctccgecccectgacgagcatcacaaa

H37Rv/pLJIR9 S’aataaacgaaaggctcagtcgaaagactgggcctttegtttatctgttgtttgaaaaaaaaagegecgeaactgeggegetttttttttgaatte

65: Rv3008 (327 | tctgaccagggaaaatagccctctgacctggggatttgcgatcectatcagtgatagatataatctgggagegtcggaccgtttcgtcggecg

pb) tttttgtactcgaaagaagctacaaagataaggcttcatgccgaaatcaacaccctgtcattttatggcagggtgttttttttgtcgacttggggace
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ctagaggtccccttttttattittttggatgaagagcattatcaatggctcticacaggaagcttaaaaaaaaageccegegattgcggggcttttttt

ttaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggecag

Nota: Las secuencias en amarillo, son las zonas donde corta la enzima Bsmbl y las
zonas en negrita resaltan la ubicacién de los primers forward y reverse. Lo

coloreado en azul, sefiala los ARNg.

5.5.6. Induccion de silenciamiento génico transcripcional (CRISPRI)
5.5.6.1. Criopreservacion de cepas transformadas

Las colonias de MTB conteniendo los plasmidos con los ARNg fueron sembradas
en 5ml de caldo 7H9-OADC, 0,2% de glicerol, 0.05% de Tween 80 y kanamicina
(25 pg/ul). El cultivo fue crioconservado cuando el crecimiento fue logaritmico
(OD: 0,8 - 1); 500 ul de cultivo fue mezclado con 500 pl de glicerol al 50% y

alicuotado en crioviales de 1.2 ml y almacenados a -70°C.
5.5.6.2. Proceso de induccion del sistema CRISPRI

Cien pl de cepa bacteriana criopreservada fue sembrada en 5 ml de caldo 7H9-
OADC, 0,2 % de glicerol, 0.05% de Tween 80 y con el antibidtico kanamicina
(25 pg/ul). Cuando el OD fue 0,8 a 1, se transfirid el volumen necesario del cultivo
a un segundo tubo de 9 ml de 7H9- OADC, Tween 80 y kanamicina hasta alcanzar
un OD de 0.05. El cultivo fue incubado 5 dias hasta alcanzar un OD entre 0.8 y
1.0; 4.5 ml fue transferido a un flask con un volumen inicial de 16 ml de medio
7H9-OADC, Tween 80 y kanamicina hasta alcanzar un OD de 0.2. 20 pl de
anhidrotetraciclina (ATc) fue agregado para obtener una concentracion final de
100 pg/ml (ATc+), y como control de cada gen se tuvo otro flask donde no se
adicion6 ATc (ATc-). Los flasks fueron incubados en un shaker a 37°C a 100 rpm
durante 5 dias (OD: 0.8 a 1.3) (8). Al quinto dia se realizo la extraccion de ARN
por kit (Zymo Research) (Figura 4).
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Figura 4: Proceso gréfico de induccion a CRISPRI

5.5.6.3. Extraccion de ARN de M. tuberculosis

Los cultivos de MTB inducidos y no inducidos con un OD 600 entre 0.8 A 1.2
fueron centrifugados a 3000 g por 20 minutos a 4°. El pellet fue resuspendido con
7 ml de buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM pH 8) y centrifugado a 3000 g por
20 minutos a 4°C. Finalmente, el pellet fue resuspendido en 1000 ul de TRI
reagent (Zymo Research) y transferido a un tubo de 1.5 ml con tapa rosca con 0.5
ml de perlas de zirconio (0.1 mm). Las células fueron lisadas usando el equipo
Fast Prep (MP Biomedicals) a 6.5 m/s por 30 segundos, 2 veces con un descanso

de 3 minutos en hielo entre cada lisado.

Las muestras lisadas fueron centrifugados a 1500 g durante 15 minutos a 4°C. El
sobrenadante fue recuperado; 200 pl de cloroformo fue agregado y
homogenizado. La muestra fue incubada por 5 minutos en hielo y centrifugada a
1500 g por 15 minutos a 4°C. EIl sobrenadante fue recuperado; el mismo volumen
de etanol absoluto frio fue agregado y transferido a columna Directzol RNA kit
(Zymo Research). La muestra conteniendo el ARN en la columna fue centrifugada
a 12000 g durante 30 segundos a 4°C. EI ARN fue lavado con 400 y 700 ul de
Directzol RNA pre-wash con centrifugaciones a 1200 g por 30 segundos con los
400 pl y por 2 minutos a 4°C con 1200 g los 700 pl. EI ARN fue suspendido con
37 pl de agua libre de ARNasas y cuantificado usando el equipo Nanodrop. La
integridad del ADN fue evaluada mediante una electroforesis a 90 V con gel de
agarosa con agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) al 1.5%, en la cual se
usé un marcador de 100pb (Thermo Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNA
Ladder, MANO0013010).

5.5.6.4. Purificacion del ARN
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Tres pg de ARN fue tratado con 1 pl de la enzima DNAsal TURBO
(ThermoFisher), 5 pl de Buffer 10 X en un volumen final de 20 pl. EI mix se
incubd a 37°C por 30 minutos. 20 ul de ARN fue purificado con el kit Purificacién
Kit Zymo RNA Clean, y eluido con 17 pl de elution buffer. EI ARN fue
cuantificado usando nanodrop.

5.5.6.5. Retro transcripcion

El ARN con ATc y sin ATc fue usado para generar una hebra de ADN (ADNCc)
con la enzima M-MLV Reverse Transcriptase (200 U/pL) (SuperScript 1V,
Thermo Flsher Scientific). La retrotranscricpcion se realizé con dos condiciones,
un control negativo de retrotranscripcion, sin la enzima retro transcriptasa, y otro
con la enzima retro transcriptasa. Inicialmente, 500 ng de ARN fue mezclado con
1 ul de Hexémeros aleatorios (50 uM), 1 ul de ANTPS 10 mM dNTP Mix
(Invitrogen) y agua PCR para un volumen de 13 pl. La reaccion fue calentada a
65°C por 10 minutos en el termociclador (T100 Biorad) con el fin de generar la
hibridacion del primer hexdmero en la hebra de RNA. Después, 4 pl de buffer 5X
First-Strand Buffer, 2 pl de 100 mM DTT y 1 pl de RNaseOUT Recombinant
Ribonuclease Inhibitor (40 units/uL) fue agregado. La reaccion fue incubada a

37°C por 2 minutos.

Finalmente, 0.5 pl de M-MLV RT fue agregado a los tubos indicados y 0,5 ul de
agua PCR a los tubos control. Los tubos fueron incubados a 25°C por 10 minutos,

37°C por una hora, 72°C por 15 minutos y 4°C de manera infinita.

5.5.7. Evaluacién de silenciamiento individual de bombas de flujo
5.5.7.1. Disefio de primers

Estos primers fueron disefiados usando el software Primer-BLAST de NCBI,
ubicandolos justo después de la region flanqueante en el lado 3’ de las secuencias
complementarias de los ARNm de cada gen. Estudios previos del laboratorio de
Biologia Molecular trabajaron con los genes de sigA, por lo que se siguieron

usando esos primers. (Tabla 2)
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Tabla 2: Primers disefiados para realizar g°PCR en los genes diana

Gen Cadena Sequence (5'->3") Longitud Tm°C | GC%
lider
Rv3756¢ Fw TTGGCGTTGACCCTCGAC | 18 59.97 | 61.11
Rv CTACCGTAGGGCGTGTC | 19 61.05 | 63.16
CA
Rv1667c Fw CACCGAAAAAGAGTTGG | 20 60.04 | 55.00
CCG
Rv GACACGTAGTTGCTGGG | 20 59.97 | 55.00
TCA
Rv3008 Fw TCACCACCGAGCAATCT | 20 60.04 | 55.00
GTC
Rv GTTCATCACCGTCAGGG | 20 60.11 | 60.00
GAG
SigA Fw CCATCCCGAAAAGGAAG | 20 59 55.00
(housekeepi ACC
ng)
Rv TCGAGGTCTGGTTCAGC | 20 61.60 | 60.00
GTC

5.5.7.2. Eficiencia de primers

La eficiencia se determind con las concentraciones finales de 0.5 uM y 0.3 uM
(stock 10 uM) para distintas diluciones de ADNc: Directo (25 ng), 1:10, 1:100 y
1:1000, por duplicado. Finalmente, se calculé el porcentaje de eficiencia usando

la siguiente ecuacion:

-1

E= (10m — 1) x 100
E: Eficiencia de amplificacién
m: pendiente
5.4.7.3. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)

El ADNc fue usado para cuantificar los niveles de ARNm de los genes con
silenciamiento individual y cepas sin silenciamiento mediante una amplificacion
usando SYBR Green. La mezcla maestra se prepar6 con 0.3 uM de cada primer
(forward y reverse), 2.5 ul de SYBR Green, 4.5 ul de agua para PCR y 1 ul de
ADNCc de 25 ng/ pul, en un volumen de 10 pl.
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La reaccion fue realizada en el termociclador QuantStudio 5 (Applied Biosystems)
con el siguiente ciclaje: a 50°C por 2 minutos, luego denaturacion inicial 95°C por
10 minutos; PCR: 40 ciclos de 95°C por 15 segundos y 60°C por 1 minuto; una
curva melting a 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto y 95°C por 1 segundo

y finalmente, 40°C por 10 minutos.

La cantidad relativa de ARNm fue calculada usando el método de Livak 2744¢t
(39). El gen housekeeping SigA fue usado como control de la expresion con ATc
para inducir al silenciamiento y sin Atc para los controles negativos. Ademas, el
namero de veces en que se genera el silenciamiento, el LOG2FC y el porcentaje

de ARNm fueron calculados usando de la siguiente formula:

% de disminucién de ARNm = (1 — 2L062FC) x 100%

Este método fue aplicado tanto a las cepas inducidas al silenciamiento y cepas no
inducidas al silenciamiento. Ademas, se us6 los valores de Ct del gen constitutivo
SigA para normalizar los valores de Ct de los genes diana. El proceso se realizo

para 3 réplicas bioldgicas y 3 ensayos en cada una.

5.5.8. Calculo del silenciamiento de la expresion génica, logaritmo de cambio
de pliegue (LOG2FC) en cepas silenciadas y porcentaje de ARNm

Para calcular el nimero de veces en que se genera el silenciamiento de cada gen,
se dividieron los niveles de expresion de ARNm de los genes sin silenciamiento
(ATc-) entre el los niveles de ARNm de los genes con silenciamiento (ATc+). El
logaritmo de cambio de pliegue (LOG2FC) se calculé sacando el logaritmo en
base 2 al cociente los niveles de ARNm de los cultivos silenciados (ATc+) entre
los cultivos sin silenciar (ATc-). Y el porcentaje de ARNm se calculo haciendo

uso del LOG2FC, como lo indica la formula mencionada en metodologia.

5.5.9. Evaluacion de crecimiento de las cepas transformadas
Durante el proceso de silenciamiento génico, el crecimiento de las cepas

silenciadas y no silenciadas fue evaluado por 6 dias a 37°C. Se llevo el crecimiento
de fase logaritmica (OD: 0.8 - 1) para luego llevarlo a un OD de 0.2 con 7H9-
OADC + tween en otro tubo, el cual fue inducido por ATc (100 pg/ml) (Por
ejemplo: 20 ml de cultivo y 20 ul de ATc). Cada 24 horas se tomaron alicuotas de
1 ml de cultivo y el OD600 fue medido.
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Los datos de OD 600 y el tiempo en horas, fueron ajustados a un modelo de
regresion exponencial, donde se evalud desde el dia 3 (72 horas) hasta el dia 6
(144 horas), porque durante ese tiempo las células se encuentran en crecimiento
exponencial. Tanto en las condiciones silenciadas (ATc+) y sin silenciar (ATc-)

se calcul6 la funcion exponencial y = a.e?*. En el cual los valores fueron:
Y= 0ODG600 obtenido en un determinado tiempo

a= OD600 obtenido en el dia 0 (a las 72 horas o0 3 dias)

e= Constante (2.71)

b = Tasa de crecimiento bacteriano por unidad de tiempo

X= tiempo en horas

Luego las funciones obtenidas se transformaron a regresiones lineales al

multiplicarle el logaritmo neperiano a toda la ecuacion.

Ln(y) = bx + In (a)

Ln (y)=Logaritmo neperiano de OD600 medido en una determinada hora
Ln (a)= Logaritmo neperiano de OD600 a las 72 horas

b= Tasa de crecimiento bacteriano por unidad de tiempo (pendiente)

x = tiempo en horas

Finalmente, se realizé una regresion lineal para cada una de las condiciones y se
compararon las tasas de crecimiento bacteriano por unidad de tiempo (pendiente)

obtenidas para saber si habia diferencia significativa o no entre ellas (p<0.05).

5.5.10. Velocidad de eflujo de POA mediante la técnica de Wayne
5.5.10.1. Curva estandar de acido pirazinoico

Un cultivo de 50 ml MTB H37Rv con OD de 0.8 - 1 fue centrifugado a 5000 xg
por 20 min. El sobrenadante fue esterilizado usando un filtro de 0.22 um y usado
para construir la curva estandar de POA. (0; 0,05; 0,10; 0,50; 1,0; 2; 4; 6; 8y 10
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mM). La curva estandar permitié determinar el coeficiente de correlacion y

obtener la ecuacion de la recta correspondiente.

De manera continua, se realizé el ensayo Wayne a cada una de las muestras
preparadas para conocer los valores OD 450 nm. Se alicuoté 300 ul de cada
muestra estandar en un tubo de 1.5 ml y se le agregd 30 ul de sulfato de amonio
ferroso (SAF) al 10% y se homogenizd por vortex, después se centrifug6 a 18800
g por 5 minutos. Finalmente, se tomd 100 ul del sobrenadante y se agrego6 en una
placa de 96 pocillos de fondo plano (SPL life science) por triplicado y se leyo en

el espectrofotometro (Spectra mMax 190). (Anexo 2)

A partir de la ecuacion obtenida en mi curva estandar, se sustituyeron los valores
de absorbancia en la variable “Y” y, despejando la incognita “X”, se calculd la

concentracion de la muestra expresada en mM.

5.5.10.2. Evaluacion de eflujo de acido pirazinoico en cepas silenciadas y no
silenciadas

Las cepas silenciadas y no silenciadas, con ATc y sin ATc (100 ng/ul), asi como
la cepa control H37Rv/pLJR965, que fueron cultivadas en el medio 7H9
suplementado con OADC, Tween-80 (0.05%) y kanamicina 25 pg/ml hasta la fase
logaritmica, fueron diluidas hasta llegar a un OD600 de 0.5 en caldo 7H9-OADC,
Tween-80 (0.05%) y kanamicina 25 pg/ml. Luego se agreg6 100 pl de PZA (Cf:
800 pg/ml) con 900 ul de cada cepa evaluada e incubados a 37°C. En cada uno de
los siguientes intervalos de tiempos: 0, 24, 48, 72, 96 y 120 horas; 800 pl de
cultivo fue retirado e inactivados por calor (100°C) a MTB y se usaron 100 pul de
cultivo para medir el OD600. Para ello se hizo una dilucion 1:10 con medio 7H9,
es decir 100 pl de cultivo y 900 pl de 7H9. Estas medidas de OD600 sirvieron
para luego normalizar la produccion de POA con la cantidad de bacterias presentes

en el medio.

Para inactivar a MTB, se centrifugaron los 800 pl de cultivo en un tubo de 1.5 ml
a 10000 g por 10 minutos, el sobrenadante fue trasladado a otro tubo de 1.5 ml y
se coloco en el termoblock a 100°C por 30 minutos, con el fin de eliminar a MTB.

Estos procesos se repitieron para cada uno de los intervalos de tiempo (Oh, 24h,
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48h, 72h, 96h y 120h) y cada muestra fue almacenada a -20°C hasta su uso en el
ensayo de Wayne (Figura 5).

Paralelamente, se mantuvieron en las mismas condiciones tubos de 1.5 ml con
medio 7H9-OADC y PZA (Cf: 800 pg/ml) durante los 5 dias del ensayo. Se tomé
una muestra cada 24 horas y, al finalizar, se aplico la técnica de Wayne. Esto se
realizé con el propdsito de generar un control diario y eliminar el ruido causado
por la interaccion entre el reactivo SAF y la PZA presente en el medio.

[ Flask 3: OD600 de 0.2 } INDUCCION 5 dias (ATc + / ATc -)
(OD600: 0.7 a 0.9)
/\ Se lleva a un OD de 0.5

- 900 ul de
cultivo inducido
y no inducido

- 100 ul de PZA
(Cf: 800 ug/ml)

Horas 0 24 48 72 96 120

Figura 5: Proceso de obtencion de sobrenadantes para su posterior aplicacion en
la técnica Wayne

5.5.11. Susceptibilidad a PZA para cepas de M. tuberculosis (TEMA):
Determinacion de la minima concentracion inhibitoria (MIC)

5.5.11.1 Preparacion del in6culo

El ensayo de susceptibilidad en microplacas de tetrazolium (TEMA) con PZA
(1600 pg/ml), POA (1600 pg/ml) e isoniazida (INH) (34 pg/ml) fue realizado con
las cepas silenciadas y cepas control. El silenciamiento individual se realizé con
el mismo procedimiento realizado en el CRISPRI. Los cultivos fueron ajustados a
una turbidez de OD600 de 0.25 con medio 7H9-OADC; luego el cultivo fue
diluido 1/25 con medio 7H9-OADC (7.2 ml medio 7H9-OADC + 0.3ml cultivo).
7.5 ul de ATc fue agregado para mantener el silenciamiento génico, mientras que

a los tubos controles no se le agregd ATc.
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5.5.11.2. Preparacion de la placa con las drogas e inoculacion de la cepa

Para mantener las condiciones de humedad dptimas durante la incubacion, todos
los pozos periféricos de la placa se llenaron con 200 pL de agua destilada esteéril.
Posteriormente, se dispensaron 100 pL del medio de cultivo 7H9 enriquecido con
OADC, Tween y ATc (1:1) en los pozos de las columnas 3 a 11y de las filas B a
D. Se repitié lo mismo para las filas E a G pero esta vez sin ATc. Ademas, se
agregaron 200 pl de las soluciones de drogas a doble concentracién en los pozos
de las columnas 2 (control de drogas); y 200 pl en la columna 3, asignando cada
fila a una droga distinta. Utilizando una multipipeta, se realizaron diluciones
seriadas al 50% desde la columna 3 hasta la columna 10, mezclando el contenido
de cada pozo cinco veces antes de trasladar 100 pL a la siguiente columna. Se
descarto el exceso en la multipipeta para asegurar que cada pozo mantuviera un
volumen uniforme de 100 pL. Se afiadieron 100 pL de la cepa bacteriana diluida
1/25 a todos los pozos desde la columna 2 hasta la 11, siendo la columna 11
designada como el control de crecimiento que solo contenia medio 7H9 y la cepa.
La placa fue colocada en una bolsa zip plot semi-sellada para permitir el ingreso
de oxigeno y se incub6 a 37°C. En el quinto dia de incubacion, se agregaron 50
puL de la mezcla Tetrazolium-Tween al pozo B11 y se incubd por 24 horas
adicionales. Al siguiente dia, dependiendo de la observacion de un cambio de
color de amarillo morado, se procedié a agregar el colorante a todos los pozos e
incubar por otras 24 horas. Si no se observaba cambio de color en el dia 5, el
procedimiento se repetia en el pozo C11 al dia 7. EI MIC de la droga se determino

en el pozo donde no se observaba el viraje de color (Figura 6).

Ensayos parawna| o e R R R Wie [ xm2 [ wee | xizs [ xese <
RB

[Droga] 1 2 3 4 5 B 7 5 B 10 11 12

A

Cultivo sin droga
B INH con 7TH9 {100 ul TH9 200 ul de TH9
suplementado

ATc + Cultivo sin droga
c PZA con TH9 (100 ul 7H9 200 ul de TH9
suplemeniado

Cultivo sin droga
D POA con TH9 {100 ul TH9 200 ul de TH9
suplemeniado

Cultivo sin droga
E INH con THa {100 ul 7H9 200 ul de THS
suplemeniado

Cultivo sin droga
F PZA con TH9 {100 ul 7H9 200 ul de THS

ATe- suplementado

Cultivo sin droga
G POA con 7TH9 {100 ul 7H9 200 ul de THS
suplementado

Figura 6: Esquema de elaboracion de la microplaca para los ensayos de TEMA.
Fuente: elaboracion propia
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5.5.12. Andlisis estadistico
Se realizaron 3 réplicas bioldgicas para la extraccion de ARN, evaluacion de flujo

de POA mediante Wayne y evaluacion de la susceptibilidad a PZA por medio de
TEMA.

La prueba no paramétrica de Kruskal Wallis con el programa GraphPad 9.5.1.733
junto con la correccion de Dunn se realizaron para poder evaluar la significancia
de variacion en el nivel de expresion de las dos condiciones (silenciada y no
silenciada) para cada cepa. Los valores estadisticamente significativos fueron

aquellos que mostraron un valor de p<0.05.

La comparacion del crecimiento bacteriano en la condicion silenciada (ATc+) y
no silenciada (ATc-) de la cepa control H37Rv-pLJR965 vy las cepas Rv3756c,
Rv1667c y Rv3008 fue realizado mediante una regresion lineal simple (p<0.05)
con comparacién de pendientes, con el programa GraphPad 9.5.1.733 y R 4.3. Se

realizaron 3 réplicas bioldgicas.

La curva estandar de POA mM vy la tasa de eflujo de POA, se realiz6 mediante la
técnica Wayne y se analizaron los resultados por un modelo de regresién lineal
simple y luego se realiz6 se aplico una prueba t de Student con el fin de comparar
las pendientes obtenidas entre la condicién de la cepa silenciada con la no
silenciada, determinando si las diferencias observadas eran estadisticamente
significativas. Todas estas pruebas se realizaron con un nivel de significancia de
0.05 con el programa GraphPad 9.5.1.733 y R 4.3. Se realizaron 3 réplicas

bioldgicas con 3 ensayos en cada una.

El MIC en TEMA se determin6 de manera cualitativa (resistencia o
susceptibilidad). EI MIC de resistencia se corrobord con literatura previa. Se

realizaron 3 réplicas bioldgicas con 3 ensayos en cada una.
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VI.

RESULTADOS

6.1. Clonacién de un ARNg en el plasmido pLJR965
Los ARNg seleccionados con valores de Predicted_strength cercanos a 1, los

cebadores y el LOG2FC predicho, calculados por la pagina Pebble, son mostrados
en la Tabla 3.

Tabla 3: Cebadores seleccionados para formar los ARNg del sistema de CRISPRI
que se usara en los genes de interés

Gen

Secuencia del ARNg

PAM

Fuerza de
prediccion

Valor
predictivo de
log2FC

“Top oligo”

“Bottom oligo”

5

Rv3756¢ 5 GTGG 0.97 -1.66 5
ATCATCGCACCGA AAT GGGAATCATCGCACC | AAACATCGCTCTGG
CCAGAGCGAT 3’ GACCAGAGCGAT 3 TCGGTGCGATGAT
30
Rv1667¢c 5 CGAG 0.95 -0.65 5 5
GCAGGTGCCGCAA AAT GGGAGCAGGTGCCGC | AAACATGACCGGTT
CCGGTCAT 3° AACCGGTCAT 3’ GCGGCACCTGC 3’
Rv3008 5 CTGG 0.93 -0.02 5 5
GCGTCGGACCGTT AAT GGGAGCGTCGGACCG AAACGGCCGACGA
TCGTCGGCC 3’ TTTCGTCGGCC 3’ AACGGTCCGACGC
30

El tamafio aproximado de los oligos hibridados de los genes Rv3756¢, Rv1667c y

Rv3008 fue de 27, 25 y 26 pb, respectivamente.

La digestion del plasmido fue exitosa, por la enzima BsmBI y el resultado es

mostrado en la Figura 3. El tamafio del plasmido digerido fue de 8631 pb, y se

corrié junto al plasmido sin linealizar (410 ng/ul) (Figura 7).
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Figura 7: Electroforesis de agarosa al 0.8% con buffer TAE 1X del plasmido
pLJR965 digerido. (1) Marcador 1kb plus DNA ladder, (2) Plasmido pLJR965
digerido con BsmBI (250 ng) y (3) Plasmido pLJR965 no digerido (250 ng).

6.2. Ligacion de ARNg con el plasmido CRISPRi pLJR965
Las colonias que contenian el plasmido pLJR965 ligado con los ARNg de los

genes Rv3756¢, Rv1667c y Rv3008 fueron més de 100; y las colonias con el
plasmido autoligado, control que tenia el plasmido pLJR965 digerido, ligasa, pero

no ARNg, fueron menos del 10% de las colonias transformadas (Figura 8).

Figura 8: Clonacion del sistema CRISPRI en E. coli NovaBlue. A. Control de
auto-ligadura, B-D. Coli NovaBlue pLJR965: Rv3756¢, Rvl667c y Rv3008
respectivamente.

6.3. Verificacion del plasmido pLJR965 con los ARNg por secuenciacion
Los resultados del secuenciamiento fue correcta, se puede observar en la figura 9
que el ARNg esperado coincide en toda su composicion con los plasmidos

pLJR965 clonados.

Rv3756¢

DMA Sequences  Translated Protein Sequences

SDECiES.fﬁth‘.' | k| k| ®| % & | ® (% & @ | ®| &) #|# || #|# | @[ 2| & |# || 2| #|#&| 2| ®

1. ARNg_Rv3756¢C .- cBAFcBclBcc@iEcc c@AT - - - - -
2. Secuenciado_Rv3756clR|C CATCEBcACCBACC c
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Rv1667c

DMA Sequences  Translated Protein Sequences

SD&CIE.‘SJ'ADDI".’ *® & ® & & & &£ & ® ® & * & * ® & & | * * & * & * * &

1. ARNg_Rv1687c - - - - CABGTBLCBCAACCBBTCAT - - - - - -
2. Secuenciadu_ﬂﬂﬁﬁTc.C C

Rv3008

DMA Sequences  Translated Protein Sequences

SDECIES'fAhbW *® % % % % % #® % % % ® & % ® % % ® ® % % % & &% % % %
1. ARNg_Rv3008 S c@tc@@raccErTrc@rc@@cce - - - -
2. Secuenciado_Rv3008 JRIIC cBEC c c-

Figura 9: Secuenciamiento de los plasmidos recombinantes. Comparacion de las
secuencias alineadas por el programa MEGA-X del ARN guia y el plasmido
recombinante.

6.4. Transformacién en M. tuberculosis H37Rv con el plasmido pLJR965
recombinado

Se obtuvieron exitosamente las cepas recombinantes, cuyo crecimiento fue
evidente en los tres niveles de siembra: directo, dilucion 1/10 y 1/100, en placas
de medio 7H10 suplementadas con kanamicina (25 pg/ul). La placa control,
correspondiente a las células electrocompetentes sin plasmido, no presento
crecimiento en presencia de kanamicina, lo que confirma que Unicamente las
bacterias transformadas con el plasmido pLJR965 —portador del gen de

resistencia a kanamicina— lograron crecer en dicho medio (Figura 10).

Placa control
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Rv3756¢

Rv1667c

Rv3008

Figura 10: Crecimiento de las colonias H37Rv transformadas con el plasmido
pLJR965 con los ARNg especificos para cada gen en medio 7H10 con
kanamicina. (1) Siembra en directo, (2) diluciéon 1/10 y (3) dilucién 1/100. Nota:
En el Anexo 3 se observa a mayor detalle las colonias seleccionadas con las cuales
se realizaron los ensayos de CRISPRAI.
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La integracion del plasmido pLJR965 en el genoma de Mycobacterium
tuberculosis fue corroborada por analisis molecular mediante PCR. Como se
muestra en la Figura 11, se obtuvo un amplicon de aproximadamente 330 pares
de bases, correspondiente al tamafio esperado, lo que confirma una integracién

exitosa del plasmido.

Figura 11: Electroforesis en en 2% de agarosa en buffer TAE 1X de los productos
de PCR. (1) Marcador de 100 pb (Invitrogen), (2) Control negativo
(H37Rv/pLJR965), (3) Rv3417 (control positivo de la clonacion), (4) Rv3756c,
(5) Rv1667c y (6) Rv3008.

6.5. Induccion de silenciamiento génico transcripcional (CRISPRI)

6.5.1. Integridad del ARN extraido
Se obtuvo entre 9 y 22 g de ARN total a partir de las cepas (H37Rv/pLJR965,

pLJR965:Rv3756¢, pLIR965:1667c y pLJIR965:Rv3008) con los genes silenciados
y no silenciados. Los ratios de absorbancia 260/280 fue entre 1.9 a 2.01 y 260/230
de 2.16 a 2.22 (Anexo 4).

En la electroforesis del ARN, se observa las estructuras ribosomales: 16S, 23Sy 5S
constando la integridad del ARN (Figura 12).
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Figura 12: Electroforesis en 2% de agarosa en buffer TBE 1X con agua DEPC
de 1 pg de ARN total de las cepas de MTB con el sistema CRISPRI. (1) Marcador
de 100 pb; (1-3-5-7-9) Cepas tratadas con ATc, genes diana silenciados, (2-4-6-
8-10) Cepas sin tratar con ATc, genes diana no silenciados, control. Y, se sefialan
los ARN ribosomales bacterianos 23S, 16S y 5S.

6.5.2. Evaluacion de silenciamiento individual de bombas de flujo
6.5.2.1 Eficiencia de primers de qPCR

En la figura 13 se muestran las lineas de regresion lineal que representan la
eficiencia de la amplificacion de los genes Rv3756¢, Rv1667c y Rv3008. Los
resultados de la regresion lineal para cada primer estan tabulados y demuestran altos
valores de coeficiente de determinacion (R2) para cada gen. Para el gen SigA, se

mantuvo las mismas condiciones de los genes diana (Tabla 4).
Eficiencia de primers 0.3 uM

354

30
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20

Ct (Ciclos de Threshold)

15 T T T 1
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Figura 13: Grafico de dispersion para el calculo de la eficiencia de los primers de
gPCR. Nota: El eje Y del gréfico representa el niamero de ciclos de umbral (Ct)
necesarios para detectar el ADN, mientras que el eje X muestra el logaritmo de la
dilucion de las muestras.

En la tabla 4 se muestra la eficiencia de amplificacion de primers para los genes

Rv3756¢, Rv1667c¢ y Rv3008. Lo cual confirma que el uso de 0.3 uM de primers
para evaluar la expresion relativa de los genes es altamente eficiente. Los valores
de coeficiente de determinacion (R?) de la regresion lineal para cada primer fueron
altos: 0.9976, 0.9983 y 0.9941 para Rv3756¢, Rv1667c y Rv3008, respectivamente

Tabla 4: Porcentaje de eficiencia de los primers evaluados

Gen diana Eficiencia (%) Pendiente RA2
Rv3756¢ 98.98 -3.349 0.9976
Rv1667c 99.59 -3.332 0.9983
Rv3008 102.47 -3.262 0.9941

6.5.2.2. Niveles de expresion de ARNm en cepas silenciadas y no silenciadas

En el control negativo, la mediana de los niveles de expresion de ARNm fue de
1.05 en la condicion sin ATc (ATc-) y de 0.98 en la condicion con ATc (ATc+), lo
cual es adecuado, ya que el plasmido utilizado no contiene ARN guia (Tabla 5).
Esto confirma que en el control negativo no se observa una disminucion en la
expresion de los genes evaluados. En cuanto a los genes blanco inducidos con ATc
(Rv3756¢c, Rv1667c y Rv3008), se observé una disminucién en las medianas de
expresion en comparacion con sus respectivas condiciones sin induccion (ATc-).
No obstante, dicha disminucidn fue estadisticamente significativa Gnicamente para
Rv3756¢ y Rv1667c (Tabla 5 y Figura 14). La expresion relativa del ARNm se

calculd utilizando el método 2"—~AACt (Ver anexo 5).
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Tabla 5: Descripcion estadistica de los niveles de expresion de ARNm (2-AACt)
de M. tuberculosis H37Rv silenciados (ATc+) y sin silenciar (ATc-)

pLJR965 Rv3756c Rv1667c Rv3008
ATc- ATc+ ATc- ATc+ ATc - ATc+ ATc- ATc+
Nimero de réplicas E] E] 9 9 9 5 E] 9
Minimo 0.72 0.80 0.75 0.18 0.68 0.02 0.53 0.28
25% percentll 0.88 0.83 0.83 0.2 0.77 0.04 0.86 0.46
Mediana 105 0.98 100 0.23 1.06 0.04 107 0.62
75% Percentil 127 1.30 118 0.43 129 0.06 L12 0.71
Méximo 1.30 1.33 142 0.59 138 0.07 1.53 1.09
Promedio 105 1.06 1.02 0.32 1.03 0.04 1.03 0.61
Desviacion estandar (DS) 0.21 0.23 0.22 0.14 0.26 0.02 0.27 0.23
Error dela DS 0.07 0.02 0.07 0.05 0.09 0.01 0.09 0.08
IClInferior 95% | 0.89 [ 0.88 [ 0.85 [ 0.21 [ 0.83 [ 0.03 [ 0.82 [ 0.43
ICSuperior 95% | 121 [ L4 | 119 \ 0.43 [ 123 [ 0.05 [ L4 | 0.79
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Figura 14: Niveles de ARNm relativo para cepas silenciadas en comparacion de
la cepa no silenciada

6.5.2.3. Silenciamiento de la expresion génica, logaritmo de cambio de pliegue

(LOG2FC) en cepas silenciadas y porcentaje de ARNm

En la cepa H37Rv:pLJR965 no se observa un cambio en los niveles de expresion
relativos, en base al gen constitutivo SigA, como se puede observa en la figura 15
y la tabla 6. Para el gen Rv1667c se tuvo un mayor silenciamiento, es decir, el gen
Rv1667 ha disminuido 26.11 veces su expresion en comparacion del gen SigA, para
el gen Rv3756¢ el resultado fue de 3.5, y Rv3008 fue de 1.8.
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Tabla 6: Silenciamiento de la expresion génicay LOG2FC de cada gen estudiado
con las dos condiciones (ATc- y ATc +) de las cepas recombinantes:
H37Rv/pLJRI65 (control negativo), Rv3756¢, Rv1667¢ y Rv3008.

pLJR9E5
BRBF’"‘?E Gen ARNm ATc- | ARNm AT+ | Represion (R) | °M°%° | aTc4/ATe- | LOG2FC | Promedio
iologica (R}
1 1.000 1.050 0.95 1.050 0.07
2 Contral 1.000 0.940 1.06 1.01 0.940 -0.09 0.01
3 1.000 0.990 1.01 0.990 0.01
Rv3756c
Replica Gen | ARNmATc- | ARNm AT+ | Represion ®) | ~°me®® | ATce/aTe- | LOG2FC | Promedio
Biologica (R)
1 1.000 0.202 195 0.202 231
2 RV3756¢ 1.000 0.410 244 3.50 0.410 .29 A.75
3 1.000 0.320 3.13 0.320 1.64
Rv1667c
BREF’"‘?E Gen ARNm ATc- | ARNm AT+ | Represion (R) | ~°T°%° | ATcs/ATe- | LOGZFC | Promedio
iologica R)
1 1.000 0.03 33.33 0.030 5.06
2 R1667c 1.000 0.040 25.00 26.11 0.040 4.64 4.67
3 1.000 0.050 20.00 0.050 4.32
Rv3008
Sl E Gen ARNm ATc- | ARNm AT+ | Represion (R) | °7°9° | aTcs/aTe- | LOGZFC | Promedio
Biologica R)
1 1.000 0.42 2.38 0.420 125
2 RV3008 1.000 0.560 179 1.80 0,560 0.84 -0.80
3 1.000 0.810 123 0.810 030

En la tabla 6 se muestran el nimero de veces en que se genera el silenciamiento y

LOG2FC para cada gen en las 3 réplicas bioldgicas con sus 3 ensayos en cada una.
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30— Bl Rv3756¢C
Rvl166/c
Rv3008
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e

.—l
o
|

Cepas recombinantes

Figura 15. Silenciamiento de la expresion transcripcional individual de los genes
silenciados en comparacién de la cepa H37Rv/pLJR965

Los valores experimentales del logaritmo del cambio de pliegue (log. del fold

change, LOG2FC) fueron de —1.75 para Rv3756c¢, —4.67 para Rv1667c, y —0.8 para
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Rv3008. En contraste, la cepa control H37Rv/pLJR965 presentd un valor cercano

a cero (-0.01), lo que indica ausencia de represion génica en dicha condicién

(Figura 16).

A partir de estos valores, se calculo el porcentaje de disminucion del ARNm en

cada cepa (Tabla 7). La cepa control H37Rv/pLJR965 inducida con ATc mostro

una reducciéon minima del 0.69 % en los niveles de ARNm con respecto a su

condicion no inducida. En cambio, las cepas con silenciamiento dirigido

presentaron una reduccién considerable: Rv3756¢ mostrd una disminucion del
70.27 %, Rv1667c del 99.72 %, y Rv3008 del 42.57 %. Estos resultados confirman

una represion efectiva en los genes Rv3756¢ y Rv1667c¢, mientras que en Rv3008 la

represion fue minima.

Figura 16. LOG2FC para

Il plJR96S

g

Rv3756¢
B Rvie6/c

Rv3008

LOG2FC (ATc-/ATc+)
)
]

-6 1 1 1 1

Cepas recombinantes

H37RV/pLJR9I65

Tabla 7: Porcentaje de ARNm disminuido en las cepas silenciadas

las cepas silenciadas en comparacion de

Gen % de disminucion de ARNm = (1 — 2L962FC) x 100% Porcentaje
pLJR965 (1 —27001) X 100% 0.69%
Rv3756¢ (1 —-27175) x 100% 70.27%
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Rv1667¢c

(1—27%67) x 100%

96.07%

Rv3008

(1 —2798%) % 100%

42.57%

6.6. Evaluacion de crecimiento de las cepas transformadas

El crecimiento bacteriano fue similar en los cultivos silenciados y los no silenciados

(Figura 17). El inductor ATc no tuvo una influencia negativa en el crecimiento de

la cepa durante ese intervalo de tiempo, debido a que no existe diferencia

significativa entre las tasas de crecimiento (pendientes). Los valores del valor de p

fueron H37Rv-pLJR965= 0.746, Rv3756c= 0.778, Rv1667c=
0.682 (Anexo 6).

H37Rv:pLJR965

e
o
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70 90
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Figura 17: Crecimiento de las cepas silenciadas (ATc+) y no silenciadas (ATc-)
durante desde las 72 h — 144 h. Nota: En ambos casos, se realizaron 3 réplicas
bioldgicas (RB) y se calculé el promedio por cada hora.

6.7. Evaluacion de la concentracion extracelular y velocidad de eflujo inicial
de &cido pirazinoico en las cepas silenciadas y no silenciadas

6.7.1. Concentracion extracelular de acido pirazinoico mM en cepas
silenciadas y no silenciadas

En base a la curva de POA realizada (Anexo 2: Curva estandar de POAmMM), en la
cepa H37Rv/pLJR965, en la condicion no silenciada (ATc -), la acumulacién de
POA a las 120 horas fue de 1.6837 mM y en la condicion silenciada (ATc +), la
acumulacion de POA fue de 1.5247 mM a las 120 horas, demostrando que no hay
diferencia significativa entre las pendientes de las condiciones ATc +y ATc - (p =
0.8794), por lo tanto, el ATc no tuvo ningun efecto en la expulsion de POA y era

lo que se esperaba ya que el plasmido no tiene ARNg que flanqueen algln gen.

Para el gen Rv3756¢, en la condicion no silenciada, se registré una concentracion
de POA 2.4003 mM a las 120 horas mientras que, en la condicion silenciada, la
acumulacion de POA fue inferior, alcanzando 2.174 mM, pero ello es no
significativo al comparar las pendientes de ambas condiciones (Figura 18 y Anexo
7)

Para los genes Rv1667c y Rv3008, las pendientes fueron de 0.01665 y 0.01442,
respectivamente, con buenos ajustes de R?(0.8628 y 0.9719), pero sin diferencias

significativas en ninguna de las comparaciones realizadas (p > 0.1) (Tabla 8).

A ¢ 16n de POAmN (H3TRV-pLIRSES) B Concentracién de POAmMM extracelular (Rv3756¢)
2.5 2o
g 2.0
a g o
O 1.59 8
= 0
E 1.0+ = 14
3 E
=0.8291
o 0.5+ g ?
p=0.6794 5 0 T T T T T ]
0.0 T T T T T 1 24 48 72 96 120 144
0 24 48 72 96 120 144 .
) 14 Tiempo (Horas)
Tiempo (Horas)
ATc+ ATe- ATc+ ATc-
O Y0017 01405 Y = 0.01142°K + 01674 Y= 0.01665'X-0.02494 T Y =0.01755°% - 0.001937
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Concentracion de POAmM extracelular (Rv1667c) Concentracion de POAMM extracelular (Rv3008)

25 3
2.0 T
8 i S 24 &
8 15 1 ]
5 — g .
= 10 - ;/T g . @
£ "/!7 £ - . 4
0.0 T T T . T . g 0 T T T T T 1
0 5:[ 24 48 72 96 120 144 24 438 72 96 120 144
: Tiempo (Horas) - Tiempo (Horas)
ATc+ - ATc-
¥ = 0.01462°X - 0.02189 Y = 0.01320"X - 0.006079 ATc+ a ATc
Y =0.01442*X - 0.03317 Y =0.01434*X + 0.07171

Figura 18: Concentracion extracelular de POA en cepas con silenciamiento y sin
silenciamiento. A-D. Regresion lineal simple de la acumulacién de POA en la
cepa H37Rv/pLJR965, Rv3756¢, Rv1667¢c y Rv3008 en condiciones ATc+y ATc.
Nota: los valores de R"2, p<0.05 entre ATc+y ATc- estan en la Tabla 9.

Tabla 8: Comparacion de pendientes a partir de los valores de concentracion
acumulada de POA

Condicién Gen Ecuacién de la recta Pendiente (m) (1C 95%) RA2 Valor de p (ATc + vs ATc-)
:j;;;s Y =0.01177*X + 0.1495 | 0.01177 | 0.008713 - 0.01483 | 0.8064 0.8794
Cepas | Rv3756c | Y =0.02090*X - 0.2332 0.0209 0.01667 - 0.02512 | 0.873 0.8291
silenciadas | o 1667¢ | Y = 0.01665%X - 0.02494 |  0.01665 0.01313 - 0.02017 | 0.8628 0.3673
RV3008 | Y =0.01442*X - 0.03317 |  0.01442 0.01132 - 0.01752 | 0.8585 0.9719

Nota: IC (Intervalos de confianza 95%)

6.7.2. Velocidad inicial del eflujo de POA mM en cepas silenciadas y no
silenciadas

En general, todas las cepas muestran un comportamiento usual de la cepa H37Rv,
donde hay incremento en la velocidad de eflujo de POA a lo largo del tiempo. En la
cepa H37Rv/pLJR965, la velocidad de eflujo a las 120 horas fue comparable entre la
condicion no silenciada (ATc -) y la condicion silenciada (ATc +), con 1.7817 mM/h
y 1.784 mM/h, respectivamente, donde no se observa diferencia significativa (Anexo
8). Cuando el gen Rv3756¢ no fue silenciado alcanzé la velocidad de 2.744 mM/h y
para la condicion silenciada fue de 2.61 mM/h a las 120 horas. Los genes Rv1667cy
Rv3008 también mostraron un incremento en la velocidad de eflujo de POA sin
silenciamiento (ATc -) con valores de 2.093 mM/h y 2.2433 mM/hy 2.1357 mM/h y
2.234 mM/h en la condicidn silenciada (ATc+) (Figura 19).

Ademas, no se encontraron diferencias significativas en las pendientes entre las
condiciones ATc + y ATc - dentro de cada cepa (p > 0.05), lo que sugiere que el
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silenciamiento no afecta significativamente las velocidades de eflujo de POA en las
cepas evaluadas (Ver tabla 9).

A
Velocidad del eflujo de POA (H37Rv-pLJR965) B
Velocidad del eflujo de POA (Rv3756¢c)
2.5+
4
2.0
3
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1S =
< 1.0 E 2 =
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a .54 8 1 p=0.8291
p=0.7636
0.0 T T T T T 1 0 T T T T 1
24 48 72 96 120 144 24 48 72 96 120 144
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ATc+ ATc-
AT AT
Y =001408*X-007111 ™ Y =001339°X-0.03184 * Vo002000° - 02332 T v 0.02160°K - 0.2072
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Y =0.01746*X -0.1799 Y =0.01711*X - 0.1817 Y =0.01773*X - 0.1803 - Y =0.01861*X - 0.1518

Figura 19: Dindmica de la velocidad inicial de eflujo de POA en cepas con
silenciamiento y sin silenciamiento. A-D. Regresion lineal simple de velocidad
inicial de eflujo de POA en la cepa H37Rv/pLJR965, Rv3756¢, Rv1667cy Rv3008
en condiciones ATc+ y ATc-. Nota: los valores de R"2, p<0.05 entre ATc+ y
ATc-, pendiente y la ecuacion de la recta se encuentran en la Tabla 10.

Tabla 9: Comparacion de pendientes a partir de los valores de la velocidad inicial
del eflujo de POA

Condicién Gen Ecuacion de la recta Pendiente (m) (IC 95%) RA2 p value (ATc + vs ATc-)
H37Rv-pLJR965 Y = 0.01406*X - 0.07111 0.01406 0.01092 - 0.01720 0.849 0.7636
Cepas Rv3756¢ Y =0.02090*X - 0.2332 0.0209 0.01667 - 0.02512 0.9262 0.8291
LI Rv1667c Y = 0.01746*X - 0.1799 0.01746 0.01460 - 0.02033 | 0.9124 0.8676
Rv3008 Y =0.01773*X - 0.1803 0.01773 0.01372 - 0.02174 0.8458 0.7485

Nota: IC (Intervalos de confianza 95%)

46



6.8. Evaluacidn a la susceptibilidad a pirazinamida en cepas silenciadas y no
silenciadas (TEMA)

El MIC de isoniacida fue de 0.13 pg/ml, droga control, para todas las cepas y los pHs
fueron de 6.22 y 6.8. Para H37Rv (pH de 6.8) a los 5 dias la concentracion minima
inhibitoria (MIC) para PZA fue de 400 pg/ml y para POA fue 200 pg/ml en ambas
condiciones ATc+y ATc-. En cambio, cuando se disminuye el pH a 6.2, el MIC para
PZA y POA disminuye a 100 pg/ml (medido a los 7 dias). En el caso de la cepa
H37Rv/pLJR965 a un pH de 6.2, en PZA muestra un MIC de 200 pug/ml y para POA
un MIC de 100 pg/ml, manteniéndose el mismo patron en las dos condiciones. Un
comportamiento similar a un pH de 6.2 lo mantienen las cepas Rv3756¢ y Rv1667c
con un MIC en PZA de 100 pg/ml y para POA de 50 pg/ml y para Rv3008 el MIC de
PZA'y POA fue de 100 pg/ml, demostrando que no existe resistencia a estos farmacos,
estando bajo el efecto de silenciamiento y no silenciamiento. (Tabla 10) Ademas, no

se registrd crecimiento en INH para ninguna cepa.

Tabla 10: Actividad de PZA y POA en MTB H37Rv bajo las condiciones de
ATc+y ATe- (A,B,C,D,E,F)

A

Condicis H37Rv Visibilidad de crecimiento bacteriano con PZA y POA({ug/ml) MIC ATc+
ondicidn
pH=6.8 PZA: 400 pg /ml
+ + + + + - - - :
ATcr PZA POA: 200 pg/ml
POA + + + + + + MIC ATc-
ATe PZA + + + + + + + PZA: 400 pg /mil
POA + + + + + + POA: 200 pg/mil
B
condicién H37Rv Visibilidad de crecimiento bacteriano con PZA y POA[{ug/ml) MIC ATc+
pH=6.2 0 6.25 12.5 PZA: 100 pg /ml
ATcs PZA + + + + + - - POA: 100 pg/ml
POA + + + + + MIC ATc-
ATe PZA + + + + + PZA: 100 pg /ml
POA + + + + + POA: 100 pg/ml
C
e H37Rv-pLIRS6S Visibilidad de crecimiento bacteriano con PZA y POA({ug/ml) MIC ATc+
pH=6.2 0 6.25 125 PZA: 200 pg /ml
PZA + + + + + + - - - - |POA: 100 pg/ml
ATc+ kg/
POA + + + + + MIC ATc-
AT PZA + + + + + + - - - - | PZA:200 pg /ml
o
POA + + + + + POA: 100 pg/ml
D
e Rv3756C Visibilidad de crecimiento bacteriano con PZA y POA{ug/ml) MIC ATc+
pH=6.2 PZA: 100 pg /ml
P7A + + + + + - - - - - POA: 50 |
ATc+ ug/m
POA + + + + - - MIC ATc-
AT PZA + + + + + - - - - - | PZA: 100 pg /ml
& POA N N N ; POA: 50 pg/ml
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VII.

E

e Rv1667c Visibilidad de crecimiento bacteriano con PZA y POA{ug/ml) MIC ATc+
ondicidn
pH=6.2 0 6.25 12.5 PZA: 100 pg /ml
P7A + + + + + - - - - - POA: 50
ATc+ ne/mi
POA + + + + - - - - - - | MmIC ATe-
PZA + + + + + - - - - - PZA: 100 pg /ml
ATc-
POA + + + + POA: 50 pg/ml
F
s Rv3008 Visibilidad de crecimiento bacteriano con PZA y POA(ug/ml) MIC ATc+
ondicion
pH=6.2 0 PZA: 100 pg /ml
PZA + + + + + POA: 100 ml
ATc+ he/
POA + + + + + MIC ATe-
AT PZA + + + + + PZA: 100 pg /ml
c-
POA + + + + + POA: 100 pg/ml

Nota: A. H37Rv (pH=6.8) B. H37Rv (pH=6.2). C. H37RV/pLJR965 (pH= 6.2). D.
H37Rv/Rv3756¢ (pH=6.2) E. H37RV/Rv1667c (pH=6.2), F. H37RVv/Rv3008 (pH=
6.2). Crecimiento bacteriano esta representado con un (+) y donde no hubo
crecimiento con un (-).

DISCUSION

En este estudio se evalud el efecto del silenciamiento transcripcional individual
mediante CRISPRI de los genes Rv3756¢, Rv1667c y Rv3008, relacionados con
bombas de eflujo, sobre la concentracion y velocidad de expulsién de acido
pirazinoico (POA) y la susceptibilidad a pirazinamida (PZA) en Mycobacterium
tuberculosis. A pesar de que se obtuvo una represion significativa de ARNm para
Rv3756¢ (nivel de represion: 3.5; reduccion del 70.27 %) y Rv1667c (nivel de
represion: 26.11; reduccion del 96.07 %), y una represion baja en Rv3008 (1.8;
42.57 %), no se observaron diferencias significativas en el eflujo de POA nien la
susceptibilidad a PZA o POA al comparar condiciones con y sin induccion por
ATc (Figura 13y Tabla 7).

En los ensayos de eflujo, la cepa control H37Rv:pLJR965 mostr6 valores
similares entre condiciones (1.68 mM sin ATc vs. 1.52 mM con ATc; velocidad
inicial: 1.78 vs. 1.784 POA mM/h), lo que confirma que el ATc no afecta el
sistema por si solo. Para Rv1667c, a pesar del silenciamiento méas marcado, no se
evidencié una diferencia significativa en la concentracion extracelular de POA
(ATc- =1.69 vs. ATc+ = 1.83 mM) ni en la velocidad de eflujo (ATc- =2.093 vs.
ATc + =2.13 POA mM/h). Resultados similares se obtuvieron para Rv3756c y

Rv3008, donde tampoco se observaron diferencias significativas en los parametros

48



evaluados, a pesar de las magnitudes de silenciamiento alcanzadas (Tabla 8 y
Anexo 7).

Estos hallazgos contrastan con estudios previos donde silenciamientos
equivalentes o incluso menores, como en el caso de Rv1258c (represion: 5.94),
generaron una disminucion significativa del 39.94% en la concentracion
extracelular de POA y del 65.4 % en la velocidad de eflujo, junto con un aumento
en la susceptibilidad a PZA (25). Esta diferencia podria explicarse por una
compensacion funcional entre multiples bombas de eflujo, un fendbmeno ya
descrito en M. tuberculosis, donde la eliminacion o silenciamiento de un solo gen
puede ser insuficiente para modificar el fenotipo debido a la accion redundante de
otras bombas (40).

Asimismo, en el caso de Rv0191, se reportd que un silenciamiento de 13.33
mediante CRISPRi tampoco provocé cambios observables, pero su delecion
completa por ORBIT si redujo el eflujo de POA, aunque en menor medida que
Rv1258c. Esto refuerza la hipotesis de que la represion parcial mediante CRISPRI
puede no ser suficiente en algunos genes, especialmente cuando su funcion es
compartida con otros transportadores.

Otro aspecto a considerar es la posible influencia de factores técnicos, como el
disefio de los ARN guias. Para Rv3008, se utiliz6 el segundo mejor ARNg

sugerido por el software Pebble (https://pebble.rockefeller.edu/tools/sgrna-

design/), debido a la proximidad del primero con el gen esencial gatB, lo cual
podria haber limitado el efecto del silenciamiento y generado un valor de
represion insuficiente (1.5), con riesgo de efecto polar (41).

Otra hipdtesis plausible es que el silenciamiento logrado, aunque significativo en
algunos genes, no alcanzo el umbral funcional necesario para generar un cambio
fenotipico. Rock et al. (42) sugieren que se requiere una represion de al menos
cuatro veces para detectar efectos observables en M. tuberculosis. En el presente
estudio, solo Rv1667c superd este umbral. Sin embargo, incluso en este caso no
se evidenci6 una alteracion en el eflujo, lo cual refuerza la idea de mecanismos
compensatorios (40) o, alternativamente, que este gen no cumple un rol principal
en la expulsion de POA.

También debe considerarse que el disefio de los ARN guias puede haber limitado
la eficiencia del silenciamiento, especialmente en Rv3008, cuyo segundo ARN
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guia se eligio para evitar un efecto polar sobre el gen esencial gatB (Anexo 9y
10). En ese sentido, se necesitaria usar otros ARN guias o generar una delecion
génica para poder observar su comportamiento y llegar a una conclusion sobre su
rol en la expulsion de POA.

Desde el punto de vista metodoldgico, las condiciones experimentales fueron
cuidadosamente controladas: se descartdé que el inductor ATc afecte el
crecimiento de la bacteria, como se muestra en los ensayos de viabilidad (Figura
15). Esta precaucién es clave, ya que cambios en el crecimiento podrian interferir
con la interpretacion del efecto del silenciamiento. Sin embargo, se reconoce
como limitacién experimental la falta de deleciones completas de los genes
mediante otras estrategias, como ORBIT o recombinacion homdloga, que podrian
confirmar el rol funcional de estos genes sin el sesgo de represion parcial que
puede generar CRISPRi. Ademés, no se evaluaron posibles mutaciones
espontaneas podrian haber modulado la respuesta a PZA o POA.

Finalmente, los resultados del ensayo TEMA confirman que las cepas silenciadas
no mostraron cambios en la susceptibilidad a PZA o POA, reforzando los
resultados del ensayo de eflujo. Estas observaciones, aunque negativas, son
relevantes para descartar el papel central de los genes estudiados en el transporte
de POA, y sugieren que la resistencia a PZA es un fenédmeno multifactorial,
posiblemente dependiente de interacciones entre varias bombas de eflujo y otras
rutas metabolicas aun no caracterizadas.

A través del ensayo cualitativo y cuantitativo TEMA, se evalu0 la susceptibilidad
de las cepas de M. tuberculosis inducidas y no inducidas al silenciamiento génico
frente a pirazinamida (PZA), acido pirazinoico (POA) e isoniacida (INH) como
control. La cepa silvestre mostré crecimiento hasta 400 ug/ml en PZA y
200 pg/ml en POA a pH 6.8, mientras que a pH 6.2 —condicion que favorece la
actividad bactericida de la PZA (34)— el crecimiento fue limitado a 100 pg/ml
para ambas drogas (Tabla 10). En todas las condiciones evaluadas, las cepas
silenciadas no mostraron diferencias en la susceptibilidad respecto a sus controles
sin induccion, manteniéndose dentro del rango del MIC reportado en estudios
previos.

Estos resultados confirman que el silenciamiento transcripcional de Rv3756c,
Rv1667c y Rv3008 no afecta la susceptibilidad a PZA ni a POA, y son consistentes
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VIII.

con los datos obtenidos en los ensayos de eflujo, donde tampoco se observaron
cambios significativos en la concentracion extracelular ni en la velocidad de
expulsion de POA. Aunque se trata de resultados negativos, estos hallazgos son
relevantes, ya que permiten descartar el papel central de estos genes como bombas
de eflujo implicadas directamente en el transporte de POA. Ademas, refuerzan la
hipGtesis de que la resistencia a PZA es un fendmeno multifactorial,
probablemente mediado por interacciones complejas entre diversas bombas de

eflujo y otras rutas metabdlicas ain no caracterizadas.

CONCLUSIONES

El nivel de represion individual de los genes silenciados Rv3756¢, Rv1667c y
Rv3008 fue de 3.5, 26.11 y 1.80, respetivamente, en comparacion con las cepas
no inducidas al silenciamiento. Pero el silenciamiento individual fue significativo
para los genes Rv3756¢ y Rv1667c.

El silenciamiento individual en los genes con los que se trabajaron no afect6 en el
crecimiento de la cepa.

No se vio una disminucién de POA mM extracelular acumulada y en la velocidad
inicial de eflujo de POA para las cepas silenciadas Rv3756¢, Rv1667c y Rv3008.
No se observé resistencia a PZA y POA cuando se silenciaron los genes Rv3756¢,
Rv1667c y Rv3008.

Los resultados obtenidos sugieren que las bombas de eflujo evaluadas no
participarian directamente en la expulsién de POA. Por lo tanto, se sugiere
considerar otros posibles blancos terapéuticos para el desarrollo de tratamientos
clinicos frente a Mycobacterium tuberculosis.

Se recomienda evaluar estas bombas de eflujo mediante la delecién completa de
sus genes, a fin de determinar con mayor precision su relevancia en la expulsion
de POA.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de bioseguridad P3

Ambiente aislado 0 ambiente de bioseguridad P3

Lugar de acceso restringido, sefializado ade cuadamente al ingresar y que cuenta
con las especificaciones referentes a la bioseguridad para el trabajo con
micobacterias. Este lugar, cuenta a su vez con 2 ambientes: pre-cdmara y camara
(P3). Ambos cuentan con un sistema de presion negativa cuyo mantenimiento se
realiza cada 4 meses e involucra especialmente el comprobar el normal
funcionamiento de las presiones y cambios de filtros.

La zona denominada pre-cAmara: Cuenta con presion negativa respecto al
ambiente exterior. EI ambiente cuenta con un indicador de presion diferencial
Dwyer® Magnehelic® para el monitoreo visual de la presion (.20-.30 Pulgadas
de agua). En esta zona se recepciona el material bioldgico contenido en coolers.
Es el ambiente donde el personal de laboratorio se coloca la primera parte de la
indumentaria de proteccion personal para el ingreso a la P3: respiradores N95,
mandil azul, amarillo y/o descartable (adicional al mandil blanco utilizado en
todas las areas comunes del laboratorio), gorro y/o protector de calzado
descartable. Cuenta con una mesa para la lectura de las baciloscopias, un tacho
rojo con bolsa de autoclave roja para el descarte de mandiles, guantes, protector
de calzado, etc. Adicionalmente tiene un mural en una de sus paredes donde se

registra:

- Relacion de personal, coordinadores y estudiantes autorizados para su ingreso.
- Cuadro de control de temperatura de equipos semestral con sus responsables.
- Lista de equipos de proteccion personal y lugar de uso.

- Distribucion de toma corriente.
- Medidas cuando presidn negativa deja de funcionar.

La zona denominada camara o P3: Cuenta con presion negativa respecto a la
precamara y respecto al ambiente exterior. Cuenta igualmente al ingresar con un
medidor de presion diferencial para el monitoreo visual de la presion. Con
respecto al exterior, la presion negativa es de .30-.40 Pulgadas de agua. En la P3
se realiza el trabajo con el material biologico: descontaminaciones, cultivos,

pruebas de susceptibilidad, crioconservaciones etc. Al entrar a esta zona se coloca
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el personal la segunda parte de la indumentaria de proteccién personal: mandil de

tela reutilizable, gorras y guantes.

El ambiente cuenta con:

3 Cabinas de Seguridad Biolégica (CSB)

Centrifuga refrigerada para uso en los procesos de concentracion.

Estufas (10) para incubar muestras y/o cepas procesadas.

Refrigeradoras (2): Una para conservar el material biologico y la otra (friobar)
para el stock de reactivos de uso diario.

Equipos como: vortex (2), pipetas automaticas, hot-plate, centrifuga para
microtubos, secador de ld&minas etc.

Reloj de pared para evitar el uso del reloj pulsera.

Desinfectante, lejia y bolsas de autoclave para la esterilizacion del material
infeccioso.

Microscopios invertidos (3) para lectura de los cultivos.

Mesas para colocar los materiales de uso diario y anotaciones.

Mueble de madera blanco para la conservacion por corto tiempo de tubos y
placas

Petri con cultivos positivos antes de su esterilizacidn y descarte respectivo.
Ropa o Kit de emergencia en caso de accidentes (vestimenta constituida por
un pantaldn, chaqueta y mandil).

Lampara germicida UV portatil a ser usada en caso de accidentes o derrames.
Autoclave para esterilizar el material producido en los procesos sean
infecciosos o no.

Lavadero utilizado para el lavado y procesos de coloracion.

Envase rojo para colocar material punzo cortante de descarte (mayormente
laminas).

Tachos con bolsas de autoclave roja con tapa para el descarte de guantes y

para el resto de materiales a esterilizar producido en los procesos.

Aspectos de bioseguridad y bioproteccion

Todas las medidas de control de riesgo se encuentran detallados en el Manual de

Normas de Bioseguridad de Mycobacterium. Las normas siguen los procesos

descritos en el Tuberculosis Biosafety Manual de la Organizacion Mundial de la
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Salud en su altima edicion publicado en el 2012. Los detalles de los procesos se

encuentran en el archivo Trabajo Lab Mycobacterium: Descripcion detallada de

los procesos en el Laboratorio de Mycobacterium LID 118, el cual se actualiza

cada afo.

Para el descarte de desechos en el laboratorio P3 y mantenimiento de limpieza en

el laboratorio, se realizaran los siguientes pasos:

b. Descarte de material contaminado

e Porregla general del laboratorio, todo material bioldgico, material descartable

y no descartable utilizado en los procesos serd previamente esterilizado por

autoclave en la P3 antes de salir al exterior.

e Los materiales mas comunes usados en el laboratorio para su esterilizacion

son los siguientes y tendran la siguiente disposicion:

Material descartable y no descartable para manipular las muestras
como pipetas de transferencia, tips o puntas, combitips, loops, etc. son
sumergidos en un volumen aprox. de 1 litro de lejia al 10% en envases
plasticos tipo jarra y permaneceran minimo 1 hora dentro de la CSB
con exposicion a la luz UV en bolsas de autoclave para luego ser
esterilizados (No se colocard material adicional en estas bolsas). Los
envases deben llenarse como méximo hasta % partes de su volumen'y
no sobresaturarlo.

Material bioldgico contenido en tubos plastico de cultivo, placas Petri
etc. serén colocados convenientemente en bolsas de autoclave dentro
de la CSB y permaneceran con exposicion a la luz UV por lo menos 1
hora antes de ser retirados para su autoclavado.

Material usado con suspensiones bacterianas como matraces y tubos
de vidrio deben igualmente colocarse en jarras de plastico (para evitar
rupturas) y en bolsas de autoclave. Tendran el mismo trato que los
materiales sefialados lineas arriba.

Material usado en cabina como guantes, papel toalla, viales, tubos
plastico de 15 y 50 ml., seran colocados en bolsas con cierre tipo
ziploc. Luego seran expuestos a la luz UV por 1 hora dentro de la CSB

y finalmente se colocaran en bolsas de autoclave en el tacho de uso
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comun destinado para este tipo de material antes de su autoclavado.
Todas las bolsas de autoclave con material a esterilizar seran identificadas con
el nombre de la persona y grupo al que pertenece.
Luego de su exposicion a la luz UV seran retiradas y dispuestas
adecuadamente en los recipientes de plastico lavables con tapa rotulados
claramente como: “MATERIAL PARA AUTOCLAVAR?”. Estas bolsas luego
se retiran para su autoclavado a 121°C por 60 minutos. Evitar sobrellenar la
autoclave.
La disposicion final de las bolsas de autoclave con el material ya autoclavado
son efectuadas por el personal del area asignado por cada grupo.
No se debe agregar en las bolsas de autoclave directamente elementos
cortantes 0 punzantes como tips, pipetas pasteur, laminas portaobjetos,
combitips, etc.; éstos se colocan primero en descartadores herméticos
apropiados de paredes rigidas y luego seran introducidos en bolsas de
autoclave para su autoclavado.
El material que no va a ser autoclavado y que tienen que ser retirados luego
de la CSB son desinfectados con papel toalla embebido con TEGO al 5 % y
expuesto a la luz UV por lo menos 15 minutos. Por ejemplo: tubos de plastico
sin usar, cajas de tips u otros materiales (todo este material especialmente las
cajas con tips deben estar identificados con el nombre y grupo al que
pertenecen).
Los cultivos en placa Petri deben de ser adecuadamente sellados con cintas de
polietileno —Parafilm para su incubacion al igual que para su descarte.
Opcionalmente para el descarte se puede colocar en bolsas con cierre.
En el caso de placas con cultivo liquido colocarlas en tachos con tapa en bolsas

de autoclave para evitar derrames hasta su posterior esterilizacion.

Finalmente, todo el material autoclavado se coloca en un tacho grande con tapa
identificado como “MATERIAL AUTOCLAVADO” el cual es finalmente

transportado por el personal de cada grupo designado para su descarte final.

Proteccién dentro del area de bioseguridad

o Enlapre cdmara, colocarse el respirador de proteccion N95, el mandil
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adicional al blanco (azul, amarillo o descartable) y cubre calzados.
Dentro del ambiente de seguridad P3 colocarse el mandil verde,
guantes y gorra.

Usar permanentemente guantes para manipular material sea infeccioso
0 no en el area de bioseguridad (P3) y un par de guantes adicionales
para manipular material infeccioso dentro de la CSB los cuales deben

ser desechados dentro de la misma.

Colocarse lentes de proteccion para los ojos al manipular material de
descarte que contenga lejia o manipular viales de criopreservacion en
el equipo de la -70, asi también como guantes criogénicos para su

manipulacion.

Los mandiles y/o gorras de tela deben ser usados por 1-2 meses
dependiendo de su uso y antes de su lavado, son esterilizados dentro

de bolsas de autoclave.

Se hara uso de dos descontaminantes:

Lejia comercial al 5% : Preparar una dilucion 1:10 para cada proceso. En 1 litro

de 0.5% lejia en una jarra que equivale a aprox.a media jarra de la siguiente

manera:

o

Medir 100 ml de lejia comercial en un beaker de plastico (cafio de la P3) y
agregar a una jarra.

Medir 900 ml de agua de cafio con una probeta de plastico y agregar a la
misma jarra.

En las jarras de descarte no puede haber menos de 1 litro de 0.5% de lejia.

TEGO al 5%: es preparado en una probeta de plastico de 500 ml, se agrega 25ml

de TEGO y se completa con agua destilada. EI TEGO diluido es transferido a las

botellas con spray o envase propio que se usa en cabina.

Indicaciones para algunos equipos:

o Densitometro.

Incubadora.
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o Vortex

o Cabina de bioseguridad

o Centrifuga

o Autoclave

o Refrigeradora
o Shaker

Las cabinas de bioseguridad son certificadas periédicamente. Anualmente se realiza

el mantenimiento preventivo que consiste en verificar el buen funcionamiento del

flujo, la limpieza tanto interna como externa y el cambio de los fluorescentes

germicida UV.

Anexo 2. Curva estandar de POA mM

ABsorbancia 450 nm

1.600
1.400
1.200
1.000
0.800
0.600
0.400
0.200
0.000

Curva estandar de POA (mM)

-
-®

-p200 ©

y=01423x - 00065 &

2 4 6

R2= u.g.g.g?
-'.‘-.

B 10 12

Concentracion POA mM

Nota: la regresion lineal positiva fuerte con un R*2 de 0.9997. y = 0.1423x —

0.0065

e Concentracion de POA mM con su respectivo valor de absorbancia a un OD450

nm y colorimetria de los estandares de POA mM usando la técnica Wayne

mM POA () Promedio

Rep (y) 0mM
0.01 0.004 il

0.05 0.009
0.1 0.012 0.05 mM
0.5 0.064 0.1 mM

1 0.133
- e 0.5 mM
4 0.546 1mM
[ 0.841 2mM

8 1.143
10 1.421 4M

6 mM
8 mM

10 mM
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Nota: La curva estandar se realizo utilizando concentraciones de POA desde 0.1 mM
hasta 10 mM. Se obtuvo una fuerte correlacion lineal entre la densidad Optica medida
a 450 nm y la concentracién de POA, con un coeficiente de determinacién R2 =
0.9997, lo que indica un excelente ajuste del modelo. A la derecha, se muestra la
imagen colorimétrica del método de Wayne, la cual permite discriminar visualmente

las diferentes concentraciones de POA a partir de la intensidad de color obtenida.

Ademas, se realizd ensayos de reproducibilidad de las concentraciones 0 mM
(Blanco), 1 mM, 4 mM y 10 mM. Los cuales tuvieron los siguientes coeficientes
11.06%, 5.32%, 2.15% y 2.12% respectivamente. Y, se obtuvieron valores de
recuperacion entre 84.8% -98-6%. Esto con el fin de corroborar la reproducibilidad
de las medidas de absorbancia a esa concentracion.

e Validacion de blanco (OmM)

Dias Blanco

oD1 oD2 oD3 Promedio
0 0.085 0.085 0.086 0.085
1 0.083 0.084 0.085 0.084
2 0.083 0.084 0.085 0.084
3 0.084 0.085 0.085 0.085
4 0.082 0.085 0.087 0.085
5 0.084 0.083 0.084 0.084
] 0.084 0.086 0.089 0.086
Promedio 0.085
Desviacion estandar 0.001
Coeficiente de variacion (%) 1.013

e Validacion de Reproducibilidad de 1 mM de POA

1mM
. ) promedio L mM POA % de
Repeticion 0oD1 oD2 oD3 Promedio oD mM POA tedrico B .
i experimental | recuperacion
corregido

1 0.206 0.205 0.246 0.215 0.134 1 0.986 98.6
2 0.208 0.196 0.202 0.202 0.117 1 0.868 86.8
3 0.204 0.205 0.211 0.207 0.122 1 0.901 90.1
4 0.208 0.206 0.247 0.220 0.135 1 0.996 99.6
5 0.210 0.198 0.204 0.204 0.119 1 0.881 88.1
6 0.216 0.208 0.212 0.212 0.127 1 0.936 93.6
7 0.209 0.208 0.243 0.222 0.137 1 1.006 100.6
8 0.212 0.199 0.207 0.206 0.121 1 0.897 89.7
9 0.208 0.209 0.213 0.210 0.125 1 0.923 92.3

Promedio 0.933

Desviacidn estandar 0.049

Coeficiente de variacian (%) 5.240
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e Validacion de Reproducibilidad de 4 mM de POA
4 mM
o - Promedio - o % de
Repeticion oDl oD2 oD3 Promedio oD mM POA tedrico B .
i experimental | recuperacidn
corregido
1 0.584 0.588 0.591 0.588 0.503 4 3.577 89.4
2 0.614 0.617 0.620 0.617 0.532 4 3.785 94.6
3 0.613 0.617 0.621 0.617 0.532 4 3.785 94.6
4 0.623 0.627 0.629 0.626 0.541 4 3.851 96.3
5 0.623 0.626 0.628 0.626 0.541 4 3.844 96.1
6 0.614 0.620 0.624 0.619 0.534 4 3.799 95.0
7 0.618 0.622 0.624 0.622 0.537 4 3.816 95.4
8 0.617 0.620 0.625 0.621 0.536 4 3.810 95.3
9 0.625 0.627 0.636 0.629 0.344 4 3.870 96.8
Promedio 3.793
Desviacién estandar 0.081
Coeficiente de variacion (%) 2.140
e Validacion de Reproducibilidad de 10 mM de POA
10 mM
o ) Promedio - mM POA o
Repeticion oD1 oD2 oD3 Promedio oD mM POA tedrico ) .
i experimental | recuperacion
corregido
1 1.323 1.333 1.339 1.332 1.247 10 8.808 88.1
2 1.422 1.363 1.376 1.387 1.302 10 9.194 91.9
3 1.416 1.416 1.416 1.416 1.331 10 9.397 94.0
4 1.402 1.405 1.423 1.410 1.325 10 9.357 93.6
5 1.403 1.406 1.408 1.406 1.321 10 9.329 93.3
6 1.418 1.408 1.420 1.415 1.330 10 9.395 93.9
7 1.428 1.442 1.446 1.439 1.354 10 9.558 95.6
8 1.413 1.412 1.411 1.412 1.327 10 9.369 93.7
9 1.417 1.354 1.415 1.409 1.324 10 9.347 93.5
Promedio 9.306
Desviacion estandar 0.197
Coeficiente de variacion (%) 2,120
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Anexo 3: Colonias transformadas aisladas de MTB.

Rv3756¢ Rv1667c Rv3008

Nota: Las colonias sefialadas con la flecha roja corresponden a las cepas de Mycobacterium
tuberculosis transformadas. Esta marcacién se realiza con el objetivo de facilitar su identificacién,
evitar confusién con posibles contaminaciones y permitir un reconocimiento oportuno para futuros
trabajos experimentales.

o Crecimiento aislado de las colonias transformadas seleccionadas en cultivo 7H9

con kanamicina

Nota: La colonia se dejo en crecimiento durante una semana en 300 pl de medio 7H9 suplementado
con OADC, Tween al 10 % y kanamicina (10 pg/ml). Este método permite aislar oportunamente las
colonias, especialmente en casos donde estas crecen muy pequefias o agrupadas.
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Anexo 4: Extraccion de ARN de las cepas silenciadas y no silenciadas.

e Réplica bioldgica 1:

_ Concentracion de ARM no tratado y purificado (ngfpl] AZ2601280 A2601230
1D Tratamiente | Medicion 1 Medicion 2 | Medicion 3 | Promedio Yolumen C:::‘;:‘d Medicion 1 | Medicion 2 Medicion 3 Promedio Medicion 1 Medicion 2 | Medicion 3 Promedio
plLJRIES AT+ E&2.60 £81.40 E&3.50 B82.50 13.0 12967.5 198 197 197 197 213 219 2.20 2139
pLJRIES ATc- 1324.70 1358.70 1352.50 1345.40 13.0 255626 2.01 133 133 2.00 2.22 2.22 2.22 2.22
Fw3Ts6e AT+ 11858.20 120130 1207.30 1135.93 13.0 227737 135 133 133 133 213 213 213 213
Pu375Es ATe- 758.00 759.20 TE1.E0 T53.67 13.0 144337 2.00 2.0 201 2.0 213 217 215 217
P16 7o AT+ 1073.50 106040 1055.90 1063.27 13.0 202021 133 193 2.0 2.00 218 218 217 218
Fwl667c 4Tc- 1006.00 1004.20 1004.50 1004.50 13.0 130331 1396 1.36 136 1.36 216 217 217 217
Fho300s ATc+ 1254.90 1273.50 1275.00 1273.80 13.0 24316.2 2.00 2.00 2.0 2.00 2.23 2.23 2.23 2.23
Pu3008 ATe- 1133.60 125.5 12720 12887 13.0 21448.5 2.02 2.0 201 2.0 222 220 2.20 221
Concentracion ARN tratado y purificado [ngfpl) AZB0DIZE0 AZ60{230
(1] Tratamiento | Medicign 1 | Medicion 2 | Medicion 3 | Promedio | Yolumen E:::‘;:‘d Medicidn 1 | Medicidn 2 Medicion 3 Promedio Medicidn 1 Medicidn 2 | Medicion 3 Promedio
plLJRIES AT+ 172.40 174.90 176.E0 1463 16.00 2794.13 2.09 210 210 210 2.21 219 213 220
pLJRIES ATc- 155.40 155.40 156.80 18787 16.00 3005.87 2.09 2.05 2.08 2.05 2.26 2.25 2.25 2.25
FuwiTs6e ATc+ 214.70 214.00 212,70 213.80 16.00 3420.80 193 2.00 200 2.00 170 170 1™ 170
Pu375Es ATe- 168.20 165.30 167.40 16817 16.00 2E30.67 2.08 2.07 2.08 208 2.09 210 2N 210
P16 7o AT+ 124.90 125.10 124.30 124.97 16.00 19939.47 2.07 2.08 2.08 2.08 212 213 212 212
Fwl667: 4Tc- 1758.50 175.20 175.30 17533 16.00 2853.33 2.07 2.06 2.07 2.07 2.27 2.25 2.25 2.26
Fho300s ATc+ 18790 155.60 157.80 13810 16.00 3005.60 2.08 2.05 2.03 2.05 2.30 2.29 2.23 2.29
Fh3008 ATc- 215.20 221.00 213.20 219,80 16.00 3516.50 2,08 2.04 205 205 2N 2,08 205 207

Nota: Tanto para la tabla de “Concentracion de ARN no tratado y purificado” y “Concentracion de ARN tratado y purificado”, se presenta la
concentracion de ARN obtenida (ng/pl) a partir de cada extraccion, con un volumen final de 19 pl y 16 pl por muestra, respectivamente. El valor
A260/280 y A260/230 corresponde a la relacion de absorbancia medida mediante el espectrofotometro NanoDrop al cuantificar 1 ul de ARN,

utilizada como indicador de pureza.
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e Reéplica Bioldgica 2

_ Concentracion de ARN no tratado y purificado [ngfpl]) AZ601280 AZ601230
1D Tratamiento | Medicion 1 Medicion 2 | Medicion 3 | Promedio Yolumen c;::‘;?‘d Medicion 1 | Medicion 2 Medicion 3 Promedio Medicion 1 Medicion 2 | Medicion 3 Promedio
pLJR3IES ATc+ 125.50 126.20 126.00 125.90 34.0 4280.6 19 132 133 132 132 191 183 19
pLJRIES AT 102310 1036.90 g04.60 954.87 34.0 32465.5 192 193 193 193 205 2.07 2.06 207
Fu3T56c ATc+ 274.90 274.20 27310 274.07 34.0 9318.3 132 132 133 132 2.00 133 2.00 200
Fuw3Ta6e AT 265,40 267.60 266.60 267.593 34.0 30561 189 183 189 183 157 158 153 158
PuwiBET e ATc + 37370 37250 370.90 37237 34.0 12660.5 131 130 191 191 133 195 133 133
Fw1667 o AT 513.00 526.30 516.50 515.70 34.0 17635.5 1.88 183 1.88 188 2.05 201 2.03 203
Fh300s ATc+ 215.50 510.50 S07.90 512,30 34.0 17415.2 1.84 187 187 186 193 193 132 193
Pu3008 AT T27.30 7278 724.70 T26.60 34.0 24704.4 132 134 132 133 215 214 213 214
Concentracion ARN tratado v purificado (ngful) AZG0IZEB0 AZ60{230
(1] Tratamientoe | Medicion1 | Medicion 2 | Medicion 3 | Promedio | VYolumen C:::dnzd Medicidn 1 | Medicion 2 Medicion 3 Promedio Medicion 1 Medicidn 2 | Medicion 3 Promedio
pLJRIES ATc+ 140.00 144.00 142.80 227 15.00 2276.27 204 2.03 2.05 2.04 210 2.09 2.09 203
plLJRIES ATe- 146.20 145.60 146.60 14647 15.00 234347 205 2.05 2.06 2.06 2.05 2.05 2.06 205
Fuw3Ta6e ATc+ 135.20 140.20 140.90 13377 15.00 2236.27 205 2.06 2.06 2.06 213 213 21 212
Pu3T5E: AT 129.60 127.60 127.30 12817 16.00 2050.67 205 2.08 2.05 2,08 185 185 184 185
P66 T ATc + 146.50 144.80 143.50 144.93 16.00 2315.93 206 2.08 2.07 2.06 195 193 191 193
Rwl667z AT 134.30 136.10 136.90 13577 15.00 217227 207 2.08 2.07 2.07 213 213 217 218
Pu3008 ATc + 150.30 152.80 153.90 15253 16.00 244053 207 2.08 208 2.08 2.25 2,25 2.25 225
Fh3008 AT 141.40 14210 140.90 141.47 15.00 2263.47 205 2.08 2.05 2.08 143 143 143 143

Nota: Tanto para la tabla de “Concentracion de ARN no tratado y purificado” y “Concentracion de ARN tratado y purificado”, se presenta la
concentracion de ARN obtenida (ng/pl) a partir de cada extraccion, con un volumen final de 19 ul y 16 pl por muestra, respectivamente. El valor
A260/280 y A260/230 corresponde a la relacion de absorbancia medida mediante el espectrofotdometro NanoDrop al cuantificar 1 ul de ARN,

utilizada como indicador de pureza.
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e Reéplica bioldgica 3

_ Concentracion de ARN no tratado y purificado [ngfpl) AZEDIZB0 AZ601230
10 Tratamiento | Madicidn 1 Medicidn 2 | Medicion 3 | Promedio Yolumen C:::dna"d Medicion 1 | Medicidn 2 Medicion 3 Promedio Medicion 1 Medicion 2 | Medicion 3 Promedio
pLJRIES ATc + 361.30 364.80 366.30 364,33 34.0 123573 187 1.88 185 185 2.04 2.03 2.04 2.04
pLJR3IES AT 352.00 285.00 3E5.20 350,73 34.0 1324.9 193 133 2.00 193 2.03 205 2.09 2.09
Pu3T5E: AT+ 252,20 252,90 254,30 253,33 34,0 8613.2 190 191 130 130 201 2.0 2.00 201
Fu375Es AT 307.70 30510 304.50 30577 34.0 103361 188 188 188 188 197 197 197 197
Fw1667c ATc + 551.40 S65.30 SE6.70 561,33 34.0 13055.3 192 132 133 132 1.86 185 187 186
Fu1667z AT 685,30 653.70 653.50 653.50 34.0 234430 191 19 192 191 191 19 192 19
Fu3008 AT+ 133.70 201.20 200.60 200.50 34.0 ES17.0 186 1.86 185 186 195 1.94 133 194
Fha300s AT 483.00 48E6.8 454.00 487,93 34.0 165839.7 187 187 188 187 2.04 2.04 2.04 2.04
Concentracion ARN tratado v purificado (nglul) AZG0IZB0 AZ60I230
D Tratamiento | Medicion 1 | Medicion 2 | Medicion 3 | Promedio Yolumen E:::g;d Medicidn 1 | Medicidn 2 Medicion 3 Promedio Medicion 1 Medicion 2 | Medicion 3 Promedio
pLJRIES AT+ 145.40 144.50 145.80 145.23 16.00 2323.73 2.04 2.04 2.04 2.04 188 188 188 188
pLJRIES AT 133.00 133.00 14120 133.73 16.00 2235.73 2.06 2.05 2.05 2.05 215 215 215 215
Fu3Te6: ATz + 214.70 214.00 21270 213.80 16.00 3420.80 193 2.00 2.00 2.00 170 1.70 171 170
Fr3T56: AT 154.80 151,80 15150 ] 16.00 2445.33 193 133 193 193 1.80 1.86 184 183
Fu16ET s AT+ 177.90 176.80 175.20 17E.E3 16.00 282613 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Fw1667c AT 175.00 174.00 174.90 174.63 16.00 273413 2.04 2.03 2.03 2.03 2.04 2.03 2.03 2.03
Fw30os ATz + 14160 14230 144.60 g3 16.00 2285.33 2.04 2.04 2.03 2.04 2.04 2.04 2.03 2.04
Fw30os AT 154.90 154.80 154.40 154.70 16.00 2475.20 2.04 2.03 2.05 2.04 2.04 2.03 2.05 2.04

Nota: Tanto para la tabla de “Concentracion de ARN no tratado y purificado” y “Concentracion de ARN tratado y purificado”, se presenta la
concentracion de ARN obtenida (ng/pl) a partir de cada extraccion, con un volumen final de 19 pl y 16 pl por muestra, respectivamente. El valor
A260/280 y A260/230 corresponde a la relacion de absorbancia medida mediante el espectrofotometro NanoDrop al cuantificar 1 ul de ARN,

utilizada como indicador de pureza.
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Anexo 5: Valores de los niveles de expresion de ARNm en cepas silenciadas y no silenciadas, y aplicacion del método Livak en cada ensayo

e Réplica bioldgica 1

Mugestra RB1 Gen Target |Condicion  [CT1 Promedio Promedio ensayo|Gen Target | Condicion  |CT4 Promedio Promedio ensayo|dCT ddCT 28{ddCT)
Ensayo 1 Sigh -ATc 19.64 20.20 19.92 Rv3756c -ATc 19.93 20.78 20.35

pLIRSSS ATe- |Ensayo 2 Sigh - ATc 18.97 18.58 18.62 19.69 Rv3756c - ATc 18.60 19.66 18.63 2008 0.38 0.00 1.00
Ensayo 3 Sigh -ATc 19.35 19.62 19.52 Rv3756c -ATc 19.93 20.51 20.25
Ensayo 1 Sigh +ATc 19.42 18.04 18.23 Rv3756c +ATc 18.03 19.48 18.25

pLIR9ES ATc+ |Ensayo 2 Siga, +ATc 18.60 15.34 15.47 18.79 Rw3756C + ATc 19.11 19.07 19.09 19.24 0.45 0.07 0.98
Ensayo 3 Sigh + ATe 12.86 18.45 1865 Rv3756c + ATe 19.09 19.67 19.38
Ensayo 1 Sigh - ATc 18.73 18.74 18.73 Rv3756c - ATc 21.40 20.78 21.10

Rw3736c ATc- |Ensayo 2 SigA, - ATc 18.85 17.93 18.39 18.82 Rw3756c - ATc .22 19.85 20.54 20.82 2.00 0.00 1.00
Ensayo 3 Sigh -ATc 18.33 19.32 1933 Rv3756c -ATc 20.82 20.82 20.82
Ensayo 1 Sigh +ATc 18.04 18.63 18.83 Rv3756¢c +ATc 23.34 23.25 2329

Rv37T36c ATC+ |Ensayo 2 Sigh + ATe 18.92 18.08 1851 1877 Rv3756c + ATe 2321 2224 2272 23.08 431 23 0.202
Ensayo 3 Sigh = ATc 18.91 18.03 18.97 Rv3756c = ATc 23.00 23.45 23.23
Ensayo 1 Siga -ATc 1878 1865 1871 Rvi1667c -ATc 26.08 2573 2592

Ry1667c ATc- |Ensayo 2 Sigh -ATc 19.49 17.85 1872 1877 Rv1657c -ATc 2529 25.55 2542 25.54 B8.77 0.00 1.00
Ensayo 3 Sigh - ATc 18.95 18.78 18.86 Rv1667c - ATc 25.45 25.11 25.28
Ensayo 1 Sig& + ATc 1865 18.31 18.48 Rv1667c + ATc 30.45 30.30 30.38

Rv1667c ATc+ |Ensayn 2 Sigh +ATc 17.77 18.06 17.91 18.43 Rv1B6T7c +ATc 30.09 30.71 30.40 30.28 11.88 5.09 0.03
Ensayo 3 Sigh +ATc 18.08 18.72 18.91 Rv1667¢c +ATc 30.48 28.74 30.11
Ensayo 1 Sigh -ATc 19.34 18.88 19.12 Rv3008 -ATc 21.81 21.44 2163

Rv3008 ATc- |Ensayo 2 Sigh -ATc 18.26 17.82 18.08 18.60 Rv3008 -ATc 21.88 2217 22.02 2197 318 0.00 1.00
Ensayo 3 Sig& -ATc 1866 18.51 1859 Rv3008 -ATc 21.60 21.74 2167
Ensayo 1 Sigh + ATe 19.43 1891 1917 Rv3008 + ATe 2319 2278 2259

Rv3008 ATc+ |Ensayo 2 Sigh = ATc 18.69 18.02 18.36 1871 Rv3008 = ATc 23.29 23.48 2337 2315 443 1.28 0.42
Ensayo 3 Sigh + ATc 18.51 1871 1861 Rv3008 + ATc 22.81 23.34 23.08

Nota: RB: Replica bioldgica, Ct: umbral de ciclos o “cycle threshold”. CT1y CT2: mediciones de dos repeticiones que se realizaron para cada

ensayo de cada réplica biologica.
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e Réplica bioldgica 2

Mugestra RB2 Gen Target |Condicién  |CT1 CcT2 Promedio Gen Target |Condicién _ |CT1 cT2 Promedio Promedio ensayo|dCT ddCT 2%ddCT)
Ensayo 1 Sigh - ATc 17.81 17.92 1781 Rv3756c -ATc 18.51 17.52 18.M1

PLIRSGS ATc- |Ensayo 2 |Sigh - ATc 17.58 17.83 17.70 17.85 Rv37S6c |- ATc 18.06 18.76 18.41 1818 0.z4 0.00 1.00
Ensayo 3 Sigh - ATc 17.80 1864 18.22 Rv3756c -ATc 17.57 18.31 18.14
Enzayo 1 Sigh + ATc 18.27 18.26 18.27 Rv3756c +ATc 18.52 18.55 18.54

PLIRSS5 ATc+ |Ensayo 2 Sigh + ATc 17.59 1822 18.11 1824 Rv3756c + ATc 18.14 18.74 18.44 18.38 0.15 -0.08 1.06
Ensayo 3 Sigh = ATc 18.14 18.53 18.34 Rv3756c +ATc 17.84 18.44 18.18
Ensayo 1 Sigh - ATc 17.42 17.73 17.57 Rv3756c -ATc 19.18 19.00 19.08

Rv3736c ATc- |Ensayo 2 Sigh - ATc 17.68 17.66 17.67 17.38 Rv3756c -ATc 18.08 18.02 18.05 18.03 1.85 0.00 1.00
Ensayo 3 Sigh - ATc 17.37 16.41 16.89 Rv3756c -ATc 18.99 1892 18.85
Ensayo 1 Sigh = ATc 17.80 18.11 17.85 Rv3756c +ATc 2089 20.94 20.87

Rv3736c ATc+ |Ensayo 2 Sigh + ATc 17.80 17.85 17.88 17.78 Rv3756c + ATc 20.76 2055 20.66 20.69 233 1.28 0.41
Ensayo 3 Sigh = ATc 17.43 17.48 17.45 Rv3756c +ATc 20.38 20.53 20.46
Ensayo 1 Sig& - ATc 18.33 18.16 18.24 Rv1667C - ATc 2430 2455 2463

RviB67c ATc- |Ensayo 2 Sigh -ATc 17.56 17.58 17.57 17.89 Rv1867c -ATc 24.43 24.95 2469 2455 6.58 0.00 1.00
Ensayn 3 Sig& - ATc 18.03 18.29 18.16 Rv1667C - ATc 2433 2435 2435
Ensayo 1 Sigh +ATc 17.72 17.92 17.82 Rv1667c +ATc 28.96 2899 28.97

Rv1667c ATc+ |Ensayo 2 Siga +ATc 17.56 17.41 17.49 17.64 Rv165TcC +ATc 2871 29.02 28.86 28.87 1.23 4.66 0.04
Ensayo 3 Sigh + ATc 17.73 17.52 17.63 Rv1657c + ATc 28.83 2872 2878
Ensayo 1 Sig& - ATc 18.48 1872 18.60 Rv3008 - ATc 22.41 21.82 2211

Rv3008 ATc- |Ensayo 2 Sigh - ATc 1881 18.47 1869 18.44 Rv3008 -ATc 2291 21.78 2234 2208 3.85 0.00 1.00
Ensayo 3 Sigh - ATc 18.10 17.99 18.04 Rv3008 -ATc 22.01 21.64 21.83
Ensayo 1 Sigh + ATc 18.80 1835 18.58 Rv3008 + ATc 2250 2239 22,80

Rv3008 ATc+ |Ensayo 2 Sigh = ATc 18.48 18.32 18.40 18.38 Rv3008 +ATc 23.04 22.81 22.92 2288 4.50 0.85 0.58
Ensayo 3 Sigh + ATc 18.10 18.10 18.10 Rv3008 + ATc 2282 2267 2275

Nota: RB: Replica bioldgica, Ct: umbral de ciclos o “cycle threshold”. CT1y CT2: mediciones de dos repeticiones que se realizaron para cada

ensayo de cada réplica bioldgica.



e Replica bioldgica 3

Muestra RB3 Gen Target [Condicion | CT1 CcT2 Promedio Gen Target |Condicion  |CT1 CcT2 Promedio Promedio ensayo|dCT ddCT 24(ddCT)
Ensayo 1 Sigh -ATc 18.63 18.54 18.58 Rv37S6C - ATC 18.17 18.30 18.23

pLIRSSS ATe- |Ensayo 2 Sigh -ATc 18.52 1879 18.65 18.50 Rv3756C -ATc 18.58 18.85 18.71 18.38 -0.12 0.00 1.00
Ensayo 3 Sigh - ATc 18.25 18.27 18.26 Rv3756c -ATc 17.93 18.44 18.18
Ensayo 1 Siga + ATc 19.28 18.79 19.03 Rv3756¢c + ATt 18.67 18.45 18.56

pLIR9ES ATc+ |Ensayo 2 SighA +ATc 19.07 19.11 19.08 1898 Rv3756c +ATc 18.97 19.85 19.41 18.84 -0.14 -0.02 1.01
Ensayo 3 Sigh +ATc 18.80 18.84 18.82 Rv3756C +ATc 18.52 18.58 18.55
Ensayo 1 Sigh -ATc 18.07 17.79 17.93 Rv3756C - ATc 20.77 2073 20.75

Rw3756c ATc- |Ensayo 2 SigA -ATc 18.08 17.72 17.89 17.83 Rv3756c - ATc 20.83 20.88 20.80 20.84 30m 0.00 1.00
Ensayp 3 Sigh -ATc 18.19 17.76 17.98 Rv37S6C - ATC 21.65 2068 21.18
Ensayo 1 Sigh + ATc 20.62 18.08 19.35 Rv3756c +ATc 2317 23.08 2313

Rv3T36c ATc+ |Ensayo 2 Sigh = ATc 17.83 18.06 17.94 18.47 Rv3756c = ATc 23.31 22.80 23.05 23.15 468 187 0.32
Ensayp 3 Siga + ATc 18.26 17.99 18.13 Rv3756¢c + ATt 23.37 2317 2327
Ensayo 1 Sigh -ATc 19.42 19.10 19.25 Rv16857c -ATc 25.08 2487 2487

Rv1667c ATc- |Ensayp 2 Sigh -ATc 19.28 18.27 18.77 18.88 Rv1667C -ATc 25.28 25.07 2517 24.85 8.07 0.00 1.00
Ensayo 3 Sigh -ATc 1817 19.04 18.60 Rv1657C -ATc 24895 2469 2482
Ensayo 1 Sigh = ATc 1877 18,99 18.88 Rv1667c = ATc 28.90 28.95 28.92

Rv1667c ATc+ |Ensayn 2 Sigha + ATc 15.64 17.65 18.14 18.53 Rw1667¢c +ATc 29.15 25.54 29.00 28.82 10.29 422 0.05
Ensayo 3 Sigh + ATc 18.61 18.54 18.58 Rv1667c +ATc 28.50 2861 2855
Ensayo 1 Sigh - ATc 18.55 19.08 18.32 Rv3008 -ATc 22.78 2238 2258

Rv3008 ATc- |Ensayo 2 Sigh -ATc 1851 1867 1859 18.74 Rv3008 - ATc 22,50 2209 2230 2213 339 0.00 1.00
Ensayo 3 Sigh -ATc 18.34 18.31 18.32 Rv3008 -ATc 21.81 21.48 2153
Enzayo 1 Sigh + ATc 19.98 19.39 19.68 Rv3008 + ATc 23.24 2265 2295

RV3008 ATc+ |Ensayo 2 Sigh + ATc 18.74 18.95 18.84 19.00 Av3003 +ATc 23.39 2245 2283 22.70 3.70 0.31 0.81
Ensayo 3 Sigh = ATc 18.41 18.53 18.47 Rv3008 = ATc 2222 22.21 2221

Nota: RB: Replica bioldgica, Ct: umbral de ciclos o “cycle threshold”. CT1y CT2: mediciones de dos repeticiones que se realizaron para cada

ensayo de cada réplica bioldgica.



Anexo 6: Resultados de la regresion lineal simple para cada cepa

Cepa Condicion Ecuacidn lineal R#2 b {pendiente) p=0.05
ATc+ In(y)=—0.7065+0.004x 0.810 0.004 0.746
ATc- In(y)=—0.7366+0.0038x 0.770 0.004 ’
AT Infy)=—0.9226+0.0047 0.880 0.005
Rv3756c i noy Ml 0778
ATe- In{y)=—0.9952+0.0048x 0.940 0.005
Infy}=—1.1243+0.0055
RVABETC ATc+ niy} + X 0.970 0.006 0718
ATe- Infy)=—1.0896+0.0054x 0.990 0.005
ATc+ Iny}=—0.9170+0.005x 0.970 0.005
Rv3008 c w 0.662
Alc- In(y)=—0.9502+0.0053x 0.940 0.005

73



Anexo 7: Acumulacion de POA extracelular en diferentes cepas bajo condiciones de silenciamiento (ATc+) y no silenciamiento (ATc-) a lo largo

de 120 horas

Condicién Cepa/Gen

0(IC 95%), DS

24 (IC95%), DS

96 (IC 95%), DS

120 (IC 95%), DS

H3VRv-pLIR365

0.1853(-0.2029-0.5735), 0.1563
0.1393(-0.1411-0.4157), 0.1128
0.0423(-0.081-0.1657), 0.0457
0.127(-0.5526-0.8066) 0.2736

0.4423(0.3355-0.5492), 0.043

0.3593(0.1416-0.5771), 0.0877

0.2497(-0.2221-0.7215), 0.1898
0.364(-0.005-0.733), 0.1485

Horas
48 (IC 95%), DS 72 (1C 95%), DS
0.701(0.218-1.184), 0.1944 1.091(0.3243-1.8577), 0.3086
0.853(0.5559-1.1521), 0.1204 1.1473({0.3415-1.9532), 0.3244

0.6B83(-0.0417-1.4184), 0.2938
0.811(-0.1214-1.7434), 0.3753

0.9303(0.6313-1.2294), 0.1204
1.0443(0.7485-1.8402), 0.3204

1.0133(0.0296-1.9971), 0.396

1.4063(0.6774-2.1353), 0.2034

1.1103(0.3117-1.908), 0.3215
1.348(0.98-1.716), 0.1482

1.6837(0.3444-3.0229) 0.5391
2.4003(1.7771-3.0236), 0.2509
1.6957(1.4726-1.9188), 0.0898
1.8997(0.7057-5.0936), 0.4806

No silenciado Rw3756¢C
(ATc-) Rv1B67c
Rv3008

H37Rv-pLIRSES
Silenciado Rw3756¢C
(ATc+) Rv1667cC
Rv3008

0.2433 (0.1590-0.3277),0.0339
0.0483(-0.0848- 0.1815), 0.0536
0.0467(-0.0744- 0.1678), 0.0487
0.0563(-0.3339-0.4465), 0.1571

0.363(-0.117-0.843),0.1932

0.3513 -0.2127-0.9154), 0.2271
0.3277(0.0336-0.6217), 0.1184
0.306(0.1489-0.4631), 0.0632

0.626(0.0514-1.2006),0.2313
0.826/( -0.1699-1.8232), 0.4012
0.6687(0.0514- 1.2859), 0.2485
0.6623(0.3773-0.5474), 0.1147

0.9683(-0.055-1.9916),0.4119

1.0467(0.1708-1.9225),0.3526
0.88(0.565-1.195), 0.1268

0.8967(0.6933-1.1001), 0.0819

1.409(0.4263-2.3817),0.3956
1.3967(0.7548-2.0385), 0.2584
1.3777(0.7288-2.026),0.2612
1.1387(0.4513-1.8261), 0.2767

1.5247(1.1377-1.8116),0.1558
2.174{1.3316-3.0164), 0.3381
1.83(1.3378-2.3222), 0.1981
1.8327(0.787-3.0783), 0.4612

Nota: IC 95%: los intervalos de confianza indican la precision de las estimaciones realizadas, entregando un rango dentro del cual se espera que se

encuentre el valor verdadero con un determinado nivel de confianza (generalmente 95%). DS: La desviacion estandar permite mostrar la

variabilidad de los datos obtenidos entre réplicas experimentales.
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Anexo 8: Velocidad inicial del eflujo de POA en diferentes cepas bajo condiciones de silenciamiento (ATc+) y no silenciamiento (ATc-) a lo largo

de 120 horas

Condicion Cepa/Gen

Horas

0 (IC 95%), DS

24 (IC95%), DS

48 (IC 95%), DS

72 (IC95%), DS

96 (IC 95%), DS

120 (IC 95%), DS

H37Rv-pURSES

0.092(-0.1047-0.2887), 0.0792
0.0697(-0.0716-0.2109), 0.0569
0.0187(-0.0396-0.0769), 0.0234
0.049(-0.2308-0.3288), 0.1126

0.2707(0.0053-0.536), 0.1068
0.2367(-0.049-0.5223), 0.115
0.156(-0.1192-0.4312), 0.1108
0.2093(0.0442-0.3744), 0.0665

0.5323(-0.1166-1.1813), 0.2612
0.663(0.1713-1.1547), 0.1979
0.5053(0.0416-0.9691), 0.1867
0.6167(0.0996-1.1338), 0.2082

0.8567(0.205-1.5084), 0.2623
1.1563(0.154-2.1587), 0.4035
0.9567(0.7637-1.1497), 0.0777
1.0547(0.5838-1.5256), 0.1896

1.0943{-0.0653-2.254), 0.4668
1.6627(0.3702-2.9552), 0.5203
1.338(-0.1103-2.7863), 0.583
1.617(1.0815-2.1525), 0.2156

17817(0.81-2.7533), 0.3911

2.744(0.8224-4 6656), 0.7735
2.093(1.4891-2.6968), 0.2431
2.2433(0.2645-4.2221), 0.7966

Nao silenciado Rw3756¢C
(ATc-) RV1G67C
Rv3008

H37Rv-pLIRGRS
Silenciado Rw3756C
(ATc+) Rv1BG7C
Rv3008

0.1127{0.0877-0.1276), 0.006

0.0233(-0.0449-0.0916), 0.0275
0.023(-0.0382-0.0842), 0.0246
0.0203(-0.1426-0.1833), 0.0656

0.2293(-0.1614-0.62), 0.1573
0.2307{-0.1833-0.6506), 0.1691
0.212(-0.0267-0.4507), 0.0961

0.2047(0.0813-0.328), 0.0497

0.4887(-0.1341-1.1115), 0.2507
0.5933(-0.1365-1.3232), 0.2938
0.5023(0.0452-0.9594), 0.184
0.5547(0.1556-0.9537), 0.1606

0.7153(0.0072-1.4254), 0.2851
1.0467(0.1708-1.9225), 0.3526
0.88(0.565-1.195), 0.1268
0.534(0.3054-1.5626), 0.2531

1.3053(0.5142-2.0964), 0.3185
1.6193(1.0107-2.2279), 0.245
1.455(0.7477-2.1623), 0.2847
1.3523(0.21595-2.4848), 0.4559

1.784{1.1322-2.4358), 0.2624
2.61(1.4115-3.8085), 0.4824
2.1357(1.4833-2.7881), 0.2626
2.234(0.9359-3.5321), 0.5226

Nota: IC 95%: los intervalos de confianza indican la precision de las estimaciones realizadas, entregando un rango dentro del cual se espera que se
encuentre el valor verdadero con un determinado nivel de confianza (generalmente 95%). DS: La desviacion estandar permite mostrar la

variabilidad de los datos obtenidos entre réplicas experimentales.
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Anexo 9. Posicion de los ARNg seleccionados para el gen Rv3008

predicted_strength [Beta_E | predicted_log2FC | PAM_seq |top_oligo bottom_oligo
0.93 -0.01 009 CTGGAAT |GGGAGCGTCGGACCGTTTCGTCGGCC |AAACGGCCGACGAAACGGTCCGACGC
. 0.96 -0.02 |-0.08 GCGGAAT | GGGAGTGGCCGCGCGGTCGTACGCATG | ARACCATGCGTACGACCGCGCGGCCAC
- GCGGTCGTACGCATGGCGGAATT .95 -0.03 |-0.52 CAGGAAG | GGGAGCGGTCGTACGCATGGCGGAATT | AAACAATTCCGCCATGCGTACGACCGC
GGTCGTACGCATGGCGGAATT 0.9 -0.06 |-0.42 CAGGAAG | GGGAGGTCGTACGCATGGCGGAATT AAACAATTCCGCCATGCGTACGACC

Primera
opcion

Segunda
opcion

® Growth Advantage
- Unknown

Operon Legendi3)
& Operon

(1) PMID: 28096450

(2) PMID: 31388080
(3) PMID: 26536353

Rvidle

<

gatd

Fuente: Imagen sacada de la pagina Pebble (https://pebble.rockefeller.edu/tools/sgrna-design/)
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Anexo 10. Valores de silenciamiento obtenido con la segunda opcién del ARNg escogido para el gen Rv3008 y con el que se trabajo este estudio

Replica Biologica Gen LOGZFC ATc-|LOG2FC ATc+| Fold Repression | ATc+/ATc- LOGZFC FPromedio
1 Rv3008 0175 0.071 2 0.404 -1.31
1 Rv3008 0.065 0.031 2 0.472 -1.08
1 Rv3008 0.118 0.045 3 0.383 -1.38 -1.26

Anexo 12. Cronograma de trabajo presentados en la forma de un diagrama de Gantt en donde se establecera el inicio y duracién del trabajo

experimental

Cronograma general del Proyecto de Tesis

Tare Fgcha} (0[] Fecha final Dias Estado
as inicio

i/(ljcl)ilzi(;[lljlda;je tesis en el laboratorio de Bioinformética y Biologia 01/02/23 17/02/23 17 Completado
Reunidn con asesores y definicion de tema de tesis 20/02/23 26/02/23 6 Completado
Capacitacion en ensayos de laboratorio 20/02/23 10/03/23 18 Completado
Preparacion de reactivos y ensayos preliminares de tesis 01/03/23 01/04/23 31 Completado
Registro de tesis a SIDISI 13/03/23 15/03/23 2 Completado
Coordinacion y presentacion de proyecto de tesis a Comité de Tesis 16/03/23 20/03/23 4 Completado
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Coordinacion para presentar el proyecto de tesis a Comité de Etica 21/03/23

22/03/23

Completado

2. Cronograma de Ensayos del Proyecto de Tesis

Obijetivos Especificos

Busqueda de genes de bombas de eflujo de M. tuberculosis

Fecha de
inicio

Fecha
final

Estado

P3

en Mycobrowser 20/02/23 23/02/23 3 Completado
Seleccionar genes de bombas de
eflujo (Rv3008, Rv3756¢ y o o
RV1567C) de M. tuberf:ulosn_s Identl_flcam_on dg genes de bombas de eflujo involucradas en 24/02/23 26/02/23 4 Completado
involucrados en la resistencia a la resistencia a farmacos
pirazinamida.
Identificacion d de bombas de eflujo involucrad
| entificacion de genes de bombas de eflujo involucradas en 26/03/23 28/03/23 3 Completado
a resistencia a pirazinamida
Disefio y Sintesis de ARNg 01/03/23 03/03/23 2 Completado
Elaboracion de reactivos para ensayos de clonamiento 01/04/23 04/04/23 3 Completado
Silenciar la transcripcion de genes | pranaracion de Células Competentes E. coli Novablue 02/04/23 08/04/23 6 Completado
de bombas de eflujo en M.
tuberculosis mediante la técnica ) ) )
de CRISPR de interferencia. Transformacion de plasmido pLJR965 a E. coli Novablue 08/04/23 09/04/23 1 Completado
Extraccion de plasmido pLJR965 y electroforesis 09/04/23 10/04/23 1 Completado
Capacitacion en cultivo de M. tuberculosis en laboratorio 03/03/23 12/04/23 43 Completado
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Ensayos de electroporacion en M. tuberculosis y 22/06/23 30 Completado
LI ' L . 17/05/23
silenciamiento genico transcripcional por CRISPRI
L . I Completad
Evaluar la velocidad de eflujo del g¥ﬂ§€gdenwem5deARNmdegaws“m”UMMSpm 05/04/23 30/05/24 30 ompletado
acido pirazinoico en M.
tuberculosis en condiciones de
. L L. Completado
silenciamiento transcripcional de 31/09/24 30
Estandarizacion y medicion de velocidad de eflujo de POA 01/06/24

genes de bombas de eflujo.

y TEMA
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