ANEXO 3. LIMITE DE DETECCION (LOD) DEL sRNA DE Mycobacterium
tuberculosis EN CONDICIONES DE LABORATORIO

Con el fin de determinar el limite de deteccién del sRNA de Mycobacterium
tuberculosis, se llevaron acabo experimentos de transcripcion “in vitro” que
aseguran la expresion y purificacion exclusivamente del sRNA. Para ello se
empleo el kit megascript t7 transcription kit (Thermo Fisher Scientific).

Inicialmente, el fragmento de 300 pb correspondiente a la totalidad del sRNA fue
sub-clonado en el vector pGEMT Easy Vector (Thermo Fisher Scientific). Este
vector se caracteriza porque el fragmento insertado queda bajo el control del
promotor T7 de la RNA polimerasa del virus T7. Otra caracteristica del vector es
que tiene un sitio multiple de clonaje que facilita su linearizacion lo que asegura
que la RNA polimerasa transcriba solamente el inserto clonado.

PCR confirmatoria del clonaje

Figura . PCR de colonta de 12 colomias elegidas al wear empleando cebadores especificos para el
SmupGene. sSRNA-THC se insertd en pGEM®-T Easy plasmido PGEM y el inserto.

Una vez confirmada la orientaciéon y la secuencia completa del fragmento por
Sanger, el plasmido fue purificado con el kit miniprep de Quiagen, posteriormente
se linearizé con la enzima Pstl y se llevo a cabo la transcripcion in vitro como lo
muestra la figura a continuacion:
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Como resultado de la transcripcion obtuvimos 86 pg del sRNA de Mtb.

Tabla . Cuantificacion por Qubit 2.0 de una dilueidm 1:10 del BNA (sBNA-TBC y Control positive) oblenido
de la transeripeidn in witm,

=
RMA- sRNA-TBC 1720 ngful
RMNA- Plantilla Control 21000 ngfml

Con el fin de determinar su integridad y pureza, se realizaron pruebas empleando
electroforesis capilar en un Bioptic (Taiwan). De acuerdo con la migracion en el
capilar, observamos una banda mayoritaria que asumimos corresponde al sRNA
(375 pb), no esta degrado y se encuentra en alta pureza.
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Una vez obtenido el sRNA de Mtb, se procedié a determinar el LOD realizando
diluciones seriadas en H,O. La concentracion inicial fue de 10.ng/50 pl y de esta
dilucién inicial se realizaron 11 diluciones en base 10 por triplicado. Para la gRT-
PCR se tomaron 5 pl de cada dilucion.

Curva de calibraciéon del control positivo sSRNA-
TBC

A LOD: 0,001 femtogramaos (fg)

A continuacién; se obtuvo la curva de calibracion para determinar el LOD.



Curva calibracién transcrito sSRNA-TBC
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Curva de calibracién del transcrito sRNA-TBC generada del constructo
PGEM/sRNA-TBC. Se realizaron once (11) diluciones seriadas con factor de 10 a
partir de 1 ng/pl del transcrito sRNA-TBC. Los datos corresponden al CT vs
Concentracion inicial (expresada en _escala logaritmica) de cada dilucion.
Mediante regresién lineal se obtuvo elcoeficiente de regresién 'y la pendiente que

describe la linea recta.

Concentra | LOG[RN | Promedio

cion ng/pl | A] CT

1 0 8,7633333
3

0,1 -1 10,223333
3

0,01 -2 14,646666
7

0,001 -3 18,956666
7

0,0001 -4 22,373333
3

0,00001 -5 25,833333
3

0,000001 -6 27,926666
7

0,0000001 | -7 31,163333
3

0,00000001 | -8 35,03

0,00000000 | -9 37,623333
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Limite de Deteccién: LOD

Limite de cuantificacion Concentracion
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Curva de calibracion con el [eRe[okk{e/Tl]

ARN extraido del vector
PGEM

Como se puede concluir, el LOD de la prueba de gPCR bajo condiciones de

laboratorio es altamente sensible, con un limite de deteccid




