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Arturo Galindo Fraga

RESUMEN

Antecedentes: Algunos de los lipidos producidos por Mycobacterium tuberculosis

modifican la respuesta inmunolégica del hospedero. La produccion de una variedad de
ellos, los fenolglicolipidos (phenolglycolipids, PGL) por algunas cepas se ha asociado a
una enfermedad rapidamente progresiva y con muerte temprana en modelos animales.

Para la produccion de PGL, es necesario el gen pks15/1 integro.

Métodos: Obtuvimos aislados de pacientes con tuberculosis pulmonar, y formamos dos
grupos: A. Este grupo estuvo conformado por aislados con un patron del polimorfismo
en la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) igual, indicativo de enfermedad de
infeccidn reciente y progresion rapida a enfermedad. B. Aislados con un patrén de
RFLP unico, los cuales definimos como enfermedad por reactivacion. Amplificamos por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciamos un segmento polimérfico
descrito en el gen pksl15/1. Utilizamos como controles, para el gen integro, a cepas
W/Beijing, y para las diferentes mutaciones descritas, a las cepas H37Rv, CDC1551 y
BCG.

Resultados: Nuestra prueba de PCR amplificd la region deseada. La secuencia de las
cepas control mostré las deleciones o la secuencia silvestre como han sido descritas en
la literatura. Posteriormente, estudiamos 24 aislados clinicos, 13 (54.1%) en el grupo de
enfermedad por reactivacion, y 11 (44.9%) en el grupo de progresion rapida.
Encontramos el gen silvestre en 2 aislados (18.1%) del primero, y en 3 (23%), del
segundo grupos. La razén de productos cruzados calculada fue de 0.74 (1C95% 0.1-5.4,
p0l1). Estos aislados posteriormente fueron caracterizados como pertenecientes al

grupo W/Beijing.

Conclusion: No encontramos asociacion entre la progresion rapida a enfermedad y la
integridad del gen pks15/1, aunque debe considerarse que la prevalencia de cepas del

grupo W/Beijing en México es baja.
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INTRODUCCION

Actualmente, Mycobacterium tuberculosis, el agente etioldgico de la tuberculosis,
infecta aproximadamente a la tercera parte de la poblacion mundial. Se estima que en
el afio 2003, se presentaron 8.8 millones de casos nuevos y poco mas de 1.7 millones
de muertes. [1,2]

A pesar del avance logrado por la investigacion sobre este microorganismo en
las ultimas décadas, y en contraste con otras bacterias como Salmonella o Shigella, sus
mecanismos moleculares de patogénesis aun no estan bien definidos, situacién dada
en gran parte por la dificultad que existi6 en el desarrollo de técnicas para su
manipulacion y estudio genético, por su comportamiento en medio de cultivo. Sin
embargo, en los ultimos afios se desarrollaron técnicas de biologia molecular, con las
cuales fue posible completar la secuencia del genoma de varios organismos, entre
ellos, algunas especies del género Mycobacterium. Al comparar dichas secuencias, se
encontré que a pesar de tener un parentesco cercano, existen diferencias propias de
cada especie, que pueden tener origen en la adaptacién a hospederos particulares, y
gue pueden modificar el grado de patogenicidad del microorganismo — el ejemplo mas
conocido es la cepa BCG —, y dar lugar a la variedad de manifestaciones clinicas que
se presentan por esta infeccion. [3,4,5]
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ANTECEDENTES.

Tuberculosis. Fisiopatologia.

La transmision de M tuberculosis por aerosoles es relativamente eficiente, ya que
con un numero pequefio de bacterias que alcance el alveolo pulmonar, es suficiente
para producir infeccion, lo que explica la alta tasa de sujetos con reaccién cutanea
positiva en estudios poblacionales, sobre todo en las areas en que la enfermedad es
endémica. Sin embargo, sélo una pequefia proporcién de los sujetos infectados
desarrolla la enfermedad clinica. De acuerdo con el modelo tradicional, de todos los
sujetos que se infectan por M tuberculosis, sélo el 10% desarrolla la enfermedad en el
transcurso de su vida. De ellos, la mitad en los primeros dos afios de la infeccidn
(enfermedad de progresion rapida), y el resto, cuando se presenta alguna alteracién en
su respuesta inmunolégica, por lo general factores propios del hospedero, que
favorecen la progresion a enfermedad activa, como la coinfeccion con virus de la
inmunodeficiencia humana o el desarrollo de diabetes mellitus. Este estado, de
potencial desarrollo de la enfermedad, en el cual se tiene evidencia de una respuesta
inmunoldgica de tipo celular, indicativa de infeccidn, en un sujeto asintomatico y no

transmisor de la bacteria, se conoce como tuberculosis latente (latencia). [6]

Se cree que este estado es producido por la capacidad de las bacterias de
permanecer viables en algunos tejidos sin ocasionar en ellos una respuesta
inflamatoria. Las causas por las que se origina son actualmente motivo de debate entre
los expertos. Es posible que se alcance un equilibrio entre el nUmero de bacterias que
se producen y las que el hospedero elimina, o que las bacterias entren en un estado no
replicativo y de bajo gasto metabdlico, en el cual no se estimule su reconocimiento
inmunolégico. [6,7,8] Como posible causa de estas variaciones, existen varias teorias.

Se han descrito diferencias en el tipo y la calidad de la respuesta inmunoldgica del
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hospedero, posiblemente modulada por la propia bacteria; se ha documentado un

comportamiento heterogéneo de la enfermedad en modelos animales e in vitro entre

cepas [9,10]; aunado a esto, se encontraron diferencias entre el contenido del genoma

de algunas especies del complejo M tuberculosis, lo que podria explicar los dos

fendmenos anteriores. [11,12]

Mecanismos del huésped que modifican la respuesta i nmunoldgica.

Mycobacterium tuberculosis puede modificar la respuesta inmune a varios

niveles: [7]

a)

b)

Modulacién de la presentacion antigénica: algunos componentes de la
pared celular, como el lipoarabinomanano y otras glicolipoproteinas,
disminuyen la expresion de ciertas moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo Il, que son inducidas por interferon en los
macrofagos humanos. Para que se produzca este fendmeno, es
necesario que en los fagosomas se encuentren bacilos viables, o que
sugiere la secrecibn activa de estos compuestos o0 algunos
relacionados por parte del microorganismo. Sin embargo, este suceso
no se observa en todas las cepas: esta ausente en los modelos de
infeccion por BCG.

Inhibicién de la toxicidad por intermediarios reactivos de nitrégeno: la
producciéon de estos compuestos por la enzima 6xido nitrico sintasa
inducida (iNOS) durante el estallido respiratorio en el macréfago, es un
paso esencial para contener la infeccion primaria por M tuberculosis y
otros organismos intracelulares en el ratén, y segun algunos datos
actuales, también en el humano.[13] Se han identificado algunos genes
que le permiten a M tuberculosis sobrevivir en presencia de estos
compuestos, como el noxR1, noxR3, glbN, glbO, propios del género, o
el ahpC que comparte con otros microorganismos. [14]
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c) Remodelacion de los fagosomas: el proceso de maduracién del
fagolisosoma se encuentra alterado en las células infectadas por
algunas cepas de M tuberculosis, que impiden la fusion de las
vesiculas con las bacterias fagocitadas y los lisosomas. Este proceso
al parecer también estd mediado a través de compuestos lipidicos
liberados del fagosoma hacia el citoplasma, donde afectan al
citoesqueleto, y con ello la red normal de transporte de las vesiculas
del reticulo endoplasmico.[8]

d) Modificacibn de composicion de granulomas: en algunas cepas, la
interaccion de la bacteria con las células huésped, produce una
alteracién del acido micdlico de su pared celular. En modelos murinos,
las cepas con esta alteracion producen granulomas con predominio de

linfocitos en lugar de macro6fagos.[8]

Comportamiento in vitro.

Si bien, como se coment6 previamente, las caracteristicas propias del hospedero
son importantes para determinar la evolucion de la enfermedad [15,16,17], se ha
encontrado que las cepas aisladas de enfermos por M tuberculosis difieren en la
infeccién que producen en modelos animales. Algunas de estas bacterias también
tienen variaciones en sus caracteristicas fenotipicas in vitro (como morfologia colonial,
velocidad de sintesis de la pared celular o capacidad de respuesta a estimulos

fisicoquimicos).

No es de extrafiar que en busqueda de los determinantes de virulencia propios
de este microorganismo, una gran parte de la investigacién se haya enfocado a las
propiedades de su pared celular, formada por un complejo de glicolipidos y acidos
micélicos, muchos de los cuales son Unicos de este grupo de microorganismos (figura
1). Estos compuestos constituyen el 60% del peso seco de la bacteria. En concordancia

con estas particularidades, el analisis del genoma encontré que alrededor de 250 genes
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estan destinados a codificar los elementos involucrados en el metabolismo de estos

acidos grasos. [18,19]

Cambios en el genoma.

Actualmente existe un gran interés en la genética comparativa entre especies de
micobacterias, como resultado de la secuenciacién del genoma completo de cepas de
M tuberculosis y M leprae. En un principio, la comparacion entre diferentes especies,
mostrd que una gran parte del genoma se encuentra conservado, y que las variaciones
gue se encontraron son en una proporcion menor a la que se esperaba. Sin embargo,
ahora se conoce que estas pequefias variaciones son de importancia. Se ha
demostrado que la delecién de ciertas regiones completas (designadas como regiones
de diferencia, difference regions o RD), pueden explicar variaciones fenotipicas. La
primera de estas regiones estudiada, la RD1, no se encuentra en las cepas de M bovis
BCG ni en M microti. En esta region existen genes relacionados con la produccion de
algunas de las proteinas caracteristicas de las micobacterias patégenas, como el
complejo llamado ESAT 6 (blanco antigénico de secrecion temprana, early secretory
antigen target 6), que esta relacionado con la pared celular, y es importante para el
reconocimiento antigénico y la produccién de citocinas por parte del hospedero. En
estudios in vitro y en modelos animales, se ha comprobado que la reinsercion de esta
secuencia en cepas BCG aumenta su virulencia, si bien no al mismo nivel que el que

presentan las cepas silvestres. [3,20,21,22]

Reportes recientes muestran una elevada proporcion de deleciones en algunas
regiones RD que codifican para componentes del metabolismo de los lipidos en
aislados clinicos, aunque con variabilidad importante entre las muestras de diferentes
localizaciones geograficas (30% en pacientes ingleses vs. 3% en pacientes

norteamericanos) [23,24].

Otro ejemplo es el fendbmeno que se observa al hacer la comparacion entre la

cepa H37Rv de M tuberculosis (cepa de referencia, aislada en 1905 y que ha
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mantenido una virulencia y patrén de resistencia constantes en modelos animales) y la
cepa conocida como CDC 1551. Esta ultima se aislé en Estados Unidos, y ha sido muy
bien caracterizada, ya que en el estudio de contactos del caso, se encontré6 que se
presentd una proporcién mayor de conversores a una intradermorreaccion con derivado
proteico purificado (PPD) positiva que la esperada, lo que hizo pensar que podia tener
una virulencia mayor. En modelos animales, presenta una mortalidad mayor que la
cepa H37Rv, aunque en humanos, no aumentd la proporcién de enfermedad activa en
el grupo de contactos. Al hacer el analisis genético comparativo, se demostraron 1075
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) [25,26]. Aunque en un principio se
atribuyeron a errores en la secuenciacion, actualmente se ha confirmado que el 91% de
estos SNP son reales, lo que hace suponer que tal vez su estudio pueda explicar la

diferencia de su comportamiento in vivo. [3,20,27-29]

El gen pks15/1 (Rv2947c/Rv2946¢).

Una buena parte de los genes de M tuberculosis codifican factores relacionados
con el metabolismo de los compuestos destinados a la formacién de la pared celular,
rica en lipidos. De estos, existen dos familias relacionadas de gran importancia: los

diésteres de ftiocerol y los glicolipidos fendlicos o fenolglicolipidos (PGL).

Los primeros estan conformados por una mezcla de B-dioles de cadena larga,
esterificados con &cidos grasos ramificados multimetilados. Dependiendo de la
asimetria de los atomos (series D o L) que tienen las ramas metiladas, los acidos
grasos son llamados micocerésicos o ftioceranicos, respectivamente; los complejos
lipidicos son llamados dimicocerosatos de ftiocerol (DIM) o diftioceranatos del ftiocerol
(DIP) (figura 2). [30]

Los DIP y DIM tienen actividades bioldgicas notables, como la modulacion
inmunoldgica. Estos dos compuestos en particular, son producidos so6lo por
micobacterias de crecimiento lento, las de mayor capacidad patogénica, como M leprae,
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M marinum, M ulcerans y el complejo M tuberculosis. Dado el descubrimiento de su
estructura y funcién, la investigacion sobre estas moléculas se ampli6 a la familia de los
PGL. [18]

Los fenolglicolipidos presentan una base lipidica similar a la de los DIM o DIP,
pero con terminaciéon o con un grupo aromatico que esta glicosilado con uno a cuatro
residuos de carbohidratos, dependiendo de la especie, los cuales quedan expuestos en
la superficie externa de la micobacteria (figura 2). Estos residuos poseen un poder
antigénico importante, quiza a través de la unién a la zona tipo lectina del receptor de
complemento 3 (CR3), ademas de estimular el estallido respiratorio en los neutrdfilos.
[30]

La similitud estructural entre los derivados del fenolftiocerol de M leprae y M
tuberculosis, hicieron pensar en una via metabodlica comun. En M leprae la enzima Pks1
esta involucrada en la sintesis del fenolglicolipido 1 (PGL-1). [31-33] Este compuesto es
producido en gran cantidad por este microorganismo. Varios estudios recientes han
mostrado que la deteccidn de anticuerpos contra este lipido, podria ser de utilidad como
prueba diagnéstica de lepra, ya que una proporcion importante de pacientes los
presenta. Ademas de compartir las propiedades inmunomoduladoras de muchos de los
derivados lipidicos, es uno de los mediadores principales en la adhesién de la
micobacteria a el complejo lamina basal-célula de Schwann, que se lleva a cabo de
forma especifica y le confiere el particular tropismo que tiene M leprae por los nervios
periféricos. [34] Al comparar el genoma de M leprae con el de M tuberculosis, en
particular los genes involucrados en la produccién de este compuesto, se encontré una
similitud de alrededor del 90%. Llamo la atencidn encontrar, que si bien todas las cepas
conocidas de M tuberculosis producen dimicocerosatos, sélo algunas producen PGL.
Para la formacién de éste es necesario modificar el precursor comiun de ambos
compuestos, el acido p-hidroxibenzoico (p-HBA), por una reaccion para la cual se
requiere de una enzima especial que se encuentra codificada en el gen pks15/1 (figura
3). [35]
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El gen pks15/1 esta constituido de 1491 nucleétidos y codifica para una proteina
de 496 aminodcidos, caracterizada como una de las sintasas de policétidos (Pks 15/1)
de M tuberculosis. [36] La zona del cromosoma en que se encuentra este gen incluye
otros como mas, mmpL7 y el grupo ppsA-E, que se sabe estan involucrados en la
formacion o el transporte del dimicocerosato de ftiocerol (phtiocerol dimycocerosate,
PDIM). [37,38] Toda esta region estd altamente conservada en M leprae, y la
organizacion genética en general es muy similar en M tuberculosis. En forma
experimental, se comprobd que la inactivacion del gen pks15/1 ocasiona en M bovis
incapacidad para la produccién de PGL. Asimismo, cepas H37Rv, que en forma natural
no producen este lipido, transformadas con plasmidos con el gen pksl15/1 de M bovis,
llegan a producir PGL. [18]

Ya se ha demostrado que los PGL tienen actividades biolégicas in vitro que
pueden estar relacionadas con la patogénesis de M tuberculosis: inhiben la proliferacion
de linfocitos T y modulan la produccion de citocinas. Existe una correlacion inversa
entre la produccion de PGL y el nivel de secrecion de citocinas proinflamatorias (TNF-a.,
interleucina-6, IL-12). Ademas, es posible que pueda alterar los procesos necesarios
para la destruccion de la bacteria en el interior del macréfago, disminuyendo la
produccion de radicales libres de oxigeno y de 6xido nitroso. [18,39-41]

Las cepas de M tuberculosis que no producen PGL, posiblemente tienen una
capacidad menor para modificar la respuesta inmunoldgica del hospedero. Si esta se
encuentra integra, se genera un microambiente mas hostil para estas bacterias, y quiza
sea una de las causas que motivan a la bacteria para modificar su estado metabdlico y
capacidad reproductiva, de tal forma que pasen inadvertidas para el hospedero,
situacion compatible con el estado de latencia. Bajo estas circunstancias, se esperaria
un menor numero de pacientes con enfermedad de progresion rapida y de casos con
enfermedad activa entre los contactos de un enfermo y quiz4 menor gravedad en las

manifestaciones de quienes presenten la enfermedad. [42]

10
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Constant y colaboradores [18], demostraron que existen cepas que no producen
PGL y encontraron que este fenotipo se asocia a una delecion de 7 pares de bases en
el gen pks15/1. Esta delecion ocasiona un desplazamiento del marco de lectura abierta,
gue genera un codén de paro, lo cual detiene la traduccion y la produccién de la enzima
Pks15/1 en forma funcional. Esta enzima es necesaria para la formacion de los
compuestos lipidicos necesarios como precursores de los PGL. Estos mismos autores
describieron una delecién de 6 pares de bases en cepas de M bovis, que si producen
una variedad de PGL, lo que sugiere que la ausencia del codén de paro genera una
enzima funcional, a pesar de presentar dos aminoacidos menos. Con base a estos
hallazgos, Marmiesse y colaboradores [43] realizaron un estudio filogenético en el que
combinaron macro-arreglos y bases de datos bioinformaticas y sugieren que las
deleciones en esta region del gen pks15/1, ocurrieron en dos ramas distintas del arbol
filogenético del complejo M tuberculosis. La delecién de 7 pares de bases, que impide
la traduccién del gen pksl15/1, ocurri6 en cepas “modernas” de M tuberculosis. La
delecion de 6 pares de bases ocurri6 en la linea de M africanum-M bovis, que conserva
la capacidad de producir PGL; finalmente el gen pksl15/1 silvestre se encuentra en
cepas derivadas de los ancestros mas antiguos de este grupo de microorganismos, que

han originado a la actual familia W/Beijing.

La familia W/Beijing.

Los estudios de epidemiologia molecular han identificado un grupo de cepas de
M tuberculosis, denominadas familia W/Beijing, las cuales se han diseminado en varias
regiones del mundo. Las cepas de este grupo se han asociado a resistencia a farmacos
de primera linea, en aislados de la ciudad de Nueva York, y mas recientemente, en
Rusia. En Vietnam, estas cepas se han asociado a recaidas y falla terapéutica. En el
laboratorio, presentan un fenotipo hipervirulento en el modelo murino. Producen una
respuesta inmunoldgica particular, con niveles de citocinas de induccién de respuesta
Th1l menores que en controles, y una mayor velocidad de crecimiento en monocitos

humanos. Se ha sugerido que la vacunacién con BCG otorga un menor grado de

11
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proteccion a la infeccion con esta cepa, por lo que se ha sugerido que seria una

variante de escape ante la presion selectiva por la vacuna. [30,44]

Las cepas W/Beijing comparten marcadores genéticos. Presentan un patron de
polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion de 1S6110 (RFLP) y
espoligotipo similares. Actualmente, la identificacion se basa principalmente en el
namero de espaciadores en la region de repeticion directa (DR) del genoma de M
tuberculosis, con un patron llamado espoligotipo S00034, que se caracteriza por la
delecién de los espaciadores 1 a 34. Se han colocado en el grupo 1 de la clasificaciéon
de Sreevatsan, junto con las cepas conocidas como ancestrales, todas las cuales
presentan un gen pksl5/1 integro. Aun cuando se ha descrito la presencia de esta
familia en varias regiones del mundo, su prevalencia en cada una de ellas es muy
variable. [43,45]

La propuesta de este trabajo fue estudiar la presencia de las mutaciones
descritas en el gen pks15/1, en un grupo de aislados de M tuberculosis obtenidos de
pacientes mexicanos, y determinar si existia alguna relacion entre estas mutaciones y la

capacidad para producir una enfermedad de progresion rapida.

12
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JUSTIFICACION.

La tuberculosis continla siendo una crisis mundial para los sistemas de salud.
Actualmente, los esfuerzos realizados para su control no han tenido el resultado
esperado en algunas comunidades, ya que las herramientas para su prevencion no son
completamente eficaces, el diagndstico en las etapas tempranas, que facilitaria el tomar
medidas para evitar su transmision, no es preciso, y el tratamiento para los enfermos
tiene desventajas como la frecuencia de efectos adversos y su larga duracién, lo que
dificulta el apego. A su vez, este ultimo fendmeno ha favorecido la aparicion de cepas
con resistencia a los farmacos utilizados como primera linea, complicando aun mas la

terapéutica.

A pesar de que el agente causal es bastante homogéneo en su composiciéon
genética, en los ultimos afios se ha encontrado evidencia de que existen cepas que
producen enfermedad con un curso mas agresivo en modelos animales. Su estudio
llevé a la descripcién de la produccion de moléculas que difieren entre una y otra cepa,
y que pueden tener importancia en la patogénesis de la enfermedad. Estos compuestos
intervienen en la capacidad de estas bacterias de modificar la respuesta inmunolégica
del hospedero, contribuyendo asi con la diversidad de manifestaciones clinicas de la
enfermedad. La caracterizacién de la estructura quimica de ellos, de su actividad
biol6gica y de las vias metabdlicas involucradas en su produccion, es necesaria para el
desarrollo de blancos para nuevos agentes terapéuticos, vacunas Yy pruebas
diagnosticas. El definir cuales de estos compuestos tienen una mayor actividad
bioldgica es el primer paso para este tipo de estudios.
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HIPOTESIS.

Los aislados de M tuberculosis de pacientes con enfermedad de progresion
rapida tendran el gen pks15/1 silvestre.

Los aislados de M tuberculosis de pacientes con enfermedad por reactivacion
presentaran la delecion de 7 pares de bases en la region variable del gen pks15/1 que

ocasiona un desplazamiento en el marco de lectura y forma un codén de paro.

OBJETIVOS.

GENERAL.:

Determinar si las mutaciones en la region variable del gen pks15/1 de aislados
clinicos de M tuberculosis estan asociadas con progresion rapida a enfermedad.

ESPECIFICOS:

1. Identificar la presencia de la region variable descrita en el gen pksl5/1 en
aislados clinicos de M tuberculosis de pacientes con enfermedad por
tuberculosis con progresion rapida y de pacientes con enfermedad por

tuberculosis por reactivacion.

2. Identificar mutaciones en la region variable del gen pksl5/1 en los aislados
clinicos de M tuberculosis.

3. Determinar si existe asociacién entre el comportamiento epidemiolégico de los

casos de tuberculosis con las diferencias en el gen pks15/1 de M tuberculosis.
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MATERIAL Y METODOS.

DISENO.

Este estudio es parte de un proyecto con base poblacional que se esta
desarrollando en Orizaba, Veracruz, desde octubre de 2000 (anexo 1). Esta parte

exploratoria se considera un estudio transversal analitico.

POBLACION Y MUESTRA.

Se analizaron aislados de M tuberculosis de pacientes del estudio poblacional de
Orizaba (anexo 1). Estos aislados se encuentran guardados en el cepario del
Laboratorio de Microbiologia Clinica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Nutriciébn Salvador Zubiran. [46]

Todos los aislados han sido caracterizados con identificacion y pruebas de
susceptibilidad a antibidticos de primera linea (estreptomicina, isoniazida, rifampicina y
etambutol). Asimismo, fueron tipificados con el polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP) para determinar si existen grupos. De todos los
aislados se tienen datos epidemiolégicos y las caracteristicas clinicas de los pacientes
de los que fueron obtenidos. Con estos datos, se han agrupado de acuerdo a su

comportamiento bioldgico. [47]

Consideramos como eventos de progresion rapida a los microorganismos
aislados de pacientes que fueron contactos de un caso indice, quienes desarrollaron la

enfermedad en los dos afos siguientes al contacto, y que por RFLP pertenecen a un

grupo.
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Los aislados de pacientes que sin contacto entre si, con patron de RFLP unico,

los consideramos como representativos de casos de enfermedad por reactivacion.

Para este estudio, calculamos una muestra de 7 aislados para cada uno de estos

grupos, alcanzando un poder minimo de 80%, y considerando aceptable un error alfa

de 0.05 (el calculo matematico se describe en el anexo 2).

Criterios de inclusién:

Se analizaron los aislados de M tuberculosis que cumplieron con las siguientes

caracteristicas, divididas en 2 grupos:

a)

b)

Enfermedad de progresion rapida:  aislados de M tuberculosis de
casos secundarios y que pertenecian a un grupo o conglomerado por
estudio de polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion -
RFLP.

Enfermedad por reactivacion:  aislados de M tuberculosis de casos
unicos por RFLP, sin contacto epidemioldgico entre ellos; también se
podrian incluir casos indice que presentaran resistencia a

estreptomicina.

Criterio de exclusién:

a)

Aislados de pacientes coinfectados por virus de la inmunodeficiencia

humana.
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MEDICIONES.

- Para este estudio, de los aislados utilizados se obtuvieron:
- Comportamiento epidemiolégico: formacién de grupo (conglomerado)
aislados unicos, por RFLP.
- Resistencia a farmacos antituberculosis.

- Caracteristicas de la region variable del gen pks15/1.

Las definiciones de las variables se desarrollan en el anexo 3.

PROCEDIMIENTOS.

METODOLOGIA.

Los métodos en extenso se comentan en el anexo 4. En resumen:

1. Recuperacién de los microorganismos: Los aislados se recuperaron en medio

de Lowenstein-Jensen. Cuando presentaron crecimiento confluente se extrajo el ADN
por métodos convencionales. Se midié concentracion y pureza en el espectrofotometro
a 280y 260 nm.

2. Amplificacion de la reqion variable en el gen pks15/1: Se hizo la amplificacién
de un fragmento de 383 pb del gen pks15/1, en la zona variable descrita en la literatura
[18], mediante la reaccién de la polimerasa en cadena (PCR). Las condiciones de la
reaccion de PCR fueron las siguientes: a un volumen final de 25 ul, una mezcla de
deoxinucleétidos trifosfatados —dNTPs— (Gibco® BRL, NY, EUA) 100 mM; MgCl, 2mM:;
Taq polimerasa 1U (Gibco® BRL, NY, EUA), 10 picomolas de los oligonucleétidos PGL F
GTGTCCTCCTTTGGGATCAG y PGL R CTGCCCAGGAAACACGAC y 10 ng de ADN.

La amplificacion se llevé a cabo en termociclador automatico (MJ Research Inc. PTC-
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200); el programa consistio de un ciclo a 95T por 5 minutos; 30 ciclos con las
siguientes temperaturas: 95T por 45 segundos; 60C por 45 segundos; 72T por 45
segundos y un ciclo final a 72T por 8 minutos. Se usé un control con ADN de la cepa M
tuberculosis H37Rv y CDC1551 con delecion de 7 pares de bases en pks15/1, cepas de
M bovis con delecién de 6 pares de bases y cepas del grupo W/Beijing con el gen
silvestre, ademas de un control negativo de reactivos. Los productos de PCR se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (Gibco® BRL), se tifieron con
bromuro de etidio (10 mg/mL) para observar la banda de 383 pb en un transiluminador

con luz ultravioleta y se fotografiaron.

3. Secuenciacién: los productos amplificados se purificaron con un equipo

comercial (Qiaquick® DNA Gel Extraction Kit, Quiagen, Stanford, CA) para eliminar el
exceso de nucledtidos, iniciadores y sales. La reaccion de secuenciacion de los
productos purificados se hizo también con un equipo comercial (BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied BioSystems, Perkin Elmer, Foster City, CA), y se
analizaron en un secuenciador automatizado Applied BioSystems 3100® (Perkin Elmer)

segun las instrucciones del fabricante.

Para evaluar los oligonucleétidos disefiados para el ensayo de PCR, utilizamos
como controles para la delecion de 7 pares de bases a una cepa de M tuberculosis
H37Rv y una de M tuberculosis CDC1551. Para la delecion de 6 pares de bases,
tomamos una cepa ya caracterizada como Mycobacterium bovis de la coleccion del
Laboratorio y una cepa BCG de M bovis de una casa comercial. Se obtuvieron tres
cepas de Mycobacterium tuberculosis del grupo W/Beijing de laboratorios con quienes

se tiene colaboracion, para su uso como controles de cepas con el gen silvestre.

La amplificacion del segmento se hizo por duplicado, tanto en los controles como
en los problemas.
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ANALISIS ESTADISTICO.

Se hicieron tablas de contingencia para comparar los grupos de aislados de
progresion rapida y de enfermedad por reactivacién, con y sin la delecién en el gen
pks15/1. Se calcul6 la razén de productos cruzados y se utilizé la prueba exacta de
Fisher como estadistico de prueba, tomando como significativos los valores de p<0.05.

ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD.
Los participantes del estudio poblacional firmaron consentimiento informado. El
manejo de las micobacterias se realiz6 en la zona de seguridad nivel 3 del Laboratorio

de Microbiologia Clinica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

“Salvador Zubiran”.
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RESULTADOS.

Las cepas que se utilizaron como controles presentaron los cambios esperados:
delecién de 6 pares de bases en las cepas de M bovis, de 7 pares de bases en las
cepas H37Rv y CDC1551, y ninguna en las cepas del tipo W/Beijing.

Se estudiaron 24 aislados clinicos de la coleccién. Trece aislados que cumplieron
los criterios de enfermedad por reactivacion (aislado Unico) y 11 con criterios para
enfermedad de progresion rapida (conglomerado). Las secuencias de la regién
amplificada en estos aislados y los controles se compararon con el programa MegAlign®
32 3.16 para Windows (figura 4).

Entre los aislados clinicos se encontraron 19 microorganismos con la delecién de
7 pares de bases. Nueve aislados con comportamiento de enfermedad de progresion
rapida y 10 por enfermedad por reactivacién (tabla 1). Cinco aislados tuvieron el gen
integro, 3 de los aislados de enfermedad por reactivacion y 2 de los de progresion
rapida. Todos estos aislados fueron caracterizados posteriormente como genotipo
W/Beijing por espoligotipificacion.

Al comparar la proporcion de aislados de pacientes con enfermedad por
reactivacion y de pacientes con progresion rapida a enfermedad, y su relacién con la
ausencia/presencia de mutaciones en el gen, obtuvimos una razén de productos

cruzados de 0.74 (1C95%0.1-5.4). Con la prueba exacta de Fisher se obtuvo una p=1.
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DISCUSION.

Las condiciones para la PCR vy los oligonucleétidos utilizados para amplificar la
region del gen pksl5/1 utilizados en este estudio mostraron ser especificos y
reproducibles.

Todos los aislados clinicos de M tuberculosis analizados, excepto los que
corresponden al grupo W/Beijing, tuvieron la delecién de 7 pares de bases descrita en
estudios previos [48]. Es posible que estas cepas no produzcan fenolglicolipido, aun

cuando para confirmarlo, seria necesario buscar su produccion en particular.

Al no encontrar el gen silvestre en nuestra muestra, no es posible atribuirle un
papel en el riesgo para el desarrollo de enfermedad de progresion rapida en esta
poblacién. Sin embargo, hay que considerar la baja prevalencia de cepas del grupo
W/Beijing en el medio en donde se aislaron las muestras. Es posible que en las
comunidades en que este grupo se presenta en mayor numero de casos, como en Asia,

los resultados sean diferentes. [49]

Durante el desarrollo de este protocolo, Reed y colaboradores publicaron sus
hallazgos sobre la produccién de fenolglicolipidos en cepas de tipo W/Beijing, que
apoya la idea de que esta familia produce de forma constante estos compuestos. [48]

La prevalencia global de las cepas de tipo W/Beijing se considera en alrededor
del 11%, aunque la variacién por areas geograficas es muy importante: en Asia, como
es de suponer por su nombre, es del 50%. En Estados Unidos se calcula en un 11% vy
los paises de la Comunidad Europea (excepto Rusia, en donde el comportamiento es
similar al resto de Asia) reportan un 5%. [50-52]
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La importancia que ha adquirido el estudio de las cepas de esta familia esti
dada por un comportamiento epidemiolégico agresivo, ya que se ha presentado en
brotes con un gran nimero de casos. En ellos, existe una proporcion importante de
cepas resistentes a farmacos antituberculosis de primera linea, o que se ha atribuido a
una variabilidad genética mayor que en otros grupos de micobacterias. Se ha descrito
gue su crecimiento dentro de los macréfagos es mas rapido que el de otras cepas de M
tuberculosis, y recientemente se ha reportado que en los modelos murinos en los que
se ha probado, la mortalidad es mas alta, por lo que algunos autores la consideran una
cepa hipervirulenta. [48]

Recientemente se ha descrito que la capacidad de estas cepas para producir
fenolglicolipidos puede conferirle una mayor patogenicidad. Kaplan y colaboradores
utilizaron un modelo experimental en conejo para producir meningitis por tuberculosis.
Los animales a los que se inoculé una cepa W/Beijing, presentaron una mayor carga
bacilar en el liquido cerebroespinal y tejido cerebral, mayor diseminacién a otros
organos y mayor leucocitosis y manifestaciones clinicas mas severas. Este mismo
grupo, cred una cepa mutante con delecion del gen pksl5/1, la cual tiene un
comportamiento menos agresivo en el mismo modelo, apoyando la teoria del papel

inmunomodulador de los fenolglicolipidos. [53]

Nuestros datos coinciden con lo reportado por Tsolaki y colaboradores, [47]
quienes estudiaron 102 cepas de la familia W/Beijing, divididas en 4 subgrupos. En
todas, encontraron el gen pksl5/1 integro, lo que amplia los hallazgos del estudio de
Marmiesse [43], en donde se utilizaron las mutaciones en el gen pksl15/1 para definir
con mayor exactitud la filogenia del complejo M tuberculosis. Este grupo encontrd que
las cepas que presentan la delecién de 7 pares de bases soOlo se presentan en un
subgrupo particular de M tuberculosis. Son cepas que presentan la mutaciéon CGG en
katG*?, y de acuerdo a la nomenclatura de Sreevatsan, pertenecen a los grupos
genéticos 2 y 3. Todos estos microorganismos tienen delecion de la regién TbhD1 y no
tienen los espaciadores 32-36 en el espoligotipo. En contraste, las cepas del grupo

genético 1 (katG*®* CTG), que incluyen cepas denominadas “tipo ancestral”, que tienen
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la region ThD1, y cepas del tipo W/Beijing, que presentan delecién de esta region,

tienen el pks15/1 integro

Ya que es posible que la produccién de PGL sea caracteristica de este grupo, se
piensa que este compuesto contribuye con su comportamiento particular. Sin embargo,
también existen reportes de cepas de grupos diferentes al W/Beijing, con
comportamiento similar en modelos animales, por lo que es de suponerse gque existen
otros factores propios de la bacteria que aun no conocemos y que deben de ser
explorados. [54,55].

Recientemente se reportd el hallazgo del gen pksl5/1 integro en cepas con
RFLP diferente al presentado por cepas del grupo W/Beijing. [30] Aun cuando este
trabajo tiene la limitacion de que en la tipificacion de las cepas no se utilizd el
espoligotipo, el confirmar estos hallazgos limita el uso que podria tener el polimorfismo
de pks15/1 como marcador genético del grupo W/Beijing. Sin embargo, en este mismo
trabajo llama la atencion el elevado numero de cepas obtenidas de infecciones en
sistema nervioso central (alrededor del 50%), lo que apoyaria el concepto de que la
capacidad de produccion de PGL puede estar asociada a un comportamiento clinico

mas agresivo.
En México, seria importante determinar la prevalencia de cepas del tipo

W/Beijing en poblacion abierta. Para estimarla con un error del 5%, seria necesario
tipificar con RFLP y espoligotipificacién por lo menos 1068 aislados.
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CONCLUSIONES.

El comportamiento clinico de este grupo de aislados no estd asociado con
diferencias en la zona variable del gen pksl15/1. Sin embargo, en nuestros resultados
debe tomarse en cuenta la baja prevalencia de casos ocasionados por cepas del grupo
W/Beijing en México.

Si se determina que la integridad del gen pks15/1 es caracteristica particular del

grupo W/Beijing, debe considerarse como un posible factor de patogenicidad y un

posible marcador genético de esta familia.
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ANEXO 1. Poblacion.

Poblacion de la que se obtuvieron las muestras.

La poblacion de la cual se obtuvieron las muestras incluye 12 municipios en la
Jurisdiccién Sanitaria de Orizaba. Comprende un area 618.11 km? vy tiene 369,235
habitantes, 14-9% en comunidades rurales. Desde 1995 inicié un estudio prospectivo
de base poblacional en el que participan el Instituto Nacional de Salud Publica, el
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricibn Salvador Zubiran, los Servicios
Coordinados de Salud en el Estado de Veracruz y la Universidad de Stanford; su
objetivo principal es estudiar la transmisién de tuberculosis en esta regibn mediante

técnicas de epidemiologia convencional y molecular.

La tasa de incidencia de tuberculosis en el estado de Veracruz durante el afios
2000 (28 casos por 100,000 habitantes), era mayor que la tasa de incidencia nacional
(15.9 casos por 100,000 habitantes). Esta tasa persiste a pesar del tratamiento
estrictamente supervisado. Se realizé una busqueda pasiva de casos, apoyados en 25
trabajadores para la salud en la comunidad y haciendo escrutinio en personas que
refirieron tos por mas de 15 dias. Se establecié colaboracion con las autoridades de
salud locales. Periddicamente se revisO el registro de casos de tuberculosis, para
identificar casos de tuberculosis pulmonar que pudieran haber sido no registrados en un
principio. [56,57]

Entre marzo de 1995 y abril de 2004, se identificaron 9798 tosedores cronicos.
De ellos, a 907 pacientes se les diagnosticd tuberculosis. Aceptaron participar en el
seguimiento 880 pacientes. De estos casos, 827 pacientes tuvieron un episodio y 53

pacientes mas de uno.

De estos 880 casos, 822 fueron casos indices. Hasta el momento, se ha
realizado estudio genético a 632 aislados (77%), encontrandose 460 aislados unicos,
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72 en conglomerado y 90 casos no definidos. Los casos indices han tenido 3639
contactos, de los cuales 58 (1.5%) han desarrollado la enfermedad. De ellos se

encontré en 18 pacientes aislados Unicos, y en 22 casos conglomerados.

Todo lo anterior se resume en la figura 5.

ANEXO 2. Célculo del tamarfio de muestra.

Para el célculo del tamafio de muestra se utilizé la siguiente férmula, para un

estudio de comparacion de proporciones:

n=[2PQ (Z,+Z;)?l/A?

En donde:

P1= proporcion en el grupo 1.

P,= proporcion en el grupo 2.

P= P1+P2/2

Q=1-P

Z, = valor de z para el error alfa

Zg = valor de z para error beta

A = diferencia entre la proporciones (P1-P>)

En los datos obtenidos de la poblacién estudiada en Orizaba, se encontraron en
casos indice, 460 aislados que fueron unicos (95% del total de casos). De los contactos
que desarrollaron enfermedad, 22 aislados se encontraron con patrén de RFLP de
conglomerado (5%). Estos datos coinciden con lo reportado hasta hace algunos afos,
en que la proporcion de casos de enfermedad por reactivacion de los casos prevalentes
de tuberculosis era del 90%. Por lo tanto tomamos como proporcién en el grupo 1
(reactivacion) 90% y en el grupo 2 (enfermedad progresiva) 10%, lo que nos da una
diferencia entre las proporciones de 80%. Sustituyendo en la formula, con un error alfa
de 5% y un error beta del 20%:

n=2(0.5)(0.5)(1.96+0.84)%(0.8?)
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Resolviendo la ecuacion n=6.125 aislados por grupo. También se calcul6 una
curva de poder, para definir el nimero de aislados variando el error beta aceptado

(figura 6).

ANEXO 3. Definiciéon de variables.

Variables y definiciones.

La categorizacion y definicion de variables se expone en la tabla 2.

DEFINICIONES.

Aislado Unico: aislado de M tuberculosis con patron Unico de RFLP.

Caso _indice: primer paciente con diagnéstico de enfermedad por tuberculosis de un
conglomerado.
Grupo o _conglomerado: dos o mas aislados de M tuberculosis con patrones idénticos

tanto en peso molecular como en numero de bandas en el polimorfismo en la longitud
de los fragmentos de restriccion (RFLP).
Enfermedad por M tuberculosis o tuberculosis: signos y sintomas clinicos compatibles

con la enfermedad y aislamiento del microorganismo en muestras clinicas.

Infeccion por M tuberculosis (tuberculosis latente): reaccion cutanea con PPD positiva

(> 10 mm en inmunocompetentes, > 5 mm en inmunocomprometidos) en pacientes sin
sintomas o signos de enfermedad por tuberculosis.
Progresién rapida a enfermedad: desarrollo de la enfermedad durante los dos afios del

contacto con un caso de tuberculosis, con patron de RFLP compartido en un grupo.

Tuberculosis por reactivacidon: son casos de enfermedad que se presentan después de

los dos afios siguientes a la conversion a PPD+, con un patron de RFLP unico.
Incluimos casos indice ocasionados por aislados con resistencia a estreptomicina.

Tiempo de progresién _a enfermedad: tiempo entre la conversion a PPD+ y el

diagndstico de enfermedad por tuberculosis.
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ANEXO 4. Métodos de laboratorio.

Extraccion de ADN de Mycobacterium tuberculosis [58].

Se inocula en medio de Lowenstein-Jensen la cepa a estudiar. Se mantiene a
37T hasta observar el crecimiento de la colonia.

Se toma con el asa bacterioldgica la porcion de una colonia y se coloca en un
tubo de microcentrifuga con 400 ul de amortiguador Tris-EDTA (TE, Tris-HCI, pH
7.8).

Calentar a 80T por 20 minutos, enfriar a temper atura ambiente.

Agregar 50 ul de lisozima (10 mg/ml), mezclar en vértex e incubar a 37<C una
noche.

Agregar 75 ul de una mezcla de proteinasa K/SDS 10% e incubar por 10 min a
65<C.

Agregar 100 ul de NaCl 5 M.

Agregar 100 ul de solucion NaCl/CTAB precalentada a 65C. Mezclar en vortex
hasta que se observe un aspecto lechoso. Incubar a 65T por 10 min.

Agregar 750 ul de una mezcla de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), mezclar
por 10 segundos y centrifugar por 5 min a 12000 x g.

Transferir la fase acuosa sobrenadante en volimenes de 180 ul a un tubo nuevo.
Agregar 0.6 volumen (450 ul) de isopropanol para precipitar los acidos nucleicos.
Colocar a -20<C por 30 minutos.

Centrifugar por 15 min a 12000 x g.

Desechar el sobrenadante.

Agregar 1 ml de etanol al 70% frio y mezclar.

Centrifugar 5 min a 12000 x g. Descartar el sobrenadante.

Remover los restos de etanol y permitir que el pellet seque a temperatura
ambiente por ~10 minutos.

Disolver el pellet en amortiguador TE o agua.
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r) Revisar la concentracion de ADN en un espectrofotdmetro con longitudes de
onda de 260 y 280 nm.

2.- Reaccion en cadena de la polimerasa.

Se hace la mezcla de PCR con los siguientes reactivos (por reaccion):

B10x 2.5ul
dNTP 100 mM
MgCl, 2mM
Primer 1 10 pM
Primer 2 10 pM
Taq polimerasa 1U
ADN 10 ng

Todo a un volumen final de 25 ul por reaccion.

Se utilizé el siguiente programa: 1 ciclo inicial de desnaturalizacion a 95C por 5
minutos; 30 ciclos con las siguientes temperaturas: desnaturalizacion a 95T por 45
segundos; unioén de iniciadores a 60C por 3 m; exte nsidén a 72<C por 45 segundos. Al
final de estos ciclos, dejamos un ciclo final para completar la sintesis de los fragmentos,
a 72T por 8 minutos. Se obtiene un producto de alrededor de 400 pb. Una vez
terminado el programa, examinamos los productos en una electroforesis en gel de

agarosa (0.8%). Se recomienda utilizar 100 V constantes, por 45-60 minutos.

3.- Purificacion de los productos de amplificacion.

Se identifico la banda en el retroiluminador de luz ultravioleta. Se cort6 el gel de
agarosa con una hoja de bisturi y se colocé el fragmento en un tubo de microcentrifuga

limpio, posteriormente:

a) Se pesan los fragmentos de agarosa.
b) Se agregan 3 volimenes de la solucién QG®.
c) Se disuelve la agarosa incubando a 50C por 10 min.
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d) Se agrega 1 volumen de isopropanol y se mezcla.

e) Se coloca esta mezcla en una columna.

f) Se centrifuga por 1 min a 13000 x g.

g) Se deshecha el liquido recolectado en el tubo de la columna.

h) Se lava con 750 ul de solucién PE®.

i) Se centrifuga por 1 min a 13000 x g.

j) Se descarta el liquido recolectado.

k) Se coloca la columna en un tubo de centrifuga limpio.

) Agregar 15 ul de amortiguador BE® y centrifugamos 1 min a 13000 x g.

m) Agregar 15 ul de agua y centrifugamos 1 min a 13000 x g.

n) Se revisa la concentracion de ADN en un gel de agarosa al 0.8% 0 en un
espectrofotometro.

4 .- Secuenciaciéon del ADN.

En general, se hace una reacciéon de polimerizacion, utilizando el amplicén a
estudiar y uno de los iniciadores utilizados. Se hace la mezcla con oligonucleétidos
estandar (deoxinucle6tidos) en cantidades suficientes, junto con dideoxinucleétidos
trifosfato marcados (“tagged”), en cantidades limitadas (se utiliza una proporcién 5:1

con los oligonucledétidos normales).

Se realiza una reaccién de PCR. Los productos de esta reaccion se separan por
capilaridad y se estimula la fluorescencia de los marcadores con laser. Debido a que se
tienen los cuatro oligonucledtidos presentes, la cadena se sintetiza de forma normal,
hasta que, en determinado momento, por azar, se introduce un dideoxinucleétido,
terminando en ese momento la sintesis de esa cadena. Asi, algunas cadenas podran
incluir varios cientos de nucle6tidos normales antes que uno dideoxi. Al final del periodo
de incubacién, los fragmentos se separan por longitud, del mas grande al mas pequefio,
por peso molecular en gel o por capilaridad. Después, se estimula fluorescencia

iluminando con laser, y se registra la secuencia.
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La mezcla de reaccién se prepara de la siguiente forma:

Mezcla Terminator Ready Reaction® 8 uL

Amplicon 3-10 ng
Iniciador 3.2 pmol
Agua desionizada cuanto baste para

Todo a un volumen final de 20 uL.

El programa recomendado para el termociclador consiste en 50 ciclos:
desnaturalizacion a 95°por 30 segundos, union de iniciador a 50-55°por 10 segundos,

extension a 60°por 4 min.

Posteriormente debe purificarse el producto de la reaccién:

a) Agregar 5 uL de EDTA 125 mM.

b) Agregar 60 uL de etanol al 100%.

c) Sellar con cinta de aluminio y mezclar por inversion 4 veces.
d) Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos.

e) Centrifugar a 2000-3000 x g por 30 minutos.

f) Invertir la placa y girar hasta 185 x g.

g) Agregar 60 uL de etanol al 70%.

h) Centrifugar a 4°a 1650 x g por 15 minutos.

i) Invertir la placa y centrifugar a 185 x g por 1 minuto.

j) Resuspender la muestra en amortiguador.

El producto purificado puede almacenarse a 4C. Para realizar lectura, se
preparan los polimeros de acuerdo a cada equipo. En nuestro caso se utilizé
separacion por capilaridad. Se obtuvo el electroferograma y se guarddé una copia

impresa.
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Sequence Name I

< Pos=1

-EET 4 o I I N HE B S .

[X] consensus GGCGAGCGAAAGCACCGGGGGCCGCEG—————=— CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT
31 Sequences b ; 3 y y

13810 GGCGAGCGABRAGCACCGGGGGCCECEE~~~—~~~ CCGTCGATTGTGCCGTGGGTAGTTT

15312 GGCGAGCGAAAGCACCGGGGGLCCGCEG——————— CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

18908 GGCGAGCGAAAGCACCGGEGGCCECEGE——————— CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

19094 GGCGAGCGAAAGCACCGGGGGECCGLEG——————= CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

20938 GGCGAGCGAAAGCACCGGGGGCCGCEG——————— CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

29780 GCCGAGCGAGAGCACCGGGGGCCGCEG——————~— CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

32510 GACGAGCGAAAGCACCGGGGGCCGCGG——————— CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

33360 GGCGAGCGAAAGCACCGGGEGGCCGCEG——————~ CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

36226 GGCGAGCGAAAGCACCGGEGGLCGCEE——————— CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

41679 GGCGAGCGAAAGCACCTGGGGCCGCEG———————CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

42540 GGCGAGCGAAAGCACCGGGGGECCEGCEG~—————— CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

5159 GGCGAGCGAAAGCACCGGGGGCCEGCEG~————~= CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

2322 GGCGAGCGAAAGCACCGGGGGCCGCEE—~———~~ CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

4245 GGCGAGCGARAGCACCGGGGGCCECEE-—————~-CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

5186 GGCGAGCGAAAGCACCGGGEEECCECEE~—————— CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

5411 GGCGAGCGAAAGCACCGGEGGCCEGCEE——————— CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

5449 GGCGAGCGAAAGCACCGGGGGCCEGCGE——————— CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

6067 GGCGAGCGAAAGCACCGGGGGECCGCEG— =~~~ CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGAGTT

8920 GGCGAGCGAAAGCACCGGGGGCCEGCEE——————- CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

5208 GGCGAGCGAAAGCACCGGEGGCCGCEEECCECEGCCETCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

5322 GGCGAGCGAAAGCACCGGGGECCECHEECCEGCEGCCETCGATGGTGCCEGTGGGTGATTT

5497 GGCGAGCGAAAGCACCGGGGGCCGCEGGGECCGCEGCEETCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

09591 GGCGACGGAAAGCACCGGGGGCCGCEEGECCECEGCCEGCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

L_1 44642 GGCGAGCGAAAGCACCGGGGEGCCECEEECCECEGGCCETCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

Beijingl ||GGCGAGCGAAAGCACCGGGGGCCGCGGGCCGCEGGCCETCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

| Beijing2 |GGCGAGCGAAAGCACCGGGGGCCGCEEGCCECEGCCETCCGATGETGCCGTGGGTAATTT

% Beijing3d [|GGCGAGCGARAGCACCGGGGGCCGCEGGGECEECEGGCCEGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

- BCG “GGCGAGCGAAAGCACCGGGGG —————— GCCGCGGCCTTCGATGGTGCCGTGGGTGATT

g Bovis IGGCGAGCGAAAGCACCGGGGG—————— GCCGCGGCCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATT

OFcpcissl GGCGAGCGAAAGCACCGGGGGCCGCEG——————~— CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

H37Rv |GGCGAGCGAAAGCACCGGGGGCCGCCG ------- CCGTCGATGGTGCCGTGGGTGATTT

Progresion rapida @

Gen integro ’ Delecion 6 pb <> Delecion 7 pb ’

Figura 4. Alineamiento del segmento secuenciado
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Tabla 1. Caracteristicas del gen pks15/1 por compo

rtamiento clinico

Comportamiento clinico

Caracteristicas de pksl15/1

Delecion de 7 pb

Gen silvestre

Progresion
rapida

9

2

Reactivacion

10

3

Tabla 2. Categorizacién y definicion de variables.

DEFINICIONES
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL CATEGORIA/ESCALA
Tiempo del desarrollo de la S Cualitativa . -
. o - il Reactivacion o . 0. Aislado unico
Comportamiento clinico enfermedad desde la infeccion roaresion ranida nominal 1 Grupo
por M tuberculosis prog P dicotémica ) P
. . - Cualitativa
Caracteristicas de pks15/1 Posible mcapa(:ld_ad de la cepa Delecion de 7 pares de nominal 0. Ng
de producir PGL bases dicotémica 1. Si
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