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RESUMEN

La lucha contra la tuberculosis enfrenta desafios debido a su extenso régimen de
tratamiento y la presencia de resistencia a maltiples antibidticos, incluyendo a la
pirazinamida, capaz de reducir el régimen de 12-9 a 6 meses. Develar por completo
el mecanismo de accidn de este antibidtico permitiria comprender los eventos que
conducen a la resistencia; sin embargo, el entendimiento actual en este punto es
limitado. Se han propuesto modelos que indican que la conversion de pirazinamida
a é&cido pirazinoico, el compuesto activo del antibidtico, por accion de la
pirazinamidasa (gen pncA) es necesaria para su accion bactericida, aunque difieren
en el mecanismo de accion posterior a esta conversion. Solo un modelo destaca la
importancia del sistema de eflujo del compuesto activo, cuyo reingreso permite una
acumulacion intracelular que ocasiona la disrupcion del potencial de membrana y
la muerte bacteriana. Aqui, exploramos el rol de las bombas de eflujo Rv0191 y
Rv1258c en el mecanismo de accién de la pirazinamida, y su potencial participacion
en una via alternativa de resistencia, en ausencia de mutaciones en el gen pncA.
Mediante el estado de represion y delecion de estos genes en Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, evidenciamos una reduccion significativa en la concentracion
acumulada de &cido pirazinoico y la velocidad inicial de eflujo en el medio
extracelular. Ademas de este efecto, se observo un crecimiento en presencia de
hasta 1600 pg/ml de pirazinamida en un entorno acido. EI mecanismo de accion de
la PZA en relacion con el efecto de las bombas de eflujo en el transporte de acido
pirazinoico sugiere que el sistema de eflujo es multifactorial y que su alteracién en
la expresion génica puede conducir a un fenotipo resistente.

PALABRAS CLAVES: TUBERCULOSIS, RESISTENCIA, PIRAZINAMIDA,
ACIDO PIRAZINOICO, BOMBAS DE EFLUJO



ABSTRACT

The fight against tuberculosis faces challenges due to its lengthy treatment regimen
and the presence of resistance to multiple antibiotics, including pyrazinamide,
which can reduce the regimen from 12-9 months to 6 months. Fully elucidating the
mechanism of action of this antibiotic would allow us to understand the events
leading to resistance; however, our current understanding in this area is limited.
Models have been proposed indicating that the conversion of pyrazinamide to
pyrazinoic acid, the active compound of the antibiotic, by the action of
pyrazinamidase (pncA gene) is necessary for its bactericidal action, although they
differ in the mechanism of action following this conversion. Only one model
highlights the importance of the efflux system of the active compound, whose
reentry allows intracellular accumulation, causing disruption of membrane potential
and bacterial death. Here, we explore the role of the Rv0191 and Rv1258cefflux
pumps in the mechanism of action of pyrazinamide and their potential involvement
in an alternative resistance pathway in the absence of mutations in thepncA gene.
By repressing and deleting these genes in Mycobacterium tuberculosisH37Rv, we
observed a significant reduction in the accumulated concentration of pyrazinoic
acid and the initial efflux rate in the extracellular medium. Besides this effect,
growth was observed in the presence of up to 1600 pg/ml of pyrazinamide in an
acidic environment. The mechanism of action of PZA in relation to the effectof
efflux pumps on the transport of pyrazinoic acid suggests that the efflux systemis
multifactorial and that its alteration in gene expression can lead to a resistant

phenotype.

KEYWORDS: TUBERCULOSIS, RESISTANCE, PYRAZINAMIDE,
PYRAZINOIC ACID, EFFLUX PUMP



l. INTRODUCCION
1.1. Antecedentes

La tuberculosis (TB) es una de las enfermedades con mayor impacto a nivel global,
y causa el doble de muertes en comparacion al VIH/SIDA. En 2022, se registraron
1.3 millones de muertes de manera global por TB (95 % IC: 1.18 — 1.43 millones)
y se estimo que 10.6 millones de personas contrajeron la enfermedad (95 % IC: 9.9
— 11.4 millones) (1). El agente etioldgico, Mycobacterium tuberculosis (MTB),
puede permanecer viable en un estado persistente durante afios, esta cualidad
establece una infeccidn latente caracterizada por la ausencia de sintomas clinicos.
Se estima que el 25% de la poblacion mundial esta infectada con MTB persistente,
cuyo riesgo de reactivacion es del 5 — 10 %, especialmente en pacientes con el

sistema inmune comprometido, como los coinfectados con el VIH (2).

La aparicion de infecciones por MTB resistente a los antibiéticos ha complicado el
control de la enfermedad. Esta resistencia ha sido clasificada en varias categorias:
TB resistente a isoniazida, TB resistente a rifampicina (TB-RR), TB multidrogo
resistente (TB-MDR) caracterizada por resistencia a isoniazida y rifampicina, TB
pre-extensamente drogo-resistente (TB-pre-XDR) con resistencia a rifampicina y/o
cualquier fluoroquinolona; y TB extensamente drogo-resistente (TB-XDR) con
resistencia a rifampicina, cualquier fluoroquinolona y al menos a uno de los

siguientes antibioticos: bedaquilina o linezolid (1-5).

Globalmente se estima que 410 mil personas desarrollaron TB-MDR/RR en 2022

(1). En 2020, la cuarta encuesta nacional sobre resistencia a antibioticos



antituberculosos en Perd, reportd que el 29% (638/2180, IC 95%: 27.4 — 31.2) de
pacientes mostrd resistencia a antibioticos de primera linea. El 8.4 % (IC 95%: 7.3
— 9.6) fue diagnosticado con TB-MDR y el 9.5 % (IC 95%: 8.3 — 10.8) con TB-
MDR/RR (6). EI nimero de casos de TB-MDR ha aumentado gradualmente, en
2022, se reportaron tasas de incidencia y morbilidad de 50.1 y 88.9 por 100 mil
habitantes, respectivamente y un total de 2066 casos, en comparacion a 1753 casos

el afio anterior (7, 8).

Desde el 2016 el tratamiento para la TB-MDR incluye un antibiotico inyectable y
fluoroquinolonas como moxifloxacino, levofloxacino gatifloxacino con una
duracion de 18 a 20 meses 0 mas (9). Para reducir el régimen de tratamiento de 12
a 9 meses se establecio un perfil nuevo que consiste en bedaquilina,
levofloxacino/moxifloxacino, etionamida, etambutol, dosis elevadas de isoniazida,
pirazinamida y clofazimina. La disponibilidad de estos antibi6ticos no es uniforme
a nivel mundial debido a barreras econémicas, logisticas y de infraestructura
sanitaria. En paises de ingresos medios y bajos, solo el 57% de los pacientes con
TB-MDR tienen acceso al tratamiento adecuado, segun el informe de la OMS de

2022 (10).

La pirazinamida (PZA) es un componente critico en el tratamiento de primera linea
debido a que elimina a las micobacterias de crecimiento lento permitiendo reducir
el tratamiento de 12-9 meses a 6 meses (11). La PZA es un analogo estructural de
la nicotinamida con actividad en medio &cido caracteristico de las zonas de necrosis

caseosa en los granulomas (12).



Existen diferentes modelos que buscan explicar como la PZA ejerce su efecto
bactericida luego que ingresa por difusion pasiva al citoplasma, donde es
hidrolizada por la enzima pirazinamidasa (PZAsa) para formar el acido pirazinoico

(POA), el cual es el compuesto activo (13).

Zhang y cols., plantean un modelo que implica la expulsion de POA al medio
extracelular en su forma disociada (POA") a través de un sistema de eflujo
deficiente, el cual no ha sido caracterizado hasta el momento. En un entorno acido
(pH<6.6), el POA™ adquiere un proton (H+), transformandose en su forma no
disociada (HPOA), la cual puede atravesar facilmente la membrana debido al
diferencial de gradiente y su cualidad lipofilica (12, 14). El reingreso ocasiona una
acumulacién intracelular de POA" y reduce el potencial de membrana alterando la
captacion de uracilo y aminodcidos, lo que disminuye la sintesis de macromoléculas

(ARN y proteinas) finalizando en la muerte de MTB (15).

Baughn y cols. proponen un modelo que demuestra el efecto bactericida en
condiciones de pH neutro mediante la activacion de una respuesta al estrés celular
en MTB, inducida experimentalmente por inhibidores de la sintesis de
peptidoglicano. Este proceso es mediado por la sefializacion de PknB, que conduce
a la degradacion del factor anti-sigma RseA y libera el factor sigma
extracitoplasmatico E (sigE) (16). SigE regula la respuesta al estrés de la envoltura

celular, activando la transcripcion de genes que ayudan a la célula a reparar el dafio,



resultando en una remodelacion metabdlica que establece un estado susceptible a

PZA (16).

Finalmente, un modelo que abarca las contribuciones de diferentes autores incluye
el rol del POA al unirse a blancos intracelulares, como la aspartato descarboxilasa
(PanD), inhibiendo procesos metabdlicos clave como la biosintesis de coenzima A
(CoA) crucial para la sintesis de &cidos grasos y la generacion de energia celular
(17-19). El POA también afecta la integridad de la membrana celular y la
homeostasis de la energia mediante la interaccion con el complejo proteico ClpC1-
ClpP, promoviendo la degradacién de PanD y aumentando la susceptibilidad a la

PZA (19).

El mecanismo principal de adquisicion de resistencia a PZA esta asociado con
mutaciones en el gen pncA, que codifica la metaloenzima PZAsa e impiden la
hidrolisis de PZA a POA (20-24). También se han identificado inserciones y
deleciones gque provocan un cambio en el marco de lectura, dando lugar a una
estructura no funcional o truncada (21, 22). Al menos el 70% de muestras clinicas
resistentes a PZA presentan mutaciones en el sitio catalitico y el sitio de union al

metal en este gen, asociado con la pérdida de funcion de la PZAsa (25).

La resistencia a la PZA en casos TB-MDR se estima en un 57% a nivel global. Las
tasas mas altas de resistencia se observan en las regiones del Pacifico Occidental
(32%), Sudeste Asiatico (37%) y Mediterraneo Oriental (78%) (26). En Perq,

Velasquez y cols. han reportado casos de resistencia a PZA en 121 pacientes con



MDR-TB bajo tres métodos, empleando el método estdndar de oro, BACTEC
MGIT 960, se identifico un 58.7%; mediante el método de Wayne, un 49,6%; y
mediante secuenciacién del gen pncA, un 56,2% (27). En otro estudio, Calderon y
cols. revelaron una prevalencia de 6.6% en 3277 pacientes evaluados, y 47.7% en
405 pacientes con TB-MDR (28). En el estudio de Calderon y cols., el método de
Wayne mostré una concordancia del 83.9% con BACTEC MGIT 960 (Kappa:

0.66), demostrando ser eficaz para identificar resistencia a PZA.

En el Laboratorio de Bioinformética, Biologia Molecular y Desarrollos
Tecnologicos, de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH), se han
desarrollado investigaciones con el objetivo de elucidar el mecanismo de accién y
vias alternativas de resistencia a la PZA, que involucran bombas de eflujo y
metalochaperonas de PZAsa. Estas investigaciones emplean técnicas genéticas
como CRISPR de interferencia (CRISPRI) para reprimir la expresion génica y la
recombinacion mediada por oligonucle6tidos seguida por la integrasa BxB1

(ORBIT, por sus siglas en inglés) para delecionar genes.

Empleando CRISPRi en Mycobacterium smegmatis (MSMEG) se establecio un
modelo de estudio comparable a MTB, demostrando la relacion de genes que
codifican bombas de efluyjo (MSMEG_0250, MSMEG_0241, MSMEG_0410,
MSMEG_3815 y MSMEG_5046) con su capacidad para transportar POA al medio
extracelular. Se observd una disminucién significativa del 70% de la velocidad

inicial de eflujo de POA cuando el gen MSMEG_0250 se encuentra reprimido (29).



Por otro lado, usando ORBIT se han delecionado genes que codifican a
metalochaperonas putativas de la enzima PZAsa (Rv2059, Rv2102 y Rv0944). Se
ha demostrado que la delecion de los genes Rv2102 y Rv0944 no afecta el
crecimiento del micobacteria, pero estd asociada con una disminucion de la
velocidad inicial de eflujo de POA y resistencia a PZA, aungue no a POA. Ademas,
se ha identificado que la metalochaperona Rv2059 acttia como un factor activador
de laPZAsay su delecién afecta el eflujo de POA, disminuyendo de manera parcial

su expulsion al medio extracelular (informacion no publicada).

1.2. Planteamiento del Problema
Aunque los modelos propuestos para explicar el mecanismo de accion de la PZA
presentan evidencia cientifica sélida, ain no se han caracterizado completamente.
El modelo propuesto por Zhang se basa principalmente en la expulsion de POA™ a
través de un sistema de eflujo deficiente y resalta la necesidad de un entorno
extracelular acido para generar una acumulacion intracelular de POA 'y la reduccion

del potencial de membrana lo que conduce a la muerte celular (12-15, 30).

El entorno extracelular acido, donde la PZA ejerce su accién segin Zhang, se
relaciona con la zona de necrosis caseosa del granuloma. Los estudios sobre los
niveles de pH de esta zona no son homogéneos, demostrando un rango amplio entre
6.1 — 7.5 (31). Se ha reportado que el pH de las lesiones caseosas grandes, en
modelo murino C3HeB/FeJ infectado con MTB H37Rv, se encuentra entre 7.19 y
7.54. En estos animales la accion de la PZA fue incapaz de eliminar a las

micobacterias, reforzando la necesidad de un entorno acido para ejercer su funcion



y resalta una controversia sobre el momento de accion del antibiético. Es probable
que el efecto bactericida durante la estadia de MTB en el fagolisosoma

macroalveolar, sin embargo, es necesario profundizar en esta posibilidad.

Por otro lado, se ha demostrado que POA, a diferencia de otros antibidticos, es
capaz de trasladar protones desde el espacio extracelular al intracelular, lo que
disminuye el pH intracelular de MTB a niveles por debajo de 6.5 dentro de 48 horas
y estd asociado con una reduccion significativa en la viabilidad bacteriana (32, 33).
Sin embargo, no se ha elucidado por completo como este proceso se integra con
otros aspectos del metabolismo, por ejemplo, la respuesta al estrés celular debido a
condiciones diferentes a la acidez del entorno extracelular o la union del POA a

blancos intracelulares (14, 15).

Por otro lado, el modelo de Baughn minimiza el rol del sistema de eflujo,
centrandose en la activacion de una respuesta de estrés celular mediada por el factor
SigE. El estrés celular puede ser inducido por la inhibicion de la sintesis del
peptidoglicano o la presencia de un entorno acido, que altera la homeostasis celular
y aumenta la susceptibilidad a la PZA (16). Sin embargo, este proceso aln no se
explica por completo. Se desconocen los eventos bioguimicos que vinculan la
activacion de los genes regulados por SigE y cdmo esta activacion remodela el

metabolismo para conferir susceptibilidad al antibiético.

El modelo de Baughn no contempla la evidencia sobre la acidificacion intracelular

de MTB en presencia de la PZA, que puede ser explicada por el rol del sistema de



eflujo en la expulsion de POA", el reingreso de HPOA 'y su disociacién intracelular
a POA™ e H* (31). ElI POA" acumulado intracelularmente puede interactuar con
posibles blancos celulares, como panD y el complejo ClpC1-ClpP, alterando el

metabolismo de MTB (17).

Se ha destacado que el CoA es crucial en el mecanismo de accion de la PZA, ya
que la decarboxilasa de aspartato (PanD), es esencial en la biosintesis de CoA. El
POA al inhibir la actividad enzimética de PanD, reduce la biosintesis de CoA, lo
que interfiere con la sintesis de acidos grasos y la generacion de energia celular (18,
19). Sin embargo, a pesar de la evidencia, el modelo de Baughn no explica la

relacién entre la activacion de SigE y la regulacion de los niveles de CoA.

Es de notar que el 30 % de los casos clinicos con resistencia a la PZA no se explican
por la presencia de mutaciones en el gen pncA (26, 34), lo que sugiere la existencia
de vias alternativas involucradas en la adquisicidn de resistencia. Es posible inferir
que la alteracion del sistema de eflujo en MTB, puede contribuir a una mayor o
menor eficiencia para expulsar POA", inhibiendo alguno de los procesos

relacionados con la actividad bactericida de la PZA (35-38).

Sin embargo, la falta de identificacion de los genes que codifican bombas de eflujo
involucrados en este sistema dificulta la comprensién completa de este proceso.
Esto representa una desventaja para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas
y limita el avance en la comprension de nuevas vias de resistencia, especialmente

en ausencia de mutaciones del gen pncA.



1.3. Justificacion
Comprender el mecanismo de accion de la PZA, haciendo énfasis en el sistema de
eflujo de POA en MTB, es crucial debido a la evidencia que sugiere que este sistema
esté involucrado en la susceptibilidad a la PZA (12-15, 31-34). Aunque los modelos
actuales, como los de Zhang y Baughn, ofrecen aproximaciones valiosas, no
abordan completamente la complejidad de estos procesos. Especificamente, el
estudio de Zhang y cols. no ha logrado caracterizar completamente el sistema de
eflujo. Existe una necesidad urgente de identificar los genes de las bombas de eflujo
que participan en este proceso para desarrollar estrategias terapéuticas mas efectivas

y comprender mejor las vias de resistencia a la PZA.

Las bombas de eflujo son mecanismos criticos en la resistencia a los antibioticos en
MTB, ya que facilitan la expulsion activa de compuestos antibiéticos fuera de las
células bacterianas, reduciendo asi su concentracién intracelular y efectividad. Se
han identificado méas de 30 bombas de eflujo implicadas en la resistencia a una
variedad de antibiéticos en MTB, principalmente pertenecientes a las superfamilias:
mayor de facilitadores (MFS), de unién a ATP (ABC) y de resistencia-nodulacion-

celular (RND) (40 - 44).

Investigaciones recientes en cepas de MTB susceptibles y resistentes a la PZA han
demostrado que la sobreexpresion de ciertos genes de bombas de eflujo conafinidad
de union a POA, como Rv0191, Rv1667c, Rv3008 y Rv3756c, puede contribuir
significativamente a la resistencia a la PZA, con una concentracion minima

inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés) superior a 200 pg/ml (36).



Ademaés, se ha observado que mutaciones especificas en la bomba de eflujo
Rv1258c, particularmente las variantes V219A y S292L, confieren una resistencia
marcada no solo a la PZA, sino también a la isoniazida (INH) y a la estreptomicina
(SM). Los autores infieren que las mutaciones en Rv1258c incrementan la
capacidad de eflujo del POA, evidenciado por una baja acumulacién intracelular de

POA marcado con C14 en comparacion a la cepa MTB H37Ra silvestre (37).

Se ha reportado previamente que la acumulacién de POA extracelular es un
potencial predictor de resistencia a PZA con una sensibilidad del 92.8% vy
especificidad del 100% (44 - 46). En un estudio de 24 cepas resistentes a la PZA,
10 tenian el gen pncA de tipo silvestre y la mayoria de las cepas tenian una tasa de
eflujo baja (2.48 (SD=1.89) nmol POA/(mg de proteina)/min) en comparacién con
cepas susceptibles (8.83 (SD = 4.14) nmol POA/(mg de proteina)/min, p valor<
0.0001) (44). Ademas, se report6 que una cepa resistente de MTB con la mutacion
V139A tenia una tasa de eflujo tres veces superior a la media de las cepas
susceptibles (26.49 nmol POA/(mg de proteina)/min). EI 60% de las cepas
resistentes estudiadas mostraron una asociacion significativa con la disminucion de

la velocidad de eflujo de POA (42).

Los hallazgos previos destacan la participacion del sistema de eflujo de MTB en el
mecanismo de accion y resistencia a la PZA. La evaluacion del impacto en la
concentracion acumulada y la velocidad inicial de eflujo de POA en el medio
extracelular en genes que codifican bombas de eflujo bajo represion transcripcional

por CRISPRI o delecion génica por ORBIT se presenta en este estudio como una
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estrategia innovadora para comprender el rol de estos genes en el mecanismo de

accion y resistencia a la PZA.

La tecnologia de CRISPRI, empleando el sistema dCas9 de Streptococcus
thermophilus (dCas9st1), ha demostrado ser una plataforma robusta y versatil para
la represion genica dirigida en micobacterias (47 - 50). Este avance permite una
manipulacion genética eficaz y especifica, esencial para investigar la funcién y la
regulacion de genes involucrados en la resistencia a antibioticos. La técnica es
escalable genémicamente siendo capaz de generar bibliotecas de diversos genes a
reprimir, lo que posibilita una evaluacion sisteméatica en diversos contextos
experimentales, desde cultivos axénicos in vitro hasta modelos de infeccion en

animales (48).

Por otro lado, ORBIT combina dos sistemas eficientes de recombinacion, el sistema
RecT de recombinacion homologa del fago Che9c y la integrasa Bxb1, permitiendo
la integracion especifica de secuencias de ADN sin necesidad de preparar sustratos
de recombinacion de ADN de doble hebra, es decir, evita el uso de procesos de
clonacion dificiles de estandarizar. ORBIT utiliza un oligonucleétido guia disefiado
de manera especifica de acuerdo al gen de interés a eliminar, ademas emplea un par
de plasmidos (pKM461 y pKM464) que permiten la integracion del oligonucleétido

guia al genoma de MTB en reemplazo del gen silvestre (51, 52).
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1.4. Pregunta de Investigacion
Se plantea la siguiente pregunta:
¢Larepresiony delecion de los genes Rv0191 y Rv1258c, que codifican bombas de
eflujo en Mycobacterium tuberculosis H37Rv, impactan la concentracion
acumulada y la velocidad inicial de eflujo del acido pirazinoico (POA) en el medio
extracelular, y esta alteracion afecta la susceptibilidad a la pirazinamida bajo

condiciones de crecimiento in vitro en un entorno acido?
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1. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Principal

Evaluar el efecto de la represion y delecion de los genes Rv0191 y Rv1258c que
codifican las bombas de eflujo sobre la concentracion acumulada y velocidad inicial
de eflujo de &cido pirazinoico en MTB H37Rv y su potencial rol en el mecanismo

de accion y resistencia a pirazinamida.

2.2. Objetivos Especificos
= Seleccionar genes que codifiquen para bombas de eflujo en MTB H37Rv

involucrados en la resistencia a pirazinamida.

= Reprimir latranscripcion de los genes Rv0191 y Rv1258c que codifican para
bombas de eflujo en MTB H37Rv mediante la técnica de CRISPR de

interferencia (CRISPRI).

= Delecionar los genes Rv0191 y Rv1258c que codifican para bombas de

eflujo en MTB H37Rv mediante la técnica de ORBIT.

= Cuantificar la concentracién y velocidad inicial de eflujo del &cido
pirazinoico en el medio extracelular en MTB H37Rv bajo los sistemas de

represion y delecion genética.

= Evaluar la susceptibilidad a PZA en MTB H37Rv en cepas modificadas
genéticamente que demuestren una alteracion en la concentracion y

velocidad inicial de eflujo de &cido pirazinoico.
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1. HIPOTESIS

El presente estudio busca resolver dos hipotesis. En primer lugar, planteamos
que, si se establecen modificaciones genéticas para la represion y delecion de los
genes Rv0191 y Rv1258c que codifican para bombas de eflujo en MTB H37Rv,
entonces se demostrara que al menos uno de estos genes Se encuentra
involucrado en el eflujo de POA, medido por la concentracion acumulada de
POA en el medio extracelular y la velocidad inicial a la que este compuesto es

expulsado en un intervalo de tiempo definido (0-140 horas).

En segundo lugar, planteamos que si la reduccion de la acumulacion extracelular
y velocidad inicial de eflujo alteran la susceptibilidad a PZA en un entorno &cido
(pH 6.2), entonces las cepas creceran por encima de los valores de concentracion
minima inhibitoria (MIC) de PZA conocidos para MTB H37Rv (50-250 pg/ml).
La supervivencia de estas cepas modificadas a concentraciones elevadas
implicara que el sistema de eflujo de POA, mediado por Rv0191 y Rv1258c, tiene
un rol importante en el mecanismo de accion de la PZA, donde la expulsidndel

POA, es necesaria para ejercer un efecto bactericida.

Ademas, la presencia de crecimiento por encima del MIC de la cepa silvestre
implicara que alteraciones en la expresion de estos genes pueden conducir a un
estado de adquisicion de resistencia, reduciendo la expulsion del POA al medio

extracelular.
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IV. MARCO TEORICO
4.1. Agente etiol6gico, Mycobacterium tuberculosis (MTB)

MTB, el agente etioldgico de la tuberculosis (TB), es un patégeno que ha coexistido
con la humanidad durante milenios, adaptandose continuamente a los desafios
impuestos por las intervenciones terapéuticas (53, 54). A lo largo de la historia, la
evolucion de MTB ha sido marcada por su capacidad para desarrollar resistencia a
cada régimen antibidtico introducido. Esto complica significativamente su
tratamiento, reduce las tasas de recuperacion y amenaza el control global de la TB

(55).

La biologia de MTB presenta caracteristicas Unicas que contribuyen tanto a su
virulencia como a su capacidad para desarrollar resistencia a los antibidticos. Por
ejemplo, su pared celular es una estructura compleja y Unica caracterizada por su
contenido rico en lipidos, incluidos los &cidos micélicos de cadena larga, que le
confieren propiedades hidrofobicas y contribuyen a su resistencia natural a muchos
agentes antibacterianos (56, 57). Ademas, la presencia de complejos de
lipoarabinomanano y peptidoglicano en la pared celular no solo facilita la evasion
de la deteccion inmune por parte del huésped, sino que también dificulta la

penetracion de compuestos antimicrobianos (58 — 61).

MTB tiene la capacidad de entrar en un estado de latencia, caracterizado por una
reduccion significativa de su metabolismo. Durante la latencia, MTB puede
adaptarse a condiciones hostiles como la hipoxia, el estrés oxidativo, entornos

acidos y la limitacién de nutrientes, permitiendo su persistencia a largo plazo en el
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huésped (61). EI 90% de los casos de infeccién a individuos inmunocompetentes
desarrolla un estado de latencia y menos del 10% de estos individuos puede

experimentar una falla inmunitaria, reactivando la TB (62).

MTB en estado latente entra en un estado no replicativo, lo que genera la
disminucion de algunos procesos biologicos que son blancos de antibiéticos como
isoniazida y rifampicina. La isoniazida inhibe la sintesis de acidos micolicos en la
pared celular de MTB. y la rifampicina bloquea la transcripcién del ARN. Ambos
procesos requieren una replicacion activa; por esta razon, en este estado se reduce

significativamente la eficacia de ambos antibidticos (61, 62).

4.2. Mecanismo de accion de la PZA
La PZA es un antibidtico cuya formula molecular es CsHsN3O, un analogo de la
nicotinamida descubierto en la década de 1940 por la farmacéutica Lederle. Su
estructura consiste en un anillo de pirazina, donde un grupo carboxamida (-CONHy)
esta unido al anillo pirazinico (12). Es conocida por su singularidad al requerir un
pH écido para ejercer su efecto bactericida contra MTB, a diferencia de la mayoria
de los agentes antibacterianos. Su rol esencial en el acortamiento de la terapia se
debe a su capacidad para eliminar a MTB en estado de latencia bajo un entorno

acido, los cuales no son afectados por otros antibidticos (14).

Konno y cols., en 1966, demostraron que la PZA requiere de la enzima PZAsa para
ser hidrolizada a POA a un pH 6ptimo entre 6.8 — 7.0. La adicion de 10 umoles de

sustrato PZA produce alrededor de 1.9 pumoles de amonio (NHs) en cepas
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susceptibles. Sin embargo, las cepas resistentes a PZA, bajo la misma cantidad de
sustrato, producen solo 0.10 pmoles de NHs. Demostraron que existe una
correlacion entre la actividad de la PZAsay la susceptibilidad o resistencia a la PZA
debido a una actividad disminuida de la enzima en cepas resistentes (13). Estos
hallazgos resaltaron a la PZAsa como factor clave en el mecanismo de accion de la

PZA.

Ying Zhang y cols. en la Universidad Johns Hopkins, emplearon [14C]PZA y
[14C]POA para demostrar que a pH acido (5.5), el POA se acumula dentro de las
células de MTB H37Ra, alcanzando concentraciones mayores que a pH neutro o
alcalino, donde el POA se encuentra principalmente fuera de las células (31). Esta
acumulacién fue observada utilizando técnicas de cromatografia en capa fina y
contadores de centelleo liquido, con valores de centelleo que indicaban una
acumulacién intracelular significativa bajo condiciones de pH acido. Por ejemplo,
a 320 minutos, la radioactividad medida en las células fue de aproximadamente

2500 cpm/mg en pH 5.5, mientras que a pH 6.6, fue significativamente menor (31).

El sistema de eflujo es crucial en este modelo porque explica la susceptibilidad
Unicade MTB ala PZA através de la expulsién de POA". En un entorno extracelular
acido, el POA" se protona a su forma no disociada (HPOA), que puede difundir
pasivamente a través de la membrana celular por su caracter lipofilico. Una vez
dentro de la célula, donde el pH es mas neutro, el HPOA se desprotona y vuelve a
su forma disociada (POA"), que no puede salir facilmente de la célula debido a su

carga negativa (15, 31).
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Este proceso es facilitado por la fuerza motriz de protones, un gradiente
electroquimico creado por la diferencia en la concentracion de protones (H+) a
ambos lados de la membrana celular. La deficiencia del sistema de eflujo en MTB
impide la expulsion eficiente de POA-, resultando en su acumulacion intracelular

(15, 31).

La adicion de inhibidores de la reserpina y la valinomicina aumentaba
significativamente la acumulacion de POA. Por ejemplo, la reserpina a una
concentracion subletal de 20 mM permitié una acumulacién notable de POA en
MTB, sugiriendo un mecanismo de eflujo activo en esta bacteria (31). Ademas,
encontraron que la tasa de expulsion de POA en MTB (aproximadamente 0.3
pmol/mg/min) era mas de dos ordenes de magnitud menor que en MSMEG
(aproximadamente 70 pmol/mg/min), que tiene un sistema de eflujo altamente

activo (15).

Bajo las mismas condiciones de pH midi6 el potencial de membrana utilizando
[3H]tetrafenilfosfonio bromuro (TPP+) observando que POA disminuia
significativamente el potencial, con valores de -62.26 + 6.44 mV para las células
semidormantes y -121.1 + 3.85 mV para células en fase logaritmica. Ademas,
evalué la captacion de nutrientes, utilizando L-[14C]serina, [35S]metionina y
[3H]uracilo como precursores radiactivos demostrando que el POA inhibia
significativamente la captacion de estos a pH acido (5.0), pero no a pH neutro (7.0).

(15, 31, 61). Estos hallazgos demuestran que el POA intracelular causa el colapso
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de la fuerza motriz de protones y bloquea la captacion de nutrientes esenciales,

llevando a la muerte celular.

Por otro lado, Baughn y cols. han identificado a SigE, una proteina reguladora de
respuesta al estrés del sobre celular, como esencial en la susceptibilidad a la PZA'y
POA. SigE es un factor sigma que regula la expresion de genes involucrados en la
respuesta a estrés y en la homeostasis del sobre celular en MTB (16). Observaron
que la delecién de SigE resultd en un incremento significativo en la resistencia a
PZA, con valores de MIC incrementados comparados con la cepa silvestre
aumentando de 50 pg/ml a 400 pg/ml (pH:5.8), y la MIC de POA increment6 de

200 pg/ml a mas de 800 pg/ml (pH: 6.6) (16).

Se demostré que la activacion constitutiva de la respuesta de estrés del sobre celular,
mediante la delecion del gen anti-sigma rseA, también potencié la susceptibilidad
a PZA, lo que sugiere que la activacion de esta via es crucial para su accion,
independiente del pH ambiental dado que este efecto fue evidenciado en un entorno
neutro a través de la exposicién a inhibidores de la sintesis de peptidoglicano, como
meropenem, que desencadenaron una respuesta de estrés en el membrana celular,
destacando que la regulacion por SigE puede potenciar la accion de PZA sin

necesidad de acidificacion del medio (16).

Adicionalmente, se plantea un modelo de blancos intracelulares de POA. Shi et al.
estudiaron la proteina PanD, una decarboxilasa de aspartato esencial en la

biosintesis de coenzima A (CoA). La adicion de B-alanina o pantotenato
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antagonizaba la actividad de POA, sugiriendo que POA inhibe la actividad
enzimatica de PanD y reduce la biosintesis de CoA, interfiriendo con la sintesis de
acidos grasos, un proceso crucial para la supervivencia de MTB en estados de

latencia (19, 64).
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Figura 1. Sistemas relacionados al mecanismo de accion de la pirazinamida. A.
Sistema de transporte de membrana de la PZA por difusion pasiva; B. Hidrolisis de
la PZA a POA™ mediante la enzima PZAsa (pncA); C. Expulsion de POA" a través
de un sistema de eflujo no conocido D. Ingreso de HPOA y disociacion a POA™ +
H* causando acidificacion y acumulacion intracelular debido a un eflujo deficiente.
Este efecto causa reduccién del potencial de membrana afectando el transporte de
uracilo y aminoéacidos (serina y metionina) llevando a la muerte de MTB. PZA =
pirazinamida. HPOA = acido pirazinoico protonado; POA™ = acido pirazinoico
disociado (Modificado, Fuente (65)).
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4.3. Resistencia a la PZA
La principal via de adquisicion de resistencia a la PZA se da a través de una pérdida
o disminucion de la actividad PZAsa, lo que impide la hidrolisis de PZA a POA. La
falta de actividad enzimatica se asocia a mutaciones en el gen pncA, que codifica
para la enzima PZAsa. La frecuencia de estas mutaciones en aislados resistentes

oscila entre el 72% y el 98% (22-26, 66)

Las mutaciones que afectan al gen pncA son principalmente de tipo sin sentido y
cambios de un solo nucledtido que causan sustituciones de aminoacidos. También
se producen algunas sustituciones en la region promotora del gen. La diversidad de
las mutaciones estd demostrada por mas de 400 polimorfismos de un solo

nucleodtido (SNPs) descritos en 78 estudios publicados (26, 67).

Aunque estas mutaciones estan dispersas por todo el gen, que codifica una proteina
de 187 aminoécidos, la pérdida de actividad PZAsa estd asociada con mutaciones
que afectan al sitio activo (por ejemplo, D8, W68), que alteran el ndcleo de la
proteina (por ejemplo, Q10, 16, V44, V139, M175, F94, H137) y que interfieren
directa o indirectamente con la coordinacion del ion hierro (I1) (por ejemplo, D49,

H51, H57, H71) (68).

En ausencia de mutaciones en el gen pncA se han identificado vias alternativas que
incluyen mutaciones en otros genes que codifican proteinas involucradas en los
modelos que tratan de explicar el mecanismo de accion de la PZA. De esta manera,

en experimentos con cepas de MTB H37Ra en cultivo in vitro, se observo que
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mutaciones en el dominio carboxilo-terminal de PanD estan asociadas con
resistencia a PZA. Las cepas mutantes presentaban una MIC de 200-800 pg/ml de
POA a pH 6.8, significativamente mayor a la cepa silvestre (17). Mediante la
secuenciacion del genoma completo de MTB y el analisis de mutaciones
especificas, se identifico que la mutacion M1171, es la mas frecuente en el gen

panD, presente en el 80% de los mutantes (17).

Estudios recientes han sefialado que mutaciones en clpC1, una ATPasa asociada
con la degradacion de proteinas mal plegadas y la regulacion de la respuesta al
estrés, conducen a la selectividad de sustrato del complejo ClpC1-ClpP,
provocando resistencia a POA, de manera similar a las mutaciones en panD. Los
estudios de sobreexpresion y unién demostraron que PanD es el objetivo directo de
POA, mientras que las mutaciones en clpC1 indirectamente causaban resistencia.
Esto sugiere que el POA estimula la degradacién de PanD a través de ClpC1-ClpP,

y no simplemente inhibe su funcion enzimatica (18, 19).

Por otro lado, el gen rpsA fue considerado un factor importante en la resistencia a
la PZA en MTB como un potencial objetivo del POA. Sin embargo, estudios
recientes sugieren que las mutaciones en este gen no estan necesariamente
vinculadas con la resistencia. Analisis de rpsA y su promotor en aislamientos
clinicos de MTB han revelado mutaciones tanto en PZA-resistentes como en PZA-
susceptibles, con una frecuencia estadistica no significativa, lo que sugiere que rpsA

no es parte del mecanismo de resistencia a la PZA en MTB (64, 69).
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4.4. Rol de las bombas de eflujo en el mecanismo de resistencia a PZA.
Las bombas de eflujo son mecanismos de defensa cruciales en las bacterias, que
permiten expulsar una amplia gama de compuestos antibacterianos y otros agentes
toxicos, contribuyendo asi a la resistencia antimicrobiana y a la supervivencia
bacteriana en entornos hostiles (36, 37, 70, 71). Las superfamilias de bombas de
eflujo como ATP-binding cassette (ABC), Resistance-Nodulation-Division (RND),
Major Facilitator Superfamily (MFS), Multidrug and Toxic Compound Extrusion
(MATE), Small Multidrug Resistance (SMR) y Proteobacterial Antimicrobial
Compound Efflux (PACE) son fundamentales en la resistencia a antibioticos en una

amplia variedad de bacterias (43).

Estos sistemas expulsan diversos antibioticos y compuestos toxicos, contribuyendo
a la supervivencia bacteriana en condiciones adversas. Las bombas ABC, por
ejemplo, utilizan ATP para expulsar antibioticos y se han observado en patégenos
como Streptococcus pneumoniae. Las RND son esenciales en bacterias Gram
negativas como Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, relacionados con
antibidticos como tetraciclina y rifampicina (72). MFS, es crucial contra
fluoroquinolonas y macrdélidos en organismos como Streptococcus pneumoniae (73
—75). Por otro lado, MATE ha mostrado un papel en la resistencia a antibiéticos en

Escherichia coli y Trueperella pyogenes (76 — 79).

Los estudios recientes detallan la relevancia de las bombas de eflujo en la
resistencia de MTB a la PZA, a través de las mutaciones en el gen Rv1258c.

Especificamente, las mutaciones puntuales V219A y S292L en este gen confieren
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resistencia no solo a PZA sino también a isoniazida (INH) y estreptomicina (SM),
siendo la mutacion S292L responsable de una resistencia elevada a INH (32 pg/ml)
y a PZA (800 pg/ml), una caracteristica no observada con la mutacion V219A, la
cual muestra un nivel de resistencia mas bajo (100-200 pg/ml para PZA (36). Este
patron de resistencia a multiples antibioticos, en particular a PZA, es notable porque
en este reporte el gen Rv1258c es asociado con una disminucion intracelular de

POA, lo que sugiere un mecanismo adicional de resistencia a la PZA (36).

Por otro lado, se han identificado otros genes de bombas de eflujo como Rv0191,
Rv1667c, Rv3008 y Rv3756¢, cuya sobreexpresion en la cepa H37Ra de MTB
indujo una resistencia de nivel bajo a PZA y POA, pero no a otros antibioticos. La
resistencia observada a PZA en estas cepas sobreexpresadas alcanzd una
concentracion minima inhibitoria (MIC por sus siglas en ingles) de
aproximadamente 200 pg/ml, en contraste con el control vectorial pOLYG que

mostré un MIC de alrededor de 100 pg/ml (37).

Adicionalmente, la inhibicion de las bombas de eflujo con compuestos como la
piperina reveld un aumento en la susceptibilidad a PZA, lo que refuerza el rol de
estas proteinas en el mecanismo de resistencia. Las mutaciones clinicas encontradas
en los genes de estas bombas de eflujo, en particular Rv0191 donde se identificaron
mutaciones puntuales en el codon 213 (no sindnima, GCT a ACT) y en el codon 66
(sinbnima, GCC a GCT). La mutaciéon no sinénima en el codon 213 fue la mas
comun entre 299 de las 406 cepas estudiadas y sugiere una posible relacion con la

resistencia clinica a la PZA (37).
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4.5. CRISPR/dCas9 de interferencia (CRISPRI)
La tecnologia CRISPR-Cas9, derivada del estudio de mecanismos de defensa en
bacterias y arqueas, ha innovado el campo de la biotecnologia y la ingenieria
genética. Este sistema se basa en secuencias CRISPR (repeticiones palindromicas
cortas agrupadas y regularmente interespaciadas) y en la enzima Cas9, que juntas

facilitan cortes especificos y precisos en el ADN (80).

El sistema emplea secuencias de ARN, que dirigen la proteina Cas9 al sitio blanco
para ejercer su accion endonucleasa, lo que permite la edicion del genoma.
CRISPR-Cas9 edita el genoma con mayor eficiencia en comparacion con
tecnologias previas como las nucleasas dedo de zinc (ZFNs) y las nucleasas
efectoras tipo activador de transcripcién (TALENS) (81, 82). El sistema emplea los
mecanismos naturales de reparacion del ADN para realizar inserciones, deleciones
o modificaciones especificas en las secuencias genéticas, lo que permite explorar

funciones génicas de manera especifica (81).

La aplicacion de CRISPR-Cas9 trasciende la edicion genética. La variante dCas9,
una forma inactiva de la enzima Cas9, permite realizar modular la expresion
genética sin alterar la secuencia del ADN, facilitando estudios detallados sobre la
regulacién genética y la interaccion entre genes y enfermedades. Esta tecnologia,
denominada CRISPR-dCas9 de interferencia (CRISPRI), utiliza la enzima inactiva
junto a un ARN guia (sgRNA) para modular especificamente la expresidon génica

sin alterar la secuencia del ADN (83).
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Los plasmidos pLJR965 y pLJR962 son vectores disefiados para la implementacion
de la tecnologia CRISPRi en MTB y MSMEG, respectivamente. Ambos expresan
la proteina dCas9, el sgRNA especifico y un marcador de resistencia a kanamicina.
Bajo el control de un promotor regulador por el represor de tetraciclina (TetR). La
expresion de estos componentes se induce en presencia de anhidrotetraciclina (ATc)

o doxiciclina, permitiendo la represion génica transcripcional dirigida (83).

Este sistema se basa en el bloqueo fisico que realiza el complejo dCas9/sgRNA en
el ADN, impidiendo asi la iniciacion o elongacion de la transcripcién por parte de
la RNA polimerasa (84). La especificidad de CRISPRi proviene de la necesidad de
una secuencia corta adyacente al objetivo denominada motivo adyacente a
protospaciador (PAM) que es esencial para el reconocimiento y la union del
complejo dCas9 (Figura 2). Este método tiene aplicaciones en la regulacion de la
expresion de multiples genes de manera simultdnea con alta especificidad, lo que
representa una herramienta valiosa en campos como la biologia sintética y la re-

ingenieria metabolica.

CRISPRi ha mostrado un potencial importante en la investigacion de TB,
especialmente en la comprension y combate de la resistencia a los medicamentos.
Utilizando dCas9 en combinacion con sgRNAs especificos, ha permitido la
regulacién fina de la expresion genética en MTB, el patdgeno causante de la TB,
sin alterar la secuencia de ADN subyacente (47, 48). Esta capacidad para modular
la expresion de genes especificos ha facilitado el analisis detallado de genes

involucrados en la resistencia a multiples antibioticos, ofreciendo una plataforma
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para explorar nuevos blancos terapéuticos y entender los mecanismos subyacentes

de la resistencia.

Esta herramienta también ha sido fundamental para definir la vulnerabilidad de
genes especificos en MTB, proporcionando una plataforma para la deteccion de
nuevos blancos farmacologicos y optimizando el uso de los medicamentos
existentes (48). La aplicacién de CRISPRI ha permitido la generacion de bibliotecas
de alta diversidad de sgRNAs que apuntan a practicamente todos los genes de MTB,
facilitando una exploracion exhaustiva de las vulnerabilidades genéticas del
patdgeno. La capacidad de sintonizar la expresion genética y cuantificar la
vulnerabilidad de genes esenciales abre nuevas avenidas para la investigacion y el
desarrollo de terapias dirigidas que podrian revolucionar el tratamiento de la TB en

el futuro.
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Figura 2. Esquema de la represién transcripcional mediada por CRISPRI. El
dcas9 inducible por anhidrotetraciclina (ATc) (PTet) se dirige a dianas de ADN
especificas mediante sgRNA inducible por ATc o expresado constitutivamente
(Pcon), lo que impide el inicio o la elongacion de la transcripcion. Fuente: Rock J.
(85).
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4.6.Tecnologia de recombinacion mediada por oligonucleotido seguida del
direccionamiento por una integrasa Bxb1l (ORBIT)

La técnica ORBIT ha sido fundamental en el avance del entendimiento molecular
y la intervencion sobre MTB. Fue desarrollada por Kenan C. Murphy en el afio
2018. Esta técnica ha permitido generar modificaciones genémicas precisas y su
evaluacion directa en contextos de patogenicidad y resistencia a antibioticos en
MTB y MSMEG (50). El sistema emplea un oligonucle6tido guia de 188 pares de
bases (pb), que incorpora la secuencia especifica del sitio de recombinacion Bxbl
(attP) flanqueada por secuencias que coinciden con el sitio especifico en el

cromosoma de MTB que se desea modificar o eliminar (50).

El sistema, ademas del oligonucledtido guia, emplea dos plasmidos denominados
pKM461 y pKM464. En primer lugar, el plasmido pKM461 se electropor6 a MTB
para inducir la expresion de la enzima RecT annelasa y la integrasa Bxbl
empleando ATc. Posteriormente, la co-electroporacién del oligonucleétido guia y
el plasmido de seleccion pKM464 permiten que las enzimas RecT y Bxbl
recombinen e integren el oligonucle6tido guia, el cual presenta la secuencia attP, en
reemplazo de la secuencia silvestre del gen blanco y su posterior seleccién en

cultivo in vitro (Figura 3A) (50, 85).

El plasmido de seleccion pKM464, carece de origen de replicacion enmicobacterias
(OriM) pero contiene una secuencia attB, que reconoce la secuenciaattP del
oligonucleotido guia en el genoma de MTB. La ausencia de OriM aseguraque la

permanencia del plasmido en las células de MTB solo sea posible a traves de
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la recombinacion sitio especifica mediada por la integrasa Bxbl, utilizando el

nuevo sitio attP creado en el cromosoma (Figura 3B).
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Figura 3. Delecion del gen objetivo y procesos de recombinacidn en el sistema
ORBIT. A. Electroporacién de oligonucle6tido guia que mantiene la secuencia attP
y el plasmido pKM464 que mantiene la secuencia attB en MTB. RecT integra attP
en el cromosoma eliminando la secuencia silvestre del gen blanco. B.
Recombinacion oligomérica: Se visualiza la annelasa Che9c-RecT uniendo un
oligonucle6tido guia, que incorpora la secuencia attP de Bxb1, a la hebra rezagada
del ADN bacteriano durante la replicacion del cromosoma. B. ORBIT:
Posteriormente, en la misma fase de replicacion, la integrasa Bxb1 inserta el vector
de carga pKM464 en el cromosoma a través de la recombinacion especifica de sitio
en el nuevo punto attP. Este vector lleva la secuencia attB y el gen de resistencia a
higromicina (HygR), permitiendo la seleccién de mutantes que han perdido el gen
blanco. Fuente: Kenan M. (50)
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V. METODOLOGIA
5.1. Tipo de Estudio

Estudio exploratorio y correlacional, complementado con un enfoque analitico-
experimental.

5.2. Disefio de Estudio
El estudio se divide en 4 etapas

1. Seleccion de genes candidatos que codifican bombas de eflujo mediante
herramientas bioinformaticas y revision bibliografica.

2. Implementacion del sistema CRISPRI, que comprendio el disefio del sgRNA
para cada gen a evaluar, la clonacion del sgRNA en el vector pLJR965 y su
verificacion en E. coli. El plasmido recombinante verificado se incorporo en
el genoma de MTB por electroporacién y se verificd por secuenciacion de
SANGER. Finalmente, se evalud el nivel de expresion génica de los genes
blanco reprimidos.

3. Delecion mediante ORBIT de los genes seleccionados. Se emplearon
oligonucledtidos disefiados (secuencia attP), seguido de una seleccién y
verificacion de la delecién génica mediante secuenciacion por Oxford
Nanopore.

4. Evaluacion de las represiones y deleciones en el eflujo del POA vy la

susceptibilidad a PZA (Figura 4).
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SELECCION DE GENES QUE CODIFICAN BOMBAS DE EFLUJO INVOLUCRADOS EN LA
RESISTENCIA A PIRAZINAMIDA

VERIFICACION DE LA INTEGRACION DISENO E IMPLEMENTACION DISENO E IMPLEMENTACION
DE LOS ARN GUIA AL GENOMA — DE REPRESION TRANSCRIPCIONAL DE DELECION GENICA
POR CRISPRi EN MTB H37RV POR ORBIT EN MTB H37RV
_____ Secuenciacion por SANGER I I '

INDUCCION DEL SISTEMA VERIFICACION DE LAINTEGRACION  |! PCR y Secuenciacién

CRISPR (ATc +) DEL SISTEMA ORBIT AL GENOMA | por Oxford Nanopore
| I
EVALUACION DEL EVALUACION DEL

‘ CRECIMIENTO BACTERIANO | ‘ CRECIMIENTO BACTERIANO

EVALUACION DE LOS NIVELES DE ARN
MENSAJERO Y NIVEL DE REPRESION

EVALUAC]ON DE LA CONCENTRACION ACUMULADA Y VELOCIDAD DE EFLUJO INICIAL
DE ACIDO PIRAZINOICO EN MTB H37Rv (Silvestre, Rv0I91/Rv1258¢ bajo represién y delecién)

EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD A PZA EN MTB H37Rv
(Silvestre, Rv0101/Rv1258¢ bajo represién y delecién)

| ANALISIS Y CONCLUSIONES

Figura 4. Flujograma de trabajo.

5.3. Area de Estudio
El presente estudio fue ejecutado en las instalaciones de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia (UPCH), ubicadas en la Facultad de Ciencias y Filosofia, dentro
de los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo (LID). Los ensayos para el cultivo
in vitro de MTB H37Rv se llevaron a cabo en un ambiente controlado, en el
Laboratorio de Mycobacterium 118, con un nivel de bioseguridad 111, garantizando
la contencidn apropiada de este agente patdgeno. Los experimentos moleculares se
ejecutaron en el Laboratorio de Bioinformatica, Biologia Molecular y Desarrollos

Tecnologicos, que cuenta con un nivel de bioseguridad I1.

5.4. Material Bioldgico
Los plasmidos pKM461 y pKM464, esenciales para la eliminacion de los genes de
interés, fueron proporcionados por el Dr. Anthony Baughn de la Universidad de

Minnesota, en el Departamento de Microbiologia e Inmunologia. Asimismo, el
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plasmido pLJR965, para generar la represion génica, fue cortesia del Dr. Jeremy
Rock de la Universidad Rockefeller, del Laboratorio de Biologia de Patdgenos y
Huéspedes. Los oligonucleotidos guia y los ARNSs guia fueron sintetizados por la
empresa biotecnoldgica Integrated DNA Technologies (IDT). El inventario del

material bioldgico utilizado se encuentra detallado en la Tabla 1.

Tabla 1. Material Bioldgico del estudio

Item Material Biol6gico Descripcion Almacenamiento
Mycobacterium -80°C
1 Bacteria tuberculosis cepa
H37Rv
) Escherichia coli cepa -80°C
2 Bacteria NovaBlue
3 Vector pLJR965 -20°C
4 Vector pKM461 -20°C
5 Vector pKM464 -20°C

5.5. Procedimiento Experimental

5.5.1. ldentificacion de genes que codifican bombas de eflujo en MTB
H37Rv asociadas a la resistencia a PZA.
Los genes que codifican para bombas de eflujo se identificaron mediante la base

de datos Mycobrowser (https://mycobrowser.epfl.ch/), se tomaron en cuenta los

ID de cada proteina para realizar su busqueda mediante la base de datos del
NCBI (National Center for Biotechnology Information,

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), solo tomando los genes depositados en el

genoma de referencia de MTB cepa H37Rv

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_000195955.2/, genoma

ensamblado ASM1959v2).
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Posteriormente, se realizd una exhaustiva revision bibliogréfica para identificar
genes que codifican bombas de eflujo involucrados en la resistencia a
antibidticos, utilizando como criterio de seleccion la presencia de mutaciones y
alteraciones en su expresion, encontradas bajo su relacion con la resistencia a

PZA'y su papel critico en el sistema de eflujo de acido POA.

5.5.2. Disefio del sistema CRISPR de interferencia (CRISPRi) en MTB
H37Rv.
5.5.2.1. Disefio e hibridacidon del ARN guia (SgRNA).

Los sgRNA se disefiaron empleando el protocolo de Rock et al. 2017 (85).
Brevemente, en la cadena reversa complementaria a la cadena no molde se
identificé una secuencia PAM con una capacidad de represién superior a 50
pliegues (Anexo 1). Se eligieron entre 20 — 25 nucle6tidos con terminacion en
citosina (C) o timina (T), siendo esta secuencia el cebador reverse, y su
complementario el cebador forward. A los mismos se le agregaron en sentido

5’ los nucleétidos GGGA (forward) y los nucleétidos AAAC (reverse).

Los sgRNA disefiados fueron identificados en la base de datos Pebble
(https://pebble.rockefeller.edu/) donde se anotaron valores de fuerza de
represion predicha, logaritmo de cambio de pliegue (LOG2FC, por su
abreviacion en inglés) predicho y el indice de vulnerabilidad (1V) para los genes
de interés descritos en la Tabla 2, en esta tabla las secuencias de cebadores
correspondientes al sgRNA del gen groEL, cumplen la funcién de verificar el
correcto funcionamiento del sistema de represion, este gen se ha reprimido y

evaluado con éxito a nivel de laboratorio (no mostrados).
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Finalmente, los sgRNA fueron sintetizados por la compafiia IDT. Los sgRNA
fueron reconstituidos con agua grado molecular (100 uM) y diluidos 1:100 (1
KM). Para formar el sgRNA para cada gen de interés, se tomaron 2 pl de cada
oligonucleotido forward y reverse (1uM) y se afiadieron a 46 pl de solucién
tampon de hibridacion compuesta por 50 mM de TRIS pH 7.5, 50 mM NaCl y
1 mM de EDTA usando un termociclador Quant Studio 5 (Applied Biosystems,
USA) a 95 °C por 2 minutos, disminuyendo la temperatura hasta 25 °C a una

tasa de 0.1 °C/segundo.

Tabla 2. Secuencias sgRNA Rv0191 y Rv1258c y valores predichos.

Nota. Gen target: gen blanco, PAM: Motivo adyacente al protospaciador,
LOG2FC: logaritmo en base 2 de cambio de pliegue, ND: No determinado. Los
valores predichos han sido tomados de la plataforma Pebble.com realizada por
Bosch y cols. (46). *Los niveles de represion corresponden a valores reportados por
Rock y cols. (45).

5.5.2.2. Clonacion del plasmido pLJR965:sgRNA en E. coli cepa NovaBlue.
5.5.2.2.1. Linealizacion de plasmido pLJR965 e hibridacion de sgRNA.
La cepa de E. coli NovaBlue con el plasmido pLJR965 crio conservada a -70°C,

se reactivo inoculandola en agar Luria-Bertani (LB) suplementado con
antibiotico tetraciclina (concentracion final de 12.5 pg/ml) y kanamicina

(concentracion final de 40 pg/ml), seguida de una incubacion a 37 °C por 24
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horas. Con la finalidad de propagar el plasmido, una colonia reactivada y aislada
se cultivd en 10 ml de caldo LB con tetraciclina y kanamicina en las mismas
concentraciones. La extraccion del ADN plasmidico pLJR965, se realizo
empleando el kit Analytikjena innuPREP DNA/RNA Mini Kit (Catalogo #845-

KS- 20800050).

Se digirio 1 pg del plasmido pLJR965 con 5 unidades (U) de la enzima BsmBl,
NEB (Catalogo #R0739S) a 55 °C en bafio maria durante 12 horas con
agitaciones intermitentes cada 30 minutos para prevenir la condensacion del
vapor. La verificacion de la linealizacion se efectu6 por electroforesis en un gel
de agarosa al 0.8%, a 90V durante 55 minutos, tefiido con SYBR safe DNA gel
stain Invitrogen (Catalogo #S33102). Finalmente, se purifico el plasmido con el

kit Zymoclean Gel DNA Recovery Kit, Zymoresearch (Catalogo #D4001).

5.5.2.2.2. Ligacion de plasmido pLJR965 y producto de hibridacion.

El plasmido pLJR965 linealizado y purificado se ligd a los sgRNA hibridados
para cada gen de interés. En un microtubo de 0.2 ml se prepard la siguiente
reaccion: 9 ng de plasmido pLJR965 linealizado y purificado, 0.5 pl de sgRNAs
(concentracion final de 1 uM), 0.5 pl de solucion tampon de la enzima T4 ADN
ligasa y enzima T4 ligasa (concentracién final de 1U/ul), Thermo Scientific
(Catalogo #EL0014). La reaccion se completd con agua grado molecular hasta

un volumen de 5 ul y fue incubada a 16 °C durante 20 horas.
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Adicionalmente, se realizd una reaccién de control autoligado. Esta reaccion
contuvo todos los componentes mencionados previamente, excepto los SgRNAS
hibridados. Finalmente, la reaccion de ligacion con los plasmidos

recombinantes pLJR965:sgRNA fueron almacenados a -20°C hasta su uso.

5.5.2.2.3. Transformacion de plasmido recombinante en E. coli NovaBlue
Ambos plasmidos recombinantes pLJR965:sgRNA fueron transformados en
células de E. coli NovaBlue quimio-competente previamente elaboradas
(Anexo 2). 100 pl de células competentes y 5 ul del producto de ligacion
(pLJR965:sgRNA) se incubaron en hielo durante 2 minutos; luego a 37°C

durante 40 segundos y nuevamente en hielo durante 30 minutos.

Répidamente, se agregé 1 ml de medio caldo SOC (Super Optimal broth with
Catabolite repression), Invitrogen (Catalogo #15544-034) y se incub6 a 37°C
durante 1 hora para recuperar la viabilidad de las celulas de E. coli

transformadas.

Réapidamente, se agregd 1 ml de medio caldo SOC (Super Optimal broth with
Catabolite repression), Invitrogen (Catalogo #15544-034) a la reaccion (células
competentes + producto de ligacion) y se incubaron a 37°C durante 1 hora con
la finalidad de recuperar la viabilidad de las células de E. coli NovaBlue

transformadas.
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Finalmente, se sembr6 100 pl del cultivo recuperado en agar LB conteniendo
tetraciclina y kanamicina a 37°C durante 24 horas, de esta manera se
seleccionaron las colonias que integraron el plasmido con éxito. El proceso se
repitié para el control autoligado, que solo contenia el plasmido pLJR965

ligado.

5.5.2.2.4. Verificacion de la clonacion.

Entre 4 a 8 colonias E. coli NovaBlue transformantes fueron cultivadas en
medio caldo LB con tetraciclina y kanamicina durante 24 horas a 37°C. Las
bacterias fueron colectadas mediante centrifugacion a 10 000 x g por 15
minutos, con la finalidad de realizar la extraccion del plasmido recombinante
empleando el kit Analytikjena innuPREP DNA/RNA Mini Kit (Catalogo #845-

KS- 20800050) siguiendo los pasos descritos por el fabricante.

La integridad de los plasmidos recombinantes fue verificada en una
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% a 90V durante 55 minutos. En este
punto, no fue posible verificar la presencia de los sgRNAs en los plasmidos
debido a que los sgRNAs contienen aproximadamente 20 pares de bases. Los
plasmidos fueron cuantificados por NanoDrop 2000, ThermoFisher (#Catalogo

ND2000).

La region del sgRNA fue secuenciado mediante el método SANGER
(Psomagen) usando el cebador que se hibrida en el plasmido pLJR965 y

flanquea el sgRNA de cada gen. Primer 1834 Rv: 5°-TTC CTG TGA AGA
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GCC ATT GAT AATG3’, Tm: 66.8 °C, 5 M. Las secuencias fueron alineadas
empleando el programa MEGAL1 y se verifico que la secuencia del sRNA no

tenga mutaciones, inserciones o deleciones.

5.5.2.2.5. Preparacion de ceélulas competentes en MTB H37Rv vy
electroporacion con el plasmido pLJR965 recombinante.
En primer lugar, se reactivd la cepa MTB H37Rv previamente crio-conservada

tomando 50 pl de cepay sembrandola en agar 7H10 suplementado con 10% de
OADC (Acido oleico, albdmina, dextrosa y catalasa) y 0.2% de glicerol (7H10-

0). Las placas de cultivo fueron incubadas durante 3 semanas a 37 °C.

Luego de 3 semanas, se tomd una asada de la cepa reactivada y se sembré en 5
ml de caldo 7H9, suplementado con OADC y Tween-80 al 0.05 % (7H9-O-T80)
e incubada durante 7 dias (ODsoo inicial de 0.05 — ODeqo final de 1.0) a 37 °C en
agitacion constante (200 rpm). Posteriormente, se tomaron 3 ml de esta cepay se
trasladd a un matraz con 47 ml de caldo 7H9-O-T80. El volumen final de 50 ml

fue incubado durante 3 dias a 37°C (ODeoo inicial de 0.05 — ODeoo final de 0.7).

Luego de 3 dias de crecimiento se agregaron 5 ml de glicina 2M para inducir el
estado de competencia celular. Luego de 16 horas de incubacion a 37°C en
constante movimiento, las células MTB competentes fueron colectadas en dos
tubos de 50 ml y precipitadas a 3000 x g durante 20 minutos en una centrifuga
refrigerada a 17 °C. En este punto el proceso de centrifugado puede generar

calor, por este motivo mantener las células en refrigeracion asegura su
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viabilidad para el proceso de electroporacion. El precipitado fue resuspendido
en 10 ml de glicerol al 10% y fue precipitado nuevamente a la misma velocidad,
este proceso se repitio dos veces. Finalmente, el precipitado se resuspendi6 en

1 ml de glicerol al 10 %.

Seguidamente, la electroporacion se realiz6 tomando 200 pl de MTB
competentes y 200 ng de plasmido recombinante en un volumen de 4 pl. Las
condiciones de electroporacion fueron un pulso de 2.5 kV, 25 pF, 1000 ohmios,
con un tiempo de pulso optimo de 22 mili segundos (ms). Como control de

electroporacion se emple6 4 pl de agua grado molecular.

Inmediatamente, el contenido de cada electroporacion se cultivd en 5 ml de
caldo 7H9-O-T80, y fueron incubados a 37 °C en agitacion constante (200 rpm)
durante 16 horas. Posteriormente, se realizaron 2 diluciones seriadas del cultivo
(1:10 y 1:100) en un volumen de 1 ml. De esta manera, ademas de la siembra
directa, se sembraron 100 pl de cada dilucion a placas con agar 7H10-O
suplementado con antibi6tico kanamicina (concentracién final de 25 pg/ml),

cada placa de cultivo se incub6 durante 3 semanas a 37 °C.

Se seleccionaron 3 colonias aisladas de MTB H37Rv recombinante para cada
sgRNA y se sembraron en 5 ml de caldo 7H9-O-T80 suplementado con
kanamicina (25 pg/ml) durante 7 dias (ODeoo inicial de 0.05 — ODeoo final de

1.0). Luego, el cultivo fue cosechado y precipitado en un tubo de 15 ml, con la
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finalidad de realizar extraccion de ADN genémico (ADNg) empleando el

método de proteinasa K (Anexo 3).

Finalmente, la integridad del ADNg se verificd por electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% a 90V por 55 minutos (Anexo 4), el mismo fue purificado y

enviado para secuenciacion de SANGER a la empresa Psomagen. Para este fin,

se emplearon los cebadores 2436 5°-TGCGGCGCTTTTTTTTTTGAATTC-3’
(Temperatura melting: 65.4 °C) y 2438 5°- CTGCGTTATCCCCTGATTCTG
-3’ (Temperatura melting: 63.5 °C) a una concentracion inicial de 5 uM y final
de 0.1 puM para amplificar la hebra sentido (5°-3”) y anti-sentido (3°-5°),
respectivamente, que flanquean el sgRNA y el plasmido pLJR965 integrados al

genoma de MTB.

5.5.2.3. Induccién del sistema CRISPRi en H37rv:pLJR965-sgRNA.

Las clonas de MTB recombinantes con cada sgRNA fueron sembradas en 5 ml
de caldo 7H9-O-T80 suplementado con kanamicina (25 pg/ml) a 37 °C en
agitacion a 100 rpm durante 7 dias (ODeoo inicial de 0.05 - ODeoo final de 1.0).
Posteriormente, se sembré 1 ml de cepa recombinante en 9 ml de caldo 7H9
bajo las mismas condiciones durante 4-5 dias (ODsoo inicial de 0.05 a ODsoo
final de 0.8), luego de este periodo se trasladaron entre 4-5 ml de cultivo con
caldo 7H9 bajo las mismas condiciones para llegar a un volumen total de 20 ml

con la finalidad de obtener un ODsgoo entre 0.15-0.20.
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En este punto, se dispusieron 2 recipientes rectangulares de cultivo por cada gen
a evaluar, un recipiente con el sistema inducido a represion génica mediante
ATc (concentracion final de 100 ng/ml) y otro control negativo sin induccion.
Cada recipiente fue envuelto en papel aluminio y se incubé a 37 °C en agitacion
constante (100 rpm) durante 5 dias (ODseoo inicial de 0.15-0.20 y ODsqo final de

1.2).

5.5.2.4. Cuantificacion relativa de la abundancia del ARN mensajero
(ARNmM) en cepas MTB H37Rv bajo represion génica.
5.5.2.4.1. Extraccion de ARN.

La extraccion de ARN se efectud tanto en bacterias inducidas (ATc +) y no
inducidas (ATc -). Se colecto el contenido de los recipientes de cultivo a tubos
de 50 ml, luego se centrifugaron a 3000 x g durante 20 minutos a 4 °C en
centrifuga refrigerada. El precipitado se resuspendié en 1 ml de TRI reagent
(Zymo Research, Catalogo #R2050-1-200) en un tubo que contenia perlas de
zirconio de 0.1 mm para la lisis celular fisica empleando el equipo FastPrep-24
(MP Biomedicals, USA) a 6.5 m/s durante 30 segundos (en dos ocasiones).
Posteriormente, los cultivos lisados se centrifugaron a 12 000 x g durante 15
minutos a 4 °C. Al sobrenadante resultante se le afiadié 200 pl de cloroformo,
se homogenizo por inversion durante 10 segundos y se incubd por 5 minutos en

hielo.

Seguidamente, la mezcla fue centrifugada a 12 000 x g durante 15 minutos. La
fase acuosa se mezclo con un volumen igual de etanol frio y se transfirio a una

columna del kit Directzol RNA (Zymo Research, Catalogo #R2051), donde se
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incubd a 4 °C durante 10 minutos. Luego, se centrifug6 a 16 000 x g durante 1
minuto a temperatura ambiente. Se descarté el tubo colector y los lavados de
columna se realizaron con 400 pl y 700 ul de Directzol RNA pre-wash (Zymo
Research, Catalogo #R2051), utilizando centrifugaciones a 16 000 x g durante

30 segundos y 2 minutos a 4 °C.

Finalmente, el ARN se eluy6 con 35 pl de agua libre de ARNasas (DEPC), y su
concentracion se determind por cuantificacion en el equipo Nanodrop 2000,
mientras que su integridad se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa

al 1.5% a 90V durante 55 minutos en TBE 0.5X.

5.5.2.4.2. Tratamiento de ADNasa | y purificacion de ARN.

El ARN extraido se tratd con el kit Turbo DNase I (Invitrogen, Catalogo #
AM2238) para eliminar cualquier traza de ADN. Se afiadieron 2.5 ug de ARN,
1 pl de DNase I, 5 pl de buffer 10X y agua DEPC hasta completar un volumen
final de 50 pl, siguiendo las indicaciones del fabricante. La incubacion se realizé
a 37 °C durante 30 minutos. Las muestras de ARN previamente tratadosse
purificaron empleando el kit RNA Clean & Concentrator (Zymo Research,

Catalogo #R1017) siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.5.2.4.3. Retro-transcripcion para la generacion de ADNCc.

Quinientos ng de ARN fue retro-transcrito; brevemente, la reaccion se realizo
en tres secciones, 1) Se mezclo 1 ul (cantidad 0.2 pg) de Random Hexamer
Primer (Thermo Scientific, Catalogo #S0142), 1 ul (concentracion 10 mM) de

dNTPs (Thermo Scientific, Catdlogo #R0182), ARN tratado y purificado (500
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ng) y se completo la reaccidon con agua grado molecular a un volumen de 15 pl,

seguidamente se incubd la reaccion a 65 °C durante 10 minutos. 2).

A la reaccion previa se agrego 4 pl (concentracion final 1X) de buffer First
Strand M-MLYV 5X (Invitrogen, Catalogo #28025013), 2 pl de DTT (Thermo
Scientific, Catalogo #R0861) y 0.5 pl (20 U) de RNase OUT Recombinant
Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen, Catalogo #10777-019), seguidamente se
incubd la reaccién a 37 °C durante 2 minutos e inmediatamente se dispuso la
reaccion en hielo y 3) A la reaccion se agregd 0.5 pl (100 U) de transcriptasa

reversa M-MLYV (Invitrogen, Catalogo #28025013).

Al tubo control se le agreg6 0.5 pl de agua grado molecular, seguidamente se
incubd a 25 °C por 10 minutos, 37 °C por 1 hora, 72 °C por 15 minutos y a 4
°C hasta ser retirados del termociclador T100 (BIO-RAD,USA). Finalmente, el
producto de ADNCc fue alicuotado en tubos de 1.5 ml y almacenado a — 20 °C

hasta su uso.

5.5.2.4.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) relativa.

La amplificacion y cuantificacion relativa de los niveles de ARNm se realizo
usando ADNc como molde en PCR en tiempo real utilizando SYBR Green. Los
cebadores (Tabla 3) fueron disefiados para regiones diana en el extremo 3’ de
las secuencias complementarias de los sgRNA de cada gen. En la amplificacion
se usaron los cebadores en una concentracion de 0.1 uM junto con 2.5 pl de
SYBR Green (1X) (Applied Biosystems, Catalogo #4309155), 4.5 ul de agua

grado molecular y 1 pl de ADNc en un volumen total de 10 pl (25 ng/ul).
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El programa de ciclado térmico consistio en una denaturacion inicial a 95 °C
durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95 °C durante 10 segundos, 61 °C
durante 20 segundos y 72 °C durante 10 segundos, finalizando con una curva
de melting que comenzo a 95 °C durante 5 segundos, 65 °C durante 1 minuto y

97 °C en el termociclador Quant Studio 5 (Applied Biosystems, USA).

Finalmente, para evaluar la represion genética, se realizé una cuantificacion
relativa del ARNm mediante RT-PCR. El analisis se llevd a cabo utilizando el
método de Livak (224" (90), tomando el gen SigA como referencia para la
expresion constitutiva y normalizar los datos bajo las condiciones de estudio,
que incluyeron el tratamiento de induccion de represion con ATc y sin

induccion.

Tabla 3. Cebadores para amplificacion de los genes a evaluar.

Gen Cebador forward Cebador Reverse
Blanco (5°-3’) (5°-3’)

Rv0191 CGTAATCCTCGCCTGGTCAA  CAGATTCGGCCCACGTACA

Rv1258c CTACGAGGCGATCCTCAACC CGAGGATGGACAACCCGAAT

groEL TGTCGGCATACTTCGTTACC  AGCGAGCTGATCTTGTCTTG

SigA CCATCCCGAAAAGGAAGACC TCGAGGTCTGGTTCAGCGTC

5.5.3. Disefio e implementacion del sistema ORBIT en MTB H37Rv
5.5.3.1. Disefio de oligonucleotidos

En el proceso de replicacion cromosémica de MTB, el oligonuclettido guia

utilizado en la técnica ORBIT se inserta en el gen objetivo imitando un
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fragmento de Okazaki. Por esta razon, es crucial que las secuencias adyacentes
de los oligonucledtidos guia estén configuradas para ser complementarias
inversas de la cadena molde que se replica de manera rezagada. El disefio del
oligonucleotido guia comienza con la creacion de una secuencia precursora.
Para ello, se toma la secuencia de ADN a partir de la cadena codificante de los
genes objetivo, comenzando 200 pares de bases antes del codon de inicio y

extendiéndose 200 pares de bases después del codon de parada.

Cada uno de los extremos flanqueantes de la secuencia precursora del
oligonucleotido guia constara de 70 bases que corresponden a los extremos
flanqueantes de cada gen objetivo, incluyendo los primeros y ultimos 10
codones. La secuencia attP reconocida por la integrasa Bxbl
(GGTTTGTCTGGTCAACCACCGCGGTCTCAGTGGTGTACGGTACAA

ACC) se insertara en el medio de las secuencias flanqueantes extraidas de cada
gen objetivo. En ambos casos, la secuencia del oligonucleétido guia se
selecciona como el complemento inverso de la hebra rezagada de cada gen
objetivo. Identificamos la orientacion y ubicacién del gen a través del NCBI en
el genoma de referencia de MTB H37Rv. Adicionalmente, se evita tomar
regiones que contemplen genes adyacentes, de esta manera los oligonucleétidos

disefiados se representan en la figura 5.
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1,405,000 1,406,000 1,407,000 1,408

pFw Rv1258c
Rv1257¢ attp | pRv
MTB Genome 4.4 kb

Oligo_Rv1258¢ Final (Ubicado en Cadena Continua)

S

2 ~

Figura 5. Secuencias de los genes Rv0191 y Rv1258c tomando en cuenta 200
pb up-stream y down-stream. A. Ubicacién de las secuencias mencionadas en
el genoma de MTB H37Rv, pFw y pRv corresponden a los cebadores forward
y reverse disefiados para la verificacion por PCR de la presencia del
oligonucledtido guia indicando un tamafio de producto de 478 pb.
Oligo_Rv0191 representa la secuencia ubicada en la cadena rezagada del
oligonucleotido, en verde, secuencia attP. Oligo_Rv0191 Final. Muestra la
secuencia reverso complementario al oligonucleétido seleccionado, esta
conforma el oligonucle6tido guia final para generar la delecion de Rv0191. B.
Ubicacion de las secuencias mencionadas en el genoma de MTB H37Rv,
producto de 435 pb. Oligo_Rv1258c Final. Muestra la secuencia ubicada en la
cadena continua del oligonucle6tido, la region de color verde corresponde a la
secuencia attP, esta conforma el oligonuclettido guia final para generar la
delecion Rv1258c.
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5.5.3.2. Electroporacion de plasmido pKM461

A 200 pl de células competentes se le afiadieron 4 pl del plasmido pKM461
(200 ng/ul). La mezcla fue electroporada en una cubeta con un pulso de 2.5 kV,
25 YF, 1000 ohmios, y un tiempo de pulso 6ptimo de 22 ms. Inmediatamente se
traslado el contenido electroporado a un tubo de 5 ml de medio caldo 7H9-O-
T80 suplementado con kanamicina (25 pg/ml) (7H9-O-T80-K) y se incubd a

37°C en agitacion constante durante 4 dias.

Posteriormente, se precipitaron las células por centrifugacion a 3000 x g durante
10 min a 17 °C y se resuspendieron en 1 ml de medio 7H9-OADC. A partir de
esta resuspension se prepararon diluciones 1:10 y 1:100 en un volumen de 1 ml
empleando como diluyente, 7H9-OADC. Seguidamente se sembraron 100 ul de
cada dilucién y 10 pl de siembra directa a placas que contenian agar 7H10-

OADC y kanamicina (25 pg/ml) e incubados a 37 °C durante 3 semanas.

Luego de este periodo de tiempo, se seleccionaron 3 colonias recombinantes.
Cada colonia se sembrd a un matraz con 50 ml de caldo 7H9-O-T80-K. Se
incubaron durante 4 dias a 37 °C con agitacion constante (100 rpm) (ODeoo final
entre 1.5-1.8). Posteriormente, las células fueron cosechadas y precipitadas en
un tubo de 50 ml a 3000 x g durante 10 minutos a 4 °C. Luego, cada tubo fue
resuspendido con 3 ml de 7H9-O-T80 y glicerol al 50%. Finalmente, se alicuotd
1 ml de la suspension celular en tubos crioviales de 1.2 ml y fueron almacenados

inmediatamente a - 70 °C hasta su uso.
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5.5.3.3. Electroporacion del vector plasmidico pKM464 y Oligonucleétidos
guiaen MTB H37Rv pKM461.
Se tomaron 500 pl de una suspension de MTB H37Rv conteniendo el plasmido

pKM461fue cultivado con agitacion constante a 100 rpm a 37°C (ODeoo final de
0.8). En este punto, se afiadio ATc (500 ng/ul), y se continud con la incubacion
a 37°C con la agitacion durante 8 horas. Posteriormente, se agregd 5 ml de
glicina 2 M y se incubd por 16 horas adicionales a 37°C con agitacion para
inducir la formacion de células competentes. Las células MTB:pKM461
competentes fueron precipitadas a 3000 x g durante 10 minutos a 17 °C y se

resuspendieron en 30 ml de glicerol al 10 % (en dos ocasiones).

Finalmente, las células se resuspendieron en 1 ml de glicerol al 10 %.
Seguidamente, se dispusieron 200 pl de células competentes en un tubo de 1.5
ml, al cual se le afiadieron entre 3.6 ul del plasmido pKM464 (previamente
extraido), a una concentracion de 200 ng/ul, y 3 ul de oligonucledtido guia para
cada gen de interés a una concentracion de 10 uM. La mezcla se transfirié a una
cubeta de electroporacion donde se llevé a cabo un pulso de 2.5 kV, 25 pF, 1000
ohmios, y un tiempo de pulso 6ptimo de 22 ms. Inmediatamente se traslado el
contenido electroporado a un tubo de 5 ml de medio caldo 7H9-OADC
suplementado con higromicina (50 pg/ml) y kanamicina (25 pg/ml) (7H9-O-
T80-KH), luego se incubd a 37°C en agitacion constante (100 rpm) durante 5

dias.

Posteriormente, las células se recuperaron por centrifugacion a 3000 x g durante

10 min a 17 °C y se resuspendieron en 1 ml de medio 7H9-OADC. A partir de
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esta resuspension se prepararon diluciones 1:10 y 1:100 en un volumen de 1 ml
empleando como diluyente, 7H9-O-T80. Finalmente, se sembraron 100 ul de
cada dilucion y 10 pl de siembra directa a placas que contenian agar 7H10-
OADC, higromicina (50 pg/m) y kanamicina (25 pg/ml) y fueron incubadas a

37 °C durante 3 semanas.

5.5.3.4. Verificacion de la incorporacion del oligonucleétido guia al ADNg
de MTB H37Rv.

Una colonia aislada para cada oligonuclettido guia
(MTB:pKM461+pKM464+0ligo Rv0191/Rv1258c), previamente seleccionada
en placas de agar 7H10-OADC y higromicina (50 pg/ml) y kanamicina (25
pg/ml), fue sembrada en 10 ml de caldo 7H9-O-T80 se incubo durante 7 dias.
Posteriormente, las células fueron centrifugadas y se realizd la extraccion de

ADN genémico utilizando el método de proteinasa K (Anexo 3).

Se emplearon cebadores previamente disefiados para la amplificacion de la
region del ADN que contenia la secuencia attP para cada gen de interés (Figuras
6B y 7B). Para verificar el oligonucledtido guia Rv0191 se utilizaron los
cebadores forward 5’-TGACGGCAAGCTGGCAGAG-3’, reverse 5’-
CATCAGCACCGCAACCACT-3’. Para verificar el oligonucleétido guia
Rv1258c se emplearon los cebadores forward 5’-
GCTCTACCGGGGACCTGAA-3’ y reverse 5-

TGATTGCCAGCGGTTTGCC-3.
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Se utilizé la enzima Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix with HF Buffer
(NEB, Catalogo #M0531S) a una concentracion final de 1X, adicionando los
cebadores forward y reverse a una concentracion final de 0.5 uM y 200 ng de
ADNg de MTB. La reaccion se completd a un volumen total de 25 pl con agua
grado molecular. Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes,
denaturacion inicial de 94 °C por 5 minutos, ciclaje de 94 °C durante 40
segundos, hibridacion a 66.1 °C (para ambos cebadores), extension a 72 °C

durante 1 minuto y una extension final a 72 °C durante 5 minutos.

Inmediatamente, los amplicones fueron cuantificados y verificados por
electroforesis de agarosa al 1% en TAE 1X durante 55 minutos a 90V.
Adicionalmente, los productos de PCR fueron purificados empleando el kit
High Pure PCR Product Purification (Roche, Catalogo # 11 732 668 001). Los
amplicones se verificaron por secuenciacion Oxford Nanopore a una
concentracion de 5.56 ng/ul y se analizaron mediante alineamiento empleando
el programa CLUSTAL Omega

(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo).
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5.5.4. Evaluacion del crecimiento bacteriano en cepas modificadas
genéticamente.

Las cepas de MTB H37Rv silvestre y modificadas genéticamente se cultivaron
en medio 7H9-O-T80 a 37 °C en movimiento (150 rpm). Bajo el sistema de
represion, al medio de cultivo se afiadié kanamicina a una concentracion de 25
pg/ml y el inductor ATc a una concentracion de 100 ng/ul. Bajo este sistema
los cultivos iniciaron con un ODsgo de 0.20. Respecto al sistema de delecion
génica, al medio se afiadié kanamicina e higromicina a concentraciones de 25 y
50 pg/ml, respectivamente. Bajo este sistema los cultivos iniciaron con 0.05. EI
monitoreo del crecimiento se evalud durante 5 dias, mediante mediciones del

ODeoo cada 24 horas.

Los valores de ODgoo fueron adaptados a una curva de crecimiento logistico bajo

YM x Y0
(YM—Y0)(—kxX)4+y0

el siguiente modelo: Y = , donde YO representa la

poblacién inicial del cultivo a evaluar, YM (Ymax) es la poblacion maxima a la
que el cultivo puede llegar de acuerdo a las condiciones de cultivo y al impacto
de las modificaciones genéticas, k es la constante de velocidad a la quecrecen las
colonias evaluadas (unidades inversas de X) y 1/k es la coordenada X del primer
punto de inflexion. ElI nimero de puntos empleados para ajustar el modelo
logistico fueron 18 en todos los casos, los valores evaluados corresponden a 3
y 2 réplicas biologicas para el sistema bajo represion y delecion génica,

respectivamente.
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5.5.5. Cuantificacién de POA en el medio extracelular en cepas
modificadas genéticamente.
5.5.5.1. Elaboracion de curva estandar de POA

A partir de un cultivo en caldo 7H9-O-T80 de la cepa MTB H37Rv, se prepard
una suspension bacteriana a un ODeoo de 0.20, luego se incubo a 37°C durante
4 dias. Seguidamente, las células fueron precipitadas por centrifugacion a 3000
X g por 10 min a 17°C, y el sobrenadante fue esterilizado empleando un filtro
estéril 0.22 um. Este sobrenadante filtrado se empleé como diluyente para la
preparacion de los puntos de concentraciones conocidas que conformaron la
curva estandar de POA (0, 0.01, 0.05, 05, 1, 2, 4, 6, 8 y 10 mM).
Posteriormente, se realizé la reaccion de Wayne a cada una de las soluciones

estandares para conocer los valores de absorbancia a ODaso.

Brevemente, se afiadieron 300 pl de la solucién estandar a un tubo de 1.5 ml,
se agregaron 30 pl de sulfato de amonio ferroso al 10%, se homogenizo
vigorosamente y se centrifugd dos veces a 10,000 x g durante 10 minutos.
Luego, se transfirieron 100 pl del sobrenadante a una placa de 96 pocillos por
triplicado y se procedié a leer en un espectrofotdbmetro SpectraMax 190

(Molecular Devices, USA).

Las lecturas obtenidas fueron promediadas y ajustadas para la elaboracion de
la curva estandar. Para ajustar las lecturas de los estandares, se tomaron 10
lecturas de blanco, que estuvieron conformadas solo por el sobrenadante estéril
de H37Rv y sulfato de amonio ferroso al 10%. Finalmente, se calculd el

coeficiente de correlacion (R2) para evaluar la linealidad de la curva estandar.
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5.5.5.2. Preparacion de cepas MTB H37Rv modificadas genéticamentepara
la cuantificacion de POA
Las cepas bajo el sistema de represion génica para los genes de interés fueron

evaluadas en fase logaritmica (ODeoo: 1.0). Se tomo como control a la cepa
MTB H37Rv:pLJR965, que no reprime ningun gen. Las cepas se evaluaron bajo
dos condiciones de tratamiento: inducidas con (ATc +) y no inducidas (ATc -).
De la misma manera, bajo el sistema de delecidn génica se inicid la evaluacion

en cepas cultivadas en fase logaritmica.

Los cultivos modificados genéticamente se diluyeron a un ODeoo de 0.5.
Posteriormente, se alicuotaron 900 pul de cultivo a 6 tubos estériles de 5 ml y
100 pl de PZA a una concentracion final de 800 pg/ml. Cada tubo correspondio
a un punto de evaluacion siendo: 0, 25, 54, 85, 111y 140 horas. Con la finalidad
de normalizar los datos posteriores, se monitorearon los valores de ODegoo €n

cada punto de tiempo.

En cada punto de tiempo, se colectaron las células mediante centrifugacion a
10,000 x g por 10 min. El sobrenadante se trasladé a otro tubo de 1.5 ml y se
inactivo a 95°C por 30 min en un bloque térmico. Cada sobrenadante inactivo
se almacené a -20°C hasta su uso en la reaccion de Wayne cuantitativo. Este
procedimiento se repitio para las cepas control (MTB H37Rv silvestre y MTB

H37Rv:pLJRIES).
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5.5.6. Evaluacion de la susceptibilidad a PZA

Los ensayos de susceptibilidad a PZA se realizaron empleando dos procedimientos,
empleando un ensayo de MIC en microplaca y en placas de agar 7H10, empleando
diferentes concentraciones de PZA y POA. El ensayo de MIC en microplaca se
realizd a un pH de 6.0 solo para las cepas control MTB H37Rv silvestre y MTB
H37Rv:pLJRI65. Por otro lado, el ensayo de MIC en placas de agar 7H10 se realizo

a pH 6.2 para las cepas MTB H37Rv silvestre y MTB H37Rv bajo delecion génica.

5.5.6.1. Ensayo de MIC en microplaca.
La cepa control MTB H37Ruv silvestre se reactivd sembrandola en caldo 7H9-

O-T80 e incubada durante 7 dias a 37°C en agitacion constante (100 rpm). El
cultivo inicié con un ODego de 0.05, y finalizé con un valor entre 0.8-1.0. Se
tom6 1 ml de cultivo reactivado y se sembr6 en 9 ml de caldo 7H9-O-T80

(ODeoo inicial: 0.05-0.10) durante 5 dias o hasta llegar a un ODgoo de 1.0.

Por otro lado, al cuarto dia de crecimiento de la cepa silvestre, se prepard la
microplaca agregando PZA a diferentes concentraciones en dilucion a la mitad
desde 12800 hasta 0.0015 pg/ml, de la misma manera para POA desde 6400
hasta 0.2 pg/ml. Las diluciones de antibidtico se prepararon a partir de un stock
de 15.1 mg/ml de PZA y 8 mg/ml de POA, el diluyente empleado fue caldo
7H9-0O-T80 a pH 6.0. En cada pozo de microplaca se dispuso 100 pl de este
medio, excepto en el pozo con la mayor concentracion de droga (12800 pg/ml

para PZA'y 6400 pg/ml para POA).
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El quinto dia de crecimiento, la cepa silvestre en fase logaritmica se diluyo hasta
un ODeoo final de 0.006 en 10 ml de caldo 7H9-O-T80. Se transfirieron 100 pl
de la dilucién a la microplaca, que contenia los antibioticos PZA y POA (Figura
6A). Se incubdé a 37 °C durante 15 dias y se midié el ODesoo €n
espectrofotometro. Finalmente, Los valores de ODeoo Se adecuaron al modelo

de Gompertz para la determinacién del MIC y NIC.

5.5.6.2. Ensayo de MIC en placas de agar 7H10.
Se reactivaron las cepas MTB H37Rv bajo delecion génica previamente crio-

conservadas. En 5 ml de medio caldo 7H9-O-T80-KH, se inicio la siembra con
un ODeoo de 0.05, se incubo a 37 °C en agitacion constante (100 rpm) hasta
obtener ODsoo de 1.0. Posteriormente, se tomé 1 ml de la cepa reactivada y se
sembré en 9 ml de caldo 7H9-O-T80 hasta un ODsgo de 0.7. Este procedimiento
se repitio para la cepa control MTB H37Ruv silvestre, sin embargo, durante su

reactivacion no se emplearon antibidticos.

Por otro lado, se preparé medio agar 7H10 suplementado con OADC al 10% y
PZA a diferentes concentraciones (0, 25, 50, 100, 200, 400, 800 y 1600 pg/ml)
a pH 6.2. Seguidamente, fueron incubadas a 37°C como control de crecimiento.
Finalmente, las cepas en fase logaritmica se diluyeron de manera seriada 1:10
en un volumen final de 1 ml con solucion fosfato salina (PBS 1X). Las muestras
no diluidas y cada dilucion (1:10, 1:100 y 1:1000) se sembraron por triplicado

en un volumen de 10 pl en cada placa 7TH10-OADC-PZA (Figura 6B). Luego
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de 2 semanas de incubacion a 37 °C se visualizaron los resultados de

crecimiento.
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Figura 6. Esquemas de ensayo de susceptibilidad a PZA. A. Ensayo MIC en
microplaca. Los valores de concentracion indicados en “MIC PZA (E1)” se repiten
en las columnas 5, 6, 7 y 8 que corresponden a “MIC PZA (E2)”, El y E2: Ensayo
1y Ensayo 2, C+: Control de cepa H37Rv sin antibi6tico, B: Blanco, que consiste
en medio de cultivo 7H9, POA y PZA. B. Ensayo MIC en placa 7H10. A partir de
un cultivo en fase de crecimiento logaritmico se realizaron diluciones 1:10 en un
volumen de 1 ml (900 ul de PBS 1X + 100 ul de cepa). Fuente: Elaboracion propia,

creado en BioRender.com
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5.5.7. Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron realizados en los datos obtenidos en tres réplicas
bioldgicas y tres ensayos técnicos por réplica. Los niveles de represion fueron
comparados entre las cepas inducidas y no inducidas mediante la prueba no
paramétrica Kruskal-Wallis. Ademas, se compard el nivel de represion de la cepa
control MTB H37Rv silvestre usando los valores de logaritmo de cambio de pliegue
(LOG2FC). Para el analisis de las curvas de crecimiento, se midid la densidad Optica
a 600 nm (ODsno). Los datos se ajustaron a un modelo logistico que capturdla
saturacion de la poblacion bacteriana, permitiendo caracterizar la tasa de

crecimiento (k) y la capacidad de carga maxima (Ymax).

Los valores de concentracion acumulada y velocidad inicial de eflujo de POA
obtenidas en un intervalo de tiempo definido (0-140 horas) fueron ajustados a un
modelo de regresion lineal y = m(x) + b. Las pendientes (m) de estas regresiones,
que indican la tasa de cambio de la variable dependiente respecto a la variable
independiente, se calcularon junto con sus errores estandar (ES). Si el valor t
calculado superaba el valor critico, se rechazaba la hipdtesis nula, indicando
diferencias significativas en la tasa de cambio entre las cepas modificadas

genéticamente y el control silvestre.

Adicionalmente, los valores de ODuso Se agruparon en los diferentes puntos de
tiempo de evaluacion (0-140 horas) para realizar comparaciones entre cepas
modificadas y no modificadas genéticamente, generando una comparacion al 95%

de confianza entre ambos grupos a través del estadistico T-student. Respecto al
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andlisis de susceptibilidad a PZA y POA, se evalud el porcentaje de crecimiento en
funcién de la concentracion logaritmica de estos compuestos para determinar la
MIC y la Concentracion No Inhibitoria (NIC) para la cepa control MTB H37Rv
silvestre. Se utilizo el modelo de Gompertz para ajustar los datos, con un total de

50 puntos para PZA 'y 32 para POA.

Finalmente, se realiz6 un ensayo de crecimiento fenotipico en placas de agar 7H10
apH 6.2, limitado a cepas genéticamente modificadas que mostraron cambios en el
eflujo de POA. Las variables analizadas y su operacionalizacion se muestran en el

Anexo 5.
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VI. RESULTADOS

6.1. Identificacion y seleccion de genes que codifican bombas de eflujo
La Tabla 4 presenta 79 genes identificados empleando la plataforma Mycobrowser
y seleccionados debido a su participacion en la resistencia a los siguientes
antibidticos: Pirazinamida (PZA), Isoniazida (INH), Rifampicina (RIF),
Fluoroquinolonas (FQ), Estreptomicina (STR), Ciprofloxacino (CIP), Etambutol
(ETH), Bedaquilina (BDQ), Tetraciclina (TET), Kanamicina (KAN), Macrolidos
(MAC), Cloranfenicol (CHL), Levofloxacina (LVZ). De este grupo identificamos
por literatura 5 genes involucrados en la resistencia a PZA, entre ellos

seleccionamos a los genes Rv0191 y Rv1258c (Tabla 5).

De 5 genes asociados con la resistencia a PZA, se eligié a Rv0191 y Rv1258
teniendo como criterio la evidencia de la literatura que demuestra su relevancia en
la resistencia a la PZA a través de literatura. Se ha reportado que, la sobreexpresion
del gen Rv0191 en MTB cepa H37Ra esta asociada con la resistencia a PZA,

mostrando un crecimiento hasta 200 pg/ml.

Adicionalmente, mediante la busqueda en la base de datos Genome-wide MTB
variation (GMTYV) se han reportado 406 mutaciones en Rv0191 en cepas clinicas
resistentes a la PZA. Especificamente, 299 mutaciones no sinénimas (GCT/ACT)
presentes en el coddn 213 y 87 mutaciones sindénimas (GCC/GCT) en el codon 66.
Por otro lado, el gen Rv1258c presenta mutaciones V219A y S292L en aislados
clinicos TB-MDR asociados con la adquisicion de resistencia a estreptomicina,

isoniaziday PZA en MTB cepa H37Ra. La mutacion S292L confirié un alto grado
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de resistencia a la PZA con un MIC de 800 pg/ml, en comparacion a la mutacién

V219A, con un MIC entre 100 y 200 pg/ml (27,28,65).

Tabla 4. Genes que codifican para bombas de eflujo en MTB H37Rv asociados

a resistencia a antibioticos.

Genes de Bombas de Eflujo  Familia de Resi i
Ne en Mycobacterium Bomba de Ae: sl}u;c Referencia (DOV/enlace)
tuberculosis H3TRV Eflujo ociada
1 Rv3065 (mmr) SMR INH.LVZ https://doi.org/10.3390/molecules24162873
2 Rv2846¢ MFS INH. ETH 10.1128/AAC.48.7.2415-2423.2004
3 Rv0849 MFS INH, RIF 10.1128/AAC.06003-11
4 Rvi218c ABC INH. RIF 10.1128/AAC.06003-11
5 Rv1687¢ ABC MDR 10.3389/fmicb.2020.575828
6 ND PL 10.1016/j.tube.2017.11.002
7 ND PL 10.1016/j.tube.2017.11.002
8 Rv0194 ABC CHL, TET. MAC 10.4172/2161-1068.1000222
9 Rv0342 ABC RIF, INH. ETH, FQ 10.1111/1574-6968.12401
10 Rvi217¢ ABC INH. RIF 10.1007/500284-012-0215-3
1 Rvi456¢ ABC RIF, INH, ETH, STR 10.4172/2161-1068.1000222
12 Rvi1457¢ ABC RIF, INH, ETH, STR 10.4172/2161-1068.1000222
13 Rv1458c ABC RIF, INH, ETH, STR 10.4172/2161-1068.1000222
14 Rv1473 ABC MAC https://doi.org/10.2217/fmb-2018-0207
15 Rvi667¢ ABC MAC, PZA 10.1128/AAC.00940-17
16 Rv1668c ABC MAC, PZA 10.1128/AAC.00940-17
17 Rv1686c ABC MAC 10.3389/fmicb.2020.575828
18 Rv1819c ABC RIF. INH, CHL, TET 10.1038/ja.2015.9
19 Rv2477¢ ABC MAC. FQ 10.1089/mdr.2009.0054
20 Rv2686¢ ABC FQ 10.1128/AAC.48.8.3175-3178.2004
21 Rv2687¢ ABC FQ 10.1128/AAC.48.8.3175-3178.2004
22 Rv2688c ABC FQ 10.1128/AAC.48.8.3175-3178.2004
23 Rv2936 ABC ETH, RIF. TET 10.1042/BJ20020615
24 Rv2937 ABC ETH, RIF. TET 10.1042/BJ20020615
25 Rv2938 ABC ETH. RIF. TET 10.1042/BJ20020615
26 Rv3756¢ ABC PZA 10.1128/AAC.00940-17
27 Rv0037¢ ABC RIF 10.1038/ja.2015.9
28 Rv0191 MFS RIF. PZA 10.1128/AAC.00940-17
29 Rv0783¢c ABC INH, RIF 10.4172/2161-1068.1000222
30 Rv0842 ABC RIF 10.1038/ja.2015.9
31 Rv0849 ABC INH, RIF 10.1371/journal.pone.0119013
32 Rv1250 ABC INH, RIF 10.1038/ja.2015.9
33 Rv1410c ABC INH. RIF. TET 10.1128/AAC.45.3.800-804.2001 , https://doi.org/10.1371/journal.pone.0119013
34 RvI877 MFS INH. RIF, TET, KAN https://doi.org/10.1371/journal.pone.0119013
35 Rv2209 MFS RIF https://doi.org/10.1038/ja.2015.9
36 Rv2265 MFS INH, RIF https://doi.org/10.1038/ja.2015.9
37 Rv2333c MFS RIF. TET 10.1093/jac/dk1510
38 Rv2456¢ MFS INH, RIF https://doi.org/10.1038/ja.2015.9
39 Rv2459 MFS INH, RIF 10.4103/ijmr.IJMR 2079 17 . 10.2174/1871530319666191009153834
40 Rv2508c MFS ND https://doi.org/10.1007/s00232-017-9982-x
41 Rv2846¢ MFS INH. RIF, FQ 10.4103/ijmr.JJIMR 2079 17
42 Rv3239¢ MFS INH, RIF https://doi.org/10.1371/journal.pone.0119013
43 Rv3728 MFS INH, RIF, ETH https://doi.org/10.1089/mdr.2009.0054
44 Rv2836¢ MATE ND 10.1128/JB.01724-12
45 Rv0676¢ RND TET https://doi.org/10.1371/journal.pone.0102135
46 Rv0677¢ RND TET https://doi.org/10.1371/journal.pone.0102135
47 Rv2942 RND INH 10.4172/2161-1068.1000222
48 Rv3008 MFS PZA doi/10.1128/AAC.00940-17
49 Rv2994 MES INH https://doi.org/10.1371/journal.pone.0119013
50 Rv1634 MFS FQ https://scielosp.org/pdf/rsap/2018.v20n4/491-497/es
51 Rv1519 (Bac4) ABC ND https://www.cell.com/trends/microbiology/fulltext/S0966-842X(21)00123-2
52 Rv3085 (Mmr) SMR ND https://www.cell. ‘trends/microbiol fulltext/S0966-842X(21)00123-2
53 Rv0878c (Mmpl5) RND ND https://www.cell. trends/microbiology/fulltext/S0966-842X(21)00123-2
54 Rv0678 ND BDQ https://www.cell.com/trends/microbiology/fulltext/S0966-842X(21)00123-2
55 Rv3066 ND MDR https://www.cell.com/trends/microbiology/fulltext/S0966-842X(21)00123-2
56 Rv3762 ABC RIF https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.575828/full
57 Rv3763 ABC RIF https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.575828/full
58 Rv3765 ABC RIF https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.575828/full
59 Rv1685¢ ND RIF. CIP https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2020.575828/full
60 Rvi219 ND Quimicos toxicos https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24424575/
61 Rv0342 ND INH, ETH https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15752203/
62 Rv1747 ND INH https://academic.oup.com/femsre/article/24/4/449/510478
63 Rv0933 ND INH, RIF, CIP. ETH https://www.ijmyco.org/article.asp?issn=2212-
64 Rvi348 ND ND https://academic.oup.com/femsre/article/24/4/449/510478
65 Rv1349 ND MDR https://academic.oup.com/femsre/article/24/4/449/510478
66 Rvi272 ND MDR https://academic.oup.com/femsre/article/24/4/449/510478
67 Rvi273 ND MDR https://academic.oup.com/femsre/article/24/4/449/510478
68 Rv3000 ND MDR https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23561272/
69 Rv1463 ABC ND https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19451293/
70 Rv1687 ABC Triclosan https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27193696/
71 Ryv1747 ABC MDR https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pme/articles/PMC2715638/
72 Rv2136¢ ND RIF https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15057575/
73 Rv0677¢c (MmpS5) RND INH https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29050760/
74 Rv0676¢ (MmpL35) RND INH https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29050760/
. : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pme/articles/PMC6389670/pdf/fimicb-10-00216.pdf |
75 Rlzage(tdz) ABG  R20,INHSIK doi10.3389/fnicb.2019.00216
76 Rv0507 (Mmnpl2) RND INH. RIF doi: 10.1016/j.tube.2015.01.005
77 Rv1634 MFS NOR, CIP (FQ). RIF doi: 10.1371/journal.pone.0117771
78 Rv1877 MFS RIF doi:10.1016/j.tube.2015.01.005
79 Rv1819 MFS ND doi:10.1016/j.tube.2015.01.006
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Tabla 5. Genes asociados a resistencia a PZA.

Familia de
G MTB Resistenci
N© " Gen Esencial esistencia Bomba de ID Genbank DOI, enlace
H3TRv) Asociada .
Eflujo

1 Rv0191 NO PZA. RIF MFS 886770 10.1128/AAC.00940-17
2 Rv1667/68¢ NO PZA, MAC ABC 885518 10.1128/AAC.00940-17
3 Rv3T756¢ NO PZA ABC B85534 10.1128/AAC.00940-17
4 Rv3008 NO PZA MFS BE8530 10.1128/AAC.00940-17
5 Rv1258c NO PZA, INH, STR. ABC 887056 10.3389/finicb.2019.00216

6.2. Represion génica de Rv0191 y Rv1258c mediante CRISPRi en MTB
H37Rv

6.2.1. Implementacién del sistema CRISPRIi en E. coliy MTB H37Rv
El plasmido pLJR965 se obtuvo de manera integra a una concentracion de 125

ng/ul, indicando un tamarfio esperado de 8631 pb. Se visualiza la conformacion
circular, lineal y superenrollada del plasmido (Figura 7, carril 3), 1000 ng de
plasmido previamente digerido mediante la enzima BsmBI, destacandose la
conformacién lineal que corrobora la adecuada digestion enzimatica (Figura 7,
carril 2). La purificacion del plasmido linealizado mediante gel obtuvo ratios

A260/280 y A260/230 de 1.79 y 2.11, respectivamente.

Los plasmidos pLJR965 recombinantes sgRNA de Rv0191, Rv1258c y groEL
(control positivo de represién génica) propagados en E. coli NovaBlue, se
contabilizaron luego de un cultivo de 24 horas, obteniendo 946, 632 y 870
colonias, respectivamente, y solo 10 colonias del control autoligado. La
probabilidad calculada de obtener un autoligado en cada caso fue 1 cada 95, 63

y 87 colonias, respectivamente (Figura 8).

Los resultados de secuenciacion demuestran la correcta incorporacion de las

secuencias del sgRNA para cada gen en el plasmido pLJR965, de esta manera
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para sgRNA:Rv0191 8 clonas presentaron la secuencia esperada, sin
mutaciones. De la misma manera, el sgRNA:Rv1258c en 4 clonas evaluadas

mantiene la secuencia esperada sin mutaciones (Figura 9).

B8 3 8 B BBuus

1% agarose stained in SYBR Safe
5888 88

Figura 7. Linealizacion de plasmido pLJR965 digerido con 5U de enzima
BsmBI. Electroforesis de agarosa al 0.8 % en TAE 1X. Carril 1: Marcador de ADN
1 kb Plus (Invitrogen, Catalogo #10787018), Carril 2: Plasmido pLJR965 digerido,
se muestra la conformacion lineal. Carril 3: Plasmido pLJR965 sin digerir, la
flecha azul indica la conformacion circular; la roja, la conformacion lineal y la
amarilla, la conformacién superenrollada. Fuente: Elaboracion propia.

Tasmn R0

A3 - ‘ Ll \v/ . //,’*’
Figura 8. Clonacion del sistema CRISPRI en E. coli NovaBlue. A. Control de
autoligado. B. E. coli NovaBlue recombinante pLJR965:groEL. C. E. coli

NovaBlue recombinante pLJR965:Rv0191. D. E. coli NovaBlue recombinante
pLJR965:Rv1258c. Fuente: Elaboracién propia.
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Flgura 9. Alineamiento multiple del resultado de secuenciacion de SANGER
A. Se muestran las secuencias de las clonas C1 — C8 para el plasmido recombinante
pLJR965:sgRNA Rv0191 y la secuencia esperada “Rv0191 RNAgl1”. B. Secuencias
de las clonas C9 — C12 para el plasmido recombinante pLJR965:sgRNA Rv1258c
y la secuencia esperada “Rv1258c RNAg”. El andlisis se realizd6 mediante el
software MEGA 11.

El crecimiento de MTB H37Rv electroporada con el plasmido recombinante
pLJR965:5gRNA Rv0191 y pLIJR965:5gRNA Rv1258c fue evidente en ausencia
y presencia del antibiotico kanamicina, sin embargo, en ausencia del antibidtico
el crecimiento se muestra extenso y denso con colonias confluyentes, indicando

un crecimiento sin restriccion (Figura 10).

Por otro lado, en presencia de kanamicina en una siembra directa se observan
pequefias colonias distribuidas por toda la placa, con una menor densidad en
comparacion a la placa sin antibiético indicando la presencia solo de colonias
que han electroporado con éxito el vector. Con una dilucién del inéculo 1:10 y
1:100, la concentracion bacteriana se reduce considerablemente en ambos casos

(Imégenes no mostradas).
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Figura 10. Electroporacion de pLJR965:sgRNA Rv0191 y Rv1258c. A-C.
Medio 7H10 sin antibidtico de seleccion (kanamicina). B-D. Medio 7H10 con
kanamicina (25 pg/ml). A-B. MTB H37Rv sgRNA:Rv0191. C-D. MTB H37Rv
sgRNA:Rv1258c.

La verificacion de la incorporacion del sgRNA involucr6 la extraccion de ADN
de MTB H37Rv recombinante previamente seleccionadas con kanamicina. Dado
que el plasmido pLJR965 contiene la region L5 attP y la L5 integrasa, es posible
la integracion del plasmido al genoma de MTB, confiriendo resistencia a
kanamicina e introduciendo el sgRNA para cada gen de interés (Rv0191 y

Rv1258c) lo que permite su transcripcion.

En ese sentido evidenciamos en el genoma de MTB la presencia del sgRNA
Rv0191 y Rv1258c y una secuencia parcial del plasmido pLJR965 que incluye 1
nucleotido en el sentido positivo (5°...CGTCTC(N)z...3”) y 5 nucleotidos en el

sentido negativo (3°...GCAGAG(N)s....5”). Estas secuencias corresponden a la
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region de corte para la enzima BsmBI presentes en el vector para insertar los
SgRNAs. Los nucleotidos presentes en el genoma luego de los sitios de
restriccion corresponden a una guanina (G) en el sentido de 5’ a 3’ y cinco
adeninas (A) en el sentido de 3° a 5°. Estos nucledtidos se presentan

contorneados de rojo en la figura 11.

TGAAGCCTTATCTTTGTAGCTTCTTTCGAGTACAR
TGAAGCCTTATCT T TG TAGC T TCT T TOGAGTACARA AN CAGT GGG GLGET

TRAAGCCTTATCTTTGTAGCTTCTTTCGAGTACAR

TEAAGCCTTATCTTTGTAGCTTCTTTCGAGTA: .' GCTGGGETTECN SAGG

Figura 11. Alineacion de los resultados de la secuenciacion del ADNg en MTB.
Secuencias sombreadas en celeste, secuencia reverse que forma el sgRNA para
Rv0191 y Rv1258c; en amarillo, secuencia forward; en naranja, seccién de la
secuencia amplificada del ADN gendémico que flanquea la presencia del sgRNA.
Las secuencias etiquetadas como A221221-016_A09, C09, 109 y K09 corresponden
a los resultados de secuenciacion proporcionados por Psomagen.

6.2.2. Induccidn de la represion y evaluacidn de la expresion génica

Las tablas 6 y 7 presentan datos sobre la concentracion y pureza del ARN
extraido de cepas de MTB H37Rv bajo dos condiciones experimentales: con el
sistema de represion inducido (ATc +) y no inducido (ATc -) y a través de 3
ensayos para 3 réplicas bioldgicas. Para el gen Rv0191 reprimido se obtuvo en
promedio 440 ng/ul (DS: 317), para el gen Rv1258c obtuvimos 407 ng/ul (DS:
271), para el gen groEL obtuvimos 828 ng/ul (DS: 598) y para el control
H37Rv:pLJRI965, 506 ng/ul (DS: 322). Los valores de pureza A260/280

fueron 1.85 (DS: 0.05), 1.82 (DS: 0.05), 1.89 (DS: 0.12) y 1.85 (DS: 0.05)
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respectivamente, adicionalmente los valores de pureza A260/230 fueron 1.86

(DS: 0.25), 1.81 (DS: 0.23),1.90 (DS: 0.31) y 2.00 (DS: 0.07) respectivamente.

Bajo el sistema no inducido, obtuvimos valores de concentracion de ARN para
el gen Rv0191 en promedio 382 ng/ul (DS: 207), para el gen Rv1258c
obtuvimos 851 ng/ul (DS: 446), para el gen groEL obtuvimos 718 ng/ul (DS:
427) y para el control H37Rv:pLJR965, 475 ng/ul (DS: 333). Los valores de
pureza A260/280 fueron 1.84 (DS: 0.06), 1.79 (DS: 0.14), 1.91 (DS: 0.06) y
1.85 (DS: 0.09) respectivamente, adicionalmente los valores de pureza
A260/230 fueron 1.94 (DS: 0.13), 1.79 (DS: 0.41), 1.94 (DS: 0.17) y 1.96 (DS:
0.08) respectivamente. EI ARN extraido, tratado y purificado mediante
electroforesis demostrd tener una integridad adecuada evidenciando bandas
que corresponden al ARN ribosomal de MTB, ARNr 23S, 16S y 5S (Figura

12).
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Tabla 6. Concentracion de ARN crudo extraido a partir de cepas MTB H37Rv bajo el sistema de represion génica inducido (ATc +)

Concentracion de ARN (ng/pl) Pureza de ARN (A260/280) Pureza de ARN (A260/230)

e Tratamiento Gen Target  Promedio (n, 3) DS IC 95 % Promedio (n, 3) DS IC 95 % Promedio (n, 3) DS IC 95 %

Biologica
1 ATc + Rv019] 605 17.600 651 - 739 1.81 0,006 1.80 - 1.83 1.99 0,010 1,97 -2,01
2 ATc+ Rv019] 84.4 0.404 834-854 1.83 0,006 1.81-1,84 1.58 0,006 1,57 -1,60
3 ATc+ RV019] 540 12,000 511 -570 1,91 0,006 1,89 - 1,92 2,02 0,015 1,99 - 2,05
1 ATc+ RvI238c 600 7.300 582 - 618 1.86 0,006 1,84 -1,87 2,02 0,006 2,00 -2,03
2 ATc + RvI258c 97.2 0,557 95,8 - 98.6 1,76 0,010 1,74 - 1,78 1,61 0,000 1,61 - 1,61
3 ATc+ RvI258c 524 8,890 502 - 546 1.83 0,010 1,81-1,85 1,99 0,000 1,99 - 1,99
1 ATc + groEL 1321 19,200 1274 - 1369 1.93 0,015 1,89 -1,96 2,04 0,012 2,01 -2,07
2 ATc+ groEL 163 0577 162 - 165 1,76 0,006 1.75-1.78 1.55 0,015 1,52-1,59
3 ATc + groEL 1001 10,300 976 - 1027 1.98 0,006 1,97 -2,00 2,11 0,006 2,00-2,12
1 ATc+ H37Rv:pLIR965 854 20,300 803 - 904 1.86 0,006 1.85-1.88 2,08 0,036 1,99 -2,17
2 ATc+ H37Rv:pLIR965 217 0.289 216 -217 1.80 0,006 1,79- 1,82 1.95 0,006 1,93 - 1,96
3 ATc+ H37Rv:pLIRO65 448 2,690 441 - 454 1.9 0,006 1.89-1,92 1,97 0,006 1.95-1,98

Tabla 7. Concentracion de ARN crudo extraido a partir de cepas MTB H37Rv bajo el sistema de represion génica no inducido
(ATc-)

Concentracion de ARN (ng/ul) Pureza de ARN (A260/280) Pureza de ARN (A260/230)
B‘:;%“f:a Tratamiento Gen Target  Promedio (n, 3) DS IC 95 % Promedio (n, 3) DS IC 95 % Promedio (n, 3) DS IC 95 %
1 ATc - Rv0191 488 17.300 445 - 531 1,77 0,017 1.73-181 1.90 0,010 1,97-2,01
2 ATc - RV019] 143 0,500 142 - 145 1.86 0,006 1.84-1,87 1.79 0,006 1,78 - 1,81
3 ATc - RV019] 514 3,000 507 - 522 1.88 0,017 1.84-1,92 2,03 0,010 2,01-2,05
1 ATc - RvI258c 1350 13,100 1327 - 1392 1,01 0,006 1,00-1,93 2,00 0,010 2,07-2.11
2 ATc - RvI258c 670 0,520 657 - 683 1,63 0,006 1,62-1,65 1.32 0,006 130-133
3 ATc- RvI258¢ 524 5,430 510 - 537 1,82 0,006 1,81-1,84 1.96 0,017 1,92-2,00
1 ATc- groEL 1047 7,570 1028 - 1066 1,01 0,006 1.90-1,93 2,01 0,000 2,01-2,01
2 ATc - groEL 235 0,551 234 -237 1.85 0,006 1.84-1,87 1.75 0,006 1.73-1,76
3 ATc - groEL 871 14,300 835 - 906 1,97 0,006 1,96 - 1,99 2,07 0,010 2,05 -2,00
1 ATc - H37RvpLJR965 835 0,208 834 - 835 1,03 0,006 1,01 -1,94 2,05 0,012 2,02-2,08
2 ATc - H37Rv:pLIRO65 179 0379 178 - 180 1,75 0,006 1.74-177 1.90 0,006 1,88-1.01
3 ATc - H37Rv:pLIR965 410 313 403 - 418 1,86 0,000 1.86-1,86 1,94 0,006 192-195
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Figura 12. Electroforesis de agarosa 1.5 % del ARN tratado con ADNasa | y
purificado. Carril 1: Marcador 100 pb plus (Thermo Scientific, Catalogo
#MANO0013010). Carril 2-9: ARN tratado y purificado, las flechas indican el ARN
ribosomal (ARNr) presente 23S, 16S y 5S respectivamente. Carril 2-4: MTB
H37Rv pLJR965:sgRNA Rv0191 ATc + (Replica Biologica 1, 2 y 3
respectivamente), Carril 5-7: MTB H37Rv pLJR965:sgRNA Rv1258c ATc +
(Replica Biolégica 1, 2 y 3 respectivamente). Carril 8: MTB H37Rv
pLJR965:sgRNA groEL ATc + (Replica Biologica 2). Carril 9: MTB H37Rv
pLJR965 ATc + (Ctrl Negativo). Notas: Ctrl: Control, ATc: Anhidrotetraciclina.
+: Induccion positiva al sistema de represion.

El porcentaje de eficiencia de los cebadores empleados para el andlisis de
expresion génica, fueron mayores a 94% (Tabla 8). Los valores de ciclo de
threshold (Ct) promedio para el gen constitutivo (sigA) fueron 18.81 y 18.11,
para el gen blanco Rv0191 fueron 21.35y 24.08, para Rv1258c fueron 21.45y
23.37 para la condicion no inducida (ATc -) e inducida (ATc +),
respectivamente. El control negativo de represion (MTB H37Rv:pLJR965)
obtuvo valores de 19.86 y 20.87, y el control de represion, groEL, 16.60 y 24.92

(Tablas 9-12).
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Tabla 8. Porcentajes de eficiencia calculados para los cebadores empleados en
el analisis de expresion génica.

Gen Blanco Pendiente (m) Porcentaje de Eficiencia (%)
Rv0191 -3,33 99,81
Rv1258c -3,38 97,57
groEL -3,45 95,92
SigA -3,47 94,07

Nota. Los porcentajes de eficiencia son calculados bajo la siguiente ecuacion
(10(__ml) — 1) x 100. La concentracion final de cebadores fue 0.1 uM.
Se obtuvo una reduccion del nivel de ARNm relativo del 91.09 % en promedio
(n, 9) para el sgRNA:Rv0191, con un valor de 0.090 bajo represion génica en
comparacion de 1.010 sin induccion a represion. Para el sRNA:Rv1258¢ se
obtuvo 80.5%, con un valor de 0.195 en comparacion de 1.000 sin induccion.
De acuerdo a lo esperado, el sgRNA:groEL presenté un valor de 0.003 bajo

represion frente a 1.000 bajo condicién no inducida (Tabla 13).

Gréaficamente podemos evidenciar estos resultados en la Figura 13, donde la
comparacion para los sgRNA:Rv0191, Rv1258c y groEL (ATc+ vs ATc-)
muestran una diferencia significativa entre ambas condiciones con datos p
valor de 0.0017, 0.0145 y 0.0007, respectivamente. Por otro lado, la cepa

H37Rv:pLJRI965, no mostrd una diferencia significativa, p valor = 0.2059.

Por otro lado, los valores promedio del LOG2FC experimental fueron los
siguientes, para SgRNA:Rv0191: -3.59 (n, 9) DS: 0.66, IC 95 %: -4.10 —- 3.08,
para SgRNA:Rv1258c: -2.46 (n, 9) DS: 0.59, IC 95 %: -2.91 — -2.01, para

sgRNA:groEL: -8.51 (n, 6) DS: 0.45, IC 95 %: -8.98 — -8.04 y para el control
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H37Rv:pLJR965: 0.27 (n, 9) DS: 0.30, IC 95 %: 0.04 — 0.50. La comparacion
estadistica indica que el sistema bajo represion génica es significativamente
diferente al control, con datos p valor de 0.0002, 0.0319 y menor a 0.0001,

respectivamente (Figura 14).

Finalmente, en conjunto el fold de represion calculado a partir de la division de
los niveles de ARNm del sistema no inducido entre el sistema inducido (ATc -
/ ATc +), fueron 13.33 (n, 9 — DS: 6.52, IC 95 %: 8.30 — 18.30) para el gen
Rv0191, 5.94 (n, 9 — DS: 2.55, IC 95 %: 3.98 — 7.90) para el gen Rv1258c, 379
(n,6—DS: 117, IC 95 %: 255 — 502) para el gen groEL y 0.85 en promedio (n,
9 — DS: 0.17, IC 95 %: 0.72 — 0.974) para H37Rv:pLJR965, graficamente se
observan los datos en la Figura 15. Al igual que el nivel de ARNmy LOG2FC,
la comparacién estadistica empleando Kruskal-Wallis indicd que existen
diferencias significativas entre los grupos reprimidos frente a la cepa control,
indicando datos de valor p de 0.0002 para el sgRNA:Rv0191, 0.0319 para el

sgRNA:Rv1258c y menor a 0.0001 para el sgRNA:groEL (Figura 15).
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Tabla 9. Valores de ciclo de threshold y analisis de expresion empleando el método de Livak en la réplica bioldgica 1.

Muestra Ensayo Gen Target  Condicion CT1 CT2 P di Gen Target  Condicién CT1 CT2 P d dCT ddCT 2°(ddCT)
1 SigA -ATc 19.10 19,55 19.33 Rv0191 -ATc 21,84 21.87 21.86 2,53 0,00 1,002
Rv0191 ATc - 2 SigA -ATc 19,22 19.02 19,12 Rv0191 -ATc 21,71 21,59 21,65 2,53 0.00 1,002
3 SigA -ATc 18.68 19.69 19.19 Rv0191 -ATc 21,66 21.79 21,73 2,54 0.01 0,995
1 SigA +ATc 17.88 17.97 17,93 Rv0191 +ATc 23.48 23,77 23,63 5.70 3,17 0,111
Rv0191 ATc + 2 SigA + ATc 17.66 17.87 17.77 Rv0191 + ATc 23,56 23,47 23,52 5.75 322 0.108
3 SigA + ATc 17,92 18.06 17,99 Rv0191 + ATc 23,28 23,26 23,27 5,28 2,75 0,149
1 SigA -ATc 20,09 20,37 20.23 Rv1258c -ATc 22,32 22,44 2238 2,15 -0.11 1,079
Rv1258c ATc - 2 SigA - ATc 19.69 19,98 19.84 Rv1258c -ATc 2225 22.04 22,15 231 0.05 0.966
3 SigA -ATc 19.75 20,01 19.88 Rv1258c -ATc 22,23 22,17 22,20 232 0.06 0,959
1 SigA +ATc 18.46 18.29 18.38 Rv1258c + ATc 23,16 23,00 23,08 4.71 2,45 0.184
Rv1258c ATc + 2 SigA + ATc 18.25 18,15 18.20 Rv1258c +ATc 23,00 23,01 23,01 481 2,55 0.171
3 SigA +ATc 18.23 18.46 18.35 Rv1258c +ATc 22,97 22,93 22,95 4.61 235 0,197
MTB:pLIR965 1 SigA - ATc 18.59 18.89 18.74 Rv1258c -ATc 21,96 21.76 21.86 3.12 -0.22 1.165
ATc - 2 SigA - ATc 18.24 18.36 18.30 Rv1258c -ATc 21,86 21,68 21,77 347 0.13 0,914
3 SigA -ATc 18.19 18,53 18.36 Rv1258c -ATc 21,70 21.88 21,79 343 0.09 0,940
MTB:pLIRO65 1 SigA + ATc 18..8 18.04 18.04 Rv1258c +ATc 21,29 21,12 21,21 3.17 -0.18 1,120
ATc + 2 SigA +ATc 17.89 17.83 17.86 Rv1258c + ATc 20.78 20,83 20.81 2,95 -0.40 1315
3 SigA + ATc 17.96 18.12 18.04 Rv1258c + ATc 20.57 20,67 20.62 2,58 -0.76 1,693

Tabla 10. Valores de ciclo de threshold y analisis de expresién empleando el método

Muestra Ensayo Gen Target Condicion CT1 CT2 Promedio  Gen Target Condicion CT1 CT2 Promedio dCT ddCT 27(ddCT)
1 SigA - ATc 18.17 18.48 18,33 Rv0191 - ATc 21,76 21,71 21.74 341 -0.34 1,263
Rv0191 ATc - 2 SigA - ATc 18.39 17.56 17.98 Rv0191 - ATc 21.84 21,93 21.89 3,91 0.16 0.893
3 SigA - ATc 18.42 17.58 18.00 Rv0191 - ATc 21,90 21.94 21,92 3,92 0.17 0.887
1 SigA + ATc 17.27 17.10 17.19 Rv0191 + ATc 24,18 24.12 24.15 6.97 3,22 0.107
Rv0191 ATc + 2 SigA + ATc 17.01 17.35 17.18 Rv0191 + ATc 24,35 24.07 2421 7.03 3,28 0.103
3 SigA + ATc 17.05 17.15 17.10 Rv0191 + ATc 24.30 24.27 2429 7.19 3.44 0.092
1 SigA - ATc 17.50 17.60 17.55 Rv1258c - ATc 21.46 21,75 21,61 4.06 -0.18 1,133
Rv1258c ATc - 2 SigA - ATc 17.74 17.05 17.40 Rv1258c - ATc 21,60 21.74 21.67 4.28 0.04 0.973
3 SigA - ATc 17.30 17.20 17,25 Rv1258c - ATc 21,55 21.70 21,63 4.38 0,14 0.908
1 SigA +ATc 17.87 17,72 17.80 Rv1258c + ATc 23,62 23.66 23.64 5.85 1.61 0.328
Rv1258c ATc + 2 SigA = ATc 17.79 17.33 17.56 Rv1258c + ATc 23,61 23.56 23,59 6.03 1.79 0.289
3 SigA + ATc 17.20 17.32 17.26 Rv1258c = ATc 23,55 23.66 23.61 6.35 2.11 0.232
MTB:pLIRO6S 1 SigA - ATc 18.30 18.29 18.30 Rv1258c - ATc 21.69 21.54 21.615 3.32 -0,02 1,014
ATc - 2 SigA - ATc 18.84 17.87 18,36 Rv1258c - ATc 21.36 21.30 21,33 2,98 -0.37 1,288
3 SigA - ATc 17.95 18.33 18.14 Rv1258c - ATc 21.29 21.20 21.29 3,15 -0.19 1.141
MTB:pLIRO65 1 SigA + ATc 17.83 17,73 17,78 Rv1258c + ATc 20,99 20,99 20.99 3,21 -0.13 1.094
ATc + 2 SigA + ATc 17,51 17,73 17,62 Rv1258c + ATc 20,83 20.02 20.43 2.81 -0.54 1.449
3 SigA + ATc 17.82 17.71 17.77 Rv1258c + ATc 20.63 20.65 20.64 2.88 -0.47 1.380
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Tabla 11. Valores de ciclo de threshold y analisis de expresion empleando el método de Livak en la réplica bioldgica 3.

Muestra Ensayo  Gen Target Condicion CT1 CT2 Promedio  Gen Target Condicién CT1 CT2 Promedio dCT ddCT 2°(ddCT)
1 SigA -ATc 19.23 19.13 19.18 Rv0191 -ATc 20,46 2043 20,45 1,27 0.09 0,942
Rv0191 ATc - 2 SigA -ATc 19,69 19,37 19,53 Rv0191 -ATc 20,52 20,42 20.47 0.94 -0.24 1,180
3 SigA -ATc 19.15 19.19 19,17 Rv0191 -ATc 20,29 20,71 20,50 1,33 0.15 0.900
1 SigA +ATc 18,96 18,90 18,93 Rv0191 +ATc 24,49 24,61 24,55 5.62 4.44 0.046
Rv0191 ATc + 2 SigA +ATc 19,06 18.74 18,90 Rv0191 +ATc 24,59 2437 24,48 5.58 4.40 0.047
3 SigA +ATc 19,02 19,10 19,06 Rv0191 +ATc 24,60 2472 24,66 5,60 442 0.047
1 SigA -ATc 18.36 18.36 18.36 Rv1258c -ATc 20.43 20,62 20,53 2,17 0.19 0.879
Rv1258c ATc - 2 SigA - ATc 18.75 18.61 18.68 Rv1258c -ATc 20.44 20,39 2042 1,74 -0.24 1,184
3 SigA -ATc 18.32 18,50 18.41 Rv1258¢c -ATc 20,55 20.34 20,45 2,04 0.06 0,961
1 SigA +ATc 18,25 18,39 18,32 Rv1258c +ATc 23,50 23,61 23,56 5.24 3,26 0.105
Rv1258c ATc + 2 SigA +ATc 18.47 18.37 18.42 Rv1258c +ATc 23,75 23,53 23,64 5,22 324 0.106
3 SigA +ATc 18.25 18.63 18.44 Rv1258¢c +ATc 2331 23,17 2324 4.80 2.82 0.141
MTB:pLIRO6S 1 SigA -ATc 19,97 19.9 19.94 Rv1258c -ATc 21.85 21,86 21,855 1,92 -0,03 1,019
ATc - 2 SigA - ATc 20.01 20.04 20,03 Rv1258c - ATc 21,67 21,76 21,72 1,69 -0.26 1.195
3 SigA -ATc 19,39 19,68 19,54 Rv1258c -ATc 21,83 21,70 21,77 2,23 0,28 0.822
MTB:pLIRO63 1 SigA +ATc 18.34 17,99 18.165 Rvi12358c +ATc 20,09 19.83 19.96 1.80 -0.15 1111
ATc + 2 SigA +ATc 18,26 18,01 18,14 Rv1258c +ATc 19,89 19,92 19,91 1,77 -0,18 1,130
3 SigA +ATc 18,02 18.16 18,09 Rv1258¢c +ATc 19.85 19.76 19.81 1,72 -0.23 1.174

Tabla 12. Valores de ciclo de threshold y andlisis de expresion empleando el método de Livak en la réplica bioldgica 1y 2 para el gen
blanco groeL.

Muestra Gen Target Condicién Tl CT2 Promedio  Gen Target Condicién €T CT2 Promedio dCT ddCT 2N(ddCT)
SigA - ATc 18,53 19,04 18,79 - ATc 15,19 15,18 15:19 -3,60 -0.40 1.323
groEL ATc - SigA - ATc 18,67 18,04 18,36 - ATc 15,63 15,95 15,79 -2,57 0,63 0,645
SigA - ATc 19,31 19,16 19,24 - ATc 15,93 15,69 15.81 -3.43 -0,23 1,171
SigA +ATc 18,11 18,32 18,22 +ATc 2425 23,51 23,88 5,67 8,86 0,002
groEL Atc + SigA +ATc 20,14 17,71 18,93 +ATc 24,36 23,83 24,10 5,17 8.37 0,003
SigA +ATc 18,84 18,53 18,69 +ATc 2435 24,15 24,25 5,57 8,76 0,002
SigA - ATc 19,28 19,20 19,24 - ATc 17,99 18,00 18,00 -1,25 0,14 0,908
groEL ATc - SigA - ATc 19,60 19,35 19,48 - ATc 17,90 17,88 17,89 -1,59 -0.20 1.149
SigA - ATc 19,31 19.61 19.46 - ATc 18,17 18,10 18,14 =1,33 0,06 0,959
SigA +ATc 18,95 19,25 19,10 +ATc 26.63 26,07 26,35 7,25 8.64 0,003
groEL Atc + SigA +ATc 18,78 18,70 18,74 +ATc 25,99 25,94 2597 7,23 8,61 0,003
SigA +ATc 18,92 18,98 18,95 + ATc 25,44 25,65 25,55 6.60 7.98 0,004
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Tabla 13. Nivel de ARNm relativo en cepas bajo represion génica.

Sistema Sistema no Nivel de
Gen Blanco Inducido, IC 95% DS Inducido, IC 95% DS Represion 1= 22%0 DS
Promedio (n: 9) Promedio (n: 9)
Rv0191 0.090 0,060-0,118 0.036 1.010 0,906-1,110 0.132 13.33 8.30-18.30 6,52
Rv1258c 0.195 0,136-0,254  0.077 1.000 0,925 -1,080 0.104 5.94 3.98-7.90 2,55
groEL (Ctrl KD) 0.003 0,002-0,004 0.019 1.000 0,908 - 1,100 0.001 379.00 255 -502 117
MTB:pLJR965 1.280 1,120-1,430 0.203 1.060 0,939-1,170 0.152 0.85 0.72-0.974 0,17

Nota. Sistema Inducido: Sistema de represion activo mediante el inductor ATc. Sistema no Inducido: Sistema de represion inactivo, en

ausencia de ATc. IC 95%: Intervalo de confianza al 95%. DS: Desviacion estandar.
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Figura 13. Niveles de ARNm y LOG2FC. A. ARNm bajo el sistema inducido
(ATc+) y no inducido (ATc —) a represion genica. Los niveles de ARNm se
expresan en unidades relativas, donde 0.001 indica represién casi completa, 1 indica
nivel basal, y 10 indica induccién significativa. B. Para el logaritmo de cambio de
pliegue (LOG2FC), la escala indica 0.001 (-10 en escala LOG2FC) en presencia de
una fuerte represion, 1 (0 en LOG2FC) ningun cambio, y 10 (+3.32 en LOG2FC)

presencia de una fuerte induccion.
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Figura 14. Nivel de represion de cada sgRNA evaluado para los genes de
interés. Se muestra el nivel de represion calculado en diferentes cepas bajo el
sistema inducido a represion génica: SgRNA:Rv0191, sgRNA:Rv1258c,
H37Rv:pLJR965 y sgRNA:groEL. Cada barra representa el valor medio del nivel
de represion para cada cepa, junto con la desviacion estandar. **** Representa
diferencia con p valor < 0.0001.

6.3.Delecion génica de Rv0191 y Rv1258c mediante ORBIT en MTB
H37Rv.

6.3.1. Electroporacion de plasmido pKM464 y oligonucledtidos guia
Se observd la ausencia de crecimiento de colonias de MTB H37Rv pKM461

que no presentaron electroporacion del plasmido pKM464 y del oligonucleotido
guia en placas 7H10 con kanamicina e higromicina (Figura 15A). Estos dos
ultimos son necesarios para conferir resistencia a la higromicina mediante la

recombinacion de los sitios attP (presente en el oligonucle6tido guia que
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reemplazé al gen de interés) y attB (presente en el plasmido pKM464 que
confiere resistencia a la higromicina) por accién de la proteina integrasa BxB1.
En ausencia de higromicina, las cepas que solo mantienen el plasmido pKM461

son capaces de crecer de manera extensa y confluente (Figura 15B).

Por otro lado, las cepas MTB H37Rv bajo delecién génica de Rv0191 y
Rv1258c crecieron en presencia de los antibidticos kanamicina e higromicina
(25 'y 50 pg/ml, respectivamente). Las colonias en ambos genes delecionados,

fueron de tamarfio regular y aisladas (Figura 15C/D).

Figura 15. Electroporacion en MTB H37Rv:pKM461. A. Control de
electroporaciéon de MTB H37Rv + pKM461 en agar 7H10 (Higromicina 50 pg/ml
y kanamicina 25 pg/ml). B. Cepa MTB H37Rv + pKM461 en agar 7H10
(Kanamicina). C. Cepa MTB H37Rv con delecion del gen Rv1258c (Higromicina
y Kanamicina). D. En las mismas condiciones que C, se muestra la cepa MTB
H37Rv Rv0191.
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6.3.2. Verificacion de la delecidn génica

Los productos de la amplificacion usando el ADN gendémico para cada
oligonucleotido guia fueron 478 pb y 436 pb, respectivamente (Figura 16). Se
evidencia la presencia de la secuencia del oligonucleétido guia insertado
correctamente en el genoma, mediante el analisis de alineamiento observando
el reemplazo de la secuencia silvestre de cada gen delecionado por la secuencia
attP presente en el oligonucleétido guia (Figura 17).

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
bpng0Spg %

?-.251 1) )

B
§ 2000 250 &0 750 pb
g -1 ¥ & 500 pb
b3 1000 60.0 120

5 - 750 260 &0 250 pb
3 - 50 250 &0

= —-250 250 50

L

M

2

£

0.5 potane, & cm length gel,

1XTEE, 7Vom, 45 min

Figura 16. Electroforesis de productos PCR de MTB H37Rv Rv0191 y Rv1258c
delecionados. Carril 1, producto PCR de 478 pb correspondiente a la secuencia
attP para delecionar al gen Rv0191. Carriles 3 y 5, productos PCR de 436 pb
correspondientes a la secuencia attP para delecionar al gen Rv1258c. Se utilizd
como referencia el marcador de 1 kb (Thermo Fisher, #5SM0131). Carriles 2,4y 6
se muestran vacios.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Rv0191K0O TGACGGCAAGCTGGCAGAGGCCTCGGCAGCAATCGCGCGCCTGGTTCGTTCCTGATCGCC 60
Rv0191_attp_0ligoKO TGACGGCAAGCTGGCAGAGGCCTCGGCAGCAATCGCGCGCCTGGTTCGTTCCTGATCGCC 6@
T
RvO191K0O GCGTGTTGAAGCGCAAACCTGCCCACCACCCGTTGGTGCGGTGCGTACGGTAGGGGCAGC 120
RvO191_attp_0ligoKO GCGTGTTGAAGCGCAAACCTGCCCACCACCCGTTGGTGCGGTGCGTACGGTAGGGGCAGC 120
R KKK R
Rv0191K0O GTAATCGTGCCCTGAACGACCUCGAACCATCGAACTTCGCGGCCGATTCCGCGCAGGACH 180
Rv0191_attp_0ligoKO GTAATCGTGCCCTGAACGACCUCGAACCATCGAACTTCGCGGCCGATTCCGCGCAGGACH 180
KK
Rv@191K0O CGATGACTGCCCCAACCGGAACCTCCGCCACTGGTTTGTCTGGTCAACCACCGCGGTCT( 240
Rv@191_attp_0ligoKO CGATGACTGCCCCAACCGGAACCTCCGCCACTGGTTTGTCTGGTCAACCACCGCGGTCTC 240
I -
Rv0191KO AGTGGTGTACGGTACAAACCCGGGATGACGGTTAGCCAGCACTTGTTCGAGAATCCGACT| 300
RvO191_attp_0ligoKO AGTGGTGTACGGTACAAACCCGGGATGACGGTTAGCCAGCACTTGTTCGAGAATCCGACT| 300
D T N
Rv@191K0 ICTGAGTCCCGGCGACGGCTAACACAGCAGGTCAGCGGGACCAGTTGGTGCCGCTATGCCA 360
RvO191_attp_0ligoKO ICTGAGTCCCGGCGACGGCTAACACAGCAGGTCAGCGGGACCAGTTGGTGCCGCTATGCCA 360
N P
RvO191K0O CACTGGGCTGAAGAACGTCACCGGAGGGAAAGCAATTATGTCGCGCTGGAAGCAGGGCTG 420
RvO191_attp_0ligoKO CACTGGGCTGAAGAACGTCACCGGAGGGAAAGCAATTATGTCGCGCTGGAAGCAGGGCTG 420
R —
Rv@191K0O GACGAGGGGGAGTCTATTCGCCGCTCTGAACATAGCCGCAGTGGTTGCGGTGCTGATG 478
RvO191_attp_0ligoKO GACGAGGGGGAGTCTATTCGCCGCTCTGAACATAGCCGCAGTGGTTGCGGTGCTGATG 478
e
CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment
Rv1258cK0_Seq GCTCTACCGGGGACCTGAACGCCCGGCCGGTCTTCGGATGCATGAGCACACGAACATCCT 60
Rv1258c_attp_oligoKO GCTCTACCGGGGACCTGAACGCCCGGCCGGTCTTCGGATGCATGAGCACACGAACATCCT 60
EE R R R R R e e e R R e e e R e e e R e e S R
Rv1258cK0_Seq GCATCCGGGCTGCGGCAGCGCAGAAATTCGGTGGCCCCCATACCGGTTTGGCGCTAGATT | 120
Rv1258c_attp_oligoKO GCATCCGGGCTGCGGCAGCGCAGAAATTCGGTGECCCCCATACCGGTTTGGCGCTAGATT | 120
T
Rv1258cK0_Seq CAGCCGCGATATTCATGAGAAACAGCAACCGCGGCCCGGCATTCGGTTTGTCTGGTCAAC| | 180
Rv1258c_attp_oligoKO CAGCCGCGATATTCATGAGAAACAGCAACCGCGGCCCGGCATTCGGTTTGTCTGGTCAAC| | 180
T
Rv1258cK0_Seq CACCGCGGTCTCAGTGGTGTACGGTACAAACCCACCGGGCTGGTCGCGATCCGGCTGCCC | 240
Rv1258c_attp_oligoKO CACCGCGGTCTCAGTGGTGTACGGTACAAACCICACCGGGCTGGTCGCGATCCGGCTGCCC | 240
00 00RO R R R 08 00 R0 0 R R R R R R0 R 00 R 0008 R R
Rv1258cK0_Seq GCGCTGCGCGAACTGGATCTGGCGCCCCAAGCGGACATCGATICGGCCCGTAGGATCGGCT 300
Rv1258c_attp_oligoKO GCGCTGCGCGAACTGGATCTGGCGCCCCAAGCGGACATCGATICGGCCCGTAGGATCGGCT 300
RSN, NI R ——
Rv1258cK0_Seq CAGTGAATACCGATGTGCTGGCTGGCCTGATGGCCGAGCTGCCCGAGGGGATGGTGGTCA 360
Rv1258c_attp_oligoKO CAGTGAATACCGATGTGCTGGCTGGCCTGATGGCCGAGCTGCCCGAGGGGATGGTGGTCA 360
R R R KK KR
Rv1258cK0_Seq CCGACCCCGCCGTCACCGACGGCTACCGGCAAGACCGGGCCTTTGACCCTTCGGCCGGCA 420
Rv1258c_attp_oligoKO CCGACCCCGCCGTCACCGACGGCTACCGGCAAGACCGGGCCTTTGACCCTTCGGCCGGCA 420
RO KRR KK KRR
Rv1258cK0_Seq AACCGCTGGCAATCA 435
Rv1258c_attp_oligoKO AACCGCTGGCAATCA 435

R R R R R

Figura 17. Alineamiento entre el resultado de secuenciacion Oxford Nanopore
y el Oligonucledtido guia esperado para los genes Rv0191 y Rv1258c
delecionados. Se indica “Rv0191KO” y “Rv1258cKO_Seq” como las secuencias
resultantes de secuenciacion. El contorno rojo en ambos resultados indica el
oligonucleotido guia y el contorno naranja la secuencia attP en reemplazo de la
secuencia silvestre de cada gen de interés.
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6.4.Evaluacion del crecimiento bacteriano bajo los sistemas de represion y
delecion génica.

Un analisis individual mostré que, en ausencia de represion genica, el sgRNA
Rv0191 tuvo un crecimiento maximo (Ymax) de 2.44 y una tasa de crecimiento (k)
de 0.036, mientras que Rv1258c presentd un Ymax de 1.95 y k de 0.045. La cepa
MTB H37Rv tuvo un Ymax de 2.12 y k de 0.039. Bajo represion génica inducida,
el sgRNA Rv0191 tuvo un Ymax de 2.17 y k de 0.038, y para Rv1258c, un Ymax
de 2.17 y k de 0.038, mientras que el control H37Rv:pLJR965 mostrd un Ymax de
2.22 y k de 0.038 (Figura 18A y B). El analisis bajo delecion génica indico que
Rv0191 delecionado tuvo un Ymax de 1.21 y k de 0.075, Rv1258c delecionado
presentd un Ymax de 1.09 y k de 0.082, y la cepa control MTB H37Rv silvestre

mostré un Ymax de 1.50 y k de 0.079 (Figura 28C).

La agrupacion de los datos de las mediciones de crecimiento bajo represion génica
(sistema inducido (ATc+) y no inducido (ATc-)) mostré un Ymax de 2.20 OD600
para el sistema inducido y de 2.18 OD600 para el no inducido. La tasa de
crecimiento (k) fue 0.038 y 0.040 ODsoo X ht, respectivamente, sin diferencias
significativas. El andlisis bajo delecién génica fue comparado frente al crecimiento
de la cepa control MTB H37Rv silvestre. Las cepas MTB H37Rv Rv0191 y
Rv1258c delecionadas mostraron en conjunto un Ymax de 1.25 ODeoo, mientras que
la cepa control mostré un valor de 1.60. La tasa de crecimiento fue 0.058 y 0.060

ODsoo X h', respectivamente, sin diferencias significativas (Tabla 14).

79



Curva de Crecimiento B Curva de Crecimiento

A (Sistema no Inducido, ATc -) (Sistema Inducido, ATc +)
2.0+ 2.0
f”"é
1.5+ |
s
= =4 -
£ £ 1.0 s
= =
=] =l * I
0.5 ¥ -
0.0 T T T T T 0.0 T T T T T
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
Tiempo (Horas) Tiempo (Horas)
= MIB I37Rv:pLIR9GS -#- MTB H37Rv:pLIRY6S
spRINA Rv0I 91 sgRNA R} 9]
—8— spRNA Rv/258e @ sgRNA Rvi258¢
D
C Curva de Crecimiento
(Delecién génica)
2.0 3.0 ns ns
=1 2.5+ ‘
E -
x> 2 04
s e
3 £2S 154
= =
=] E =
3 Z 1.0
o 0.54
X 0.0-
0 24 48 72 96 N .
: & & &
Tiempo (Horas) b‘d,\\ Q"’F\ '5‘@ -.:;“6%\
- MTB H37Ruvsilvestre FO © '\q_ﬁ
& N A
—— Rv0T9IKO Qgﬂ P & L
o Rvi238¢KO E &
0087 ns ns
3 I !
I 006+
o
i
> s
2 2 0049 —
)
=
g
2 0.024
Q
O
0.00-
AQ'& &
& & <&
& R o «-pc:\
o) ] o
Q—“‘Q& o & &
& <
KA

Figura 18. Curvas de crecimiento de las cepas evaluadas. A. Curvas de
crecimiento en ausencia de induccién a represiéon (ATc -). B-C. Crecimiento bajo
represion génica (ATc+) y Delecion génica. D-F. Comparacion de los valores
Ymax y k entre las cepas reprimidas frente a las cepas no reprimidas y cepas
delecionadas frente al control MTB H37Rv silvestre. Nota. ns: no significativo con
p valor mayor a 0.05.
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Tabla 14. Valores de crecimiento maximo y velocidad de crecimiento.

Crecimiento Velocidad de
Modificacién génica Méximo 1C 95% DS crecimiento 1C 95% DS  p-valor
(Ymax) (3]
Represion génica (Atc +) 2.20 2,11-2,29 0.11 0.038 0,038-0,040 0.002 >0,05
Sin Represion génica (ATc -) 2.18 1,98 -2,37 0.26 0.040 0,037-0,043 0.004 -
Delecidn génica 1.25 1,06 - 1,44 0.12 0.058 0,052-0,063 0.003 >0,05
MTB H37Rv silvestre 1.60 0,98-2,23 0.07 0.060 0,015-0,104 0.005 -

6.5.  Evaluacion de la concentracion acumulada y velocidad de eflujo inicial
de POA extracelular.

Los valores normalizados fueron dispuestos en una regresion lineal simple con la
finalidad de generar una comparacion de pendientes (Anexo 6). En este punto
observamos que todos los ajustes para evaluar la concentracién acumulada y la
velocidad de eflujo inicial de POA en cada punto de tiempo evaluado mostraron
una correlacion (R?) positiva mayor a 0.50, indicando una capacidad moderada a
fuerte para predecir la variable dependiente (concentracion acumulada y velocidad

de eflujo inicial) basdndose en el tiempo (0-140 horas).

Establecidos los valores de correlacion positiva para cada caso, respecto a los
valores de acumulacion de POA en el medio extracelular se realizd una
comparacion de pendientes entre la cepa MTB H37Rv:pLJR965 y H37Rv silvestre
observando que ambas pendientes no son significativamente diferentes (p valor =
0.2543). De la misma manera, la velocidad inicial de eflujo entre ambas cepas

control no fue significativamente diferente (p valor = 0.3390) (Figura 19A y D).

Las comparaciones realizadas entre los sistemas inducidos a represion y no
inducidos indican que la acumulacion extracelular de POA y la velocidad a la que
el compuesto efluye hasta 140 horas presenta diferencias significativas entre la cepa
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MTB HR37v:sgRNA Rv1258c reprimida frente a la cepa no reprimida (p valor =
0.0002 y p valor = 0.0134, respectivamente) (Figura 19C y F), esta diferencia
responde a una reduccion en ambos aspectos, acumulacion y velocidad inicial de
eflujo de POA en la cepa bajo represion génica. Mientras que, para la cepa MTB
HR37v:sgRNA Rv0191 no se evidenci6 una diferencia significativa entre ambas
condiciones (p valor = 0.1505 y p valor = 0.3400, respectivamente) indicando que
el efecto de la induccion a represion génica no impacté en la dinamica de eflujo de

POA (Figura 19B y E).

Adicionalmente, exploramos las diferencias de la acumulacion y velocidad de
eflujo de POA de los sistemas de modificacion genética frente a la cepa control
MTB H37Ruv silvestre. De esta manera, la cepa sRNA Rv1258c reprimiday MTB
Rv1258¢ delecionada demostraron una reduccién significativa en la concentracion
acumulada de POA extracelular (p valor < 0.0001) (Figura 20A y C), manteniendo
la misma observacion en la velocidad inicial de eflujo (p valor = 0.0037 y 0.0021,

respectivamente).

Los resultados muestran que, mientras la represion en Rv0191 no generd un impacto
en la dinamica de eflujo frente al sistema no inducido y la cepa control silvestre
(Figura 20A-B, respectivamente), la delecién del gen Rv0191 presentd una
reduccidn significativa en ambas evaluaciones frente a la cepa control silvestre (p

valor < 0.0001 y 0.0006, respectivamente) (Figura 20C-D).
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Figura 19. Dinamica de eflujo de POA en cepas bajo represion génica. A — C.
Regresion lineal simple de la acumulacion de POA en las cepas MTB Rv0191
Rv1258c (ATc+/ATc-) y controles (MTB H37Rv:pLJR965), MTB H37Rv
silvestre. D — F. Regresion lineal simple de la velocidad de eflujo inicial de POA
en las cepas MTB Rv0191, Rv1258c (ATc+/ATc-) y controles (MTB
H37Rv:pLJR965), MTB H37Rv silvestre. Nota. p valor > 0.05 se considera
significativamente diferente.
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Figura 20. Eflujo de POA en cepas reprimidas y delecionadas frente a la cepa
control MTB H37Rv. A-B. Se muestra la concentracion acumulada de POA bajo
los sistemas de represion y delecidn génica en cada punto de tiempo evaluado (0,
25, 54, 88, 111y 140 horas). C-D. Se muestra la velocidad inicial de eflujo de POA
en cada punto de tiempo evaluado (0, 25, 54, 88, 111 y 140 horas).

La comparacion de pendientes muestra que los valores de acumulacion
extracelular de POA vy la velocidad inicial de eflujo en el intervalo de tiempo
establecido son significativamente diferentes entre las cepas MTB H37Rv
modificadas genéticamente frente a la cepa control MTB H37Rv silvestre

(Figura 20).
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Especificamente, la cepa SgRNA Rv1258c bajo represion génica muestra una
menor acumulacion de POA en comparacion con la cepa silvestre. Por ejemplo,
a las 54 horas, la cepa silvestre acumula 0.496 mM, mientras que Rv1258c
acumula solo 0.060 mM. A las 140 horas, la diferencia es ain méas pronunciada,
la cepa silvestre acumula 1.950 mM y la cepa Rv1258c reprimida acumula solo

0.679 mM.

Este mismo efecto se observa en el sistema bajo delecidon génica. La cepa
Rv0191 delecionada también muestra una menor acumulacion de POA en
comparacion con la cepa control. A las 54 horas, la cepa Rv0191 delecionada
acumula 0.064 mM, mientras que la cepa silvestre acumula 0.496 mM. A las
140 horas, acumula 0.823 mM, mientras que la cepa silvestre acumula 1.950

mM (Tabla 15).

Respecto a la velocidad inicial de eflujo de POA, la cepa Rv1258c reprimida
muestra una reduccion en comparacion con la cepa control MTB H37Rv
silvestre. A las 140 horas, la cepa silvestre muestra una velocidad de 0.0140,
mientras que Rv1258c¢ reprimida muestra una velocidad de 0.0059 mM/ODsoo

xht.

Para la cepa Rv0191 bajo el sistema de delecion génica, también se observa una
disminucion en la velocidad de eflujo en comparacion con la cepa silvestre. A
las 140 horas, la cepa Rv0191 delecionada muestra una velocidad de 0.0059,
en contraste con 0.0140 mM/ODgoo X ht de la cepa silvestre. Adicionalmente,
la cepa Rv1258c delecionada muestra una velocidad inicial de eflujo

significativamente menor, siendo 0.0069 mM/ODsoo X h (Tabla 16).
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Tabla 15. Valores de acumulacion extracelular de POA obtenidos en todos los puntos de tiempo evaluados (0 — 140 h).

Modificacion
Genética

Cepa / gen blanco

Horas (h)

0 (IC 95%), DS

25 (1C 95%), DS

54 (1C 95%), DS

85 (1C 95%), DS

Represién Génica
Sin Represion Génica
Sin Represion Génica

Represién Génica

Represién Génica

Delecion Génica

Delecio

H37Rv Silvestre
H37Rv:pLJR965
Rv0191
Rv1258¢c
Rv0191
Rv1258¢c

RvO

0.000 (0 - 0), 0
0.000 (0 - 0), 0
0.000 (0 - 0), 0
0.000 (0 - 0), 0
0.000 (0 - 0), 0
0.000 (0

0.000 (0 - 0), 0

0.000 (0 - 0), 0
0.046 (-0.101 - 0.193), 0.093
0.040 (-0.037 - 0.116), 0.073
0.215 (

0.496 (0.411 - 0.581), 0.053
0.343 (0.173 - 0.513), 0.107
0.228 (0.16

1.040 (0.569

Tabla 16. Valores de velocidad inicial de eflujo de POA obtenidos en todos los puntos de tiempo evaluados (0 — 140 h).

Sistema de MG

Cepa / gen blanco

Horas (h)

0 (IC 95%), DS

25 (IC 95%), DS

54 (IC 95%), DS

85 (1C 95%), DS

140 (IC 95%), DS

Represién Génica
Sin Represion Génica
Sin Represion Génica

Represién Génica

Represién Génica

Delecion Génica

Delecion Génica

H37Rv Silvestre
H37Rv:pLIJR965
Rv0191
Rv1258c
Rv0191
Rv1258c
Rv0191
Rv1258c

0.000 (0 - 0), 0
0.000 (0 - 0), 0
0.000 (0 - 0), 0
0.000 (0 - 0), 0
0.000 (0 - 0), 0
0.000 (0 - 0), 0
0.000 (0 - 0), 0
0.000 (0 - 0), 0

0.000 (0 - 0), 0
0.000 (0 - 0), 0

0.0043 (-0.0036 - 0.0121), 0.0049

0.0044 (0,0000 - 0.0088), 0.00413

0.0086 (-0.0061 - 0.0233), 0.0140

0.0006 (-0.0009 - 0.0020), 0.0014
0.000 (0 - 0), 0

0.0012 (-0.0012 - 0.0035), 0.0015

0.0093 (0.0073 - 0.0113), 0.0013
0.0065 (0.0035 - 0.0096), 0.0019
0.0053 (-0.0027 - 0.0132), 0.0050
0.0051 (0.0005 - 0.0097), 0.0044
0.0094 (0.0057 - 0.0131), 0.0035
0.0011 (-0.0013 - 0.0036), 0.0023
0.0006 (-0.0003 - 0.0015), 0.0006
0.0016 (-0.0006 - 0.0041), 0.0015

0.0120 (0.0063 - 0.0177), 0.0036
0.0093 (0.0085 - 0.0100), 0.0005
0.0095 (0.0075 - 0.0116), 0.0013
0.0089 (0.0063 - 0.0115), 0.0025
0.0105 (0.0086 - 0.0125), 0.0019
0.0037 (0.0006 - 0.0066), 0.0029
0.0033 (0.0029 - 0.0038), 0.0003
0.0041 (0.0023 - 0.0058), 0.0011

0.0140 (0.0117 - 0.0163), 0.0014
0.0143(0.0103 - 0.0182), 0.0025
0.0120 (0.0086 - 0.0154), 0.0022
0.0111 (0.0086 - 0.0137), 0.0024
0.0126 (0.0110 - 0.0141), 0.0015
0.0049 (0.0030 - 0.0068), 0.0018
0.0059 (0.0056 - 0.0062), 0.0002
0.0069 (0.0053 -0.0085), 0.0010
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6.6. Evaluacion de la susceptibilidad a PZA
Reportamos que el MIC frente a PZA para las cepas control MTB H37Rv silvestre
y MTB H37Rv:pLJR965 bajo condiciones cidas (pH: 6.0) fue de 1020 y 1346 uM
de PZA, equivalentes a 125.57 y 165.71 pg/ml de PZA, respectivamente. Para el
caso de POA, los valores de MIC fueron 98.58 y 106.9 uM de POA, equivalentes

a12.23y 13.27 pg/ml de POA, respectivamente.

Para la concentracion inhibitoria no letal (NIC) frente a PZA, las cepas control MTB
H37Rvy MTB H37Rv:pLJR965 presentaron valores de 165.3 y 75.69 UM de PZA,
equivalentes a 20.35 y 9.32 pg/ml de PZA, respectivamente. En el caso de POA,
los valores de NIC fueron 25.58 y 14.57 uM de POA, equivalentes a 3.17 y 1.81
pg/ml de POA, respectivamente (Figura 21). Estos valores representan mediciones

de 2 réplicas bioldgicas (Anexo 7).

Finalmente, reportamos que las cepas MTB Rv0191 y Rv1258c delecionadas
presentaron resistencia a PZA bajo crecimiento en placas de 7H10 a pH 6.2. Para
MTB Rv0191 delecionada el crecimiento se observa hasta 1600 pug/ml de PZA
(dilucion 1:10), y para MTB Rv1258c¢ delecionada, el crecimiento se ve hasta 1600
pug/ml de PZA (siembra directa), a comparacion de la cepa control silvestre que

evidencia un crecimiento hasta 400 pg/ml de PZA (siembra directa).
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Figura 21. Susceptibilidad a PZA y POA en las cepas control del estudio. En ambos casos se presenta en el eje X los valores del logaritmo
de las concentraciones de PZA y POA (UM), el eje Y esta compuesto por los porcentajes de crecimiento calculados frente a cada droga.
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Figura 22. Ensayo de MIC fenotipico 7H10 en cepas bajo delecion génica. A. Cepa control MTB H37Rv silvestre con crecimiento hasta
400 pg/ml de PZA en la siembra directa. B. Cepa MTB Rv1258c delecionada con crecimiento hasta 1600 pg/ml de PZA en la siembra directa.
C. Cepa MTB Rv0191 delecionada con crecimiento hasta 1600 pg/ml de PZA en la siembra diluida 1:100.
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VII. DISCUSIONES
En la actualidad, la resistencia a diversos antibioticos en MTB es un fendmeno

comun en varias partes del mundo, complicando significativamente el tratamiento
de la tuberculosis. En el desarrollo de nuevas drogas antituberculosas, se han
explorado dos aproximaciones complementarias: un modelo de genes a antibioticos
(basado en genes blanco) y un modelo de antibidticos a genes (basado en
antibidticos). Aunque el modelo basado en la identificacion de genes blanco ha sido
exitoso para el tratamiento de otras enfermedades, como el cancer o infecciones
virales, en tuberculosis, este enfoque ain no ha producido ningin farmaco nuevo
hasta la fecha (84). Es importante mencionar que la causa de este fracaso es
multifactorial, destacandose la incapacidad de las moléculas pequefias para penetrar
en las paredes celulares bacterianas, eludir el complejo sistema de eflujo y evitar el

metabolismo xenobidtico (85).

Los ensayos fenotipicos para el descubrimiento de nuevos antibidticos han
abordado este desafio en el tratamiento de la tuberculosis. Este enfoque ha llevado
al desarrollo de importantes antibi6ticos, como la estreptomicina o bedaquilina. Sin
embargo, el reto en este enfoque es el frecuente descubrimiento de blancos
promiscuos. En este contexto, ‘promiscuidad’ se refiere a cuando un gen blanco es
afectado por una amplia diversidad de compuestos antibacterianos. Aunque esto
puede revelar la importancia de estos genes para la supervivencia de la
micobacteria, complica el escenario al generar redundancias en la identificacion de
compuestos, lo que limita la diversidad de opciones terapéuticas y la posibilidad de

superar la resistencia a los mismos o los efectos secundarios.
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Es imperativo identificar el blanco molecular (gen) y su modo de accidn, es decir,
el rol que desempefia dentro del mecanismo vital de la micobacteria. Un problema
comun en este enfoque esta relacionado con las diferencias en las condiciones de
crecimiento; aunque se pueda identificar un efecto inhibitorio in vitro, este puede
ser irrelevante en un entorno real in vivo debido a la presion biolégica o a un modo

de accion mas complejo (86).

En este contexto, es esencial destacar que la identificacién del mecanismo de accion
de blancos moleculares (genes) es una tarea imprescindible y compleja que requiere
la colaboracion de investigadores de todo el mundo, cuyas contribuciones han sido
fundamentales a lo largo del tiempo (87 - 90). En ese sentido, el presente estudio
tuvo como finalidad develar el rol de los genes Rv0191 y Rv1258c involucrados en

el sistema de eflujo de MTB y en la susceptibilidad a PZA.

7.1.  Implementacion de los sistemas de modificacion genética en MTB
H37Ruv.

En el sistema CRISPRI se evaluaron algunos componentes para llevar a cabo con
éxito la clonacion. La linealizaciéon de 1000 ng de plasmido pLJR965 result6 exitosa
empleando bajas cantidades y volimenes de enzima BsmBI (2.5U, 5U o 10U)
evitando la actividad STAR de la enzima (cortes inespecificos en sitios no objetivo).
Adicionalmente, identificamos que la digestion enzimatica es adecuada a 4 y 12
horas en bafio maria; sin embargo, el nimero de colonias con autoligados es mayor
a las 4 horas. Finalmente, emplear una dilucion 1:100 del producto hibridado
(SyRNA) para la reaccion de ligacion resulta en un mejor rendimiento respecto a
una dilucion 1:20 (Anexo 8).
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El disefio de cada sgRNA se basé en la seleccion de secuencias PAM especificas
para MTB reportadas por Rock y cols. (Anexo 1). De esta manera, para el gen
Rv0191 la secuencia seleccionada fue GCAGGAT y para Rv1258c fue ACGGAAA.
Para ambas secuencias PAM, Rock reporta niveles de represion de 64.7 (DS: 8.7)
y 110.5 (DS: 26.4), respectivamente. Sin embargo, nuestros resultados revelaron
niveles de represion diferentes, siendo 13.33 £ 1.202 (IC 95 %: 10.35 — 16.32) para

el sgRNA Rv0191 y 5.89 £+ 0.694 (IC 95 %: 4.17 — 7.61) para el sgRNA Rv1258c.

En principio, el nivel de represion se refiere el grado real de disminucion de la
expresion génica observada experimentalmente cuando se aplica el sistema
CRISPRI con un sgRNA especifico. De esta manera, la diferencia de los niveles de
represion entre lo reportado por Rock y el presente estudio, se debe a diferencia
entre las condiciones experimentales y los sgRNA evaluados en ambos estudios. El
estudio de Rock, empled la represion de los genes dnaEl y ppT para evaluar la
eficacia del sistema CRISPRi basado en la proteina dCas9 Streptococcus
thermophilus (dCas9st1) (47). Debido a ello, a pesar de emplear las mismas
secuencias PAM, los niveles de represion reportados por Rock no son
completamente representativos ni trazables a diferentes genes de MTB, como es el

caso de Rv0191 y Rv1258c.

Este hallazgo representa un problema en el disefio de sgRNAs debido a la falta de
trazabilidad hacia la seleccion de secuencias PAM vy la capacidad limitada para
predecir el éxito de represion en MTB. Para superar esta barrera, Bosch y cols. en

el 2021, establecieron valores predictivos de la capacidad de represion genica para
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diferentes secuencias PAM en MTB. Ellos contemplan factores adicionales para el
disefio de sgRNAs como: el grado de esencialidad de un gen, la cadena a la cual se
dirige el sgRNA (sentido o anti-sentido), la fuerza de represion y el indice de

vulnerabilidad del gen a reprimir.

La fuerza de represion a diferencia del nivel de represion, es un concepto teorico
que se utiliza para predecir cuan efectivo sera un sgRNA especifico en la reduccion
de la expresion génica. Este valor se determina a través de un modelo de regresion
que incorpora diversos factores, tales como la secuencia del sgRNA, la
complementariedad con el ADN objetivo y el contenido de GC en la secuencia del
SgRNA (48). En ese sentido, los sgRNA disefiados para Rv0191 y Rv1258c

mostraron una fuerza de represion predicha de 0.79 y 0.96.

Un valor de fuerza de represion cercano a 1 indica que los sgRNAs empleados son
capaces de generar eficientemente la represion génica. Esta prediccidn se alinea con
los resultados experimentales. El analisis de los valores relativos del cambio
logaritmico en base 2 (LOG2FC) obtenidos mediante la comparacion de expresion
génica entre el sistema inducido a represion (ATc +) y el no inducido (ATc -),
reflejé una reduccion en la expresion de Rv0191 (-3.59 + 0.66) y Rv1258c (-2.91 +

0.59) (Figura 20B).

Adicionalmente, los niveles de ARNm encontrados bajo represion génica para
ambos genes, 0.090 + 0.036 para Rv0191 y 0.195 + 0.077 para Rv1258c. lo cual

confirma la significativa reduccion en la expresion de estos genes bajo condiciones
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de represion génica (Figura 20A). Estos niveles de ARNm representan la cantidad
absoluta de transcritos presentes y estdn en concordancia con los valores de
LOG2FC observados, corroborando la eficiencia del sistema de represion génica en

disminuir la expresion de ambos genes.

La aplicacion del sistema ORBIT fue integrada correctamente en MTB y demostro
ser eficaz al delecionar los genes Rv0191 y Rv1258c. Red/ET, es un sistema
complejo que emplea recombineering para modificar cosmidos y construir vectores
integrativos (93 - 96). Aunque el sistema Red/ET es util en bacterias como E. coli
(94), la sucesividad de pasos de recombinacidn para delecionar genes representa un
reto en bacterias cuyo tiempo de multiplicacion es elevado, como MTB H37Rv,
generando limitaciones en la seleccion y mantenimiento de vectores en este
organismo. EI ORBIT ha sido empleado en micobacterias para identificar factores

de virulencia, debido a la facilidad para integrar el sistema (102 - 104).

En el sistema ORBIT se genera una delecién simple, directa y especifica en MTB
mediante una recombinacion del oligonucleétido guia especifico al cromosoma
mediada por la recombinasa Chec9 recT. Adicionalmente la expresion de la
proteina Bxb1 (presentes en el plasmido pKM461) media la recombinacion de sitios
attP y attB. Ambos procesos ocurren de manera simultanea en MTB, lo que acelera
significativamente la obtencion de resultados y la capacidad para generar

inferencias sobre el rol de los genes de interés.
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7.2.  Los sistemas de modificacidon genética en los genes Rv0191 y Rv1258c no
alteran el crecimiento en MTB H37Rv.

Evidenciamos que la capacidad méxima de crecimiento no se ve comprometida por
el efecto de represion génica (Ymax promedio: 2.20, DS: 0.11, IC 95%: 2.11 — 2.29)
frente a la cepa control no inducida a represion (MTB H37Rv:pLJR965) (Ymax
promedio: 2.18, DS: 0.26, IC 95%: 1.98 — 2.37) dado que no presenta una diferencia

estadisticamente significativa con un valor p de 0.815 (Tabla 14).

Adicionalmente, la velocidad de crecimiento hasta llegar a la capacidad maxima de
densidad celular (Ymax) no se ve alterada en el sistema reprimido, dado que
presenta valores cercanos entre si. Las cepas bajo represion muestran un valor k
promedio de 0.0382, DS: 0.0021, IC 95%: 0.0366 — 0.0398, mientras que la cepa
control, MTB H37Rv:pLJR965, muestra un k promedio de 0.0400, DS: 0.0043, IC

95%: 0.0367 — 0.0433.

Por otro lado, evaluando el mismo factor hemos observado que las cepas Rv0191 y
Rv1258c delecionadas mantienen un valor de crecimiento méximo (Ymax
promedio: 1.25, DS:0.12, IC 95%: 1.06 — 1.44) menor al de la cepa MTB H37Rv
silvestre (Ymax promedio: 1.60, DS:0.07, IC 95%: 0.98 — 2.23). Sin embargo, esta
diferencia no es estadisticamente significativa. Aunque la capacidad de las cepas
delecionadas para generar densidades poblacionales méximas se ve ligeramente
reducida, demostramos que la velocidad de crecimiento con la que se multiplican

hasta ese limite no se ve alterada (Figura 18E).
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Aunque se ha reportado que la delecion del gen Rv0191 por medio de transposones
genera una ventaja en el crecimiento en comparacion de una cepa MTB silvestre
(102), en el presente estudio no evidenciamos este efecto realizando una delecion
especifica en el gen. Probablemente, las cepas que mantienen la delecién de Rv0191
por medio de transposones involucren mutaciones en otras regiones que evidencien

este efecto y sesguen los resultados.

Respecto a la vulnerabilidad, Bosch y cols. reportan que el gen Rv0191 tiene un
indice de 1.1920 (IC 95%: -0.5100 — 3.8940) y Rv1258c de 1.3110 (IC 95%: -
0.6440 — 4.3830). Detallar sobre la interpretacion de este indice es relevante ya que
permite establecer una inferencia tedrica previa a los ensayos experimentales en
relacion al modo en el que los genes estan involucrados en el comportamiento
fisiologico de MTB. Establecer este valor comprende un desarrollo y analisis de

modelamiento estadistico bayesiano que emplea dos funciones principales.

La primera es una funcion logistica que modela la relacion entre la fuerza de
represion predicha de sgRNAs y el cambio en la aptitud bacteriana (48). Esta
funcién describe cémo la eficacia de la represion afecta la viabilidad de la
micobacteria (MTB y/o MSMEG). La segunda funcién es una de dos lineas que se

aplica una vez que la fuerza de represion excede un umbral critico.

Esta segunda funcion modela la tasa de cambio en la aptitud en relacion con
incrementos en la fuerza de represion mas alla de este punto. Proporciona una forma

de capturar cambios mas lineales o abruptos en la aptitud en altos niveles de
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represion. Finalmente, para obtener un Unico valor de vulnerabilidad (indice de
vulnerabilidad, 1V) que represente el efecto acumulado de todas los sgRNAs
predichos, se toma la integral del modelo compuesto de dos lineas sobre la funcién
logistica en el rango completo de la fuerza de represion de los sgRNAs (intervalo 0

al).

Esta integral proporciona un valor Unico que resume el impacto total de la deplecién
genética sobre la aptitud bacteriana a lo largo de todo el espectro de intensidades de
represion posibles. El valor resultante del 1V representa la susceptibilidad global
del gen a la represion, cuantificando cuan critico es el gen para la supervivencia
y el crecimiento bacteriano bajo las condiciones experimentales. Los valores de IV
que tengan un rango por debajo de 0 (por ejemplo, 1V: -11.217, IC 95%: -12.411

--10.056 para el gen esencial sigA de MTB H37Rv) indican que la interferencia en

su expresion puede llevar a una reduccion dréastica o letal en la aptitud bacteriana.

En cambio, valores por encima de 0, como en el caso de los genes Rv0191 y
Rv1258c, implican que la interferencia en su expresion no representa un efecto
critico para la supervivencia de MTB. Cabe mencionar que el valor inferior del
intervalo de confianza al 95 % para ambos genes es negativo (-0.510 y -0.644,
respectivamente). Esto sugiere que potencialmente el uso de sgRNAs con fuerzas

de represion muy cercanas a 1 pueden generar un efecto negativo en la aptitud.

Finalmente, aunque se menciona que los genes vulnerables son mas atractivos como

genes blanco terapéuticos, el enfoque de estudiar genes invulnerables aqui
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contribuye al entendimiento del rol que cumplen genes involucrados en el
mecanismo de accidn y resistencia a PZA. Los reportes coinciden con lo obtenido
en este estudio. Hemos demostrado que a pesar de la represion y delecion génica
las cepas de MTB H37Rv modificadas genéticamente no presentan una alteracion
en el crecimiento bacteriano, lo que permite inferir que estos genes efectivamente
no presentan un caracter esencial ni vulnerable para el mantenimiento vital de la

bacteria.

7.3. Laconcentraciony velocidad de eflujo de POA disminuye en cepas bajo
represion y delecién génica.
La propuesta por Zhang y cols., refiere un modelo dependiente de la expulsion de

POA en un estado disociado (POA") hacia un entorno &cido (pH<6.6), su reingreso
como HPOA y su acumulacion intracelular para generar el efecto bactericida a
través de la reduccion del potencial de membrana (12-15, 31), la propuesta por
Baughn y cols., explica un modelo donde la presencia de estres celular conlleva a
la activacion del factor extra-citoplasmatico E (SigE). Este factor regula la
expresion de genes que mantienen o reparan la envoltura celular y conduce a una
modulacion de los niveles de coenzima A (CoA). La presencia de PZA/POA agota
aun més el CoA, conduciendo a la célula a una inhibicion del crecimiento a causa

de una disfuncion metabdlica (16, 20).

Aunque los eventos que conducen a la presencia de estrés celular pueden estar
asociados con un entorno celular acido (pH<6.6), experimentalmente Baughn ha
demostrado que el aumento de susceptibilidad a PZA (accion bactericida de la

PZA/POA) puede orquestarse independientemente del pH, siempre y cuando SigE
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se encuentre activo. Las cepas con el gen sigE delecionado causan resistenciaa PZA
y POA en concentraciones de 400 pg/ml (pH: 5.8) y 800 pg/ml (pH: 6.6),
respectivamente. Ademas, el aumento de la susceptibilidad se potencia con la
presencia de otros factores que generan estrés celular, como los inhibidores de la

sintesis de peptidoglicano (16).

Ademaés de los dos modelos propuestos, reportes previos sugieren que la presencia
de genes blanco de POA dentro de la célula se encuentren involucrados como
mecanismo de accion del antibiético, como panD, que codifica para la L-aspartato
decarboxilasa en la ruta biosintética de la Coenzima A (18, 19), adicionalmente se
ha reportado que las mutaciones en la region promotora del gen clpC1 en su extremo
N-terminal (especificamente la mutacion V63A) pueden disminuir la eficacia con
la que el complejo proteasa Clp procesa a PanD en presencia de POA afectando la
ruta del CoA (19). Es probable gque estos eventos no sean independientes y puedan

estar presentes en conjunto a uno 0 ambos modelos propuestos.

Dada la evidencia brindada por Zhang y cols. sobre la necesidad del sistema de
eflujo de POA para una accién bactericida, y los reportes que relacionan la
sobreexpresion de genes que codifican bombas de eflujo, la presencia de
mutaciones en estos 0 una acumulacion intracelular en cepas de estudio o clinicas
con la adquisicion de resistencia a PZA (36, 37), decidimos explorar el rol y la
importancia de los genes Rv0191 y Rv1258c en el sistema de eflujo de POA de

MTB H37Rv.
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Utilizando un cultivo in vitro a pH neutro (7.0), suplementado con PZA a una
concentracion final de 800 pg/ml (equivalente a 6.50 mM en 1 ml de cultivo
liquido), evaluamos dos eventos principales para establecer una asociacion directa
entre el rol de estos genes y el sistema de eflujo en un intervalo de tiempo hasta 140
horas. Primero, analizamos la capacidad de la micobacteria para liberar POA al
medio extracelular. Nuestros hallazgos corresponden a la concentracion de POA
acumulada en el medio extracelular en diferentes puntos de tiempo, desde las 0
hasta las 140 horas de exposicion a PZA, con intervalos de aproximadamente 28
horas. Observamos la diferencia en la presencia de POA extracelular entre las cepas
control silvestre y las cepas Rv0191 y Rv1258c delecionadas y solo en Rv1258c

reprimida.

Adicionalmente, tomamos los valores de concentracion acumulada de POA y los
dividimos entre el tiempo de exposicion, obteniendo de esta manera la velocidad
inicial a la que el compuesto fue expulsado en cada punto de tiempo evaluado. La
bondad de ajuste para nuestros datos en un modelo de regresion lineal fue fuerte
(R%>0.5) (Anexo 6), indicando que los valores de velocidad obtenidos mantienen
una linealidad. Esto sugiere que el sistema ain no ha alcanzado la velocidad
méaxima (Vmax) en la que este compuesto es expulsado, por lo que nuestros

hallazgos corresponden a una velocidad de eflujo inicial de POA.

Esto significa que en el intervalo de tiempo estudiado cada punto de velocidad
obtenido sera igual a la velocidad maxima, al menos hasta que se evidencie un

estado estacionario que refleje la saturacion del sistema de eflujo y por lo tanto un
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equilibrio entre los estados disociados (POA") expulsados y los no disociados

(HPOA) que reingresan a través de la membrana.

Debido a la ausencia de mutaciones en el gen pncA en la cepa control MTB H37Rv
silvestre, esperamos una conversion completa de PZA a POA (6.50 mM). Sin
embargo, tras 140 horas de exposicion al antibidtico solo se cuantificd 1.950 mM
POA/ODswo (IC 95 %: 1.620 - 2.270, DS 0.207) en la cepa silvestre y 1.630 mM

POA/ODsoo (IC 95%: 1.310 - 1.950, DS 0.203) en la cepa MTB H37Rv:pLJRI65.

Estos resultados nos permiten inferir dos escenarios: primero, una velocidad lenta
en la hidrolisis de PZA a POA a cargo de la PZAsa explicaria porque tras 140 horas
no se evidencia la totalidad de POA en el medio extracelular. Este escenario implica
que para estas cepas (silvestre y H37Rv:pLJR965) en el medio intracelular existen
455y 4.87 mM de PZA. Segundo, la cantidad total de PZA se ha hidrolizado en
POA manteniéndose en un estado disociado (POA") en el medio intracelular, sin

embargo, es expulsado de manera deficiente por un sistema de eflujo activo.

El segundo escenario presenta evidencia previa demostrada por Zhang y cols.,
quienes explican que el sistema de eflujo en MTB es deficiente, especialmente en
condiciones de pH &cido, lo que facilita la acumulacion intracelular de POA. En sus
experimentos, demostraron que MSMEG posee un sistema de eflujo mucho maés
eficiente, permitiéndole liberar POA rapidamente al medio extracelular y evitar su

acumulacién intracelular. En contraste, MTB acumula POA debido a su
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incapacidad para expulsarlo eficazmente, resultando en una mayor susceptibilidad

alaPZA.

Adicionalmente, demostraron que MSMEG no acumula POA intracelularmente y
muestra resistencia a PZA (MIC>2000 pg/ml). Sin embargo, cuando se inhibe el
sistema de eflujo con reserpina, la acumulacion de POA intracelular aumenta y la
bacteria exhibe un estado de susceptibilidad a PZA. Reforzando estos hallazgos,
Zimic y cols. han evidenciado que MSMEG es capaz de liberar POA al medio
extracelular 900 veces maés rapido que MTB (5222 versus 10.73 nmol/POA/(mg
proteina)/min, respectivamente), destacando un sistema de eflujo mucho més activo

en comparacion con MTB (44).

Nuestros resultados evidencian que la represion del gen Rv1258c con un nivel de
ARNmM relativo de 0.195 (IC 95% 0.136 — 0.254, DS: 0,077), un valor 80.50 % més
bajo que los niveles encontrados en el sistema no inducido a represién, demostro
una reduccién significativa de la concentracion de POA acumulado en el medio
extracelular, en comparacion a la cepa MTB H37Rv silvestre (p valor<0.0001). Asi,
a 140 horas, la cepa reprimida presentd 0.679 mM POA/ODeqo (IC 95%: 0.411 -

0.948, DS: 0.256).

Esta relacion también se observé en MTB H37Rv Rv1258c delecionado,
presentando en este mismo punto de tiempo 1.030 mM POA/ODego (IC 95%: 0.926
-1.140, DS: 0.067). Aunque se observa en la cepa reprimida un menor eflujo a 140

horas en comparacion a la cepa delecionada, la comparacion de pendientes mostrd
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que no existe una diferencia significativa (p valor = 0.2647) entre ambas. La
obtencion de los datos de concentracion de eflujo mostré un rango mas amplio en
los puntos evaluados cuando el gen Rv1258c se mantuvo reprimido, incluso este
rango abarca los puntos obtenidos cuando el gen se encuentra delecionado, esta

observacion se dio a los 54, 85y 111 horas (Anexo 9).

Aunque los niveles de ARNm del gen Rv0191 (0,09 IC 95%: 0,060 - 0,118, DS:
0.036) fueron menores y un porcentaje de disminucion de la expresion mucho méas
elevada (91.09 %) no observamos un cambio en el fenotipo. En este punto
podriamos inferir que el gen Rv0191 no se encuentra asociado al eflujo de POA.
Sin embargo, se ha reportado que algunos genes bajo el sistema CRISPRI necesitan

niveles mas bajos de ARNm para evidenciar un cambio en el fenotipo (105 - 107).

Por ejemplo, la represion parcial de los genes PptT (VI: -4.5220) y TrxB2 (VI: -
7.0590) en MTB necesitan una reduccion de al menos el 95% para inhibir el
crecimiento in vitro (104, 105). Por otro lado, evaluaciones durante la fase cronica
de la infeccion demostraron que el nivel de expresion del gen BioA (VI: -0.2390)
debe ser disminuido méas del 90 % antes de que el crecimiento de MTB se vea
severamente afectado in vitro (105). Este patrén no solo se presenta en genes
esenciales y altamente vulnerables como PptT o TrxB2, sino también en genes no
esenciales o con un grado de vulnerabilidad relativamente bajo como es el caso de
BioA. Demostramos que este patron es trazable hacia genes no vulnerables como
Rv0191 (VI: 1.1920), donde no se evidencia un cambio en la concentracion de POA

acumulado.
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Dado este panorama no optamos por evaluar sgRNAs guia con una mayor fuerza
de represion por factibilidad en el tiempo de desarrollo del estudio y por el grado
de incertidumbre que existia al evaluar este gen. En su lugar, decidimos aprovechar
la ausencia de esencialidad del gen para generar una cepa MTB H37Rv Rv0191
delecionada (Figura 10). De esta manera, logramos observar a través de una
comparacion de pendientes que los niveles de concentracion de POA acumulado se
veian afectados significativamente, mostrando una reduccién acentuada en
comparacion a la cepa control MTB H37Rv silvestre (p<0.0001). A 140 horas,
obtuvimos una concentracion de 0.823 mM POA/ODeno (IC 95%: 0.779 - 0.868,
DS: 0.0279), un valor incluso por debajo de la cepa MTB Rv1258c delecionado

(1.030 mM POA/ODeo).

Para complementar estos hallazgos, analizamos la velocidad inicial de eflujo en la
que cada concentracion calculada previamente fue expulsada al medio extracelular.
Observamos para las cepas control, MTB H37Rv silvestre y MTB
H37Rv:pLJR965, una velocidad a 140 horas de 0.0140 mM POA/ODggoxhora™® (IC
95%: 0.0117 - 0.0163, DS: 0.0014) y 0.0143 (IC 95%: 0.0103 - 0.0182, DS:
0.0025), respectivamente. En Rv1258c reprimido encontramos una velocidad
65.4 % menor a las cepas control siendo 0.0049 mM POA/ODeqoxhora™ (IC 95%:
0.0030 - 0.0068, DS: 0.0018), respecto a las cepas Rv0191 delecionado (0.0068 mM
POA/ODggoxhora™) y Rv1258c delecionado (0.0059 mM POA/ODsgoxhora) las
velocidades se redujeron mas alla de la mitad en comparacién a la cepa control,

siendo 51.9 y 58.4 %, respectivamente.
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Es notable que la dindmica de eflujo de POA se ve reducida cuando existe una
alteracion en la expresion génica de Rv0191 y Rv1258c. Sin embargo, ambos
parametros evaluados nunca llegan a ser completamente nulos. Bajo un sistema de
represion génica, esto podria explicarse por la presencia, aunque reducida, de
niveles de ARNm que pueden ser traducidos y cumplir la funcion de eflujo. Incluso

cuando los genes se encuentran delecionados, este efecto persiste.

Por otro lado, considerando que la delecion génica se realizé de manera individual,
sugerimos que los niveles reducidos de POA en el medio extracelular pueden
deberse a un sistema redundante, donde més de una bomba de eflujo esta
involucrada en el proceso. Probablemente, cuando Rv0191 se encuentra
delecionado, Rv1258c podria compensar parcialmente el eflujo de POA, y
viceversa. No obstante, en ambos casos, el eflujo resulta ineficiente, ya que los
niveles reducidos de POA se mantienen y no alcanzan los observados en las cepas

control.

7.4. La reduccion de la concentracion y velocidad de eflujo de POA altera
la susceptibilidad a PZA en MTB H37Rv.

De acuerdo a las investigaciones reportadas por Meinzen y Zimic, la técnica de
Wayne cuantitativa, empleada en este estudio, es capaz de determinar la presencia
de resistencia en cepas de MTB a través de mediciones de ODa4so. Obtuvieron una
sensibilidad del 91.3% y una especificidad del 97.5% al quinto dia frente a la
exposicion de 800 pg/ml de PZA en cepas clinicas (n: 184). Bajo estas condiciones,
reportan que los valores de ODaso en cepas resistentes son considerablemente
menores, mostrando un promedio de 0.032 en comparacion con las cepas sensibles,

que tienen un valor promedio de 0.132 (43, 108).
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Evaluamos estos valores entre las cepas modificadas genéticamente y las cepas
control, empleando las mismas condiciones por Meinzen. Evidenciamos una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 80% con un cut-off de 0.323 y un
indice de Youden de 0.80, valores cercanos a los reportados por su grupo de
investigacion (Anexo 10F). Cabe mencionar que, en un tiempo de evaluacion menor
a 54 horas, la diferencia estadistica se pierde, probablemente debido a la insuficiente
concentracion de POA para evidenciar una diferencia entre cepas modificadas

genéticamente y las cepas control.

Agrupamos los valores obtenidos a 111 y 140 horas en las cepas modificadas
genéticamente (promedio: 0.231, IC 95%: 0.210 - 0.252, DS: 0.05) en comparacion
a las cepas no modificadas (promedio: 0.408, IC 95%: 0.380 — 0.436, DS: 0.09).
Esto nos permiti6 generar una primera aproximacion clara hacia la evaluacion de la
adquisicion de resistencia a la PZA en las cepas modificadas, ya que, bajo la
premisa de que la técnica permite identificar patrones de resistencia, estos
resultados indicaron que las cepas MTB H37Rv Rv1258c reprimida y
Rv0191/Rv1258c delecionadas, al tener valores de ODaso relativamente bajos, se

considerarian resistentes a PZA.

Para confirmar esta aproximacion, evaluamos el comportamiento de las cepas
control MTB H37Rv silvestre y MTB H37Rv:pLJR965 frente a concentraciones de
PZA desde 0 a 12800 pg/ml a pH:6.0 en microplaca. Obtuvimos valores de MIC

para las cepas MTB H37Rv silvestre y MTB H37Rv:pLJR965 de 125.57 y 165.71
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Hg/ml de PZA, respectivamente. En estas cepas, adicionalmente, se evalud el
crecimiento frente a POA, obteniendo valores MIC de 12.23 y 13.27 pug/ml. Estos
valores son relativamente menores a los reportados previamente en otro estudio (25
pg/ml de POA) obtenidos mediante ensayo en placa 7H10 a pH 6.8, condiciones
ligeramente &cidas, donde tanto POA como PZA no presentarian una accion

bactericida elevada (37).

Observamos que los valores de MIC obtenidos bajo este ensayo se encuentran
dentro de lo reportado por otros investigadores (25 — 250 pg/ml de PZA). Este es
un rango amplio y variable, lo que demuestra una ausencia de evaluacion estandar
para obtener concentraciones inhibitorias de PZA bajo condiciones experimentales
in vitro. Es posible que la actividad pH-dependiente del antibi6tico explique esta
variabilidad debido a los diferentes valores de pH empleados en otros ensayos (110

- 112).

Ademas del MIC, aqui reportamos valores de NIC para las cepas control frente a
PZA y POA. EI NIC es importante para determinar a qué concentraciones estos
compuestos empiezan a demostrar efectos subletales en MTB, probablemente
reduciendo su tasa de crecimiento, alterando el metabolismo y/o induciendo un
estrés oxidativo. Estos efectos pueden contribuir a la formacién de células
persistentes. Se ha demostrado que MTB con una tasa de crecimiento rapida (23.1
horas) y lenta (69.3 horas) es capaz de adaptarse a concentraciones bajas de PZA

(25 — 50 pg/ml), manteniendo una divisiéon celular en un estado estacionario
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caracterizado por una reduccién en la expresion de ARN de transferencia (ARNt) y

ARN ribosomal (ARNTr) 50S y 30S (112).

Encontramos que la cepa MTB Rv1258c reprimida, luego de inducir el sistema, el
ARNM relativo se mantuvo representado en un 19.5 %. Por otro lado, aunque para
el gen Rv0191 reprimido la presencia de remanentes de ARNm fue menor (8.91 %),
no evidenciaron un cambio significativo en la concentracion acumulada y velocidad
inicial de eflujo de POA. Cabe destacar que, inicialmente, ambas cepas fueron
visualizadas bajo microscopio invertido en cultivos liquidos 7H9 a pH &cido (6.2)
luego de 10 dias de incubacién bajo diferentes concentraciones de PZA (0, 100, 400

y 800 pg/ml).

Evidenciamos la formacion de cordones caracteristicos del crecimiento de MTB
hasta 400 pg/ml de PZA para la cepa Rv1258c reprimida y hasta 100 pg/ml para la
cepa Rv0191 reprimida, adicionalmente se visualiz6 crecimiento de la cepa MTB
H37Rv silvestre hasta 100 pug/ml de PZA (Anexo 11). Sin embargo, decidimos
evaluar la susceptibilidad a PZA en cepas delecionadas en las que no existe ningln

grado de incertidumbre sobre la presencia de expresion basal del ARNm.

Observamos un crecimiento de la cepa silvestre hasta 400 pug/ml y para las cepas
delecionadas hasta 1600 pg/ml en ambos casos. Es notable que la capacidad de
crecimiento de la cepa silvestre es 3.2 veces mayor en condiciones a pH de 6.2

respecto al crecimiento en microplaca a un pH de 6.0 (400 versus 125.57 pg/ml,
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respectivamente) (Figura 21 y 22). Este hallazgo refuerza el hecho de que la PZA

acttia con mayor eficiencia en entornos mas acidos.

Es probable que el crecimiento observado para las cepas delecionadas en un entorno
mas cercano a 6.0 refiera una capacidad de sobrevivencia 3.2 veces menor.
Teoricamente, en estas condiciones, el crecimiento seria trazable a 500 pg/ml de
PZA. Sin embargo, es imperativo profundizar experimentalmente el
comportamiento de estas cepas modificadas bajo condiciones més acidas, ya que

aqui no exploramos condiciones més acidas a 6.2 para las cepas delecionadas.

Segln Zhang, la actividad de la PZA depende en gran medida del pH del medio
debido a como afecta la acumulacion intracelular de POA. A pH 6.2, aunque el
medio es ligeramente acido, la acumulacion de POA dentro de las células no es tan
eficiente, requiriéndose una mayor concentracion de PZA (400 pg/ml) para inhibir
el crecimiento de la cepa. Por otro lado, a pH 6.0, el medio més acido favorece una

mayor acumulacion de POA dentro de las células.

La ecuacion de Henderson-Hasselbach, considerando el pKa del POA de
aproximadamente 2.9, explica que a pH mas bajos la forma no disociada del POA
es mayor, facilitando su difusién pasiva a través de la membrana celular y
resultando en una mayor acumulacion intracelular. Como resultado, se requiere una
menor concentracion de PZA (135.27 pg/ml) para lograr una inhibicion efectiva del
crecimiento bacteriano porque la concentracién de POA intracelular es mayor en

comparacion con pH 6.2.
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Este fendmeno se alinea con la teoria de distribucion pasiva, donde un pH mas acido
facilita la acumulacién intracelular de POA, aumentando la eficacia de la PZA a
concentraciones mas bajas. Explorar los niveles de concentracion acumulada y la
velocidad de eflujo inicial de POA al medio extracelular y la concentracion
intracelular bajo condiciones &cidas es esencial para comprender mejor este

proceso.

Los estudios sobre el rol de los genes de interés evaluados en el mecanismo de
resistencia a PZA son escasos. Solo existe evidencia de que alteraciones en la
expresion del gen, especificamente en la sobreexpresion de Rv0191, o mutaciones
en Rv1258c (S292L), estan relacionadas con una disminucion de la acumulacion de
POA en el medio intracelular, generan una adquisicion de resistencia a PZA. En
estudios previos, se encontraron valores de resistencia de 200 pug/ml para Rv0191
sobreexpresado y 800 pg/ml para Rv1258c mutado (36, 37), valores menores a los

encontrados en este estudio.

Cabe mencionar que las condiciones de evaluacion de la susceptibilidad a PZA
difieren en ambos casos. Cuando se evalla el efecto de la sobreexpresion sobre la
adquisicion de resistencia, se realiza bajo un ensayo fenotipico en cultivo en placa,
similar a nuestro estudio, pero el pH ensayado es cercano a un estado neutro (pH:
6.8), lo que puede sesgar los resultados debido a la baja actividad de la PZA. Por el

contrario, la susceptibilidad en el gen Rv1258c mutado se evalué a un pH &cido de
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6.0, empleando la misma metodologia, demostrando ser un estudio con mejor

trazabilidad.

Es importante mencionar que ambos estudios reportan que el uso de agentes
inhibidores de bombas de eflujo, como reserpina, piperina y verapamilo, genera un
efecto de sensibilidad a la PZA, evidenciado por una ausencia de crecimiento en las
concentraciones reportadas (200 y 800 pg/ml). Desde nuestro punto de vista, y en
base a la experiencia obtenida y demostrada en este estudio, consideramos que
realizar aseveraciones bajo un disefio experimental que involucra el uso de
inhibidores de bombas de eflujo de amplio espectro puede generar conclusiones

sesgadas.

Estos inhibidores pueden actuar sobre genes de bombas de eflujo esenciales que
alteren el crecimiento de MTB. Es imperativo establecer este tipo de asociaciones
bajo sistemas especificos que no alteren el crecimiento bacteriano (Figura 18B-G),
como es el caso del sistema ORBIT empleado en este estudio para generar cepas
MTB Rv0191 y Rv1258c delecionadas. De esta manera, explicamos la diferencia

entre los resultados obtenidos en este estudio y los mencionados anteriormente.

Nuestros hallazgos, aunque en principio pueden contradecir otros modelos que
sugieren que este proceso no es necesario, implican, por ejemplo, estados de estrés
celular independiente del pH del entorno extracelular (Modelo SigE) o la inhibicion
de genes importantes en procesos celulares a causa de la presencia de POA

intracelular (Modelo panD/clpC1). No excluimos que estos procesos puedan ocurrir
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de manera simultanea o en diferentes momentos de la respuesta celular contra la
infeccion por MTB. Es imperativo estudiar este mecanismo bajo un enfoque

holistico que profundice el grado de participacion de los factores en estos modelos.

Hemos corroborado exitosamente las dos hipdtesis planteadas en el presente
estudio. Nuestro enfoque ha sido crucial para entender el rol de las bombas de eflujo
Rv0191 y Rv1258c en el mecanismo de accion y resistencia de la PZA en MTB
H37Rv. En sintesis, la persistencia del crecimiento a una concentracion elevada de
1600 pg/ml de PZA, incluso sin mutaciones en el gen pncA, en cepas con Rv0191
y Rv1258c¢ delecionadas, subraya la necesidad del sistema de eflujo para ejercer una
accion bactericida. La reduccion de la acumulacion extracelular y la velocidad
inicial a la que el POA efluye se confirma el rol critico de estos genes en el efecto
bactericida del antibiotico. Ademas, la alteracion en la expresion génica en ambas
bombas de eflujo seria un potencial mecanismo de adquisicion de la resistencia a

PZA en MTB H37Rv.
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VIII.

CONCLUSIONES

Se identificaron 79 genes que codifican bombas de eflujo involucrados
en laresistencia a antibioticos en MTB H37Rv. Entre ellos, 5 genes estan
involucrados en la resistencia a la PZA. De este grupo, se seleccionaron
los genes Rv0191 y Rv1258c, cuya sobreexpresion y/o presencia de
mutaciones contribuyen a un fenotipo resistente a PZA en MTB.

La transcripcion de los genes Rv0191 y Rv1258c que codifican bombas
de eflujo en MTB H37Rv fue reprimida mediante la técnica de CRISPRI.
Los niveles de expresion se redujeron 13.33 veces para Rv0191 y 5.94
veces para Rv1258c en comparacion a las cepas no reprimidas. La
reduccion de la expresion no afectd el crecimiento bacteriano.

La delecion de los genes Rv0191 y Rv1258c en MTB H37Rv mediante
la técnica de ORBIT fue exitosa y no afecta el crecimiento bacteriano de
las cepas modificadas.

Las cepas MTB H37Rv bajo represion del gen Rv1258c¢ y delecion de los
genes Rv0191 y Rv1258c exhiben niveles reducidos de concentracion
extracelular acumulada y velocidad inicial de eflujo de POA. La
reduccion en ambos parametros es significativamente diferente a lo
observado en la cepa MTB H37Rv silvestre.

La reduccion del eflujo de POA en las cepas Rv0191 y Rv1258c
delecionadas, junto a su capacidad de crecimiento a 1600 pg/ml de PZA,
refuerzan la importancia del sistema de eflujo en el mecanismo

bactericida.
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IX.  LIMITACIONES
Existen limitaciones que se deben abordar en relacion al desarrollo del presente

estudio. Aunque el enfoque y el disefio del estudio establecido nos ha permitido
obtener resultados prometedores, existen consideraciones en cuanto a las
técnicas empleadas. Por ejemplo, la tecnologia de CRISPR de interferencia
(CRISPRI) puede generar un efecto polar. Este efecto se refiere a la capacidad
de CRISPRI para reprimir genes operonicos adicionales ubicados aguas abajo
del sitio de union de dCas9. En operones bacterianos, los genes estan

organizados en secuencia y transcritos juntos desde un solo promotor.

Cuando CRISPRI se dirige a un gen dentro de un operdn, no solo puede reprimir
ese gen especifico, sino también potencialmente todos los genes down-stream
debido a la interrupcion de la transcripcion. Aunque los genes Rv0191 y Rv1258c
no comparten promotor con otros genes, no evaluamos exhaustivamente el

posible efecto polar hacia otros genes cercanos.

Los cambios fenotipicos observados podrian no ser atribuibles exclusivamente
al gen blanco, sino también a la represion de otros genes. Es asi que ante un
efecto polar en genes esenciales existiria la posibilidad de un cambio en el
crecimiento de la micobacteria lo que sesgaria los resultados. Por otro lado, en
genes no esenciales con una funcion similar a los genes de interés no podria
afectarse el crecimiento bacteriano, pero establecer asociaciones relacionadas a
la expulsion de compuestos o hacia la adquisicion de resistencia no seria del todo

concluyente.
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Adicionalmente, la eficacia de la represion de genes puede variar
significativamente dependiendo de la proximidad del sitio de unién del sRNA
al sitio de inicio de la transcripcion, esto puede hacer que algunos genes sean
mas dificiles de reprimir que otros, especialmente aquellos que estan lejos del

promotor.

Coincidimos con otros estudios en que, a pesar de generar un grado de represion
notable, este efecto no siempre es trazable hacia un cambio fenotipico. Algunos
genes necesitan folds de represion mucho mas elevados para evidenciar un
efecto. Hemos confirmado esto mediante una comparacion entre el efecto
fenotipico de un cambio en la dinamica de eflujo cuando el gen Rv0191 se
encuentra reprimido versus cuando se encuentra delecionado, obteniendo
evidencia de un cambio significativo solo cuando los niveles de transcripcion del
gen estan completamente ausentes. Sin embargo, el gen Rv1258c mantiene una

trazabilidad para el mismo efecto cuando se encuentra reprimido y delecionado.

Respecto al sistema ORBIT, la eficiencia de la recombinacion homologa puede
ser baja para inserciones grandes, como los sitios de integracion de 60 pares de
bases, lo que limita su efectividad en ciertas modificaciones genomicas.
Ademas, un disefio inapropiado de los oligonucleétidos puede resultar en
recombinaciones no especificas o fallidas. La eficacia del sistema también
depende de la expresion y actividad funcional de las proteinas de recombinacion
de fagos, como RecT y la integrasa Bxbl, cuya variabilidad puede afectar

significativamente la eficiencia del sistema.
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XI.  ANEXOS

Anexo 1. Niveles de represion reportados por Rock. Et al. 2017.

Table1 | Permissive PAM sequences for dCas9gy;.

PAM Fold repression Standard deviation
NNAGAAG 216.7 10.0
NNAGAAT 216.2 10.4
NNAGAAA 158.1 228
NNGGAAG 145.2 53
NNAGAAC 120.5 7.9
NNGGAAA 0.5 26.4
NNAGCAT 84.6 B
NNAGGAG 822 9.2
NNAGGAT 64.7 87
NNAGCAA 534 9.9
NNGGAAC 515 6.2
NNGGAAT 473 33
NNAGCAG 422 70
NNAGGAA 385 52
NNAGGAC 255 0.8
NNGGGAG 24,7 19
NNGGGAT 242 3.4
NNGGGAA 123 0.8
NNAGCAC ne 1.2
NNGGGAC 79 1.0
NNGGCAT 6.7 09
NNGGCAG 4.0 03
NNGGCAA 33 03
NNGGCAC 27 03

ctrl sgRNA 1.3 01




Anexo 2. Protocolo de elaboracion de células quimio-competentes.
Inoculacion inicial:
1. Apartir de una colonia aislada, inocular en 10 ml de caldo LB suplementado
con tetraciclina en una proporcion 1:1 (v/v).
2. Incubar a 37 °C durante 24 horas.
Cultivo secundario:
3. Tomar 5 ml del cultivo inicial y verter en 45 ml de caldo LB suplementado
con tetraciclina en las mismas condiciones.
4. Incubar a 37 °C durante 2.5 horas o hasta alcanzar una densidad Optica
(OD600) entre 0.35y 0.40.
Precipitacion de células:
5. Transferir las células en fase logaritmica temprana a un tubo de 50 ml.
6. Precipitar las células por centrifugacion (a una velocidad adecuada, por
ejemplo, 4,000 x g durante 10 minutos a 4 °C).
Lavado con CaCl2:
7. Resuspender el pellet celular en 20 ml de CaCl2 a una concentracién de 20
mM.
8. Repetir el paso de centrifugacion y resuspension con CaCl2 dos veces.
Resuspension final y Alicuotado:
9. Resuspender las células en 1 ml de CaCl2 20 mM suplementado con glicerol
al 15 %.
10. Alicuotar 100 pl de la suspension celular en tubos de 0.6 ml.
11. Utilizar las células competentes el mismo dia de su preparacion o almacenar

a-70°C.



Anexo 3. Protocolo de extraccion de ADN.

Preparacion de Muestras:

1.

3.

Utiliza crioviales estériles, agregando en cada uno 3 perlas de vidrio y 500
pl de buffer TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8).

Toma una asada de un cultivo solido puro y resuspende las micobacterias
en el criovial usando el asa. Evita usar el vortex.

Incuba los crioviales en un termo-block a 80°C durante 20 minutos.

Lisis de la Pared Celular y digestién de Proteinas y Lipidos:

4.

Afiade 50 pl de lisozima (10 mg/ml) al vial, homogeneiza con vortex e
incuba a 37 °C durante toda la noche.

Incorpora 75 pl de SDS al 10% y 20 pl de proteinasa K (20 mg/ml).
Homogeneiza nuevamente con el vortex e incuba a 65°C por 3 horas.
Alternativamente, puedes incubar a 56°C por 2 horas.

Agrega 100 pl de NaCl 5M al vial para facilitar la precipitacion de proteinas.
Afade 100 pl de CTAB/NaCl (precalentado a 65°C), homogeneiza con el

vortex e incuba por 10 minutos a 65°C.

Extraccién de Fase Organica:

8.

9.

Afade 750 pl de una mezcla de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1),
homogeneiza con el vortex y centrifuga a 10,000 rpm durante 5 minutos a
4°C. Después, transfiere el sobrenadante a un tubo nuevo.

Agrega 750 pl de cloroformo-isoamilico (24:1) al sobrenadante,
homogeneiza y centrifuga bajo las mismas condiciones anteriores.

Transfiere el sobrenadante limpio a otro tubo nuevo.



Precipitacion del ADN:
10. Incorpora 1 ml de etanol frio, mezcla por inversion y congela a -70°C
durante 15 minutos. Posteriormente, centrifuga a 10,000 rpm por 8 minutos.
11. Descarta el sobrenadante, afiade 1 ml de alcohol frio al 70% y centrifuga a
10,000 rpm por 3 minutos. Descarta el sobrenadante.
12. Seca el pellet de ADN al aire y finalmente resuspende el ADN en 100 pl

de buffer TE.

Anexo 4. Electroforesis de ADN a partir de cultivo de MTB H37Rv knockdown,

knockout.

P TN

AR

1'% agarose staned n SYBR Sate

Nota. M1: Marcador 1 kb plus, Thermo Scientific. Carril 1-3: ADN gendmico de
MTB H37Rv:sgRNA Rv0191 reprimida, Carril 4-6: ADN genémico de MTB
H37Rv:sgRNA Rv1258c reprimida. Carril 7-9: ADN genémico de MTB H37Rv
Rv0191 delecionada, Carril 10-12: ADN genomico de MTB H37Rv Rv1258c

delecionada.



Anexo 5. Operacionalizacion de variables de estudio

Variable Definicion Conceptual ipo e Yariahle (s Tlp_o fle vanab'l'e Escala de medicion Indicador Definicion operacional
su naturaleza) (segtn su relacion)
Niveles de ARN Cantidad de ARN mensajero especifico de Medicion de ARNm mediante PCR en tiempo
RS Z los genes Rv0191 y Rvi258c bajo el Cuantitativa (Continua) Independiente Escala de razon Nivel de ARNm relativo real. normalizado respecto a un control
mensajero (ARNm) % i 1 S ;
sistema de represion genica. constitutivo (Sig4)
SRE B Eliminacion de genes especificos (Rv019] S : ; K 3 Confirmacion por PCR y secuenciacion de
Delecion génica y RvI258c) en cepas de MTB Cualitativa (Dicotomica) Independiente Nominal Presencia/Ausencia de genes delecitn de genes Rv0191 y Rv1258c
i Evaluacion de la densidad poblacional de Valor de absorbancia a una i . D
Bactcr'ectn(!;'?::ess) MTB H37Rv bajo condiciones de Cuantitativa (Continua) Dependiente Escala de razon longitud de onda de 600 nm )Ie&?ogt:(ie-alz izn;?&ilgﬂzc'as:iffo o
eran Knockdown v Knockout (OD600) U 0 J0gISteo.
Coicetacnids Medicion de 1a concentracion de acido Concentracion de POA Acumulacién extracelular de POA a diferentes
Sl """ pirazinoico extruido al medio extracelular Cuantitativa (Continua) Dependiente Escala de razon RS intervalos de tiempo (0, 25, 54. 85, 111 y 140
Acido pirazinoico ; e (mM/ODG600)
en cepas modificadas genéticamente horas)
X igi‘-f;";‘e“ﬁﬁfﬁo“ Tasaalacud el POA es extruidoal medio (oo oo _— Fecala deqagsy | Velocidad de eflujo de POA ‘g:;i‘_‘:l“:s’g’:’glﬂi" °?‘5’°2‘§° ff‘; ;“l‘i‘ffe’;‘:)s
Do extracelular PR (mM/OD600xhora"-1) ; PO 22902 -
pirazinoico horas)
Medicion de 1a densidad dptica obtenida a
Densidad Optica a Densidad optica obtenida a través de la Valor de absorbanciaauna  través de la técnica de Wayne cuantificada
i 45050 técnica de Wayne en los ensayos de Eflujo  Cuantitativa (Continua) Dependiente Escala de razén longitud de onda de 450 nm como ¢l valor de absorbancia a 450 nm y
v velocidad de eflujo de POA (OD450) normalizada con el crecimiento bacteriano
(OD600)
. . Crecimiento fenotipico de colonias de las cepas
Susceptibilidad a C;:zagi:rif;a]f: zre:::r?noi;icsii:ayde Presencia/Ausencia de TP HaaRy knackdown o foachow y cops
Piriiaaiia difereities concentraciones dé pirazinamida Cualitativa (Dicotémica) Dependiente Nominal control MTB H37Rv wild-fype a diferentes

(0 - 1600 pg/mt)

s i3 concentraciones de pirazinamida (0 - 1600

pug/mi).




Anexo 6. Comparacion de pendientes a partir de los valores de concentracion

acumulada de POA y velocidad inicial de eflujo.

- Concentracion acumulada de POA extracelular.

Pendiente

p valor (vs

Sistema de MG Gen Target Ecuacion de la recta Pendiente (m) Pendiente (IC 95 %) ®S) R"2 MTB H37Rv)
Knockdown Rv0191 Y =0.01399"X - 0.1846 0,01399 0.01207-0.01590 0,00090 0,94 0,7047
Knockdown Rv1258c Y = 0.006039*X - 0.1090 0,00604 0.00372 — 0.00836 0,00109 0,66 <0,0001
Knockdown H37Rv:pLJR96S Y =0.01275"X - 0.2023 0,01275 0.01053 —0.01498 0,00100 0,94 0,2543
Knockdown H37Rv Wild-type Y = 0.01455"X - 0.2003 0,01455 0.01197 - 0.01712 0,00116 0,94 -

. ) . ) . . Pendiente n p valor (vs
Sistema de MG Gen Target Ecuacion de la recta Pendiente (m) Pendiente (IC 95 %) ®S) R"2 MTE H37Rv)
Knockout Rv0191 Y = 0.006399%X - 0.1443 0,00640 0.00473 — 0.00807 0,00075 0,88 < 0,0001
Knockout Rv1258¢ Y = 0.007659*X - 0.1172 0,00766 0.00634 — 0.00898 0,00059 0,94 < 0,0001
Knockout H37Rv:pLIR96S5 Y = 0.01275*X - 0.2023 0,01275 0.01053 —0.01498 0,00100 0,94 0,2543

Knockout H37Rv Wild-type Y = 0.01455*X - 0.2003 0,01455 0.01197 —0.01712 0,00116 0,94 -
- Velocidad inicial de eflujo de POA.
. .. . . Pendiente p valor (vs

Sistema de MG Gen Target Ecuacion de la recta Pendiente (m) Pendiente (IC 95 %) ®S) R"2 MTB H37Rv)
Knockdown Rv0191 Y = 0.0001066*X + 0.0003203 0,000107 0.00473 — 0.00807 0,0000140 0,78 0,613
Knockdown Rv1258¢c Y = 4 706E-005"X - 0.0003719 0,000047 0.00634 — 0.00898 0,0000108 0,54 0,0037
Knockdown H37Rv:pLJIR965 Y = 0.0001100%X - 0.0006891 0,000110 0.01053 —0.01498 0,0000086 0,94 0,3309
Knockdown H37Rv Wild-type Y = 9.683e-005*X + 0.0003024 0,000097 0.01197 — 0.01712 0,0000100 0,90 -

Sistemade M3  Gen Target Ecuacion de la recta 2endiente (m) Pendiente (1C 95 %) PRIGIETE R™2 DT e

(DS) MTB H37Rv)
Knockout Rv0191 Y = 5.048E-005*X - 0.0008664 0,00005 0.00473-0.00807 0,0000054 0,90 0,0006
Knockout Rv1258c Y = 5.390E-005*X - 0.0003117 0,00005 0.00634 -0.00898 0,0000069 0,86 0,0021
Knockout H37Rv:pLJR965 Y =0.0001100*X - 0.0006891 0,00011 0.01053-0.01498 0,0000086 0,94 0,3309
Knockout H37Rv Wild-type Y = 9.683e-005*X + 0.0003024 0,00010 0.01197-0.01712 0,0000100 0,90 -

Nota. En las tablas: MG: Modificacién Genética. Knockout: Deleciéon Génica,

Knockdown: Represion Génica. Target: Gen Blanco. IC 95%: Intervalo de

confianza al 95%. DS: Desviacion Estandar.



Anexo 7 Disefio de placa y datos de susceptibilidad en microplaca para las

cepas control MTB H37Ruv silvestre y MTB H37Rv:pLJR965

DISENO DE PLACA: Susceptibilidad en microplaca - Cepas Control MTB H37Rv Wild-type, MTB H37Rv:pLJR965

1 2 8 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 12800 50,00 0,1953 400,00 12800 50,00 0,1953 400,00 6400 25,00 Control S/antibiotico Blanco
B 6400 25,00 0,0977 133,33 6400 25,00 0,0977 133,33 3200 12,50 Control S/antibiotico Blanco
(¢} 3200 12,50 0,0488 44,44 3200 12,50 0,0488 44,44 1600 6,25 Control S/antibiotico Blanco
D 1600 6,25 0,0244 14,81 1600 6,25 0,0244 14,81 800 3,1250 Control S/antibiotico Blanco
E 800 3,1250 0,0122 4,94 800 3,1250 0,0122 4,94 400 1,5625 Control S/antibiotico Blanco
F 400 1,5625 0,0061 1,65 400 1,5625 0,0061 1,65 200 0,7813 Control S/antibiotico Blanco
G 200 0,7813 0,0031 0,5487 200 0,7813 0,0031 0,5487 100 0,3906 Control S/antibiotico Blanco
H 100 0,3906 0,0015 0,1829 100 0,3906 0,0015 0,1829 50 0,1953 Control S/antibiotico Blanco
PZA (ug/ml) PZA (ug/ml) POA {ug/ml)
- Datos: Wild-type: MTB H37Rv silvestre — M1: Medicion 1, M2: Medicién 2, RB: Replica
RB1_M1 1 2 3 4 B 7 8 9 10 11 12
A 0,038 0,443 0,550 0,060 0,038 0,411 0,477 0,073 0,041 0,048 0,509 0,039
B 0,039 0,439 0,509 0,092 0,038 0,441 0,483 0,043 0,041 0,321 0,461 0,040
(¢ 0,040 0,483 0,474 0,349 0,038 0,474 0,492 0,164 0,060 0,341 0,473 0,041
D 0,042 0,491 0,491 0,381 0,044 0,476 0,495 0,321 0,042 0,429 0,478 0,043
E 0,048 0,486 0,496 0,446 0,050 0,512 0,508 0,408 0,039 0,464 0,502 0,043
F 0,077 0,497 0,511 0,419 0,082 0,537 0,512 0,421 0,040 0,549 0,502 0,040
G 0,059 0,493 0,505 0,418 0,185 0,530 0,543 0,434 0,039 0,559 0,536 0,043
H 0,064 0,502 0,513 0,460 0,312 0,528 0,517 0,395 0,040 0,554 0,573 0,041
RB1_M2 1 2 3 4 5 7 8 9 10 11 12
A 0,038 0,452 0,548 0,061 0,038 0,427 0,477 0,074 0,040 0,046 0,516 0,039
B 0,039 0,440 0,506 0,096 0,039 0,443 0,484 0,043 0,041 0,324 0,465 0,040
(¢ 0,040 0,491 0,481 0,347 0,038 0,470 0,493 0,170 0,060 0,342 0,477 0,041
D 0,042 0,495 0,495 0,380 0,045 0,480 0,497 0,320 0,042 0,432 0,482 0,043
E 0,048 0,492 0,500 0,447 0,049 0,514 0,513 0,411 0,039 0,462 0,500 0,042
F 0,060 0,503 0,512 0,417 0,087 0,543 0,514 0,421 0,040 0,558 0,504 0,041
G 0,059 0,491 0,506 0,420 0,186 0,539 0,545 0,437 0,039 0,563 0,536 0,043
H 0,061 0,510 0,527 0,459 0,335 0,539 0,523 0,394 0,040 0,555 0,571 0,041
RB2Z2_M1 1 2 3 4 5 / 8 Y 10 11 12
A 0,038 0,079 0,392 0,076 0,038 0,163 0,403 0,040 0,040 0,042 0,064 0,040
B 0,040 0,282 0,476 0,083 0,038 0,375 0,433 0,044 0,041 0,042 0,189 0,042
(o] 0,038 0,415 0,486 0,356 0,039 0,427 0,427 0,080 0,072 0,212 0,418 0,040
D 0,043 0,496 0,465 0,299 0,050 0,453 0,446 0,140 0,042 0,322 0,457 0,041
E 0,048 0,485 0,501 0,358 0,049 0,476 0,463 0,276 0,039 0,390 0,461 0,047
F 0,052 0,475 0,487 0,361 0,058 0,479 0,468 0,307 0,040 0,440 0,209 0,042
G 0,055 0,460 0,417 0,302 0,078 0,450 0,448 0,311 0,040 0,414 0,111 0,040
H 0,041 0,353 0,347 0,230 0,119 0,380 0,405 0,235 0,041 0,324 0,096 0,044
RBZ_IViZ 1 z 3 4 B / 8 Y i1y 11 12
A 0,038 0,090 0,397 0,085 0,038 0,188 0,421 0,040 0,040 0,042 0,062 0,040
B 0,040 0,280 0,476 0,082 0,038 0,375 0,433 0,044 0,041 0,042 0,193 0,042
© 0,038 0,414 0,488 0,356 0,039 0,427 0,427 0,081 0,072 0,212 0,420 0,040
D 0,043 0,496 0,465 0,299 0,050 0,452 0,446 0,140 0,042 0,321 0,458 0,041
E 0,047 0,485 0,501 0,358 0,049 0,476 0,462 0,276 0,039 0,389 0,460 0,048
F 0,053 0,473 0,487 0,362 0,058 0,479 0,468 0,307 0,040 0,438 0,209 0,042
G 0,059 0,457 0,416 0,302 0,077 0,450 0,448 0,311 0,040 0,415 0,107 0,040
H 0,042 0,361 0,347 0,234 0,127 0,383 0,406 0,243 0,041 0,338 0,096 0,044
E1 E2 El
PZA PZA PZA PZA PZA PZA PZA PZA POA POA C+ B
A -0,003 0,406 0,508 0,019 -0,003 0,378 0,436 0,032 -0,001 0,006 0,471 -0,002
B -0,002 0,399 0,467 0,053 -0,003 0,401 0,442 0,002 0,000 0,281 0,422 -0,001
c -0,002 0,446 0,436 0,307 -0,003 0,431 0,451 0,126 0,019 0,300 0,434 -0,001
o D 0,001 0,451 0,452 0,339 0,003 0,437 0,455 0,280 0,001 0,389 0,439 0,002
2 E 0,007 0,448 0,457 0,405 0,008 0,472 0,469 0,368 -0,002 0,422 0,460 0,001
A F 0,027 0,458 0,470 0,377 0,043 0,499 0,472 0,380 -0,001 0,512 0,462 -0,001
G 0,018 0,451 0,464 0,378 0,144 0,493 0,503 0,394 -0,002 0,519 0,495 0,002
H 0,021 0,465 0,478 0,418 0,282 0,492 0,479 0,353 -0,001 0,514 0,531 0,000
E1 E2 El
PZA PZA PZA PZA PZA PZA PZA PZA POA POA CE B
A -0,004 0,043 0,352 0,038 -0,004 0,134 0,370 -0,002 -0,002 0,000 0,021 -0,002
B -0,002 0,239 0,434 0,041 -0,004 0,333 0,391 0,002 -0,001 0,000 0,149 0,000
c -0,004 0,372 0,445 0,314 -0,003 0,385 0,385 0,039 0,030 0,170 0,377 -0,002
o D 0,001 0,454 0,423 0,257 0,008 0,410 0,404 0,098 0,000 0,280 0,416 -0,001
< E 0,005 0,443 0,459 0,316 0,007 0,434 0,421 0,234 -0,003 0,348 0,419 0,005
1 F 0,010 0,432 0,445 0,320 0,016 0,437 0,426 0,265 -0,002 0,397 0,167 0,000
G 0,015 0,416 0,375 0,260 0,035 0,408 0,406 0,269 -0,002 0,372 0,067 -0,002
H -0,001 0,315 0,305 0,190 0,081 0,340 0,363 0,197 -0,001 0,289 0,054 0,002

bioldgica



Datos: MTB H37Rv:pLJR965- M1: Medicion 1, M2: Medicion 2, RB: Replica bioldgica

RB1_M1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,039 0,176 0,513 0,044 0,038 0,276 0,543 0,042 0,039 0,057 0,611 0,040
B 0,039 0,283 0,438 0,094 0,037 0,371 0,426 0,041 0,041 0,068 0,357 0,039
© 0,038 0,334 0,446 0,266 0,038 0,416 0,468 0,047 0,200 0,212 0,387 0,040
D 0,042 0,354 0,427 0,361 0,044 0,472 0,455 0,255 0,045 0,310 0,403 0,044
E 0,044 0,410 0,427 0,380 0,046 0,508 0,500 0,347 0,039 0,392 0,398 0,039
F 0,047 0,448 0,459 0,365 0,090 0,474 0,465 0,363 0,058 0,425 0,394 0,040
G 0,049 0,452 0,384 0,398 0,126 0,479 0,467 0,309 0,046 0,399 0,408 0,041
H 0,088 0,581 0,540 0,407 0,256 0,475 0,524 0,434 0,062 0,610 0,662 0,045
RB1_M2 1 2 8 4 5) 6 7 8 9 10 11 12
A 0,039 0,176 0,513 0,044 0,038 0,276 0,543 0,042 0,039 0,057 0,611 0,040
B 0,039 0,283 0,438 0,094 0,037 0,371 0,426 0,041 0,041 0,068 0,357 0,039
C 0,038 0,334 0,446 0,266 0,038 0,416 0,468 0,047 0,200 0,212 0,387 0,040
D 0,042 0,354 0,427 0,361 0,044 0,472 0,455 0,255 0,045 0,310 0,403 0,044
E 0,044 0,410 0,427 0,380 0,046 0,508 0,500 0,347 0,039 0,392 0,398 0,039
F 0,047 0,448 0,459 0,365 0,090 0,474 0,465 0,363 0,058 0,425 0,394 0,040
G 0,049 0,452 0,384 0,398 0,126 0,479 0,467 0,309 0,046 0,399 0,408 0,041
H 0,088 0,581 0,540 0,407 0,256 0,475 0,524 0,434 0,062 0,610 0,662 0,045
RB2_M1 1 2 3 4 5 6 7 8 & 10 11 12
A 0,039 0,219 0,584 0,050 0,039 0,324 0,635 0,043 0,039 0,050 0,687 0,040
B 0,039 0,281 0,431 0,090 0,037 0,370 0,421 0,041 0,041 0,069 0,360 0,040
C 0,038 0,327 0,441 0,274 0,039 0,414 0,464 0,047 0,200 0,204 0,403 0,040
D 0,042 0,348 0,422 0,366 0,044 0,469 0,458 0,259 0,045 0,312 0,408 0,043
E 0,044 0,409 0,435 0,376 0,046 0,509 0,506 0,344 0,040 0,385 0,410 0,040
F 0,046 0,459 0,453 0,370 0,092 0,472 0,473 0,355 0,057 0,425 0,393 0,040
G 0,090 0,450 0,379 0,399 0,127 0,483 0,474 0,323 0,051 0,401 0,419 0,041
H 0,121 0,654 0,611 0,444 0,258 0,543 0,575 0,525 0,066 0,716 0,763 0,045
RB2_M2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,039 0,219 0,584 0,050 0,039 0,324 0,635 0,043 0,039 0,050 0,687 0,040
B 0,039 0,281 0,431 0,090 0,037 0,370 0,421 0,041 0,041 0,069 0,360 0,040
C 0,038 0,327 0,441 0,274 0,039 0,414 0,464 0,047 0,200 0,204 0,403 0,040
D 0,042 0,348 0,422 0,366 0,044 0,469 0,458 0,259 0,045 0,312 0,408 0,043
E 0,044 0,409 0,435 0,376 0,046 0,509 0,506 0,344 0,040 0,385 0,410 0,040
F 0,046 0,459 0,453 0,370 0,092 0,472 0,473 0,355 0,057 0,425 0,393 0,040
G 0,090 0,450 0,379 0,399 0,127 0,483 0,474 0,323 0,051 0,401 0,419 0,041
H 0,121 0,654 0,611 0,444 0,258 0,543 0,575 0,525 0,066 0,716 0,763 0,045
E1l E2 El
PZA PZA PZA PZA PZA PZA PZA PZA POA POA C+ — B
A -0,002 0,135 0,47 0,003 -0,003 0,235 0,50 0,00T -0,002 U016 0,570 — -UO00T
B -0,002 0,242 0,397 0,053 -0,004 0,330 0,385 0,000 0,000 0,027 0,316 -0,002
C -0,003 0,293 0,405 0,225 -0,003 0,375 0,427 0,006 0,159 0,171 0,346 -0,001
D 0,001 0,313 0,386 0,320 0,003 0,431 0,414 0,214 0,004 0,269 0,362 0,003
Q'Q E 0,003 0,369 0,386 0,339 0,005 0,467 0,459 0,306 -0,002 0,351 0,357 -0,002
N F 0,006 0,407 0,418 0,324 0,049 0,433 0,424 0,322 0,017 0,384 0,353 -0,001
G 0,008 0,411 0,343 0,357 0,085 0,438 0,426 0,268 0,005 0,358 0,367 0,000
H 0,047 0,540 0,499 0,366 0,215 0,434 0,483 0,393 0,021 0,569 0,621 0,004
E1l E2 El
PZA PZA PZA PZA PZA PZA PZA PZA POA POA C+ — B
a) -0,00 U178 0,543 0,009 -0,00 0,283 0,594 0,00T 0,00 0,009 0,646 —-0,00T
B -0,002 0,240 0,390 0,049 -0,004 0,329 0,380 0,000 0,000 0,028 0,319 -0,002
C -0,003 0,286 0,400 0,233 -0,002 0,373 0,423 0,006 0,158 0,163 0,362 -0,001
D 0,000 0,307 0,381 0,325 0,003 0,428 0,417 0,218 0,004 0,271 0,367 0,002
Q’Q E 0,003 0,368 0,394 0,335 0,005 0,468 0,464 0,303 -0,002 0,344 0,369 -0,001
v F 0,005 0,418 0,412 0,329 0,051 0,431 0,431 0,314 0,016 0,384 0,352 -0,001
G 0,049 0,409 0,338 0,358 0,086 0,442 0,433 0,282 0,010 0,359 0,378 0,000
H 0,080 0,612 0,570 0,403 0,217 0,502 0,534 0,484 0,025 0,675 0,722 0,004




MIC calculado

Pendiente (m,

Cepa Control 0 0 D IC 95 % (m) MIC (uM) IC 95 % (MIC) R"2
MTB H37Rv 3.439 2.808 - 4305 1020 8082 - 1289 98.41
MTB H37Rv:pLIR965 2.174 1.816 - 2.647 1346 981.1 - 1857 98.24
MIC caleulado
Cepa Control i:;d;:)l:éln\]a’) IC 95 % (m) MIC (uM) IC 95 % (MIC) R"2
MTB H37Rv 1.639 3.630-6.195 98.58 8435-1158 98.88
MTB H37Rv:pLIRIGS 3.140 2.580 - 3.831 106.9 91.11-127.6 99.18
NIC calculado
Cepa Control i“::z": ;(:;I) IC 95 % (m) NIC (uM) IC 95 % (MIC) R"2
MTB H37Rv 3.439 2.808 - 4.305 165.3 128.6 - 206.6 98.41
MTB H37Rv:pLIR965 2.174 1.816 - 2.647 75.69 53.49 - 103.2 98.24
NIC calculado
Cepa Control i:;":(’:: (m, IC 95 % (m) NIC (uM) IC 95 % (MIC) R"2
MTB H37Rv 1639 3.630-6.195 2558 19.66 - 32.01 08.88
MTB H37Rv:pLIR965 3.140 2.580 - 3.831 14.57 10.73 - 18.71 99.18

Anexo 8. Estandarizacion de la clonacion del sistema CRISPRI.

Condiciones de Estandarizacion

Tiempo de Incubacion BsmBI 4 horas | 12 horas
Unidades de Enzima BsmBI 25U |50 10U
Hibridacién de Oligonucleotidos (ARNg) 2 pl de oligonucleotidos a 100 pM (Fw + Rv)
Ligacién de Oligonucleotidos Hibridados Sin Dilucién | Dilucién 1/20 | Dilucién 1/100

- Concentracion de plasmido linealizado.

Plasmido pLIR965 Linealizado

Unidad Enzimatica (U) Concentracion (ng/pl)
25 10.07
5 12.32

10 9.90




- Reacciones de ligacion

Primer Ensayo

Segundo Ensayo

Reactivo 5 U BsmBI| 10 U BsmBI 2.5 U BsmBI S5 U BsmBI
Agua PCR 195w 1E5u 186 pl 2.1 pl
Buffer Ligasa T4 05l 05l 05 ul 05w
pLIR9ES Linealizado 0.8 pl (9 ng) 0.9 pl (9 ng) 0.89 pl (9 ng) 0.65 pl (9 ng)
Producto de ollgon:lc:::;al‘cjzz 05 ul 05 ul 05 1l 05 ul
Enzima Ligasa T4 1.25 1.25ul 125l 125l
Volumen Total 5 ul 5ul 5 ul Sl

- NuUmero de colonias luego de transformacion en E. coli NovaBlue respecto

a las condiciones de digestion.

Nimero de Colonias

Tiempo de Digestidn Enzimdtica

4 horas 12 horas
Dilucién de ARNg Evaluade 10 UBsmBI  SUBsmBI  5UBsmBI 2.5 U BsmBl
Hibridado (ARNg)
grokl 1000 904 -
Sin Dilucién RW0191 756 904 -
Rv1258¢c - - -
aroel 1500 1356 -
Dilucién 1/20 RV0191 1134 1350 -
Rv1258¢ . - - -
grokl 2000 1808 1740 2640
Dilucién 1/100 RW0191 1512 1808 1892 1752
Rv1258c 1264 1676

1. Nota: (-} = indica que no se realizd la transformacion del ARNg en la condicion dada.

2. Nota: Los auteligados presentaron en promedio 28 y 16 colonias para 4 y 12 horas de digestidn respectivamente



- Crecimiento de colonias recombinantes para el pldsmido recombinante
pLJR965:Rv0191 y Rv1258c. Las placas corresponden a la dilucion de producto de

hibridado 1/100. La cantidad de colonias para autoligados son 6y 10 para2.5 Uy

5 U respectivamente.

5U BsmBl

2.5U BsmBi

Rv1258¢2.5U Rvi258¢5U



Anexo 9. Comparacion de dinamica de eflujo entre MTB H37Rv:sgRNA

Rv1258c reprimida (KD) frente a MTB H37Rv Rv1258c delecionada (KO).

Concentracion Acumulada de POA

o

extracelular

[u—
n
I

p = 0.2647
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[==]
|
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o
T

0.0¢—=F—1t—F—1T— 7
24 48 72 96 120 144

-0.5- Tiempo (horas)

o RvI258¢ (KD) - RvI258c (KO)

Velocidad inicial de eflujo de POA

extracelular
0.015+

p=0.6414

POA mM/OD600/hora

24 48 72 96 120 144
-0.005- Tiempo (horas)

-~ RvI258c(KD)  -e Rv1258c (KO)



Anexo 10. Evaluacion de ODaso entre las cepas modificadas genéticamente y

control.
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En la comparacion de los valores de OD4so normalizados entre los grupos: controles
sin represion o sin delecion, incluyendo a la cepa control MTB H37Rv:pLJR965 vs
cepas que hayan demostrado una reduccién en la acumulacion y velocidad de POA

extracelular (MTB H37Rv:sgRNA Rv1258c y MTB H37Rv Rv0191 y Rv1258c



delecionadas) se observd que en las cepas reprimidas (KD) y delecionadas (KO)
valores de densidad Optica a 450 nm significativamente menores al grupo control a
partir de las 54 horas de evaluacion (Anexo 20B-E), observamos para el grupo sin
KD/KO un promedio de 0.202 OD4so (IC 95%: 0.129 — 0.274, DS: 0.156) frente al
grupo KD/KO con un valor promedio de 0.074 ODa4so (IC 95%: 0.062 — 0.086, DS:
0.02). En el punto de 85 horas los valores fueron 0.242 (IC 95%: 0.219 — 0.266,
DS: 0.05) y 0.115 (IC 95%: 0.09 — 0.141, DS: 0.04), respectivamente. Esta
diferencia se hizo méas notoria tomando los datos obtenidos a 111 y 140 horas,
observamos un promedio en el grupo sin KD/KO de 0.408 (1C 95%: 0.380 — 0.436,
DS: 0.09) y 0.231 (IC 95%: 0.210 — 0.252, DS: 0.05) en el grupo KD/KO (Figura
31F). 95%: 0.380 — 0.436, DS: 0.09) y 0.231 (IC 95%: 0.210 — 0.252, DS: 0.05) en

el grupo KD/KO (Anexo 20F).



Anexo 11. Visualizacién de crecimiento in vitro de cepas reprimidas frente a

PZA.

- ? »
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Awl258c KD, 100 pgiml
-
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S el e T o~ 3 1 o B
Rw0181 KD, S/PZA AvO181 KD, 100 pgim Rv0191 KD, 400 pgim Av0191 KD, 800 pgimi

Nota. Las cepa MTB H37Rv silvestre y las cepas MTB H37Rv:sgRNA Rv0191 y
sgRNA Rv1258c reprimidas se cultivaron en microplacas con 7H9-OADC-T80,
ATc (100 ng/ml) y diferentes concentraciones de PZA (100, 400 y 800 pg/ml). Las
observaciones se realizaron a un aumento total de 400X. A. Siembra de la cepa
control MTB H37Rv silvestre, B: Siembra de la cepa MTB H37Rv:sgRNA
Rv1258c. C. Siembra de la cepa MTB H37Rv:sgRNA Rv0191. Las imagenes

corresponden a 10 dias de crecimiento a pH:6.0.



Anexo 12. Curva de crecimiento bajo represion génica en 3 réplicas bioldgicas.

Curva de Crecimiento
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Nota. En la imagen, ATc+: Sistema Inducido a Represion Génica, ATc-: Sistema
No Inducido KD: Represion Génica, w/o KD: Sin Represion Geénica, Wild-type:
Cepa Silvestre. RB: Replica Biologica.



Anexo 13. Curva de crecimiento bajo delecidn génica en 2 replicas bioldgicas.

Curva de Crecimiento

A RB1 Knockout
2.0
15 = [ ]
=
2 1.0 n
=)
0.5 _ (]
0.0-F [ | .
0 24 48 72 96
Tiempo (Horas)

- MTB H37Rv Wild-type
Rv0191 KO
Rvi258¢ KO

B Curva de Crecimiento
RB2 Knockout

0 24 48 72 96
Tiempo (Horas)
- MTB H37Rv Wild-type
Rv0191KO
Rvi258¢ KO

Nota. En la imagen, Knockout, KO: Delecidn génica, Wild-type: Cepa Silvestre.

RB: Replica Biologica.



Anexo 14. Electroferogramas de la secuenciacion por SANGER en E. coli
recombinante (pLR965:sgRNA Rv1258c) para la implementacion del sistema
CRISPRI.

Nota. Se muestra solo un electroferograma de todas las cepas clonadas en
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representacion (Clona 1).



Anexo 15. Electroferogramas de la secuenciacion por SANGER en E. coli
recombinante (pLR965:sgRNA Rv0191) para la implementacion del sistema

CRISPRI.
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Nota. Se muestra solo un electroferograma de todas las cepas clonadas en

representacion (Clona 2).



Anexo 16. Calidad de secuenciacion por Oxford Nanopore para las cepas MTB

Delecionadas.

Preprocessing

Secuenciacion para verificar el oligonucleotido guia Rv1258c

Soime basic stats covenng the raw reads and the reads remaining after the intial filtering step (based on length and mean quality) as well as afier downsampling and trimening are

wstrated in the table below.

10 * | entries per page

Condition Reads Bases Min read length
Raw 1487 k 43 M 1
Filtered 804k 2985 M 300
Downsampled, trimmed 30k 134 M a7

Read quality

10 * entries per page

Sample Amplicon Reads Bases. Median read lengih
barcode2d  Rv12586K0 13kEe | [(s222xpaw) | 403
barcode23 Unmapped 1 2%y J [ 10.7 k(12%) J 419

Cowverage along amplicon

Max read length Mean quality
2138 130
22138 138
8,564 146

Base yield above read length. > | 1 1

Mean cov. Mean acc, Variants (indels)
0.1 96.7 Ll
[iLi] an LT}




- Secuenciacion para verificar el oligonucleotido guia Rv0191

Preprocessing
Some basic stats covering the raw reads and the reads remaining after the initial filaring step (based on kength and maan quality) as well as after downsampling and trimming are

illustrated in the table below

10 *| entries per page

Candition Reads Bases Min read length Max read length Mean quality
Raw 33k BSM 1 8906 21
Filtered 42k 2ZM 30 B, 906 133
Downsampled, trimmad T4k 165k 248 619 134
Read quality L 3 B 5 Read length L B 11 Baseyield above read length

10 ~|entries por page Search
Amplicon Reads. Bazes Median read length Samples Mean cov. Mean acc. Wariants (indels)
861 962 o

Rotsiko [ amem | T az 1

Unmapped 523 [36%) 2307 k (37%) 43 1 a0 a0 a4

Showing 110 2 of 2 entries

Coverage along amplicon & O E

10




Anexo 17. Datos de curva estandar de POA (mM)

Curva Estandar (POA mM)

2.0 v = 0,1493"X + 0.06546

0OD450

OD 450nm

Milimolar (mM) Medicién 1 Medicién 2 Medicion 3 Promedio (n, 3) DS
0,000 0,076 0,072 0,082 0,077 0,005
0,005 0,081 0,083 0,084 0,083 0,002
0,010 0,087 0,089 0,092 0,089 0,003
0,500 0,142 0,145 0,148 0,145 0,003
1,000 0,206 0,212 0,211 0,210 0,003
2,000 0,331 0,344 0,353 0,343 0,011
4,000 0,607 0,645 0,644 0,632 0,022
6,000 0,905 0,954 0,966 0,942 0,032
8,000 1,205 129 1,287 1,261 0,048

10,000 1,653 1,543 1,564 1,587 0,058

Nota: DS: Desviacion estandar., Regresion lineal positiva fuerte entre la
concentracion de POA (mM) y los valores de densidad optica a 450 nm. R% 0.9969,
Ecuacidn de larecta: Y = 0.1493*X + 0.06546, p valor<0.0001. Pendiente: 0.1493,
IC 95 %: 0.1461 - 0.1525, Intercepto Y: 0.06546, IC 95%: 0.05042 - 0.08050,
Intercepto X: -0.4384, IC 95%: -0.5473  -0.3327.



Anexo 18. Crecimiento de cepas knockdown y knockout bajo 800 pg/ml de PZA
para la normalizacion de la dinamica de POA (concentracion acumulada y

velocidad inicial de eflujo). pH:7.0
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Nota: KD: repression génica, w/o KD: Sin Represion Génica, KO: Delecion génica.
EPOA: Concentracion extracelular acumulada de POA. ARNg: ARN guia.

8- RvI258c(KD) —M- Rv1258c (wfo KD)



Anexo 19. Concentracién acumulada de POA en las diferentes replicas

bioldgicas bajo el sistema de represion génica.
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Nota. RB: Replica Bioldgica.

POA mMWODE00

POA mMWOD60O

sgRNA:Rv0191-RB3

254

i ® ATce
204

- ATe- '
1589

i o _—
103 —

| s -
054 =

 ———
L o A — .

™ 25 s0 75 100 125 150
P Tiempo (horas)
F sgRNA:Rv1258¢c-RB3
25+
20; * ATc+

7 = AT .
153 . (3 -
103 :
054 . 4 .
o.o“,;-ia—ﬁk T Sl

I 25 %0 75 100 125 1%
o8 Tiempo (horas)



Anexo 20. Concentracion acumulada de POA extracelular en las diferentes

replicas biolog

&~ RW19
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Anexo 21. Eva
ATc
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