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RESUMEN 

 
La tuberculosis (TB) es uno de los padecimientos más antiguos de la humanidad que 

en la actualidad todavía constituye una de las enfermedades transmisibles con mayor 

tasa de mortalidad. Esta enfermedad afecta a grandes grupos de población, 

particularmente de áreas marginadas y grupos vulnerables donde predominan la 

pobreza, desnutrición y el hacinamiento. De acuerdo con la información disponible en 

el componente de TB del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiológica, en nuestro 

país se registraron 20,075 mil casos nuevos de tuberculosis en 2021, de los cuales 

16,008 fueron casos de TB pulmonar y 455 casos fueron de TB meníngea, una de las 

formas más severas de la enfermedad. Cabe destacar que en dicho año se observó 

una disminución en el número de casos nuevos reportados de tuberculosis en 

comparación con los años 2020 y 2019 a nivel nacional y mundial; sin embargo, esta 

tendencia no fue un reflejo de la disminución de contagios, sino de las interrupciones 

en el acceso a los servicios de diagnóstico y tratamiento debido al inicio de la 

pandemia por COVID-19. No obstante que Michoacán se encuentra por debajo de la 

media nacional de casos de TB, en los últimos años se ha observado una tendencia 

de incremento en la tasa de incidencia de tuberculosis pulmonar (PTB) y 

extrapulmonar (EPTB), fenómeno observable en diversas regiones alrededor del 

mundo. Este aumento en el número de casos de TB extrapulmonar en los últimos 

años puede asociarse a diversos factores que incluyen las características 

inmunogenéticas de la población, sus entornos ecológicos y socioculturales y el fondo 

genómico de las cepas del patógeno circulantes. A la fecha no existe un consenso 

sobre los determinantes genéticos que contribuyen a las formas extrapulmonares de 

la TB. Es por esto que el objetivo del presente trabajo fue buscar determinantes 

genéticos asociados a la presentación clínica de la TB. Con tal fin se desarrolló una 

estrategia original de análisis comparativo para analizar cepas de Mycobacterium 

tuberculosis (MTB) de una manera global, accediendo a una gran cantidad de 

información genómica y metadatos asociados para la comparación de cepas 

pulmonares y extrapulmonares de MTB. En la caracterización genómica y fenotípica 

realizada se incluyeron 10 cepas causantes de TB pulmonar y extrapulmonar aisladas 

en el estado de Michoacán, así como 490 cepas obtenidas de bases de datos públicas 
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aisladas de siete países diferentes. Para la búsqueda de variaciones genómicas 

asociadas al fenotipo pulmonar y extrapulmonar, se realizaron alineamientos de las 

cepas de interés contra el genoma de referencia (H37Rv), así como la construcción 

del pangenoma. Adicionalmente, se realizó la clasificación filogenómica de las cepas 

a partir de la asignación de polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs), la técnica de 

mayor poder de  discriminación para medir diversidad genética en MTB. Los 

resultados obtenidos mostraron una asociación de la TB pulmonar con los sublinajes 

4.3.1, 4.3.3, 4.5 Asian African 2 y Europe/Russia/B0, los cuales comparten la 

presencia de dos polimorfismos en el gen pe_pgrs10 y SNPs característicos en la 

secuencia de los genes pe_pgrs4, pe_pgrs7, pe_pgrs53, así como con la deleción de 

los genes hspR,  plcD pe_pgrs5, pe_pgrs25, Rv1759c, pe_pgrs57, Rv817c, Rv2818c, 

Rv2816c, Rv3740c y Rv2550c. Por otro lado, el fenotipo EPTB se asoció con los 

sublinajes 1.2.1, 1.1.1, 4.1.2.1, CAS, y Ancestral Beijing, además de la presencia de 

un SNP exclusivo en el gen ppe57, varios SNPs en la secuencia de los genes ppe54, 

pe_pgrs18, ppe60 y Rv1760, la presencia del gen aftC en el genoma y la deleción de 

los genes aceA, plcA, esxR, Rv2275 y ppe50. Los hallazgos obtenidos en este trabajo 

permiten concluir que la aparición de un fenotipo clínico de TB no está dada por un 

elemento genético exclusivo o único, sino por un conjunto de variaciones que pueden 

desencadenar diferencias en la respuesta inmune del hospedero.  

 

Palabras clave: tuberculosis, secuenciación, resistencia, extrapulmonares, 

mycobacterium. 
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SUMMARY 

Tuberculosis (TB) is one of the oldest diseases affecting mankind, however, it 

remains one of the transmissible diseases with the highest mortality rate. This disease 

affects large population groups, particularly in marginalized areas and vulnerable 

groups where poverty, malnutrition and overcrowding predominate. According to the 

information available in the TB component of the National Epidemiological 

Surveillance System, in our country 20,075 thousand new cases of tuberculosis were 

registered in 2021, of which 16,008 belong to cases of pulmonary TB and 455 cases 

belong to meningeal TB, one of the most severe forms of the disease. Notably, a 

decrease in the number of new reported cases of tuberculosis has been observed 

compared to the years 2020 and 2019 at the national and global levels, however, this 

is not because the population does not get sick, it is because of the interruptions in 

access to diagnostic and treatment services since the start of the COVID-19 pandemic. 

Even though, Michoacán is below the national average of incidence for TB cases, in 

recent years there has been a tendency to increase the incidence rate of pulmonary 

tuberculosis (PTB) and extrapulmonary tuberculosis (EPTB), a phenomenon that can 

be observed in many regions around the world. This increase in the number of cases 

of extrapulmonary TB in recent years may be due to various factors: the immunogenic 

characteristics of the population, its ecological and sociocultural environments, and 

the genomic background of the circulating strains. To date, there is no consensus on 

the genetic determinants that contribute to extrapulmonary forms of tuberculosis. 

Therefore, the present work implements a previously unused genomic analysis 

strategy that allows the analysis of Mycobacterium tuberculosis (MTB) strains in a 

global way with which an amount of information never explored in the comparison of 

pulmonary and extrapulmonary strains is accessed. To achieve this objective, a 

genomic and phenotypic characterization of 10 strains causing pulmonary and 

extrapulmonary TB in Michoacán was realized, the sequencing of these strains was 

necessary, because in the databases the Latin American region is not represented in 

terms of TB extrapulmonary strains. Using these data and a set of 490 strains obtained 

from public databases that were isolated from 7 different countries, the search of the 

genomic variants associated with the pulmonary and extrapulmonary phenotype was 
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performed, using alignments against the reference genome and the construction of 

the pangenome. Additionally, the phylogenetic classification of the isolates was carried 

out based on the assignment of single nucleotide polymorphisms, the most 

discriminating technique to measure genetic diversity in MTB. In the case of pulmonary 

TB, it was associated with sublineages 4.3.1, 4.3.3, 4.5 Asian African 2 and 

Europe/Russia/B0, with the presence of 2 polymorphisms in the pe_pgrs10 gene, with 

the presence of certain SNPs in the sequence of genes pe_pgrs4, pe_pgrs7, 

pe_pgrs53 and with the deletion of genes hspR, plcD pe_pgrs5, pe_pgrs25, Rv1759c, 

pe_pgrs57, Rv817c, Rv2818c, Rv2816c, Rv3740c and Rv2550c. On the other hand, 

the EPTB phenotype was associated with the 1.2.1, 1.1.1, 4.1.2.1, CAS, and Ancestral 

Beijing sublineages, in addition to the presence of an exclusive SNP in the ppe57 

gene, several SNPs in the sequence of the ppe54, pe_pgrs18, ppe60 and Rv1760 

genes, the presence of the aftC gene in the genome and the deletion of the aceA, 

plcA, esxR, Rv2275 and ppe50 genes. 

The findings obtained in this work allow us to conclude that the appearance of 

a clinical phenotype of TB is not given by an exclusive or unique genetic element, but 

by a set of variations that can trigger differences in the immune response. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 
 

La tuberculosis (TB) es un problema de salud pública global, siendo considerada 

una emergencia mundial por la Organización Mundial de la Salud (OMS). En 2020, 

a nivel mundial se registraron cerca de 10 millones de nuevos casos y 

aproximadamente 1.6 millones de fallecimientos por TB. De estos, 289,000 casos 

fueron notificados en América Latina. En el año 2020, México ocupó el tercer lugar 

en incidencia de casos de TB en América Latina, solo por debajo de Brasil y Perú. 

A pesar de las políticas de salud implementadas para el diagnóstico y tratamiento 

oportuno en el país, la TB sigue siendo un problema social y sanitario, subestimado 

debido a las dificultades en el diagnóstico y el escaso reporte de casos (Yanez-

Lema et al., 2021). 

 

Agente causal 

El principal agente causal de la TB humana es la actinobacteria Mycobacterium 

tuberculosis, perteneciente al denominado Complejo Mycobacterium tuberculosis 

(MTBC). Las especies de MTBC adaptadas a los humanos son M. tuberculosis 

sensu stricto y M. africanum, éstas se dividen en nueve linajes filogenéticos: L1 o 

Indo-Oceánico; L2, o de Asia oriental; L3, o indio del este de África; L4, o 

euroamericano; L5 o M. africanum de África occidental 1; L6 o M. africanum de 

África occidental 2; L7, o Etiopía (Firdessa et al., 2013; Coscolla y Gagneux, 2014); 

L8 o M. tuberculosis de los Grandes Lagos africanos (Ngabonziza et al., 2020); y el 

recientemente descrito L9 o M. africanum (Coscolla et al., 2021). Todas estas 

especies comparten más del 99% de identidad en su secuencia de nucleótidos; sin 

embargo, es posible observar grandes diferencias fenotípicas. 

 

Patogénesis 

El encuentro entre las especies del MTB y el hospedero conduce a una respuesta 

inmune compleja y multifacética que da como resultado cuatro posibles escenarios: 
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1) el establecimiento de una infección latente, 2) enfermedad tuberculosa activa, 3) 

enfermedad subclínica o 4) la eliminación completa del patógeno (Figura 1) (De 

Martino et al., 2019). Después de la infección, la mayoría de los individuos 

desarrollan una infección latente (LTBI), la cual es definida por la presencia de un 

test de tuberculina y/o ensayo de interferón gamma positivo, pero sin la presencia 

de síntomas clínicos detectables. Se estima que alrededor del 5-15% de los 

individuos con LTBI desarrollarán enfermedad activa (Moller et al., 2018). En estos 

casos, la bacteria se replica y surgen los síntomas clínicos de la enfermedad, los 

cuales incluyen: tos persistente y con sangre, fiebre, sudores nocturnos, pérdida de 

peso y dolor en el pecho. 

 

Figura 1. Representación esquemática de los posibles escenarios tras la exposición a MTB. La bacteria 
ingresa al sistema respiratorio del hospedero mediante la inhalación de gotas de saliva contaminadas que 
después son fagocitadas por macrófagos y células dendríticas en los pulmones para dar paso a cuatro posibles 
resoluciones: i) la bacteria es inmediatamente eliminada por el sistema inmune, ii) la bacteria es contenida en 
los granulomas formados por células de la respuesta inmune adaptativa (incluidas las células T y B) y la 
infección no progresa a TB activa. Aunque esta contención puede durar toda la vida, bajo condiciones 
específicas los granulomas pueden romperse ocasionando la diseminación de MTB (reactivación), lo que resulta 
en la enfermedad activa, iii) enfermedad subclínica caracterizada por síntomas y periodos de contagio 
intermitentes, y iv) enfermedad tuberculosa activa (Modificado de Moller et al., 2018).  Clave: TST, test de 
tuberculina; IGRA, interferón gamma. 

Exposición a M. 
tuberculosis

i) M. tuberculosis es 
eliminado (sin infección)

Establecimiento de la 
infección

iv) Tuberculosis 
activa

Reactivación

Reinfección

Respuesta inmune 
adaptativa

Liberación de citocinas y 
quimiocinas

Respuesta inmune 
innata/adaptativa TST –

IGRA –
Cultivo –

Baciloscopía –
Sin síntomas

TST +
IGRA +

Cultivo –
Baciloscopía –
Sin síntomas

TST +
IGRA +

Cultivo +
ocasionalmente
Baciloscopía –

Sin síntomas o con 
síntomas leves

TST +
IGRA +

Cultivo +
Baciloscopía +

Sintomático

iii) Tuberculosis 
subclínica

ii) Tuberculosis 
latente

Granuloma intacto

Macrófago/Célula dendrítica infectada

Granuloma roto
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El agente infeccioso ingresa a los pulmones mediante la inhalación de gotas 

de saliva que contienen al bacilo. La habilidad de la bacteria para invadir las células 

del hospedero está determinada tanto por su virulencia como por una adecuada 

respuesta inmune del hospedero. El bacilo utiliza diversos ligandos de superficie 

para interactuar con los receptores del hospedero que incluyen receptores del 

complemento, manosa, proteína surfactante A, CD14, receptores “scavenger” de 

macrófagos y DC-SIGN. Los bacilos inhalados son transportados a los alvéolos 

pulmonares y fagocitados por macrófagos alveolares, debido a que MTB es un 

patógeno intracelular es capaz de evadir la respuesta inmune y persistir dentro de 

los macrófagos por un periodo largo de tiempo. Se sabe que determinadas proteínas 

presentes en la pared celular micobacteriana, particularmente las glicoproteínas, 

están asociadas con la evasión de la respuesta inmune. Por ejemplo, se ha 

demostrado que SodC, una glicoproteína que se encuentra en la pared celular de 

MTB, mejora la sobrevivencia dentro de los macrófagos (Liao et al., 2013). La 

eliminación bacteriana depende de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa del 

hospedero en donde los macrófagos juegan un papel crucial. Tras la internalización 

en los macrófagos, la mayoría de los bacilos mueren, mientras que las bacterias 

sobrevivientes inhiben la maduración del fagosoma y se replican dentro de ellos, 

esta replicación conduce a la disrupción de los macrófagos y al desarrollo de la 

enfermedad tuberculosa activa. Sin embargo, en la mayoría de las personas 

infectadas los macrófagos alveolares reclutan células dendríticas y otros 

macrófagos al sitio de la lesión. Las células reclutadas fagocitan, pero rara vez 

destruyen a los bacilos. 

La respuesta inmune adaptativa contra la infección con MTB está mediada 

principalmente por células T (Correa-Macedo et al., 2019), y se activa 

aproximadamente 2-3 semanas después de la infección. Se cree que otra 

glicoproteína, denominada Apa, controla la inmunidad de las células T a través de 

los receptores de manosa que se encuentran en la superficie de los macrófagos del 

hospedero (Marimani et al., 2018). Una vez que las células T específicas de 

antígeno alcanzan el sitio de la infección, se multiplican dentro de las lesiones 

primarias (Cooper, 2009) e inducen la producción de citocinas proinflamatorias. 
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Estas citocinas estimulan a los macrófagos para la destrucción de los bacilos 

intracelulares. Esta etapa particular de la infección se denomina fase latente, en la 

que se inactiva la replicación bacteriana. Sin embargo, la reactivación de MTB 

(Tundup et al., 2014; Schubert et al., 2015) puede ocurrir meses o años después 

cuando el sistema inmunológico del hospedero se ve comprometido. Es importante 

destacar que hay una serie de factores bacterianos y del hospedero que juegan un 

papel clave en la reactivación de la infección, además de diversos mecanismos 

mediante los cuales MTB reprograma los procesos epigenéticos del hospedero para 

evadir la respuesta inmune después de la infección. En conjunto, estos mecanismos 

permiten que el patógeno infecte, sobreviva y se replique dentro de las células del 

hospedero, evitando una respuesta inmune significativa del mismo (Marimani et al., 

2018).  

 

Determinantes bacterianos y del hospedero en la TB humana 

La progresión de la enfermedad hacia los diferentes posibles escenarios está 

determinada por diversos factores ambientales y genéticos, tanto del hospedero 

como de MTB. Numerosos estudios epidemiológicos y experimentales han revelado 

la presencia de dichos determinantes (Malik et al., 2005; Pareek et al., 2013; Chiner-

Oms et al., 2019). Un polimorfismo genético corresponde a varias formas 

alternativas (alelos) para un mismo gen, que aparecen con una frecuencia ≥ 1% en 

la población. El tipo más común de polimorfismo es el de un solo nucleótido o SNP 

(Single Nucleotide Polymorphism). Un SNP es una forma de mutación puntual 

exitosa, desde el punto de vista evolutivo, la cual permanece en una parte 

significativa de la población de una especie, contribuyendo a la diversidad genética. 

Se sabe que diferentes polimorfismos genéticos pueden modular la respuesta 

inmune frente a la infección por MTB (Narendran et al., 2016). Estos se han 

identificado en antígenos humanos leucocitarios (HLA), receptores tipo Toll, 

receptores de vitamina D, citocinas con sus receptores y muchos otros 

componentes funcionales de la inmunidad (Rosain et al., 2019). Además, la 

susceptibilidad mendeliana a la enfermedad micobacteriana (MSMD) se ha 

identificado como una condición clínica en la que se presenta susceptibilidad 
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selectiva a micobacterias poco virulentas en ausencia de una inmunodeficiencia. 

Esta se caracteriza por un déficit completo del receptor 1 del interferón-gamma que 

lleva a la alteración de la inmunidad mediada por interferón-gamma y, en 

consecuencia, a infecciones graves y a menudo letales (Maulén y Fuentes, 2018).  

Además de los factores del hospedero, la virulencia bacteriana constituye el 

otro factor importante a la hora de evaluar el riesgo de infección por MTB. La 

virulencia no se limita simplemente a la cepa bacteriana o la carga en la secreción 

respiratoria, sino que tiene en cuenta la expresión diferencial de genes en las 

diferentes fases de la infección. MTB carece de factores de virulencia clásicos como 

las toxinas y su capacidad de escape inmunológico depende de la modulación del 

metabolismo de lípidos, proteínas transportadoras de metales, proteasas y 

proteínas que inhiben los efectos antimicrobianos de los macrófagos, entre otros 

(De Martino, 2019). 

Un estudio clave en la identificación de genes esenciales para la infección 

por MTB in vivo se realizó en un modelo de ratón. Mediante la hibridación de sondas 

complementarias de secuencias mutadas por inserción de transposones (TraSH) se 

obtuvo una primera estimación de la imagen global de los factores de virulencia de 

MTB, identificándose 194 genes requeridos específicamente para el crecimiento in 

vivo de la bacteria en los ratones (Sassetti y Rubin, 2003). Un estudio similar en 

macrófagos derivados de precursores de médula ósea de ratones C57BL/6 

identificó 126 genes de virulencia, algunos de los cuales resultaron esenciales 

exclusivamente en el modelo de macrófagos (Rengarajan et al., 2005). En un 

estudio más reciente que utilizó la secuenciación del genoma completo, se 

encontraron más de 400 genes adicionales como esenciales in vivo (Zhang et al., 

2013). Estos datos combinados resaltan el hecho de que MTB utiliza una gran 

combinación de factores de virulencia en los diferentes estados de la infección, por 

lo que aún es necesario estudiar genes individuales con más detalle para identificar 

su papel y funciones exactas en el proceso de patogénesis. Varios genes 

identificados como esenciales para la virulencia de la bacteria, codifican para 

proteínas involucradas en el metabolismo básico de este microorganismo, lo que 
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hace que la definición de un factor de virulencia en MTB sea una tarea complicada 

(Madacki et al., 2019). 

Modelos de infección in vitro e in vivo han mostrado que diferentes genotipos 

de MTB inducen diferentes patrones en la respuesta inmune (Reed et al., 2004; 

Manca et al., 2005). Además, estudios epidemiológicos han mostrado que algunos 

genotipos podrían estar asociados con la presentación de la TB; sin embargo, los 

resultados han sido inconsistentes. Por ejemplo, se ha sugerido una asociación 

entre polimorfismos en el gen plc presente en el cromosoma de MTB y la EPTB 

(Kong et al., 2003; Yang et al., 2005). Aunque estos antecedentes presentan varias 

desventajas, como el tratarse de estudios retrospectivos o utilizar un número 

pequeño de muestra, y no se ha tomado en cuenta el fondo genético o la 

susceptibilidad inmunológica del paciente. 

 

Diagnóstico y tratamiento de la tuberculosis 

El diagnóstico rutinario de la TB consiste en la baciloscopía de una muestra de 

esputo mediante la tinción de Ziehl-Neelsen. Esta técnica posee varias limitaciones 

como la incapacidad de detectar pacientes paucibacilares en personas infectadas 

con VIH y cepas drogo resistentes (OMS, 2021). Aunque esta técnica permite 

identificar solo alrededor 70-80% de los casos pulmonares positivos, sigue siendo 

la herramienta de diagnóstico más utilizada debido a su bajo costo y rápida 

ejecución. Al igual que con la mayoría de las infecciones microbianas, la TB puede 

ser diagnosticada mediante el uso de pruebas inmunológicas como el ensayo in 

vitro de liberación de interferón-gamma (IGRA) o la prueba cutánea in vivo de la 

tuberculina (TST), aunque ninguno de ellos puede discernir si se trata de una TB 

activa o de la enfermedad latente (Marimani et al., 2018). La OMS recomienda el 

uso de la mayor cantidad de herramientas diagnóstico que incluyen IGRA, TST, 

radiografía de tórax, baciloscopía y cultivo, cuando otras técnicas moleculares de 

mayor especificidad como Xpert MTB/RIF no están disponibles. El método Xpert 

MTB/RIF es una prueba de amplificación de ácidos nucleicos totalmente 

automatizada que emplea un cartucho para diagnosticar la TB y la resistencia a la 
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rifampicina. Este método automatizado purifica el ADN, lo concentra y amplifica 

mediante una prueba de reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real, 

identificando secuencias específicas del genoma de MTB. Los resultados se 

obtienen a partir de muestras de esputo sin procesar en menos de 2 h, con empleo 

de tiempo mínimo por parte del personal técnico (PAHO, 2021). 

Los fármacos de primera línea utilizados para el tratamiento de la TB incluyen 

rifampicina, isoniazida, etambutol, pirazinamida y estreptomicina. Los de segunda 

línea comprenden flouroquinolonas, kanamicina, capreomicina, amikacina, 

viomicina, etionamida, ácido para-aminosalicilico, linezolida y clofazimina, además 

de los fármacos de uso reciente como bedaquilina, delamanida y protamanida 

(Khawbung et al., 2021). Los perfiles de resistencia a antibióticos se definen con 

base en la resistencia e incluyen a las cepas: susceptibles (sin resistencia), drogo 

resistentes (resistentes a por lo menos un antibiótico), multidrogo resistentes o MDR 

(resistentes a rifampicina e isoniazida), de resistencia extendida o XDR (resistentes 

a isoniazida, rifampicina, fluoroquinolonas) y al menos un agente inyectable 

(amikacina, capreomicina, kanamicina), pre-XDR (resistentes a isoniazida y 

rifampicina y también a una fluoroquinolona (FQ) o a un inyectable de segunda 

línea; pero no a ambos (OMS, 2021) y cepas totalmente resistentes a antibióticos o 

TDR en las cuales se observa resistencia a todos los fármacos de primera y 

segunda línea. Estos aislados constituyen una amenaza grave para el control 

mundial de la TB (Khawbung et al., 2021). Presentan cierta variación morfológica 

cuando esta es determinada a nivel celular y molecular. Se pueden encontrar 

bacilos redondos, ovalados e incluso formas ramificadas simples y contienen una 

pared celular significativamente más delgada que las cepas MDR (Velayati et al., 

2013). 

De acuerdo con la OMS, el tratamiento de la TB debe comenzar con la 

administración de los fármacos de primera línea (isoniazida, rifampicina, 

pirazinamida y etambutol) por un periodo de dos meses, seguido de 4 a 6 meses de 

rifampicina e isoniazida. Cuando se presenta resistencia a rifampicina se incorpora 

un régimen terapéutico que incluye bedaquilina, delamanida, linezolida y 

clofazimina por 9 a 12 semanas (Conradie et al., 2020). La TB MDR es 
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principalmente tratada con flouroquinolonas (ciprofloxacina, ofloxacina, 

levofloxacina, y moxifloxacina). Este grupo de fármacos son de especial importancia 

debido a que los resultados de curación después del tratamiento son mejores en 

comparación con otros grupos de fármacos, aunque puede presentarse resistencia 

cruzada ya que comparten el mismo blanco genético, el gen gyrA. 

 

Tuberculosis extrapulmonar 

Existen dos tipos de manifestación clínica de la TB, la tuberculosis pulmonar (PTB) 

y la extrapulmonar (EPTB). La EPTB se desarrolla cuando la bacteria infecta otro 

órgano además de los pulmones, que puede incluir a la pleura, ganglios linfáticos, 

tracto genitourinario, piel, huesos, articulaciones, meninges, entre otros. Un 

paciente con PTB y EPTB es clasificado clínicamente como TB pulmonar. Por 

ejemplo, la TB miliar es considerada como PTB debido a que típicamente se 

presentan lesiones en los pulmones. Por otro lado, la linfadenopatía tuberculosa sin 

evidencia radiográfica de anormalidades en los pulmones, constituye un caso de 

EPTB (Singh et al., 2018). 

Se considera que cerca del 20% de los casos de TB a nivel mundial 

corresponden a EPTB (OMS, 2021), aunque en pacientes VIH positivos el 

porcentaje se eleva hasta más del 50% de los casos. La PTB representa la mayoría 

de los casos y es la principal forma transmisible de la enfermedad; sin embargo, la 

EPTB también contribuye a la carga de la enfermedad y no recibe una atención 

específica en las estrategias internacionales de control. Además, se considera que, 

en contraste con los PTB, la tasa de casos de EPTB no ha disminuido, al contrario, 

se ha observado un incremento en la proporción de EPTB en países como Estados 

Unidos, Australia y Alemania (Ben Ayed et al., 2018). 

 

Factores de riesgo para EPTB 

La infección por VIH es el mayor factor de riesgo para el desarrollo de EPTB en 

personas con TB latente, debido a la presencia de una respuesta inmune deficiente. 

La asociación entre EPTB y VIH es muy probablemente debido a la deficiencia de 
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células T CD4+ y a la deficiencia en la producción de citocinas proinflamatorias en 

pacientes infectados con VIH. Diversos estudios han demostrado que otras 

comorbilidades, como la diabetes, también influyen en la presentación y progresión 

de la enfermedad hacia EPTB, como el realizado por Magee et al. (2016), en donde 

se demuestra que el riesgo de muerte por TB es mayor en pacientes diabéticos. Por 

otro lado, se ha reportado que tanto la presencia de una enfermedad hepática como 

un tratamiento antituberculoso previo incrementan el riesgo de enfermedad 

diseminada o EPTB. Adicionalmente, se sabe de múltiples genes del hospedero que 

están involucrados en la susceptibilidad a la diseminación de MTB. Por ejemplo, el 

polimorfismo T597C en el recptor TLR2 se ha asociado a TB meníngea y a un 

incremento en la severidad de los síntomas neurológicos. Otros polimorfismos en 

los genes que codifican para el receptor de interleucina 1 e interleucina 1β se han 

asociado al desarrollo de TB pleural (Ben Ayed et al., 2018). Sin embargo, los 

factores del hospedero no explican completamente por qué la TB se manifiesta de 

forma PTB o EPTB, por lo que también se ha evaluado la posible asociación de 

cepas de genotipos particulares de MTB. 

Las diferencias en la severidad de la infección entre genotipos particulares 

de MTB se han caracterizado en modelos de infección in vitro en macrófagos e in 

vivo en animales. Dichas diferencias se han definido por la velocidad de crecimiento 

bacteriano en células u órganos, la muerte de células o animales infectados, y las 

diferencias en la histopatología de tejidos en los animales infectados (Dormans et 

al., 2004). Se ha observado que las cepas más virulentas crecen más rápido, 

causan más daño pulmonar y mayor mortalidad, además de tener una mayor 

capacidad de transmisión que las cepas atenuadas o de baja virulencia. Como se 

mencionó anteriormente, se han reportado diferencias entre cepas clínicas con 

respecto a la respuesta inflamatoria que desencadenan, la gravedad de la 

enfermedad, la tasa de transmisión y la presentación de la enfermedad. Además, 

los resultados de estudios clínicos y epidemiológicos sugieren que las cepas 

pertenecientes al Linaje 5 y 6 son metabólicamente diferentes, crecen más 

lentamente y son menos virulentas que los otros linajes del CMTB adaptados a 

humanos (Diarra et al., 2018). De manera similar, se ha demostrado que al menos 
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ciertos grupos de cepas de linaje 2 y 4 son más virulentos y presentan una mayor 

capacidad de transmisión de persona a persona; mientras que las cepas 

pertenecientes al linaje Beijing tienen más probabilidad de progresar a enfermedad 

tuberculosa activa y se han asociado con EPTB, resistencia a múltiples fármacos, 

fracaso del tratamiento y recaída (Caws et al., 2008; Thwaites et al., 2008; Parwatti 

et al., 2010).  

Todo lo anterior sugiere que, además de los factores ambientales y del 

hospedero, la diversidad genética de las cepas de MTB contribuye al resultado 

variable de la infección y a la presentación clínica de la TB. Sin embargo, los factores 

genéticos específicos de MTB que determinan la variación en la presentación clínica 

de la enfermedad siguen siendo en gran parte desconocidos, y las diferencias entre 

los linajes de MTB no explican el espectro completo de variación fenotípica 

observada. La secuenciación del genoma completo ofrece la posibilidad de estudiar 

la diversidad genómica de MTB con la mayor resolución posible, a nivel de cambios 

de nucleótidos individuales a lo largo de todo el genoma, incluyendo también las 

diferencias dentro de los linajes. En contraste con la gran cantidad de estudios 

realizados para identificar factores del hospedero que influyen en el desarrollo de 

EPTB, son muy pocos los que utilizan secuenciación del genoma completo para 

identificar determinantes genéticos presentes en las cepas bacterianas que puedan 

desencadenar en la aparición de EPTB. 

 

Secuenciación genómica de MTB 

Los enfoques de secuenciación del genoma completo utilizan plataformas de 

secuenciación de ADN para reconstruir la secuencia cromosómica completa de un 

organismo. El genoma relativamente pequeño de aproximadamente 4.4 megabases 

que poseen los miembros de MTB se acopla bien a estos enfoques de 

secuenciación. Esto, aunado al incremento en los últimos años en la rapidez, 

confiabilidad y bajo costo de las técnicas de secuenciación, han permitido la 

secuenciación de un gran número de cepas, mejorando el diagnóstico, tratamiento 

y vigilancia epidemiológica de la TB (Figura 2). 
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Figura 2. Secuenciación del genoma de MTB. Las principales aplicaciones de la secuenciación en la salud 
pública incluyen vigilancia epidemiológica (a), clasificación filogenética (b), determinación de patrones de 
resistencia a antibióticos basados en la presencia de SNPs (c), e identificación de clusters de transmisión y 
nuevos brotes (d). ETH, etambutol; INH, isoniazida; PZA, pirazinamida; RIF, rifampicina. Modificado de Meehan 
et al., 2019. 

 

A partir de los datos de secuenciación es posible llevar a cabo una tipificación 

“in silico” de las cepas analizadas, predecir perfiles de resistencia a antibióticos y 

monitorear la aparición de drogo resistencia. El flujo de trabajo estándar para el 

análisis genómico de cepas de MTB se muestra en la figura 3, este comienza con 

el aislamiento y cultivo de la cepa en medio sólido (Lowenstein-Jensen) o líquido 

(MGIT), seguido de la extracción de ADN genómico, preparación de la biblioteca y 

secuenciación mediante plataformas como Illumina. Después del trabajo 

experimental de laboratorio, se lleva a cabo el análisis bioinformático que incluye 

una gran cantidad de pasos clave, como el control de calidad de las lecturas de 

secuenciación y el posterior mapeo contra el genoma de la cepa de referencia 

(H37Rv) para la detección de variantes genómicas como SNPs, inserciones y 

deleciones (indels). Finalmente, con base en las variantes encontradas, se realiza 

a) Vigilancia epidemiológica

b) Tipificación

c) Determinación de 
resistencia a antibióticos

d) Identificación de brotes 
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la asignación de linajes y sublinajes, así como la predicción de resistencia a 

antibióticos e identificación de clusters de transmisión. 

 

Figura 3. Flujo de trabajo estándar para el análisis genómico de cepas del complejo MTB. 
INH, isoniazida; RIF, rifampicina. Modificado de Meehan et al., 2019. 
 

El estudio genómico de las cepas de MTB ha permitido llevar a cabo 

comparaciones entre cepas PTB y EPTB mediante la búsqueda de variaciones en 

el genoma utilizando diferentes estrategias. Así, en 2013 Das y colaboradores 

secuenciaron 5 cepas causantes de EPTB y realizaron el análisis para la búsqueda 

de variantes compartidas por la totalidad de las cepas mediante el mapeo contra el 

genoma de referencia H37Rv; sin embargo, no lograron encontrar dichas 

variaciones (Das et al., 2013).  
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En 2016 en Malasia, se secuenciaron 8 cepas causantes de TB meníngea, 

con la finalidad de identificar determinantes genéticos que pudieran asociarse con 

neurotropismo mediante la comparación con cepas causantes de TB pulmonar. Las 

comparaciones genómicas revelaron reordenamientos (traslocaciones, inversiones, 

inserciones y eliminaciones) y SNPs no sinónimos en las cepas derivadas de líquido 

cefalorraquídeo que no se observaron en los genomas de origen respiratorio de 

MTB. Estos reordenamientos poseen una gran cantidad de genes PE (prolina-

glutamato) /PPE (prolina-prolina-glutamato), proteínas transcripcionales y de 

membrana. De manera similar, la mayoría de los SNPs comunes en las cepas 

meníngeas se observaron en genes que codifican proteínas PE y PPE. Aunque se 

reportaron variaciones exclusivas de las cepas EPTB en este trabajo, no se lograron 

identificar determinantes genéticos o variaciones comunes a todas las cepas 

aisladas de pacientes con EPTB. Posteriormente, en 2017 se seleccionaron 5 cepas 

correspondientes al Linaje 3 que fueron aisladas de pacientes con EPTB en la India 

(Sharma et a., 2017). En estas cepas se realizó un análisis similar a los dos 

anteriores, utilizando para la comparación cepas PTB depositadas en bases de 

datos. Los resultados mostraron similitudes con los trabajos previamente citados, 

reportándose 279 variaciones genómicas exclusivas de las cepas EPTB pero que 

no se comparten entre ellas.  

Finalmente, en 2018 se llevaron a cabo dos estudios en los que se utilizó una 

mayor cantidad de cepas EPTB que se compararon con cepas PTB aisladas de la 

misma región geográfica. El primero de ellos utilizó 322 cepas, de las cuales 106 

fueron EPTB y 206 PTB (Ruesen et al., 2018), mientras que en el segundo se 

analizó un total de 293, incluyendo 73 EPTB y 220 PTB (Faksri et al., 2018). Estos 

trabajos utilizaron distintas estrategias metodológicas para obtener determinantes 

genéticos asociados a TB meníngea. Sin embargo, no se encontraron variantes 

exclusivas de las cepas EPTB compartidas entre la mayoría de las cepas que 

ocasionan este fenotipo clínico. Dichos resultados pueden atribuirse a varios 

factores como: a) el bajo número de cepas de MTB causantes de EPTB, b) el hecho 

de que las cepas analizadas pertenecen a una sola región geográfica, por lo que 

existe un sesgo asociado a la predominancia de un linaje específico, o c) la 
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estrategia de análisis genómico utilizada. Es por esto que a la fecha no existe un 

consenso sobre los determinantes genéticos que contribuyen al fenotipo EPTB, por 

lo que el análisis genómico comparativo derivado de la construcción del pangenoma 

puede ser una estrategia novedosa para encontrar diferencias que contribuyan a 

explicar la presentación clínica de la enfermedad. 
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JUSTIFICACIÓN 

 

La tuberculosis causada por MTB es la novena causa mundial de muerte y la 

primera por enfermedades infecciosas bacterianas. Esta enfermedad afecta a 

grandes grupos de población, particularmente de áreas marginadas y grupos 

vulnerables donde predomina la pobreza, la desnutrición y el hacinamiento. Se 

calcula que una tercera parte de la población mundial tiene TB latente, término 

aplicado a las personas infectadas por el bacilo pero que aún no han enfermado ni 

pueden transmitir la infección. Aunque la TB es fundamentalmente una enfermedad 

pulmonar, otros órganos y tejidos también pueden afectarse, incluyendo a los   

sistemas nervioso central, linfático, circulatorio y genitourinario, así como huesos y 

articulaciones. Las formas extrapulmonares de la TB podrían ser la expresión clínica 

de un defecto inmune del hospedero y pueden conllevar morbilidad y riesgo de 

mortalidad elevado, sobre todo en las formas meníngeas y miliares; además, 

presentan dificultades de diagnóstico y la duración mínima eficaz de su tratamiento 

no está bien determinada. Sin embargo, se sabe que el fondo genético de la bacteria 

también juega un papel importante en el establecimiento de este fenotipo clínico. A 

pesar de esto, a la fecha no existe un consenso sobre qué determinantes genéticos 

contribuyen a las formas EPTB. 

En la actualidad se ha acumulado una cantidad considerable de secuencias 

genómicas completas disponibles de MTB, lo que ofrece nuevas oportunidades para 

estudios de genómica comparativa. Con base en esta información y mediante la 

utilización de herramientas bioinformáticas avanzadas, la presente propuesta 

implementa una estrategia novedosa que permite analizar genomas de MTB de una 

manera global, accediendo a una cantidad de información previamente no 

explorada para la comparación de cepas pulmonares y extrapulmonares de esta 

bacteria. Este trabajo, con aplicación directa a un problema importante en salud 

pública como es la TB, fortalece también el campo de la bioinformática en el país. 
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HIPÓTESIS 

Existe un fondo genómico exclusivo de las cepas de MTB causantes de EPTB que 

determina su capacidad para causar este fenotipo clínico. 

 

OBJETIVOS 
OBJETIVO GENERAL 

Identificar y caracterizar regiones genómicas de MTB que contribuyan a explicar las 

diferencias fenotípicas entre las cepas causantes de PTB y EPTB. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Evaluar la asociación entre el linaje/sublinaje de las cepas de MTB con la 

presentación clínica de la TB. 

• Evaluar la asociación entre las mutaciones presentes en genes de resistencia 

a antibióticos de las cepas de MTB y la presentación clínica de la TB. 

• Identificar variaciones que contribuyan a explicar las diferencias fenotípicas 

entre cepas PTB y EPTB. 

• Identificar genes exclusivos de cepas de MTB que estén relacionados con la 

presentación clínica de la enfermedad. 
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RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1: Whole-genome comparative analysis at the lineage/sublineage 
level discloses relationships between Mycobacterium tuberculosis genotype 

and clinical phenotype. 
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ABSTRACT 

Background.	Human	tuberculosis	(TB)	caused	by	members	of	the	Mycobacterium	
tuberculosis	complex	(MTBC)	is	the	main	cause	of	death	among	infectious	diseases	
worldwide.	Pulmonary	TB	(PTB)	is	the	most	common	clinical	phenotype	of	the	
disease,	but	some	patients	develop	an	extrapulmonary	(EPTB)	phenotype	in	which	
any	organ	or	tissue	can	be	affected.	MTBC	species	include	nine	phylogenetic	lineages,	
with	some	appearing	globally	and	others	being	geographically	restricted.	EPTB	can	
or	not	have	pulmonary	 involvement,	challenging	 its	diagnosis	when	lungs	are	not	
implicated,	thus	causing	an	inadequate	treatment.	Finding	evidence	of	a	specific	M.	
tuberculosis	genetic	background	associated	with	 EPTB	 is	 epidemiologically	 relevant	
due	to	the	virulent	and	multidrug-resistant	strains	isolated	from	such	cases.	Until	now,	
the	studies	conducted	to	establish	associations	between	M.	tuberculosis	lineages	and	
PTB/EPTB	phenotypes	have	shown	inconsistent	results,	which	are	attributed	to	the	
strain	predominance	 from	 specific	M.	tuberculosis	 lineages/sublineages	 in	 the	 samples	
analyzed	and	the	use	of	low-resolution	phylogenetic	tools	that	have	impaired	sublineage	
discrimination	abilities.	The	present	work	elucidates	the	relationships	between	the	
MTBC	strain	lineages/sublineages	and	the	clinical	phenotypes	of	the	disease	as	well	
as	the	antibiotic	resistance	of	the	strains.	
Methods.	To	avoid	biases,	we	retrieved	the	raw	genomic	reads	(RGRs)	of	all	(n	 245)	
the	M.	tuberculosis	strains	worldwide	causing	EPTB	available	in	databases	and	an	equally	
representative	sample	of	the	RGRs	(n	 245)	of	PTB	strains.	A	multiple	alignment	was	
constructed,	and	a	robust	maximum	likelihood	phylogeny	based	on	single-nucleotide	
polymorphisms	was	generated,	allowing	effective	strain	lineage/sublineage	assignment.	
Results.	A	significant	Odds	Ratio	(OR	range:	1.8–8.1)	association	was	found	between	
EPTB	and	the	1.1.1,	1.2.1,	4.1.2.1	and	ancestral	Beijing	sublineages.	Additionally,	a	
significant	association	between	PTB	with	4.3.1,	4.3.3,	and	4.5	and	Asian	African	2	and	
Europe/Russia	 B0/W148	modern	 Beijing	 sublineages	was	 found.	We	 also	 observed	 a	
significant	association	of	Lineage	3	strains	with	multidrug	resistance	(OR	3.8;	95%	CI	
[1.1–13.6]),	as	well	as	between	modern	Beijing	sublineages	and	antibiotic	resistance	(OR	
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INTRODUCTION 

Tuberculosis	(TB)	represents	the	main	cause	of	death	among	infectious	diseases	worldwide,	
with	its	drug-resistant	manifestations	constituting	a	major	global	health	concern	(Floyd	
et	al.,	2018).	Pulmonary	TB	(PTB)	is	the	most	common	clinical	disease	phenotype,	but	
some	patients	develop	an	extrapulmonary	TB	(EPTB)	phenotype	in	which	practically	any	
organ	or	tissue	can	be	affected,	 including	the	aggressive	manifestations	of	 lymph	node	and	
central	 nervous	 system	TB	 (Golden	&	Vikram,	2005).	 EPTB	 represents	 approximately	 15%	
of	reported	TB	cases	globally,	whereas	as	many	as	40%	of	TB	cases	 in	several	high-income	
countries	are	EPTB	(WHO,	2020).	
Human	TB	is	caused	by	members	of	the	Mycobacterium	tuberculosis	complex	(MTBC),	

which	have	>99%	nucleotide	 sequence	 identity	 at	 the	 genomic	 level	 (Gagneux,	2018).	 The	
human-adapted	species	of	the	MTBC	are	M.	tuberculosis	sensu	stricto	and	Mycobacterium	
africanum,	which	are	divided	into	nine	phylogenetic	lineages:	L1,	or	Indo-Oceanic;	L2,	
or	East	Asian;	L3,	or	East	African-Indian;	L4,	or	Euro-American;	L5,	or	M.	africanum	
West-African	1;	L6,	or	M.	africanum	West-African	2;	L7,	or	Ethiopia	(Firdessa	et	al.,	2013;	
Coscolla	&	 Gagneux,	 2014);	L8,	or	M.	 tuberculosis	from	the	African	Great	Lakes	(Ngabonziza	
et	al.,	2020);	and	the	recently	described	M.	africanum	L9	(Coscolla	et	al.,	2021).	Global	
phylogeographic	reconstruction	of	M.	tuberculosis	suggests	that	each	lineage	has	become	
specifically	 adapted	 to	 defined	 human	 populations	 (Gagneux,	 2018),	 with	 some	 occurring	
globally	and	others	showing	strong	geographical	restriction.	L4,	L2,	and	L3	are	the	most	
commonly	found	lineages;	nevertheless,	L4	is	the	most	widespread	lineage	worldwide.	L3	is	
mostly	found	in	the	Middle	East,	India,	and	East	Africa,	while	L2	is	found	predominantly	
in	East	Asia	(McHenry	et	al.,	2020).	This	geographical	restriction	has	been	found	even	at	
the	sublineage	level,	as	in	sublineage	4.6/Uganda,	found	only	in	Uganda	and	neighboring	
countries.	This	sublineage	has	been	shown	to	possess	highly	conserved	T	cell	epitopes	
and	a	restricted	geographic	distribution,	suggesting	a	possible	adaptation	to	a	specific	
human	population	(Stucki	et	al.,	2016).	On	the	other	hand,	the	high	incidence	of	infections	
associated	with	nongeographically	restricted	strains	might	imply	that	these	strains	are	more	
effective	in	causing	the	disease	(Malik	&	Godfrey-Faussett,	2005).	
Several	studies	have	been	conducted	to	identify	possible	relationships	between	

M.	tuberculosis	phylogenetic	lineages	and	the	PTB	or	EPTB	phenotype	of	the	disease	
(Feng	et	al.,	2008;	Click	et	al.,	2012),	but	the	results	show	a	lack	of	consistency.	Different	
factors	contribute	to	explaining	the	observed	discrepancies	among	the	conducted	studies	in	
an	attempt	 to	establish	genotype-phenotype	relationships.	 In	 the	 first	 instance,	 there	were	
differences	in	the	sample	size	(Coscolla	&	Gagneux,	 2014),	as	well	as	in	the	nonhomogeneous	

in 

the immune response that triggers the PTB/EPTB phenotype. 
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distribution	of	lineages,	among	the	set	(Kato-Maeda	&	Nahid,	2012)	of	analyzed	strains.	
Moreover,	biased	associations	might	arise	due	to	a	lack	of	data	or	failure	to	control	
for	possible	confounders	associated	with	known	risk	factors	for	EPTB,	such	as	human	
immunodeficiency	virus	(HIV)	 infection	comorbidity	 in	patients	from	whom	strains	
were	isolated	(Coscolla	&	Gagneux,	2014).	Furthermore,	studies	use	different	operational	
definitions	for	EPTB	(Kato-Maeda	&	Nahid,	2012),	and	some	lack	appropriate	tools	to	
index	genomic	diversity	and	classify	strains	into	lineages	in	some	studies	(Coscolla	&	
Gagneux,	2010).	 Whole-genome	 comparative	 analysis	 has	 allowed	 the	 categorization	 of	
M.	tuberculosis	lineages	into	sublineages	using	single-nucleotide	polymorphism	(SNP)	
analysis	(Coll	et	al.,	2014;	Stucki	et	al.,	2016).	This	subtle	level	of	strain	differentiation	
suggests	that	some	sublineages	might	drive	the	observed	associations	of	an	M.	tuberculosis	
genotype	with	a	specific	disease	phenotype,	such	as	EPTB	(Feng	et	al.,	2008),	but	an	analysis	
to	provide	evidence	in	support	of	this	hypothesis	has	not	been	conducted.	Interestingly,	
the	frequency	of	the	sublineages	assigned	to	isolated	strains	from	the	East	Asian	(L2)	
lineage	differs	among	populations	settled	 in	different	geographical	areas,	which	might	also	
explain	why	some	studies	associate	L2	lineage	strains	with	EPTB	(Feng	et	al.,	2008),	whereas	
others	associate	it	with	PTB	(Dale	et	al.,	2005),	and	still	others	do	not	find	any	association	
at	 all	 (Svensson	et	al.,	2011).	 Thus,	 intralineage	 diversity	 requires	 a	 detailed	 exploration	
to	clarify	disease	phenotype	variation	and	its	relationship	with	MTBC	genotypes	(Kato-	
Maeda	&	Nahid,	2012).	Additionally,	genomic	evidence	has	revealed	a	close	relationship	
among	 specific	M.	tuberculosis	 lineages	 and	 sublineages	 with	 drug	 resistance	 (Wang	et	
al.,	2015),	a	relevant	public	health	phenotype	that	might	hinder	successful	TB	treatment.	
Horizontal	transfer	of	drug	resistance	genes	has	not	been	reported	for	M.	tuberculosis,	
but	resistance	mostly	arises	from	chromosomal	mutations	under	the	selective	pressure	
of	antibiotic	use	(Nguyen,	2016).	Thus,	the	characterization	of	mutations	associated	with	
resistance	phenotypes	in	strains	with	different	genotypes	can	help	to	reveal	lineage-	
/sublineage-specific	microevolutionary	processes	of	epidemiological	relevance.	Drug-	
resistance-associated	mutations	have	been	hypothesized	 to	modify	 strain	 fitness	 and	 the	
ability	of	a	strain	to	cross	the	blood–brain	barrier,	causing	EPTB,	specifically	tuberculous	
meningitis	(Faksri	et	al.,	2018).	
Unclarified	relationships	of	 lineages/sublineages	with	M.	tuberculosis	PTB/EPTB	disease	

and	drug	resistance	phenotypes	hinder	the	generation	of	adequate	epidemiological	
transmission	chains	and	timely	successful	treatments.	Therefore,	this	work	aims	to	elucidate	
relationships	between	strain	genotypes	at	the	lineage/sublineage	level	and	clinical	disease	
phenotypes	as	well	as	antibiotic	 resistance.	We	retrieved	the	raw	read	datasets	 from	the	
genomes	of	all	the	M.	tuberculosis	strains	causing	EPTB	worldwide	and	deposited	in	
databases.	The	raw	datasets	of	the	same	number	of	genomes	of	strains	causing	PTB	isolated	
from	the	same	countries	of	origin	as	EPTB	strains	were	selected	to	avoid	sources	of	possible	
biases	related	to	previous	studies	originating	from	(i)	a	low	number	of	analyzed	strains,	(ii)	
unequal	PTB/EPTB	strains	analyzed,	or	(iii)	differences	in	regional	clinical	TB	phenotype	
incidences.	The	 epidemiological	 and	public	 health	 relevance	 of	 the	 identified	 relationships	
is	discussed.	
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MATERIALS & METHODS 
Data retrieval 
A	total	of	490	raw	datasets	of	genome	sequence	reads	were	retrieved,	which	corresponded	
to	245	M.	tuberculosis	strains	causing	PTB	and	245	strains	causing	EPTB	(Table	S1).	We	
retrieved	all	available	genomes	of	EPTB	strains	deposited	in	the	NCBI-SRA	database.	Such	
genomes	correspond	to	clinical	cases	for	which	the	major	site	of	infection	reported	in	
databases	was	not	pulmonary	or	miliary	and	an	additional	infection	site	either	was	not	
specified	or	was	specified	but	not	as	pulmonary	or	miliary	(Click	et	al.,	2012).	The	first	
criterion	for	the	genome	selection	of	the	PTB	strains	was	the	country	of	the	isolation	of	
the	EPTB	strains	for	which	the	genomes	were	available.	The	objective	of	such	a	criterion	
was	to	analyze	the	genomes	of	M.	tuberculosis	phenotypes	 from	similar	clinical	and	human	
population	backgrounds.	The	second	criterion	to	select	PTB	strains	was	a	negative	HIV	
status	reported	in	the	associated	metadata.	In	fact,	this	second	criterion	was	applied	for	
both	PTB	and	EPTB	genomes.	Additionally,	due	to	the	large	number	of	available	genomes	
of	PTB	strains	from	different	countries,	it	was	possible	to	discard	other	comorbidities.	
All	 these	 criteria	were	 used	 to	 avoid	 possible	 biases	 generated	 by	 population-genotype	
associations	and	HIV,	or	other	comorbidities.	
The	 sequence	 quality	 of	 the	 FASTQ	 reads	 was	 checked	 using	 FASTQC	 (http:	

//www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc)	and	subsequently	filtered	to	 a	
Phred	score	of	30	using	TrimGalore	 (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/	
trim_galore/).	

In silico typing 
In	silico	spoligotyping	was	performed	using	SpoTyping	program	version	2.0	(Xia,	Teo	&	
Ong,	2016)	 for	 next-generation	 sequencing	 reads	with	 default	 parameters.	 To	 determine	
lineage,	the	TB	INSIGHT	(http://tbinsight.cs.rpi.edu)	server	was	used	based	on	the	
identified	spoligotypes.	

Phylogenetic reconstruction 
To find SNPs for phylogenetic reconstruction (Homolka et al., 2012; Coll et al., 2014; Merker et 
al., 2015), the sequencing reads of the studied strains were aligned to the reference strain of M. 

tuberculosis H37Rv (accession no. NC_000962.3) using the MTBseq program version 
1.0.3	(Kohl	et	al.,	2018)	with	default	values.	A	frequency	of	allelic	variation	greater	or	
equal	to	75%	and	with	a	phred	value	>20	was	used.	Strains	where	the	percentage	of	reads	
mapped	against	the	reference	genome	was	less	than	80	were	excluded	due	to	possible	
contamination.	Also,	strains	with	a	median	depth	coverage	>30x	were	removed.	The	
minimum	coverage	depth	to	support	a	SNP	was	8x.	For	lineage	and	sublineage	assignment,	
variant	positions	belonging	to	repeated	regions	and	resistance	genes	were	excluded.	Of	
the	remaining	variant	positions,	those	where	data	quality	is	below	thresholds	in	>5%	of	
samples	were	 discarded	 (Jajou	et	al.,	2019).	 The	 sublineage	 phylogeny	was	 rooted	 using	
a	Mycobacterium	microti	strain	(SRR2667442).	Phylogenetic	inferences	 were	 conducted	
with	the	maximum	likelihood	(ML)	criterion	using	the	IQ-TREE	package	(Nguyen	et	al.,	
2015)	with	a	general	 time-reversible	 (GTR)	model	of	nucleotide	substitution	and	a	gamma	
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model	of	rate	heterogeneity.	Phylogenetic	trees	were	constructed	based	on	1,000	bootstrap	
replicates,	and	their	visualization	was	performed	using	iTOL	(Letunic	&	Bork,	2016).	

In silico determination of drug resistance 
Raw	FASTQ	sequencing	files	were	uploaded	to	TB-Profiler	version	3.0.4	(Coll	et	al.,	2015),	
a	tool	to	determine	in	silico	drug	resistance.	TB-Profiler	can	determine	genotypic	drug	
resistance	by	aligning	raw	sequences	against	 the	reference	genome	M.	tuberculosis	H37Rv	
in	order	to	identify	mutations	(1541	SNPs	and	indels)	previously	associated	with	phenotypic	
drug-resistance	 from	a	curated	database.	This	package	also	determines	 the	M.	tuberculosis	
lineage	based	on	a	90-SNP	barcode.	The	TB-Profiler-predicted	resistance	mutations	were	
validated	using	the	results	of	MTBseq,	which	reports	a	list	of	mutations	in	genes	associated	
with	antimicrobial	resistance	for	every	processed	strain.	

Data analysis 
Data	entry	and	statistical	analyses	were	performed	 in	SPSS	version	16	(SPSS	 Inc.,	
Illinois,	USA).	Univariate	analyses	were	performed	using	two-tailed	Fisher’s	exact	test	
to	 estimate	 the	 association	 between	 each	 variable	 (M.	tuberculosis	 lineage,	 sublineage	 or	
genotypic	resistance)	and	extrapulmonary	 tuberculosis	relative	 to	pulmonary	 tuberculosis.	
Additionally,	each	variable	was	compared	to	every	anatomical	site	of	TB	disease	(central	
nervous	system,	bones	and	joints,	lymph	nodes,	and	the	genitourinary	system).	Odds	
ratios	with	95%	confidence	intervals	were	considered	an	effect	size	of	the	association.	To	
confirm	that	the	association	was	not	an	artifact	of	demographic	differences	between	the	
geographic	regions,	a	logistic	regression	model	was	performed	in	which	the	EPTB	group	
was	included	as	a	dependent	variable.	The	variables	geographic	region	(the	country	of	
isolation),	sublineage	and	genotypic	resistance	were	included	in	the	model,	and	adjusted	
ORs	with	95%	confidence	intervals	were	calculated.	

	
RESULTS 
Anatomical site of infection of strains selected for comparative 
genomics analysis 
A	total	of	490	raw	genome	datasets	of	M.	tuberculosis	strains	isolated	from	seven	
different	countries	from	individuals	with	a	negative	HIV	infection	status	 (Table	 S1)	
were	genotyped.	The	selected	strains	included	those	from	countries	where	specific	
lineages	predominate	according	to	the	SITVIT	website	(http://www.pasteur-guadeloupe.fr:	
8081/SITVIT_ONLINE/),	such	as	Thailand	and	Indonesia	for	the	East	Asian	lineage	and	
India	for	the	East	African-Indian	lineage.	Ninety	percent	of	the	selected	strains	were	
isolated	from	Indonesia,	Thailand,	and	Russia.	This	high	percentage	is	since	most	of	the	
EPTB	strains	deposited	in	the	NCBI-SRA	database	were	isolated	from	these	countries.	
Unfortunately,	EPTB	strains	from	African	and	American	countries	were	not	included	in	
the	conducted	analysis	because	of	the	lack	of	genomes	in	the	NCBI-SRA	database	until	the	
completion	of	this	study.	
The	EPTB	phenotype	strains	were	clustered	into	five	major	groups	according	to	the	

anatomical	 site	of	 infection,	with	a	predominance	of	 the	central	nervous	system	(72.24%).	
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Other	anatomical	sites	of	the	disease	were	bones	and	joints	(17.14%),	lymph	nodes	(4.49%),	
and	 the	genitourinary	system	(2.86%);	 the	remaining	3.27%	were	 from	sites	 specified	as	
having	only	EPTB	strains	in	databases.	

Distribution and association of lineages and genotypes with clinical 
phenotype 
The	mean	coverage	obtained	for	the	analyzed	strain	set	was	109.82,	whereas	the	mean	
percentage	of	mapped	reads	was	98.28,	resulting	in	good	genome	coverage.	The	strains	
were	assigned	to	a	major	M.	tuberculosis	genetic	lineage	according	to	the	spoligotype	
using	the	TB	lineage	search	option	of	the	TB	insight	web	server.	These	results	correlated	
with	the	clustering	pattern	generated	by	the	SNP-based	phylogeny.	The	phylogenetic	
analysis	of	M.	tuberculosis	strains	from	PTB	and	EPTB	phenotypes	is	shown	in	Fig.	1.	The	
predominant	lineage	of	the	analyzed	strains	was	East	Asian	(54.28%),	followed	by	Euro-	
American	(34.70%),	Indo-Oceanic	(9.6%),	and	East	African-Indian	(1.42%).	The	EPTB	
case	percentage	differed	among	these	phylogenetic	lineages,	with	15.51%	for	Indo-Oceanic,	
48.98%	for	East	Asian,	2.45%	for	East	African-Indian,	and	33.06%	for	Euro-American.	
The	same	variation	in	phylogenetic	 lineages	was	observed	for	strains	from	PTB	cases,	with	
59.59%,	36.32%,	3.67%,	and	0.40%	for	the	East	Asian,	Euro-American,	Indo-Oceanic,	
and	East	African-Indian	lineages,	respectively.	Fisher’s	exact	test	showed	that	PTB	was	
significantly	associated	with	East	Asian	 lineage	strains	(OR	1.5;	95%	CI	 [1.1–2.2])	and	that	
EPTB	was	significantly	associated	with	the	Indo-Oceanic	lineage	strains	(OR	4.8;	95%	CI	
[2.2–10.1])	 (Table	S2).	After	 logistic	 regression	analysis,	 the	associations	between	L1	 and	
EPTB	(OR	4.4;	95%	CI	[1.9–10.0]	P	= 0.000)	and	L2	and	PTB	(OR	1.4;	95%	CI	[1.1–1.9])	
strains	was	confirmed,	thus	eliminating	any	potential	bias	due	to	the	isolation	regions	of	
M. tuberculosis strains (Table S2). 
We	searched	for	a	relationship	between	the	phylogenetic	 lineages	found	in	the	analyzed	

strains	and	anatomical	sites	of	infection,	including	lungs,	lymph	nodes,	the	genitourinary	
system,	 the	central	nervous	system,	and	bones	and	 joints.	The	results	showed	that	strains	
belonging	to	the	Indo-Oceanic	lineage	were	significantly	associated	with	central	nervous	
system	infection	(OR	3.9;	95%	CI	[2.1−7.4])	(Table	S3),	whereas	those	of	the	East	Asian	
lineage	were	significantly	associated	with	bone	and	joint	 infection	(OR	1.5;	95%	CI	
[1.3–1.9])	and	with	PTB	strains,	as	previously	described.	Further	division	of	identified	
lineages	was	conducted	using	SNP	analysis,	distinguishing	27	unique	sublineages,	with	 the	
predominant	 sublineages	 being	 2.2.1	 (n	= 218	 strains),	 2.2.1.1	 (n	= 25),	 4.1.2.1	 (n	= 18),	
4.3.1	 (n	= 25),	 4.8	 (n	= 51),	 and	 1.2.1	 (n	= 22).	 As	 expected,	 statistical	 analysis	 showed	a	
significant	relationship	of	some	of	these	sublineages	with	major	 infection	sites.	 In	this	
way,	 sublineage	 1.1.1	was	 associated	with	 central	 nervous	 system	 infection	 (OR	 2.8;	 95%	
CI	[1.0–7.7]),	and	the	same	relationship	was	observed	for	sublineages	1.2.1	(OR	6.7;	95%	
CI	[2.0–22.1])	and	4.1.2.1	(OR	6.3;	95%	CI	[1.9–21.1]).	On	the	other	hand,	sublineages	
4.3.1	(OR	2.9;	95%	CI	[1.2–7.7]),	4.3.3	(OR	1.8;	95%	CI	[1.4–2.2]),	and	4.5	(OR	3.8;	95%	
CI	[1.0–13.8])	were	associated	with	the	pulmonary	phenotype.	
A	 deeper	 whole-genome	 SNP-based	 classification	 to	 discriminate	 the	 proto-Beijing	

from	the	Beijing	strains	allowed	us	to	identify	the	outbreak	sublineages	of	Asia	Ancestral	1,	
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Asia	Ancestral	3,	Asian	African	2,	Asian	African	2/RD142,	Asian	African	3,	Pacific	RD150,	
Central	Asia,	and	Europe/Russia	B0/W148	and	a	group	of	modern	unclassified	strains	using	
informative	genetic	markers	found	in	the	genomes	of	the	studied	strains	(Fig.	2).	Of	all	these	
genotypes,	the	Asian	African	2	sublineage	(OR	2.3;	95%	CI	[1.1–5.2])	and	Europe/Russia	
B0/W148	outbreak	sublineage	(OR	2.7;	95%	CI	[1.3–5.4])	were	significantly	associated	
with	PTB.	In	the	same	way,	the	Ancestral	Beijing	sublineages	(Asia	Ancestral	1	and	Asia	
Ancestral	3)	(OR	2.4;	95%	CI	[1.2–4.8])	and	Central	Asia	subgroup	(OR	8.2;	95%	CI	
[2.9–22.9])	were	significantly	associated	with	EPTB.	
The	most	 frequent	spoligotype	among	L2	strains	(85.1%)	was	SIT1	(Table	S4)	

SIT	53	and	SIT	19	were	the	most	frequent	spoligotypes	 for	the	L4	(22.9%)	and	L1	
(27.6%)	strains,	 respectively.	 For	 the	L3	 strains,	42%	had	an	unclassified	SIT	 spoligotype	
(703775740003771).	 Spoligotyping	 allowed	 the	 identification	 of	 twelve	major	 genotypic	
families,	 including	Beijing	 (53.7%),	Central	Asia	 (CAS)	 (1.4%),	EAI	 (9.8%),	Haarlem	
(4.4%),	Latin	American–Mediterranean	(LAM)	(7.5%),	S	(0.2%),	T	(19.8%),	X	(0.4%)	

rooted with a Mycobacterium microti 
strain. 

Full-size  
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and	Family33-36	 (2%).	 Interestingly,	 13.26%	of	 the	 strains	 corresponded	 to	 spoligotypes	
not	previously	reported	in	the	SITVIT	database	(Table	S4).	A	significant	association	was	
found	between	the	EAI2	family	(OR	6.7;	95%	CI	[2.0–22.1])	and	EPTB,	of	which	13	strains	
caused	tuberculous	meningitis	and	two	of	them	led	to	lymph	node	infection.	

Mutations associated with drug-resistant TB 
A	total	of	180	previously	reported	mutations	distributed	in	18	genes	known	to	confer	
resistance	to	first-	and	second-line	drugs	for	TB	treatment	were	identified	(Table	S5).	
Isoniazid	was	the	antibiotic	with	the	highest	predicted	resistance	in	38.77%	of	the	studied	
strains,	followed	by	rifampicin	in	33.46%,	streptomycin	in	31.02%	and	ethambutol	in	
27.14%.	
The	most	common	mutation	associated	with	isoniazid	resistance	was	katG	Ser315Thr,	

which	was	 found	 in	82.63%	of	 the	genotypic	resistant	strains.	rpoB	Ser450Leu	was	 found	
in	52.43%	of	the	rifampicin-resistant	strains,	rpsL	Lys43Arg	in	72.36%	of	streptomycin-	
resistant	strains	and	embB	Met306Val	in	33.83%	of	ethambutol-resistant	strains.	
Extrapulmonary	strains	showed	greater	diversity	of	mutations	but	appeared	less	

frequently	than	pulmonary	strains.	Mutations	gyrA	(Ala90Val)	and	thyX	(Glu40Gly)	were	
found	only	in	pulmonary	strains.	On	the	other	hand,	mutations	in	the	rpoB	(Leu430Pro),	rrs	
(907	A>C),	rpsL	(Lys88Thr),	embA	(16C>G),	embB	(Ala356Val,	Ser347Ile),	ethA	(Gln269*,	
Gly385Asp),	katG	(589	insGG),	and	pncA	(Ala3Glu,	Cys138Arg,	Cys72Arg,	Gln10Pro,	
His51Asp,	Gly97Asp,	Pro54Leu,	Thr135Pro)	genes	were	found	only	in	extrapulmonary	

markers 
are shown. Support values correspond to bootstrap values. 

Full-size  



Negrete-Paz et al. (2021), PeerJ, DOI 10.7717/peerj.12128   37/18 

	

	
37 

	
	

strains.	There	were	no	statistically	significant	differences	among	these	variations	with	 the	
tuberculosis	clinical	phenotype.	
Differences	between	the	distribution	of	drug-resistant	(26.9%	PTB,	 15.9%	 EPTB)	

and	drug-sensitive	(23.1%	PTB,	34.1%	EPTB)	strains	were	observed	in	the	EPTB	and	PTB	
groups.	Four	resistance	profiles	were	determined:	sensitive,	drug	resistance	(DR),	multidrug	
resistance	MDR,	and	extensive	drug	resistance	(XDR).	The	frequency	for	each	EPTB/PTB	
group	is	shown	in	Table	S2.	The	bone	and	joint	group	presented	the	highest	number	of	
strains	with	antibiotic	resistance:	76.1%	were	resistant	to	isoniazid,	73.8%	to	streptomycin,	
66.6%	to	rifampicin,	54.7%	to	ethambutol,	42.8%	to	pyrazinamide	and	ethionamide,	14.2%	
to	fluoroquinolones	and	9.5%	to	aminoglycosides	and	paraaminosalicylic	acid	(Table	S6).	
A	total	of	13.5%	of	central	nervous	system	strains	showed	resistance	to	isoniazid,	and	
54.4%	of	lymph	node	strains	were	resistant	to	rifampicin.	Sensitive	strains	were	statistically	
associated	with	EPTB	(OR:	1.7;	95%	CI	[1.3–2.3]),	and	extensive	drug	resistance	(XDR;	
OR:	6.0;	95%	IC	2.5–14.4)	was	more	strongly	associated	with	PTB	strains	than	with	EPTB	
strains.	After	 logistic	 regression	 analysis	 including	 the	 geographic	 region	of	 isolation,	 XDR	
strains	were	still	associated	with	pulmonary	rather	 than	extrapulmonary	disease	(OR:	6.0;	
95%	IC	[2.3–14.4]	P	= 0.000).	We	also	observed	a	significant	association	of	Lineage	 3	
strains	with	MDR	(OR:	3.8;	95%	CI	[1.1–13.6])	and	between	the	L2	lineage	and	XDR	
resistance	(OR:	8.1;	5.4−8.6).	

DISCUSSION 

In	this	work,	we	used	both	raw	genome	datasets	and	whole-genome	SNP-based	phylogeny	
to	genotype	the	same	number	of	PTB	and	EPTB	M.	tuberculosis	strains.	All	the	strains	were	
included	in	one	of	the	six	lineages	defined	by	Coll	(Coll	et	al.,	2014).	When	seeking	lineage-	
clinical	phenotype	relationships,	we	found	that	the	East	Asian	‘modern’	M.	tuberculosis	
lineages	were	associated	with	PTB,	whereas	the	Indo-Oceanic	so-called	an	 ‘ancient	 lineage’	
were	associated	with	EPTB.	It	is	known	that	strains	from	‘modern’	lineages	induced	a	
slighter	 inflammatory	 response	 than	 those	 from	 ‘ancient’	 lineages,	which	has	been	 related	
to	a	selective	advantage	of	strains	from	‘modern’	lineages,	resulting	in	impaired	bacterial	
control	by	the	 host,	 faster	 disease	 progression,	 and	 enhanced	 transmission	 (Portevin	et	
al.,	2011).	These	clinical	differences	contribute	to	explaining	the	association	of	the	East	
Asian	lineage	with	the	PTB	phenotype,	supporting	the	hypothesis	that	since	this	is	the	
disease	contagious	phenotype,	patients	 infected	with	strains	of	such	a	 lineage	are	prone	to	
develop	pulmonary	disease	at	a	higher	 frequency	 than	patients	 infected	with	strains	 from	
other	genotypes,	which	is	consistent	with	the	increased	transmissibility	of	strains	from	this	
lineage	(Thwaites	et	al.,	2018).	
It	has	been	proposed	that	strains	belonging	to	the	Indo-Oceanic	 lineage	are	 ‘less	

virulent’	than	those	from	other	lineages	and	cause	a	specific	exacerbated	inflammatory	
response	(Chakraborty	et	al.,	2018),	which	might	be	attributed	to	 the	 presence	 of	 unique	
cell	envelope	lipids	in	this	lineage,	such	as	phenol	phthiocerol	dimycocerosate	(Krishnan	
et	al.,	2011).	Nevertheless,	 it	 is	 still	 unknown	whether	 these	differences	 in	mycobacterial	
cell	 envelope	 lipid	 composition	 can	 explain	 lineage-related	 phenotypic	 differences	 such	 as	
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the	EPTB	phenotype.	Interestingly,	the	percentage	of	EPTB	cases	associated	with	the	East	
African-Indian	lineage	was	as	high	as	85%,	but	this	finding	was	not	statistically	significant	
due	to	the	small	number	of	EPTB	raw	genomes	(n	= 7)	from	this	lineage	available	in	
databases.	In	this	regard,	the	present	work	reveals	database	gaps	relevant	for	its	public	
health	and	epidemiological	implications,	i.e.,	the	need	to	include	more	East	African-Indian	
lineage	genomes	to	clarify	its	relationships	with	EPTB.	
In	the	search	for	a	detailed	relationship	between	phylogenetic	lineages	and	the	anatomical	

site	of	infection,	strains	belonging	to	the	East	Asian	lineage	were	associated	with	the	
infection	of	both	bones	and	joints	and	PTB.	The	East	Asian	lineage	comprises	two	major	
clades	 or	 sublineages,	 designated	 proto-Beijing	 (2.1)	 and	Beijing	 (2.2)	 (Ajawatanawong	et	
al.,	2019).	Sublineage	2.2,	or	the	Beijing	family,	as	defined	by	spoligotyping,	is	composed	
of	 several	 sublineages	 broadly	 categorized	 into	 the	 ancestral	 and	modern	Beijing	 strains	
(Mokrousov	et	al.,	2005).	A	subtle	SNP-based	classification	was	recently	proposed	that	
allows	the	discrimination	of	proto-Beijing	from	Beijing	strains	(Shitikov	et	al.,	2017).	Such	
classification	divides	the	Beijing	group	into	the	ancestral	Beijing	clade	and	the	modern	
Beijing	clade,	which	comprises	two	groups,	one	including	three	strains	(Asia	Ancestral	1,	
Asia	Ancestral	2,	Asia	Ancestral	3)	and	the	other	including	seven	strains	(Asian	African	1,	
Asian	African	2,	Asian	African	2/RD142,	Asian	African	3,	Pacific	RD150,	Europe/Russia	
B0/W148	outbreak	and	Central	Asia).	This	classification	allows	us	to	associate	the	Asian	
African	2	sublineage	and	Europe/Russia	B0/W148	outbreak	sublineage	with	PTB,	as	well	
as	the	ancestral	Beijing	sublineages	and	Central	Asia	subgroup	with	EPTB.	Differences	in	
the	pathogenicity	of	Beijing	sublineages	have	been	previously	reported	 (Feng	et	al.,	2008),	
and	sublineage	specific	patterns	of	induced	cytokine	production	by	macrophages	have	
also	been	observed	(Sarkar	et	al.,	2012).	In	this	regard,	a	macrophage	infection	model	
revealed	 that	 ancestral	Beijing	 strains	 induce	 a	 higher	production	of	 the	proinflammatory	
cytokines	TNF-α and	IL-6	than	the	modern	Beijing	sublineage	(Chen	et	al.,	2014).	High	
IFN-γ expression	and	cytokine	production	have	also	been	reported	in	peripheral	blood	
mononuclear	cells	of	ancestral	Beijing	strains	(Faksri	et	al.,	2014).	Such	results	suggest	that	
the	ancestral	Beijing	strains	are	as	highly	immunogenic	(Kato-Maeda	et	al.,	2012)	as	Lineage	
1	 strains	 (EAI)	 (Rakotosamimanana	et	al.,	2010).	 Interestingly,	 these	 two	 sublineages	 (EAI	
and	ancestral	Beijing)	were	associated	with	the	EPTB	phenotype	in	this	study.	In	contrast,	
the	other	sublineage	associated	with	EPTB	in	this	work,	4.1.2.1,	has	been	reported	to	induce	
cytokine	levels	similar	to	those	of	H37Rv	(Haarlem	family	strains),	which	are	associated	
with	a	low	immune	response	(Wang	et	al.,	2010).	This	supports	the	idea	that	strains	of	
different	sublineages	vary	by	many	phenotypes,	such	as	the	tendency	to	develop	drug	
resistance,	virulence	levels,	and	immune	response,	which	influence	disease	severity	and	
clinical	presentation.	
Interestingly,	sublineages	4.1.2.1	and	ancestral	Beijing,	belonging	to	Lineages	4	and	

2,	respectively,	show	a	high	prevalence	worldwide,	representing	more	than	50%	of	the	
strains	 in	 certain	 areas	 and/or	 subpopulations	 (Ajawatanawong	et	al.,	2019).	 In	 contrast,	
Lineage	1	(EAI)	strains	are	commonly	reported	in	countries	around	the	Indian	Ocean	and	
are	one	of	the	most	geographically	restricted	families.	However,	EAI	strains	have	been	
reported	in	lower	percentages	in	countries	such	as	the	Netherlands,	Australia,	the	USA,	
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Sweden,	Saudi	Arabia,	Tunisia,	Taiwan,	Panama,	and	Mexico.	The	East	Asian	India	2	
spoligotype	of	Lineage	1	corresponds	to	the	Nonthaburi	(EAI2-Nonthaburi)	genotype	and	
the	Manila	(EAI2-Manila)	genotype	(Couvin,	Reynaud	&	Rastogi,	2019).	Recently,	Coker	
(Coker	et	al.,	2016)	reported	a	polymorphism	in	the	genome	of	Nonthaburi	strains	from	
three	patients	with	tuberculous	meningitis,	consisting	of	a	500	bp	deletion	covering	ppe50	
that	was	 not	 present	 in	 the	 reference	 strain	M.	tuberculosis	H37Rv.	 They	 reported	 three	
mutations	(T28910C,	C1180580T	and,	C152178T)	until	now	found	only	in	these	meningeal	
Nonthaburi	strains.	These	mutations	could	represent	part	of	the	genetic	background	that	
could	be	shared	by	strains	that	cause	EPTB	and	that	also	belong	to	the	EAI,	4.1.2.1,	and	
ancestral	 Beijing	 sublineages.	Nonetheless,	 further	 investigation	 is	 required	 to	 determine	
whether	these	mutations	are	shared,	which	could	be	the	functional	consequences	and	the	
probable	relation	of	such	polymorphisms	with	TB	disease	phenotype.	
Regarding	the	genotype	relationship	with	antibiotic	resistance,	to	the	best	of	our	

knowledge,	a	significant	association	of	Lineage	3	with	drug	resistance	found	here	has	
not	been	previously	reported.	This	result	might	be	useful	to	optimize	TB	treatment	in	
geographical	areas	where	this	lineage	is	frequent.	Studies	from	Asia,	Europe	and	Africa	
have	shown	varying	associations	between	drug	resistance	and	MTB	lineages	(Coscolla	
&	Gagneux,	2010;	Singh	et	al.,	2015);	however,	as	was	found	here,	Beijing	strains	have	
been	associated	with	MDR	and	XDR	in	several	cases	(Rodríguez-Castillo	et	al.,	2017).	
However,	it	must	be	highlighted	that	the	lack	of	experimental	drug	resistance	assays	is	a	
limitation	of	this	study.	The	bioinformatic	approach	to	determine	the	drug	resistance	of	
the	studied	 isolates	 is	based	on	software	packages	 that	use	different	 sets	of	mutations	 in	
their	analysis.	This	generates	a	variation	in	the	drug-resistant	genotypes	obtained	with	the	
different	bioinformatic	 tools	with	the	consequent	risk	of	over-	or	underestimating	the	true	
drug-resistant	behavior	of	 the	 analyzed	 strains.	The	 statistical	 inferences	 that	depend	on	
this	determination	are	also	subject	to	such	biases	as	the	association	of	drug	resistance	with	
affected	organs	or	mycobacterial	lineages.	Thus,	it	is	strongly	recommended	to	perform	
the	experimental	determination	of	the	drug	resistance	phenotype	of	the	strains	in	which	
the	genome	will	be	deposited	in	public	databases.	
The	advantages	of	 the	present	study	regarding	previous	works	seeking	relationships	of	

the	M.	 tuberculosis	genotype	with	clinical	phenotype	include	the	use	of	a	significantly	higher	
number	of	strains,	an	equal	number	of	EPTB	and	PTB	strains,	a	clear	assignment	of	the	
strains	considered	to	be	associated	with	EPTB,	and	the	exclusion	of	the	strains	from	HIV	
patients,	with	the	latter	being	a	controlled	variable,	a	caution	not	commonly	considered	
in	similar	works.	However,	other	possible	confounders	or	known	risk	factors	for	EPTB	
could	not	be	considered	in	the	analysis	conducted	here,	partly	due	to	the	lack	of	additional	
metadata	of	clinical	information	in	the	database	where	the	genomes	of	the	strains	were	
retrieved.	This	lack	of	metadata	is	not	a	source	of	bias	in	the	relationships	found	here	
because	 it	has	been	shown	that	 there	 is	an	 independent	association	between	 lineages	and	
EPTB	rather	than	ethnic	factors	after	a	stratified	analysis	(Click	et	al.,	2012).	Additionally,	
it	must	be	noted	that	 the	 inclusion	of	genomes	previously	published	that	can	be	generated	
for	different	purposes	can	generate	a	bias	by	sampling	protocols	to	seek	specific	pathogen	
genotypes	or	tuberculosis	phenotypes.	This	was	a	not	controlled	variable	of	this	study.	
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These	results	support	the	assertion	that	the	relationship	between	sublineages	and	
clinical	disease	phenotypes	is	not	attributable	to	regional-specific	factors;	therefore,	if	
this	association	exists,	it	does	not	depend	only	on	unknown	clinical	factors.	However,	
the	contribution	of	the	genetic	background	of	the	host	to	the	occurrence	of	the	different	
clinical	phenotypes	of	tuberculosis	should	not	be	ruled	out.	Several	polymorphisms	
associated	with	EPTB	have	been	previously	reported	in	specific	human	populations	(Fox	
et	al.,	2014).	Therefore,	associations	found	here	must	be	further	tested	with	additional	
epidemiological	data	to	clarify	the	possible	relationship	between	the	intrinsic	pathogen	
sublineage	characteristics	and	host	 factors	as	genetic	background	 for	 the	establishment	of	
the	infection	in	a	particular	organ.	

CONCLUSIONS 

Overall,	the	obtained	results	suggest	that	intralineage	diversity	could	drive	differences	in	the	
immune	response	that	trigger	the	different	clinical	phenotypes	of	tuberculosis.	The	immune	
response	caused	by	ancient	lineage	(L1)	and	ancestral	Beijing	strains	could	be	similar,	
eliciting	a	high	inflammatory	response.	Our	results	highlight	the	need	both	to	analyze	
the	genomic	background	shared	by	these	strains	 and	 to	 perform	 in	vitro/in	vivo	 studies	
that	help	to	elucidate	the	mechanism	by	which	they	could	disseminate	through	the	body,	
causing	 extrapulmonary	disease.	We	demonstrated	 that	 the	 lack	 of	 consistency	 regarding	
clinical	phenotype-strain	genotype	associations	 in	 the	results	obtained	by	previous	studies	
is	partially	due	to	the	use	of	inadequate	phylogenetic	classification	tools,	which	do	not	allow	
discrimination	between	 sublineages.	Additionally,	 the	present	 results	were	not	biased	by	
the	predominance	of	 a	 specific	 lineage/sublineage	 in	 a	 specific	human	population	because	
we	included	all	the	EPTB	strains	available	in	databases	and	an	evenly	representative	sample	
of	PTB	strains.	Biases	originating	from	unknown	sampling	procedures	of	the	strains	for	
which	genomes	are	available	in	databases	and	due	to	unknown	phenotypic	drug	resistance	
are	the	main	limitations	of	the	present	study.	
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CAPÍTULO II: Caracterización genómica y fenotípica de  cepas de 
Mycobacterium  tuberculosis aisladas en el estado de Michoacán, México 
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INTRODUCCIÓN 
La tuberculosis (TB) es uno de los padecimientos más antiguos de la humanidad; 

sin embargo, sigue siendo una de las enfermedades transmisibles con mayor tasa 

de mortalidad. Esta enfermedad afecta a grandes grupos de población, 

particularmente de áreas marginadas y grupos vulnerables donde predomina la 

pobreza, la desnutrición y el hacinamiento. En 2020, más de 10 millones de 

personas enfermaron de TB y cerca de 1.8 millones murieron por esta enfermedad, 

entre ellos, 0.4 millones de personas con VIH (OMS, 2021). Más del 95% de las 

muertes por TB se producen en países de ingresos bajos y medianos. La rapidez 

con que se ha propagado la epidemia de VIH en otras regiones del mundo ha 

provocado un aumento del número de casos de TB. A pesar de que es una 

enfermedad curable, se necesita de cuatro antibióticos administrados durante seis 

a nueve meses, lo que redunda en una alta tasa de abandono del tratamiento. Esta 

situación ha promovido recaídas y el surgimiento de cepas resistentes a varios 

antibióticos, lo cual complica aún más el tratamiento al incrementar su costo y 

toxicidad (Khawbung et al., 2021). Gracias a las estrategias globales de control, los 

casos de TB van decayendo lentamente; sin embargo, dado que la mayoría de las 

muertes por TB son evitables, la mortalidad de esta enfermedad sigue siendo 

inaceptablemente alta. 

De acuerdo con la información disponible en el componente de TB del Sistema 

Nacional de Vigilancia Epidemiológica (SINAVE, 2021), en México se registraron 

20,075 casos nuevos en 2021, de los cuales 16,008 pertenecen a casos de 

tuberculosis pulmonar (PTB), 455 casos pertenecen a TB meníngea, una de las 

formas más severas de la enfermedad (Hernandez-Pando et al., 2013), y 3,612 a 

otras formas de TB extrapulmonar (EPTB). Esto representa una importante pérdida 

de años potenciales de vida saludable y, por consiguiente, un obstáculo para el 

desarrollo socioeconómico de México, ya que el promedio de edad de muerte por 

este padecimiento es de 54 años. Cabe destacar que se ha observado una baja en 

el número de casos nuevos reportados en comparación con los años 2019 y 2020 

a nivel mundial y nacional; sin embargo, no es debido a que la población enferme 

menos, sino a causa de las interrupciones en el acceso a los servicios de 
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diagnóstico y tratamiento desde que inicio la pandemia por COVID-19. Otra razón 

es que, en el contexto de los confinamientos y otras restricciones a la movilidad, los 

pacientes y otras personas potencialmente contagiadas han dejado de acudir a los 

centros de salud a solicitar una consulta médica o a dar seguimiento a su 

tratamiento antifímico. La consecuencia es que, según la OMS, ahora existen 

alrededor de 4.1 millones de personas que padecen TB que no han sido 

diagnosticadas. Se cree que más del 40% de casos de TB no se diagnosticaron en 

2020, ocasionando un aumento en la tasa de transmisión que se verá reflejada 

durante los próximos años. 

A pesar de que Michoacán se encuentra por debajo de la media nacional de 

casos de TB, en los últimos años se ha observado una tendencia de incremento en 

la tasa de incidencia de PTB y EPTB (Figura 4). Como se puede observar para el 

año 2021 se reporta un decremento en la incidencia de PTB del 63%, fenómeno 

atribuido a una disminución en el reporte de nuevos casos probablemente debido a 

la pandemia por COVID-19. Este aumento en el número de casos de TB en el estado 

en los últimos años puede deberse a diversos factores como las características 

inmunogenéticas de la población, sus entornos ecológicos y socioculturales, la 

coevolución de las cepas de MTB y el fondo genómico propio de las cepas 

circulantes. 

 

Figura 4. Incidencia por año de casos de PTB y EPTB en Michoacán. PTB, tuberculosis pulmonar; EPTB, 
tuberculosis extrapulmonar; TB, tuberculosis. Fuente: SINAVE, 2021. 
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Se habla de coevolución entre MTB y el ser humano debido a la marcada 

distribución geográfica y amplitud temporal de las cepas del patógeno. En este 

proceso, la bacteria y su hospedero se han adaptado a eventos biológicos de sus 

contrapartes. La coevolución ocurre cuando los cambios evolutivos en el patógeno 

que aumentan la infectividad de este son contrarrestados por cambios evolutivos en 

el hospedero que aumentan la resistencia a la infección (Brites & Gagneux, 2015). 

Diversos estudios han demostrado una fuerte asociación entre las cepas de MTB y 

diversas poblaciones humanas, en donde a pesar de los fenómenos de migración y 

la consecuente dispersión de cepas, estas asociaciones se mantienen (Liang et al., 

2020). En este sentido, existen cepas con una fuerte restricción geográfica y 

algunas otras distribuidas mundialmente. Para realizar el seguimiento 

epidemiológico de las cepas circulantes de MTB se utilizan diversas técnicas de 

tipificación molecular como la espoligotipificación, la tipificación del número variable 

de copias repetidas en tándem (VNTR por sus siglas en inglés), la tipificación del 

número de copias del elemento transponible IS6110 por análisis del polimorfismo 

de fragmentos de restricción (RFLP IS6110) y la determinación de linaje o sublinaje 

mediante la búsqueda de SNPs en el genoma secuenciado.  

La espoligotipificación es una técnica basada en la presencia o ausencia de 

secuencias espaciadoras en la región de repetidos directos (DR) del cromosoma de 

MTB (Gori et al., 2005). Los loci DR constan de secuencias repetidas de 36 pares 

de bases (pb) separadas por secuencias espaciadoras de 35 a 41 pb. Esta técnica 

sirve para caracterizar familias de micobacterias en una escala intraespecífica 

utilizando un código octal o código binario para la identificación de espoligotipos, lo 

que ha permitido la creación de bases de datos mundiales que permiten la 

comparación inter-laboratorios como SITVIT. En estas bases de datos se 

encuentran depositados los espoligotipos, cada uno de los cuales tiene asignado un 

SIT o “spoligo international type”, un código binario, un código octal, una distribución 

geográfica y una familia (Brudey et al., 2006). En relación con las unidades 

interespaciadoras micobacterianas repetidas-número variable de repeticiones en 

tándem (MIRU-VNTR), esta se basa en amplificaciones por PCR de múltiples loci 

con una cantidad variable de repeticiones consecutivas usando primers específicos 
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para las regiones que flanquean cada locus repetido, obteniéndose un amplicón 

cuyo tamaño refleja el número de copias de MIRU-VNTR; los perfiles de MIRU están 

representados como códigos numéricos y cada dígito representa el número de 

copias en un locus (Supply et al., 2000).  

Una técnica que fue muy utilizada fue la tipificación del número de copias del 

elemento transponible IS6110 por análisis del polimorfismo de fragmentos de 

restricción (RFLP IS6110). La secuencia de inserción IS6110 se ha utilizado 

ampliamente como marcador genético debido a su aparente gran movilidad y su alto 

número de copias en la mayoría de las muestras clínicas. Es un elemento 

transponible exclusivo del CMTB de 1355 pb que se encuentra más o menos 

distribuido al azar a través del genoma de la bacteria. Los números de copias 

pueden variar desde 26 copias a la ausencia de estas (Arora et al., 2020). El hecho 

de presentarse en múltiples copias y en diferentes lugares del genoma permitió que 

fuera utilizado como el método de tipificación “estándar de oro” durante muchos 

años (Coros et al, 2008); sin embargo, presenta un poder discriminatorio bajo en las 

muestras que tienen menos de 6 copias de IS6110 y es casi nula la discriminación 

con las que tienen una o dos copias de la misma secuencia de inserción. 

La técnica de discriminación empleada en la actualidad es la tipificación por 

SNPs en el genoma. Se trata de una técnica basada en la evaluación de SNPs 

previamente conocidos y asociados a un linaje específico. Los SNPs son los 

marcadores filogenéticos más confiables para el estudio evolutivo del CMTB ya que 

poseen niveles despreciables de homoplasia (Comas et al., 2009). Por lo que es 

considerada la técnica más discriminativa para medir diversidad genética en MTB. 

Previamente se han sugerido paneles de SNPs para llevar a cabo la clasificación 

de cepas en linajes y sublinajes (Coll et al., 2014; Filliol et al., 2016), lo que ha 

permitido la identificación de 9 linajes principales. Los linajes 2 y 4 conocidos como 

linajes “modernos” son los responsables de la mayor parte de los casos de TB a 

nivel mundial y ciertas cepas pertenecientes a estos linajes han estado implicadas 

en brotes importantes de TB sensible y drogo resistente. Además, se ha reportado 

que las cepas pertenecientes a estos linajes ocasionan una progresión más rápida 

a la enfermedad y son más virulentas en comparación con los linajes ancestrales 
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(Coscolla & Gagneux, 2014). Su origen monofilético y su distribución global sugieren 

que pudieron haber infectado a la población africana que realizó las primeras 

migraciones y posteriormente se llevó a cabo un proceso de diversificación en otras 

poblaciones humanas. 

Se ha observado que ciertos linajes e incluso sublinajes están más 

extendidos que otros, por ejemplo, la marcada restricción geográfica de los linajes 

5, 6 y 7 en comparación con los linajes 2 y 4. Además, dentro de los sublinajes 

pertenecientes al linaje 4 también se pueden encontrar estas diferencias; los 

sublinajes Harleem y LAM se encuentran distribuidos mundialmente, mientras que 

los sublinajes Camerún o Uganda difícilmente se encuentran en América Latina 

(Brites & Gagneux, 2015). Por lo tanto, la distribución diferencial de linajes y 

sublinajes de MTB también podría reflejar características intrínsecas de las cepas. 

Por ejemplo, algunos linajes podrían considerarse “generalistas”, es decir, capaces 

de persistir en diferentes poblaciones humanas, y otros más “especialistas”, es 

decir, capaces de persistir solo en una o unas pocas poblaciones particulares. Todo 

esto resalta la importancia de llevar a cabo una caracterización de cepas regionales 

de MTB con la finalidad de identificar características propias de las mismas que 

ayuden a explicar su comportamiento fenotípico. 

En este trabajo se llevó a cabo la caracterización genómica y fenotípica de 

10 cepas causantes de TB en el estado de Michoacán, con la finalidad de identificar 

a qué linajes y sublinajes pertenecen, así como evaluar su morfología colonial, el 

fenotipo formador de cuerdas y el patrón de resistencia a antibióticos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Cepas bacterianas  

Las cepas de estudio fueron donadas por el Laboratorio Estatal de Salud Pública 

del estado de Michoacán. Corresponden a 10 cepas causantes de TB, siendo 5 PTB 

y 5 EPTB. Las características de los aislados se muestran en la Tabla 1, a cada uno 

de ellos se le asignó una clave que comienza con el prefijo MYC, seguido de un 

número. 

 

Tabla 1. Características epidemiológicas de las cepas de estudio. 

 

Cultivo de M. tuberculosis 

Las cepas seleccionadas se cultivaron en medio Lowenstein-Jensen y se incubaron 

a 37°C durante 6 semanas. Los cultivos fueron revisados a las 24 y 48 h para 

descartar contaminación. Posteriormente se resembró un inocúlo en el mismo 

medio y se incubó a 37°C hasta observar crecimiento abundante.  

CLAVE SEXO EDAD MUNICIPIO TIPO TB ENF. ASOCIADAS

MYC036 Femenino 21 Lázaro Cárdenas Meníngea Ninguna

MYC052 Masculino No 
reportado No reportado Renal Ninguna

MYC061 Masculino 35 MORELIA Pulmonar Ninguna

MYC072 Masculino 63 MORELIA Pulmonar Ninguna

MYC075 Masculino No 
reportado No reportado Pulmonar Ninguna

MYC078 Masculino 1 Lázaro Cárdenas Meníngea Ninguna

MYC087 Masculino 74 Chilchota Linfática Ninguna

MYC093 Femenino No 
reportado Charo Pulmonar Ninguna

MYC096 Masculino 54 Zamora Pulmonar Ninguna

MYC136 Masculino 24 No reportado Digestiva Ninguna

Morelia 
 

Morelia 
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Caracterización genómica 

Extracción de ADN 

Las colonias crecidas en medio Lowenstein-Jensen se suspendieron en 600 μL de 

regulador de lisis (Tris-HCl 100 mM, pH 8.0, SDS 0.2% NaCl 100 mM y EDTA 50 

mM) y se inactivaron por incubación a 80°C durante 1 h. Posteriormente, la 

suspensión se enfrió en hielo durante 2 minutos, al término de los cuales se 

agregaron 600 μL de mezcla de fenol y cloroformo (1:1 v/v) y se agitó vigorosamente 

por 10 min. La mezcla se centrifugó a 13.4 x g  durante 10 min. El sobrenadante se 

recuperó en un tubo nuevo y se añadió un volumen igual de mezcla de fenol y 

cloroformo para posteriormente repetir los pasos de agitación y centrifugado. El 

sobrenadante se recuperó una vez más en un tubo nuevo y se agregaron 2 

volúmenes de isopropanol frío.  Hasta este punto, el manejo se llevó a cabo en una 

campana de bioseguridad nivel 2, con prácticas de bioseguridad nivel 3. La mezcla 

se incubó a -20°C por 20 min, después de los cuales se centrifugó a 13.4 x g por 10 

min. La pastilla de ADN se lavó con etanol al 70%, centrifugada a 13.4 x g por 10 

min y secada al aire hasta evaporación completa del etanol. La pastilla de ADN 

obtenida se resuspendió en 20 μL de agua bidestilada estéril. Para constatar la 

presencia e integridad del DNA, cada muestra se analizó mediante electroforesis en 

gel de agarosa al 0.8 % (p/v) teñido con bromuro de etidio (10 mg/ml). Finalmente, 

la concentración de ADN se determinó mediante el sistema espectrofotométrico 

NanoDrop (Thermo Scientific) de acuerdo con las especificaciones del proveedor. 

 

Purificación de ADN 

El ADN se purificó mediante la técnica de glass-milk mediante un protocolo 

desarrollado en el laboratorio. De cada muestra se escindió el fragmento del gel de 

agarosa que contenía el ADN de alto peso molecular visualizado en los geles de 

agarosa al final de la electroforesis descrita anteriormente. Cada uno de los 

fragmentos de agarosa obtenidos se colocó en un tubo para microcentrífuga de 1.5 

ml, se adicionaron 480 µl de yoduro de sodio 6M y se incubaron a 50°C por 5 min, 

mezclando esporádicamente. Se añadieron 50 µl de glass-milk a la solución 
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resultante y se incubó a 4°C por 10 min, centrifugando posteriormente a 9.7 g por 

30 s. La pastilla obtenida se lavó 3 veces con 500 µl de una solución preparada con 

50 ml de etanol absoluto y 50 ml de una solución Tris-HCl 20 mM, EDTA 1 mM y 

NaCl 0.1 M. Después de estos pasos de lavado la pastilla resultante se resuspendió 

con 20 µl de agua bidestilada y se incubó durante 10 min a 55°C, posteriormente se 

centrifugó a 9.7 g por 30 s. Se removió el DNA eluido y se colocó en un tubo nuevo. 

Finalmente, se colocaron 10 µl de agua bidestilada a la pastilla de glass-milk, se 

incubó por 10 min a 55°C y se centrifugó a 9.7 g por 30 s, se recuperó el 

sobrenadante y se mezcló con el de la primera elución. Se verificó la calidad y 

cantidad del ADN purificado mediante electroforesis en gel de agarosa y 

determinación espectrofotométrica, respectivamente, como se describió 

anteriormente. 

 

Secuenciación del genoma 

Las muestras de ADN purificadas se enviaron a la empresa Genewiz (Seattle, USA) 

para su secuenciación, la cual se realizó con el kit HiSeq200 en un secuenciador 

HiSeq de la plataforma Illumina (Illumina, CA., USA), produciendo lecturas (reads) 

de secuenciación de una longitud de 250 pb en formato “.fastq”. Se obtuvieron dos 

archivos con en formato de acuerdo con el sentido de las lecturas: 5’-> 3’ (forward) 

y 3’-> 5’ (reverse), por cada genoma. Por lo que los análisis subsecuentes se 

realizaron a partir de dichos archivos. 

 

Análisis bioinformático 

Revisión de calidad de las lecturas 

Con la finalidad de visualizar la calidad de las lecturas de secuenciación, se empleó 

el programa Fastqc (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc), el 

cual evalúa las lecturas y provee una serie de estadísticas que permiten inferir la 

calidad del proceso de secuenciación. Los criterios de calidad principalmente 

evaluados fueron: tamaño en nucleótidos, número de lecturas, calidad de las 

secuencias por base, contenido de adaptadores y proporción del contenido de 
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guanina-citosina. Las lecturas que presentaron secuencias adaptadoras y/o un valor 

de calidad phred por debajo de 30 fueron filtradas utilizando TrimGalore 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/ trim_galore/). Este índice de 

calidad se otorga de forma individual a cada nucleótido, reflejando la probabilidad 

de que un nucleótido determinado sea erróneo (P). Un índice de calidad Phred 30 

determina que esa probabilidad de error sea de 1 entre 1000, asegurando una 

precisión del 99.9 %.  

 

Tipificación in silico  

Para llevar a cabo la predicción de espoligotipo a partir de las lecturas de 

secuenciación se utilizó la herramienta Spotyping versión 2.0 (Xia et al., 2016). 

Spotyping acepta archivos de secuencia de pares de extremo en formato fastq y 

devuelve como resultado un código binario y octal asociado a un espoligotipo 

específico. Se ejecutó con el parámetro de número mínimo de aciertos sin errores 

para respaldar la presencia de un espaciador igual a 5 -MIN (valor predeterminado). 

La asignación de familia y código SIT (Spoligo International Type) de las cepas 

secuenciadas se llevó a cabo a partir del código octal resultante mediante la base 

de datos TB-insight (https://tbinsight.cs.rpi.edu) en la opción SPOTCLUST 

(https://tbinsight.cs.rpi.edu/run_spotclust.html) utilizando el modelo SpolDB3-based 

y el sistema en línea SITVIT2 (http://www.pasteur-

guadeloupe.fr:8081/SITVIT2/description.jsp). Los espoligotipos que no fue posible 

identificar en el portal se consideraron como cepas huérfanas (Rodwell et al., 2012). 

Para la asignación de linaje y sublinaje se utilizó el programa MTBSeq 

versión 1.0.3 (Kohl et al., 2018). Se realizó la detección de SNPs para clasificación 

filogenética a partir del mapeo de las lecturas de secuenciación filtradas contra el 

genoma de referencia H37Rv (NC000962.3). Las variantes alélicas se basaron en 

los siguientes parámetros: cuatro lecturas “forward” y cuatro “reverse” para indicar 

la presencia de un alelo, valor de phred mayor a 20 y frecuencia alélica mayor a 

75%. Para la construcción del alineamiento los genes pertenecientes a la familia 

PE, PPE y PGRS, además de los genes involucrados en la resistencia a antibióticos, 

fueron excluidos. A partir del alineamiento, se construyó la inferencia filogenética 
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con el criterio de máxima verosimilitud (ML) mediante el paquete IQ-TREE (Nguyen 

et al., 2015) con un modelo general de tiempo reversible (GTR) de sustitución de 

nucleótidos y una distribución gamma utilizando 1000 bootstrap. La filogenia 

resultante fue visualizada mediante iTOL (Letunic & Bork, 2016).  

 

Determinación genotípica de resistencia a antibióticos 

Para el análisis de fármaco-resistencia in silico se utilizó la herramienta TB-profiler 

v3.0.4 (Coll et al., 2015). Este programa puede determinar la resistencia genotípica 

a antibióticos mediante el alineamiento contra el genoma de referencia para 

identificar SNPs previamente asociados a resistencia fenotípica a partir de una base 

de datos. La versión 3.0.4 de TB-profiler utiliza un total de 1541 SNPs para la 

identificación de los perfiles de resistencia. 

 

Identificación de macro y microvariantes 

Para la identificación de macrovariantes o rearreglos genómicos en comparación 

con el genoma de referencia H37Rv, se utilizó la herramienta MAUVE (Darling et 

al., 2004) manteniendo los valores predeterminados para su análisis. La 

identificación de microvariantes específicas de las cepas aisladas en Michoacán se 

llevó a cabo a partir de los archivos de salida de MTBseq, en donde se reportan los 

SNPs, inserciones y deleciones por cepa (.gatk_positions_variants_cf4.tab), 

utilizando un script en mySQL al comparar contra 490 cepas de M. tuberculosis 

aisladas en diferentes regiones geográficas (Anexo 1). Se concatenaron los 

archivos variants.tab y se filtraron las variantes asociadas a la clasificación 

filogenética y resistencia a antibióticos, además de aquellas con un valor de phred 

menor a 30. A partir de estos datos se identificaron: la inserción exclusiva más 

común de cepas MYC, la deleción exclusiva más común de cepas MYC y SNP 

exclusivo más común de cepas MYC. 

Búsqueda de secuencias de inserción 

Para la identificación de secuencias de inserción se utilizó el programa ISMAPPER 

(Hawkey et al., 2015), el cual realiza la determinación de ISs a partir de los archivos 
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de secuenciación (.fastq) sin procesar, es decir, sin necesidad de ensamblar el 

genoma. Como resultado se obtiene un archivo de texto que contiene el número de 

secuencias de inserción identificadas, su orientación, regiones flanqueantes 

anotadas y si se trata de una inserción nueva o conocida, respecto al genoma de 

referencia H37Rv. Adicionalmente, se comprobaron los resultados obtenidos 

mediante BLAST utilizando la base de datos ISFinder (Siguier et al., 2011) para la 

obtención de la secuencia de referencia de IS6110. Para la comprobación con 

BLAST primero se creó una base de datos utilizando los 10 genomas de las cepas 

MYC con makeblastdb, incluyendo la opción -dbtype nucl, posteriormente se utilizó 

blastn para comparar dicha base de datos contra la secuencia blanco (IS6110 en 

formato fasta), y finalmente se realizó el filtrado de los resultados en donde se 

tomaron en cuenta los siguientes parámetros: a) longitud del alineamiento (eliminar 

fragmentos cortos en relación al tamaño de la secuencia de inserción reportada), b) 

e-value (igual a 0), y c) porcentaje de identidad (99%). 

  

Ensamblado y anotación genómica 

Partiendo de las lecturas filtradas en formato fastq, se llevó a cabo el ensamblado 

de los genomas estudiados con el programa SPAdes, basado en diagramas de 

Brujin (Bankevich et al., 2012). El programa fue utilizado con los parámetros 

predeterminados, desactivando la opción de filtrado de secuencias, indicando los 

archivos de las lecturas forward y reverse y reduciendo el número de errores e indels 

cortos utilizando la opción -careful. La validación de los ensambles realizados se 

llevó́ a cabo con el programa QUAST v4.6.0 (Gurevich et al., 2013). QUAST evalúa 

los ensambles de los genomas, utilizando varias características métricas que 

incluyen el número de contigs, longitud total del genoma, % de GC, N50, L50, N75, 

L75, longitud de los contigs, entre otros, y puede evaluar la calidad del ensamble 

incluso sin un genoma de referencia. A pesar de que no es necesario un genoma 

de referencia para este análisis, el utilizarlo da un soporte adicional a la calidad del 

ensamble obtenido, por lo que se utilizó el genoma H37Rv para el análisis. 

Con el objetivo de realizar una mejora de los ensamblados se realizó un 

filtrado de contigs con menos de 500 pb y un reordenamiento con ABACAS (Assefa 
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et al., 2009). Esta herramienta se basa en la utilización de un genoma de referencia 

para el ordenamiento y orientación de los contigs obtenidos en un ensamblado. Las 

bases indeterminadas se denominan con Ns en las secuencias obteniendo 

finalmente scaffolds representativos del genoma secuenciado. 

La anotación de los genomas ensamblados se realizó mediante el servidor 

RAST (https://rast.nmpdr.org) (Aziz et al., 2008) seguido de una re-anotación con 

Prokka v1.10 (Seemann, 2014). Con este fin, se descargó el archivo que contiene 

las secuencias de aminoácidos del genoma de referencia H37Rv y el archivo .gff 

del mismo (RefSeq NC_000962.3). 

 

Caracterización fenotípica 

Morfología colonial 

A partir de los cultivos en medio Lowenstein-Jensen se realizaron resiembras de las 

cepas seleccionadas en medio BBL Seven H11 adicionado con sangre humana, con 

la finalidad de obtener una cantidad mayor de colonias en un periodo menor de 

tiempo. La adición de sangre a medios de cultivo para micobacterias ha sido 

previamente reportada (Drancourt & Raoult, 2007; Tran et al., 2019). Para la 

preparación del medio de cultivo adicionado con sangre humana se utilizó una 

preparación de suplemento de enriquecimiento no comercial que contiene 2.5 g de 

albúmina bovina, 30 µl de aceite de oliva extra virgen y 0.425 g de cloruro de sodio 

en 50 ml de agua destilada. Esta solución se esterilizó en autoclave a 121°C durante 

10 min y posteriormente se dejó enfriar a 50°C para añadir 0.002 g de catalasa. 

Se siguieron las instrucciones del fabricante para la preparación del medio 

base BBL Seven H11 sustituyendo 50 ml de suplemento OADC por 50 ml del 

suplemento de enriquecimiento preparado y se añadieron 25 ml de sangre humana. 

Los medios de cultivo se incubaron por 48 h a 37°C para descartar una 

contaminación. Finalmente fueron inoculados con las cepas de estudio y la cepa de 

referencia H37Rv e incubados a 37°C por un periodo de 4 a 8 semanas con 

aireación semanal en campana. Se realizó una revisión y reporte semanal del 

crecimiento y la morfología colonial. 
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Determinación del fenotipo formador de cuerdas 

Se empleó la técnica de Ziehl-Neelsen para determinar la formación microscópica 

de cuerdas en las semanas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 de incubación, partiendo de los 

cultivos en medio Lowenstein-Jensen y medio suplementado con sangre humana. 

Reportándose la presencia o ausencia de formación de cuerdas y morfología 

bacilar. 

 

 

Determinación de resistencia fenotípica a antibióticos 

La resistencia a fármacos de primera línea (isoniazida, rifampicina, estreptomicina, 

etambutol y pirazinamida fue realizada en el Laboratorio Estatal de Salud Pública 

del Estado de México mediante el método automatizado BACTEC MGIT 960 

(Becton Dickinson Diagnostic Instrument System, Inc.). 
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RESULTADOS 

Caracterización genómica 

Las características de las muestras de ADN obtenidas y secuenciadas se describen 

en la Tabla 2. 

 

Tabla 2. Características del ADN extraído de las cepas seleccionadas. 

Cepa Volumen (µl) 
Concentración 

(ng/µl) 
Concentración 

total (ng) 
Pureza 

(260/280) 
MYC36 19 57.78 1097.82 1.85 
MYC52 29 85.71 2585.59 1.87 
MYC61 19 86.65 1644.45 2.0 
MYC72 27 150.78 4071.60 1.87 
MYC75 44 196.50 8659.20 1.92 
MYC78 37 69.51 2671.87 1.88 
MYC87 24 212.19 5092.87 1.93 
MYC93 21 74.22 1558.62 1.88 
MYC96 22 139.35 3065.70 1.92 
MYC136 29 200.25 5807.50 1.97 

 

Los valores de la relación de absorbancia 260/280 muestran la pureza óptima 

del ADN obtenido según los estándares aceptados para su utilización en los 

protocolos de secuenciación genómica, en los cuales dicho valor debe oscilar entre 

1.8 y 2. 

Los resultados de la secuenciación después del filtrado de calidad de las 

lecturas se muestran en la Tabla 3.  

Se observó que el valor más bajo del número de lecturas corresponde a la cepa 

MYC75 (2,245,009); sin embargo, se encuentra por encima de la media de lecturas 

de secuenciación reportada en la base de datos PATRIC 

(https://www.patricbrc.org), lo que garantiza una buena cobertura del genoma.  

 

 



	

	

62 

  

Tipificación in silico 

Predicción de espoligotipo 

 Mediante el análisis con Spotyping se identificó al 80% de las cepas con un código 

octal previamente reportado en el sistema SITVIT (Tabla 4). Las cepas MYC072 y 

MYC078 fueron identificadas como “huérfanas”. De acuerdo a la clasificación de 

linaje y sublinaje con base en los espoligotipos, las cepas MYC36, MYC72 y MYC75 

pertenecen a la familia LAM, las cepas MYC52, MYC78, MYC87, MYC93 y MYC136 

pertenecen a la familia X1, la cepa MYC61 a la familia T y la cepa MYC96 a la familia 

S. 

 

Tabla 3. Rendimiento de secuenciación por cepa. Se muestra el número total 

de secuencias posterior al análisis con TrimGalore. 

Cepa 
% Lecturas 

eliminadas 

% Lecturas a 

utilizar 

Número de lecturas después del 

filtrado 

MYC36 1,67 98,33 2,229,972 

MYC52 2,01 97,99 2,517,118 

MYC61 1,68 98,32 2,417,474 

MYC72 1,54 98,46 2,245,092 

MYC75 1,68 98,32 2,376,254 

MYC78 1,70 98,30 2,505,854 

MYC87 2,29 97,71 2,577,326 

MYC93 1,80 98,20 2,413,548 

MYC96 2,32 97,68 2,429,252 

MYC136 2,45 97,55 2,498,242 

Tabla 4. Asignación de espoligotipo, SIT y familia por Spotyping. EPTB, 

tuberculosis extrapulmonar; PTB, tuberculosis pulmonar; SIT, spoligo international 

type; SC, sin coincidencia. 
Cepa Tipo TB Localización Código octal SIT Familia 

MYC036 EPTB Meníngea 777777607760771 42 LAM 

MYC052 EPTB Ganglionar 777776777760601 137 X2 

MYC061 PTB Pulmonar 777777777760771 53 T 

MYC072 PTB Pulmonar 777777607660471 SC LAM 

MYC075 PTB Pulmonar 77777607760771 469 LAM1 

MYC078 EPTB Meníngea 757776377760771 SC X1 

MYC087 EPTB Renal 777776777760771 119 X1 

MYC093 PTB Pulmonar 777776777760771 119 X1 

MYC096 PTB Pulmonar 776377777760751 1356 S 

MYC136 EPTB Digestiva 777716777760771 1826 X1 
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Determinación de linaje y sublinaje 

Mediante el análisis filogenético fue posible ubicar a la totalidad de las cepas en el 

linaje 4 o Euroamericano. Se identificaron diversos sublinajes (Figura 5) siendo el 

más abundante el 4.1.1 (40%), seguido por el 4.3.4.2 en un 20% de las cepas. El 

clado 4.1.1 agrupó exclusivamente cepas extrapulmonares, las cuales representan 

el 80% de las cepas EPTB secuenciadas. 

 

Figura 5. Clasificación filogenética de las cepas MYC. PTB, tuberculosis pulmonar; EPTB, tuberculosis 
extrapulmonar; MDR, tuberculosis multidrogo resistente. La cepa SRR2667442 perteneciente al linaje 5 fue 
utilizada como grupo externo. 

 

En la Tabla 5 se muestra la comparación entre la asignación de familias por 

espoligotipo y sublinaje, se pueden observar discrepancias en los resultados 

reportados para las cepas MYC052, MYC061 y MYC075. 

Determinación genotípica de resistencia a antibióticos 

El análisis con TB-profiler permitió identificar a 8 de 10 cepas como sensibles, a la 

cepa MYC72 como resistente a etambutol y a la cepa MYC como mutlidrogo 

resistente (MDR) (Tabla 6). 

 

 

Sensible

Drogo resistente

MDR

Perfil de resistencia

Sublinaje

Sistema nervioso central

Ganglios linfáticos

Sistema genitourinario

Sistema digestivo

Fenotipo clínico TB

Escala
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Tabla 5. Comparativo de la asignación de familias por MTBSeq y Spotyping. 

 

Tabla 6. Resistencia genotípica a fármacos de primera línea. R, resistente; 
SENS, sensible. 
 

Las mutaciones identificadas fueron embB Val369Ala para resistencia a 

etambutol en MYC072, rpoB Asp435Tyr para resistencia a rifampicina, rrs 514 a>c 

para resistencia a estreptomicina, katG Ser315Thr para resistencia a isoniazida y 

pncA Trp68Leu para resistencia a pirazinamida en MYC052. 

 

Determinación de macro y microvariantes 

Los rea-reglos genómicos identificados con MAUVE se muestran en la Figura 6. 

MAUVE identifica regiones conservadas que aparentan no haber sido alteradas por 

los reordenamientos e inversiones dentro del genoma. Inicialmente identifica 

Cepa Linaje Sublinaje Familia MTBSeq 
Familia 

Spotyping 
MYC036 L4 4.3.4.2 LAM LAM 

MYC052 L4 4.1.1 LAM X2 

MYC061 L4 4.1.2.1 Harleem T 

MYC072 L4 4.3.2 LAM LAM 

MYC075 L4 4.3.4.2 X LAM1 

MYC078 L4 4.1.1 X X1 

MYC087 L4 4.1.1 X X1 

MYC093 L4 4.1.1.3 X X1 

MYC096 L4 4.4.1.1 S S 

MYC136 L4 4.1.1 X X1 

 Cepa Rifampicina Isoniacida Pirazinamida Etambutol Estreptomicina 
 MYC036 SENS SENS SENS SENS SENS 

 MYC052 R  R R SENS R 
 MYC061 SENS SENS SENS SENS SENS 

 MYC072 SENS SENS SENS R SENS 

 MYC075 SENS SENS SENS SENS SENS 

 MYC078 SENS SENS SENS SENS SENS 

 MYC087 SENS SENS SENS SENS SENS 

 MYC093 SENS SENS SENS SENS SENS 

 MYC096 SENS SENS SENS SENS SENS 

 MYC136 SENS SENS SENS SENS SENS 
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secuencias sucesivas con similitud exacta compartida por dos o más genomas y, 

junto a una matriz de distancia basada en la conservación genómica, construye un 

árbol guía. Posteriormente, selecciona subconjuntos de estas secuencias para 

hacer el anclaje y realizar un alineamiento usando el algoritmo de alineamientos 

locales MUSCLE. Estas regiones conservadas se agrupan en bloques locales de 

linealidad (locally colinear blocks, LCB) y representan una secuencia compartida por 

dos o más genomas incluidos dentro del alineamiento. Es decir, los bloques 

coloreados representan los segmentos de ADN que coinciden entre el genoma de 

referencia H37Rv y cada una de las cepas MYC. Se identificaron 351 bloques de 

linealidad presentes en todos los genomas, 3,983 LCBs están presentes en una 

proporción de 90 al 10% de las cepas y 2,228 LCBs están presentes en al menos 

un genoma de las cepas MYC, pero ausentes en la de referencia. De estos se 

observaron 9 regiones conservadas únicas presentes en la totalidad de las cepas 

MYC (Tabla 7). Además, se identificaron 9 inversiones que oscilan entre 99 a 70 

631 pares de bases (pb) en 4 de las 10 cepas MYC. En la cepa MYC052 se observó 

una inversión en la posición 1,218,405 con una longitud de 35,996 pb; mientras que 

en la cepa MYC072 se observaron dos inversiones de 202 y 70,632 pb en las 

posiciones 2,042,321 y 4,131,715, respectivamente. La cepa MYC087 presentó la 

mayor cantidad de reordenamientos de este tipo, en las posiciones 3,230,693, 

1,146,913, 2,785,313, 3,857,783 y 3,865,042, con longitudes de 36,576, 99, 21,365, 

290, y 15,168 pb. El análisis de los genes presentes en estas regiones permitió 

identificar 71 genes involucrados, pertenecientes principalmente a la familia PE, 

PPE, PGRS y a proteínas hipotéticas. A partir del análisis de los datos de las 

regiones invertidas se observó que los genes pe_pgrs18 en la cepa MYC093 y 

ppe34 en las cepas MYC052, MYC087 presentan interrupciones en su secuencia 

debido a los reordenamientos cromosómicos. 
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Tabla 7. Características de las regiones exclusivas identificadas en los 
genomas de las cepas MYC. LCB, bloques locales de linealidad; bp, pares de 

bases; RNC, región no codificante. 

 

 LCB posición en el genoma 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

MYC036 201511 794961 943664 1846358 3042606 3043023 3043942 3545788 3771392 

MYC052 206306 798508 947751 1871232 3070220 3070408 3070808 3573607 3798892 

MC061 116088 708277 856981 1758722 2957386 2957517 2957912 3461919 3686606 

MYC072 194278 785940 935058 1834134 3033691 3033822 3034169 3537806 3763276 

MYC075 201177 794195 944112 1842732 3037960 3038148 3038548 3541399 3767097 

MYC078 201175 794735 944522 1860739 3064833 3065021 3065421 3568848 3794234 

MY087 201553 793556 942300 1847924 3048742 3048930 3049330 3557890 3783276 

MYC093 201425 811086 960644 1869964 3098701 3098818 3099218 3602491 3827978 

MYC096 208374 802768 951920 1859426 3063256 3063387 3063787 3569801 3792807 

MYC136 201243 794457 943382 1859516 3067545 3067733 3068133 3571753 3797297 
Longitud  

(pb) 183 536 123 618 115 344 863 97 256 

Proteína RNC Hipotética Hipotética RNC RNC Hipotética Hipotética fadD2 Hipotética 
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Figura 6. Rearreglos genómicos en las cepas MYC. Cada bloque coloreado representa secuencias 
homólogas entre los genomas de las cepas comparadas. LCB, bloques locales de linealidad.  
 

El análisis para la búsqueda de microvariantes demostró la presencia de 

1,228 a 1,646 mutaciones en las cepas MYC (Tabla 8), siendo la cepa MYC078 la 

que presentó una mayor cantidad de estas. Al realizar el análisis comparativo contra 

las cepas obtenidas de bases de datos públicas (n=490), se observó un total de 

2,136 mutaciones presentes exclusivamente en las cepas aisladas de Michoacán, 

de estas 1,062 son deleciones, 37 son inserciones y 1,107 son SNPs no sinónimos. 

Aunque se observaron una gran cantidad de mutaciones exclusivas de las cepas 

MYC, no fue posible identificar variaciones exclusivas presentes en el 100% de las 

cepas. Sin embargo, se observó una mutación en el gen priA (sustitución de una 

adenina por una timina en la posición 217) en el 50% de los genomas. Además, se 

demostró que el 9.7% (140) de los SNPs exclusivos de cepas MYC están presentes 

en el 40% de las cepas y el 39.44% se encuentran en regiones intergénicas. 

 

H37Rv

MYC36

MYC52

MYC61

MYC72

MYC75

MYC78

MYC87

MYC93

MYC96

MYC136

LCB

Regiones únicas
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Búsqueda de secuencias de inserción 

Mediante el análisis con ISMApper se observó un inusual bajo número de copias de 

la secuencia de inserción IS6110 en relación con el linaje al que pertenecen (Tabla 

9). Las cepas fueron clasificadas de acuerdo con el número de IS6110 como: cero 

(sin copias), bajo (£ 6) y alto (³ 7). Con la finalidad de demostrar si el fenómeno 

observado es propio de las cepas aisladas en el estado, se realizó un análisis 

utilizando 79 cepas de MTB secuenciadas en Veracruz (n=78) y Jalisco (n=1) 

(Anexo 2). Éstas fueron obtenidas de la base de datos SRA del NCBI. Después de 

la revisión de calidad de las lecturas con FASTQC, fueron sometidas a un análisis 

con ISMAPPER, observándose un 4.4% de cepas cero (sin copias), 45.6% de cepas 

del grupo bajo (£ 6) y 50% del grupo alto (³ 7). Posteriormente se realizó una 

clasificación filogenética utilizando los mismos parámetros usados para las cepas 

MYC (Figura 7). 

En este conjunto de datos se encontraron 16 diferentes sublinajes. El 28.8% 

de las cepas pertenecen al sublinaje 4.1.1.3, seguido del sublinaje 4.1.2.1 en un 

26.6%. También fue posible observar la presencia de 2 cepas del linaje 1, 2 cepas 

del linaje 3 y 4 del linaje 2 o Bejing, genotipos no predominantes en esta región 

geográfica. El 71% de las cepas agrupadas con un bajo número de IS6110 

pertenecen al sublinaje 4.1.1.3. Por otro lado, las cepas que no contienen la 

Tabla 8. Microvariantes por cepa identificadas mediante el mapeo contra 
el genoma de referencia. 

Cepa Número de mutaciones identificadas 

MYC036 1230 

MYC052 1412 

MC061 1398 

MYC072 1301 

MYC075 1228 

MYC078 1646 

MY087 1540 

MYC093 1644 

MYC096 1388 

MYC136 1611 
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secuencia IS6110 se encuentran en los sublinajes 4.7, 4.3.4.1, 4.3.4.2 y 4.1.1.3 y 

representan 3 cepas MYC y 1 aislada del estado de Jalisco.  

Al analizar los datos respecto a la interrupción génica ocasionada por la 

inserción de la secuencia IS6110 se determinó la presencia de una doble disrupción 

de los genes Rv0402c-Rv0403c y Rv2813c-Rv2816c en las cepas pertenecientes 

al sublinaje 4.1.1.3, a excepción de la cepa MYC093 y tres cepas aisladas del 

estado de Veracruz (Figura 8). Debido a los datos encontrados se realizó un análisis 

estadístico utilizando chi-cuadrada con significancia estadística p < 0.05, 

encontrándose una asociación estadísticamente significativa (p < 0.002) entre la 

disrupción de los genes Rv0402-Rv0403c y Rv2813-Rv2816c con la familia X3 o 

4.1.1.3, que presenta un bajo número de copias de IS6110. 

 
Tabla 9. Secuencias de inserción IS6110 encontradas en los genomas de las 
cepas MYC. 

Cepa Sublinaje 
Núm. 

De 
IS6110 

Clasificación Posición en el 
genoma 

Genes 
flanqueantes 

MYC36 4.3.4.2 0 Cero NA NA 
MYC52 4.3.4.2 1 Bajo 3480188-3480568 Rv0835-Rv0836c 

MYC61 4.1.2.1 3 Bajo 2039011-2039000 
Rv0402c-
Rv0403c 

MYC72 4.3.3 2 Bajo 947544-947525 Rv0405 

MYC75 4.1.1.1 1 Bajo 3122063—1 
Rv3924c-
Rv2816c 

MYC78 4.1.1 0 Cero NA NA 

MYC87 4.1.1 1 Bajo 2039011-2039000 
Rv0402c-
Rv0403c 

MYC93 4.1.1.3 1 Bajo 483360—1 
Rv3924c-
Rv0403c 

MYC96 4.4.1.1 1 Bajo 3122063—1 
Rv3924c-
Rv2816c 

MYC136 4.1.1 1 Bajo 2039011-2039000 
Rv0402c-
Rv0403c 

NA, No aplica. 
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Figura 7. Filogenia de las cepas de M. tuberculosis aisladas en México. Las cepas MYC se encuentran 
resaltadas en negritas. La filogenia fue construida utilizando el criterio de máxima verosimilitud con un total de 
1000 bootstrap. 

Cero copias

Bajo número de copias (≤6)

Alto número de copias (≥7)
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Figura 8. Disrupción génica ocasionada por la inserción de IS6110 en los genomas de cepas de MTB en 
México. Las cepas MYC se resaltan en negritas. 
 

Adicionalmente, se encontró una asociación estadísticamente significativa (p < 0.01) 

entre la disrupción de los genes Rv0402-Rv0403c y Rv0963c con la familia T1;H1, 

que presenta alto número de copias de IS6110. Es de resaltar que, aunque las 

cepas MYC se agrupan en clados, con marcada tendencia a ciertas características 

genotípicas, no comparten estas variaciones presentes en las cepas de la familia a 

la que pertenecen. 

 

Ensamblado y anotación 

Las características de los ensamblados obtenidos con SPAdes se muestran en la 

Tabla 10. Se obtuvo una cobertura mayor a 50x en el 100% de las cepas, 

recomendada para esta especie bacteriana, y un número aceptable de contigs. Para 

bacterias con un genoma de aproximadamente 4Mb, ensamblados con un valor 

≤200 contigs se consideran aceptables. Los valores de longitud del genoma 

Cero copias

Bajo número de copias (1-6)

Alto número de copias (7-17)

Disrupción Rv0402-Rv0403c

Disrupción Rv2812-Rv2816c

Disrupción Rv3113

Disrupción Rv0963c
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(4341393–4529861 pb) y N50 aseguraron además una calidad adecuada de los 

ensamblados construidos. 

 
Tabla 10. Características de los ensamblados obtenidos para cada una de las 
cepas MYC. 

Cepa 
Longitud del 

genoma 
Contigs 

Contenido de 
GC 

N50 Cobertura 

MYC036 4473036 81 65.5 99982 80x 

MYC052 4504014 83 65.6 111037 86x 

MYC061 4341393 89 65.5 101777 91x 

MYC072 4519365 88 65.5 104288 86x 

MYC075 4468615 86 65.5 99014 87x 

MYC078 4499176 75 65.5 123695 95x 

MYC087 4486405 83 65.5 113871 86x 

MYC093 4529861 74 65.5 119086 84x 

MYC096 4499957 76 65.5 106172 86x 

MYC136 4501126 79 65.5 125044 93x 

 

Las anotaciones realizadas con Prokka (Tabla 11) mostraron un rango que 

osciló entre los 4,243 (cepas MYC072 y MY096) a 4,087 genes (cepa MYC061). La 

cepa MYC052 aislada de sistema genitourinario es la que presentó mayor cantidad 

de regiones repetidas (n=5), mientras que las cepas MYC072 (pulmonar) y MYC087 

(linfática) presentaron menos regiones repetidas en su genoma.  

Los resultados de la anotación con RAST se muestran en la Figura 9. El 

contenido de genes se agrupa en varios subsistemas asociados a una función 

específica, lo que da una idea de la diferencia en el contenido de genes entre las 

cepas MYC. Alrededor del 25 al 28% de los genes de las cepas MYC no se agrupan 

en ningún subsistema y están anotadas principalmente como proteínas hipotéticas. 
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Tabla 11. Resultados de la anotación en Prokka de los genomas de las cepas 
MYC. 

Cepa CDS Genes misc_rna rRNA 
Regiones 
repetidas 

tRNA tmRNA 

MYC036 4126 4219 37 3 3 52 1 

MYC052 4027 4110 33 3 5 49 1 

MYC061 3997 4087 36 3 4 50 1 

MYC072 4151 4243 36 3 2 52 1 

MYC075 4027 4113 34 3 4 48 1 

MYC078 4009 4097 34 3 5 50 1 

MYC087 4090 4183 36 3 2 53 1 

MYC093 4120 4213 37 3 3 52 1 

MYC096 4140 4243 35 3 3 53 1 

MYC136 4019 4107 34 3 4 50 1 

 

Las diferencias más notorias en la distribución de los genes se encontraron en las 

categorías de metabolismo de carbohidratos, aminoácidos y sus derivados, ácidos 

grasos, lípidos e isoprenoides, y en el metabolismo de proteínas. 
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Figura 9. Comparación del contenido de genes basado en la clasificación funcional asignada por RAST 
para las cepas MYC. 
 

Caracterización fenotípica 

Morfología colonial 

A partir de los cultivos en medio Lowenstein-Jensen y medio adicionado con sangre 

humana se determinó la morfología colonial de las cepas MYC, encontrándose 2 

morfotipos, uno en el que se presentan colonias grandes, elevadas, rugosas y 

quebradizas (Figura 10a) y otro en donde se presentan colonias pequeñas, planas 

e irregulares (Figura 10b). Las cepas que presentaron el morfotipo 1 fueron 

MYC072, MYC075, MYC078, MYC087 y MYC136, las cepas en las que se observó 

el morfotipo 2 fueron MYC036, MYC052, MYC061, MYC093 y MYC096. 

Adicionalmente, se observaron diferencias en la velocidad de crecimiento, en las 

cepas que presentaron el morfotipo 1 el tiempo de crecimiento fue mayor a 4 

semanas, mientras que en el morfotipo 2 el crecimiento fue visible a partir de los 5 

días de incubación. 

MYC36 MYC52 MYC61

MYC72 MYC75 MYC78

MYC87 MYC93 MYC96 MYC136

Cofactores, vitaminas y grupos prostéticos
Pared celular
Virulencia
Metabolismo del potasio
Fotosíntesis
Miscelanea
Fagos, elementos trasponibles
Transporte de membrana
Adquisición de hierro y su metabolismo
Nucleótidos y nucleósidos
Metabolismo de proteínas
División celular
Mobilidad
Señalización celular
Metabolismo secundario
Metabolismo de ADN
Ácidos grasos, lípidos e isoprenoides
Metabolismo del nitrogeno
Esporulación
Respiración
Respuesta a estrés
Metabolismo de compuestos aromáticos
Aminoácidos y sus derivados
Metabolismo del azufre
Metabolismo del fósforo
Carbohidratos
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No se observaron diferencias en el morfotipo o velocidad de crecimiento entre 

los grupos pulmonar y extrapulmonar. 

 

Figura 10. Morfología colonial de las cepas MYC en agar BBL Seven H11 adicionado con sangre humana. 
a) morfotipo 1, colonias grandes, rugosas y quebradizas; b) morfotipo 2, colonias pequeñas, planas e irregulares. 
 
 

Determinación del genotipo formador de cuerdas 

Mediante la tinción diferencial de Zielh-Neelsen se observó la formación de cuerdas 

características en las cepas MYC036, MYC052, MYC061, MYC093 y MYC096 

(Figura 11). Por otro lado, se determinó la presencia de agrupamientos circulares 

en las cepas MYC072, MYC078 y MYC087 y la presencia de bacilos sin 

agrupamientos en MYC075. Se observó que las cepas formadoras de cuerdas 

corresponden al morfotipo 2 de colonias pequeñas y mayor velocidad de 

crecimiento, mientras que las cepas que formaron agrupaciones circulares 

presentan colonias grandes de crecimiento lento. No fue posible encontrar una 

asociación entre el fenotipo clínico (PTB/EPTB) y la formación de cuerdas 

microscópicas.  

 

Determinación de resistencia genotípica 

Los resultados de la determinación del perfil de resistencia fenotípica a antibióticos 

de las cepas MYC se presentan en la Tabla 12. Al comparar la resistencia genotípica 

con la resistencia fenotípica reportada se encontraron múltiples inconsistencias en 

las cepas. Así, la cepa MYC036 que esta predicha genotípicamente como sensible, 

presenta resistencia fenotípica a pirazinamida y estreptomicina, MYC072 que 

a) b) 
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genotípicamente presenta resistencia a etambutol, es fenotípicamente resistente a 

rifampicina. Las cepas MYC075, MYC078, MYC087 y MYC136 que 

genotípicamente se caracterizaron como sensibles, fenotípicamente son resistentes 

a isoniazida, estreptomicina, isoniazida y pirazinamida y estreptomicina, 

respectivamente. 

 

 
Figura 11. Formación de cuerdas microscópicas en las cepas MYC. Observables mediante tinción 
diferencial con Ziehl-Neelsen. Objetivo 100x. 
 

Tabla 12. Resistencia fenotípica a antibióticos de primera línea en las cepas 
MYC. SENS, sensible; R, resistente. 

Cepa Rifampicina Isoniacida Pirazinamida Etambutol Estreptomicina 

MYC036 SENS SENS R SENS R 
MYC052 R R R SENS R 
MYC061 SENS SENS SENS SENS SENS 

MYC072 R SENS SENS SENS SENS 

MUY075 SENS R R SENS SENS 

MYC078 SENS SENS SENS SENS R 
MYC087 SENS R R SENS SENS 

MYC093 SENS SENS SENS SENS SENS 

MYC096 SENS SENS SENS SENS SENS 

MYC136 SENS SENS SENS SENS R 
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DISCUSIÓN 
La caracterización genómica de las cepas MYC permitió identificar su pertenencia 

al linaje 4 o Euroamericano. Estudios de epidemiología molecular previos han 

demostrado una gran diversidad de linajes circulantes en México, siendo el linaje 4 

el que se reporta con mayor frecuencia (Juaréz-Eusebio et al., 2017). Dicho linaje 

es genéticamente diverso y filogeográficamente estructurado, en el cual se han 

identificado sublinajes especialistas y generalistas. Los sublinajes generalistas 

como LAM y Harleem se han aislado en todo el mundo, mientras que los sublinajes 

especialistas mantienen una marcada restricción geográfica. Las cepas MYC036, 

MYC052 y MYC072 se identificaron como pertenecientes a la familia LAM, mientras 

que la cepa MY061 pertenece a la familia Harleem, es decir el 40% de las cepas 

pertenecieron a los sublinajes generalistas, de estas el 75% son cepas 

extrapulmonares. Las cepas generalistas del linaje 4 se caracterizan por tener una 

gran diversidad de epítopes para células T altamente conservados, por lo que 

pueden interactuar con una gama más amplia de alelos del antígeno leucocitario 

humano (Perdigão et al., 2017). Dentro de la familia LAM existen subfamilias, siendo 

LAM9 y LAM3 las más distribuidas en México. En la clasificación filogenética 

realizada en este trabajo solo fue posible identificar una cepa perteneciente a la 

subfamilia LAM1 (MYC075), que corresponde a un aislado pulmonar. En un estudio 

en el que se analizaron aislados pertenecientes a esta familia, se observó una 

diferencia significativa en la velocidad de crecimiento en medio de cultivo, 

característica relacionada con la capacidad de reproducción bacteriana. Esto 

genera una mayor carga bacilar, lo que podría promover una mayor dispersión de 

la familia LAM (Von Groll et al., 2010), por lo que se esperaría asociarla con mayor 

frecuencia en cepas pulmonares, en comparación con cepas extrapulmonares. 

Por otro lado, la cepa MYC093 pertenece al sublinaje 4.1.1.3 o familia X3, el 

cual ha sido previamente reportado como exclusivo de México y se ha asociado a 

multidrogo-resistencia (Jiménez-Ruano et al., 2021). Sin embargo, está cepa no 

presentó resistencia fenotípica ni genotípica a antibióticos, además de carecer de la 

doble disrupción génica de Rv0402c-Rv0403c y Rv2813c-Rv2816c asociada a la 
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familia a la que pertenece y a un número bajo de copias de secuencia de inserción 

IS6110. Anteriormente se ha demostrado la existencia de patrones de números de 

copia específicos del linaje (Roychowdhury et al., 2015), en el que los sublinajes 

Harleem, S y LAM se han asociado a un alto número de copias, mientras que el 

sublinaje X presenta un bajo número de copias. En este trabajo se identificó una 

diferencia entre el número de secuencias de inserción IS6110 esperadas según el 

sublinaje y lo observado para las cepas MY036 (LAM), MYC052(LAM), 

MYC061(Harleem), MYC072(LAM) y MYC096 (S). Aunque se cree que un alto 

número de copias de IS6110 proporciona una ventaja selectiva a las cepas que los 

poseen, la resistencia antibióticos y la aparición de brotes también se han asociado 

a cepas con un bajo número de copias (McEvoy et al., 2007). Interesantemente, las 

cepas MYC con menos de 6 copias de IS6110 presentan resistencia fenotípica a al 

menos un antibiótico de primera línea. 

La importancia de la distribución preferencial de las secuencias IS6110 en 

ciertas posiciones del genoma de MTB se resalta por las posibles consecuencias 

funcionales de su inserción. Estas pueden ocasionar la inactivación de un gen si se 

insertan en una región codificante, la deleción de las primeras bases y aparición de 

mutaciones puntuales si se integran al inicio de la secuencia del gen, la inversión o 

deleción del gen completo si ocurre recombinación entre dos secuencias IS6110, o 

diferencias en la expresión génica si se inserta en la región promotora del gen 

(McEvoy et al., 2007). En el caso de las cepas MYC, la inserción de IS6110 en el 

genoma ocasionó la interrupción de Rv2813-Rv2816c en MYC096 perteneciente al 

sublinaje 4.4.1.1 y MYC087 del sublinaje 4.1.1. Estos genes pertenecen a la región 

de repetidos directos, en donde se insertan comúnmente fagos y secuencias de 

inserción y codifican para proteínas hipotéticas cuyas mutaciones se han asociado 

con alteraciones en la producción de citocinas y la respuesta de polimorfonucleares, 

confiriéndole a las cepas que los poseen ventajas en la transmisión de la 

enfermedad (Nebenzahl-Guimaraes et al., 2017). Por otro lado, la inserción de una 

copia de IS6110 en la secuencia del gen plcD se ha relacionado con la forma 

extrapulmonar de la TB (Yang et al., 2005), pero en este trabajo no se identificaron 

inserciones en este locus específico. 
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Otros genes en los que si se observó disrupción de la secuencia son Rv0402c 

y Rv0403c que codifican para dos proteínas de membrana implicadas en el 

metabolismo de ácidos grasos (mmpL1 y mmpS1). Una interrupción en la secuencia 

de dichos genes podría ocasionar una alteración en la vía de síntesis de dimicolato 

de trehalosa, glicolípido asociado previamente con la formación de cuerdas 

microscópicas (Harland et al., 2008). El factor cuerda o dimicolato de trehalosa 

encargado de la formación de estas estructuras se relaciona con la inducción de 

secreción de las citocinas IL-1b, IL-6 y TNF-a, es clave en la aparición del tipo 

cavitario de TB y su metabolismo se ve implicado en el desarrollo de mutaciones 

asociadas a resistencia a antibióticos (Lee et al., 2019). Por lo que la interrupción 

de los genes Rv0402 y Rv0403c podría estar jugando un papel importante en la 

transmisión local del genotipo 4.1.1.3 o X3. 

 Cabe resaltar que la cepa MYC093, es la única del clado X3 que no posee 

ninguna interrupción de los genes antes mencionados, y esto coincide con la 

formación de cuerdas macróscopias durante el cultivo. Este comportamiento 

“atípico” de las cepas aisladas en Michoacán ya ha sido observado previamente por 

nuestro grupo de trabajo, en diversos análisis de secuencias de genes involucrados 

en la vía de síntesis de ácidos micólicos, de resistencia a antibióticos y de la familia 

pe, ppe y pgrs, encontrándose un inusual alto número de mutaciones en 

comparación con cepas aisladas de otras regiones geográficas (Frutos-Hernandez, 

2015; Negrete-Paz, 2018). Estas inconsistencias también se observan en la 

comparación genotípica-fenotípica de resistencia a antibióticos de las cepas 

MYC036, MYC072, MYC075, MYC078, MYC087 y MYC136. En ellas se puede ver 

un fenotipo resistente, pero no existe ninguna mutación en genes asociados a 

resistencia a antibióticos. Debido a que en MTB este es el principal mecanismo de 

resistencia adquirida, dicho fenómeno es poco común. Generalmente, las 

discrepancias entre la resistencia predicha y observada están más relacionadas con 

una baja especificidad y sensibilidad de las herramientas utilizadas para la 

determinación genotípica de resistencia que con una característica fisiológica de la 

bacteria. Sin embargo, los pocos estudios en donde se reporta un fenómeno común 

al observado en este trabajo (Zenteno-Cuevas et al., 2020), sugieren la presencia 
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de mecanismos de resistencia intrínseca no descritos para los fármacos de primera 

línea. Por ejemplo, la presencia de mutaciones en genes relacionados con la 

permeabilidad celular, como fadD2 que confiere resistencia a pirazinamida, o lipX 

que se ha asociado a resistencia a rifampicina (Singh et al., 2016), o con bombas 

de eflujo que modifican el transporte de antibióticos hacia el espacio intracelular. 

Los fenotipos característicos de estas cepas MYC pueden estar 

determinados por la presencia de ciertas variaciones en su genoma. El genoma de 

referencia H37Rv posee un total de 4 452 489 pb. En comparación con las cepas 

estudiadas, solo la cepa MYC61 es de una longitud menor (4 341 393 pb), ya que 

el resto de las cepas poseen de 16 126 a 77 372 pb más que el genoma de 

referencia. El menor tamaño del genoma de la cepa MYC61 se debe a la presencia 

de una mayor cantidad de deleciones, por el contrario, las cepas MYC36, MYC52, 

MYC72, MYC75, MYC78, MYC87, MYC93, MYC96 y MYC136 presentan 

inserciones en su genoma. Existe una presión evolutiva significativa dirigida hacia 

genomas bacterianos más pequeños, ya que los cromosomas más pequeños 

pueden replicarse más rápido. Si una población bacteriana se traslada a un entorno 

donde, por ejemplo, abunda un aminoácido esencial, algunos miembros de la 

población bacteriana, después de muchas generaciones, perderán la capacidad de 

sintetizar ese aminoácido. Eventualmente, cada miembro de la población también 

perderá por deleción la secuencia de ADN que codifica para la ruta necesaria en la 

producción de ese aminoácido. Sin embargo, este proceso ocurre extremadamente 

lento, ya que la presión evolutiva para disminuir el tamaño del genoma también 

necesita proteger al organismo de la extinción por la degeneración de su genoma 

(Arnold, 2007). 

Tras el análisis para la búsqueda de macrovariantes, se identificaron 9 

regiones homólogas presentes en la totalidad de las cepas MYC, pero ausentes en 

la cepa de referencia H37Rv. De estás, 5 incluyen genes que codifican para 

proteínas hipotéticas, 3 corresponden a regiones no codificantes y 1 a una variación 

dentro del gen fadD2. Este gen es un mediador de la resistencia intrínseca a 

pirazinamida que codifica una ligasa de acetil coenzima A, cuya actividad es 

necesaria para el mantenimiento de una reserva intracelular de acil-CoA de cadena 
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larga suficiente para procesos metabólicos como la β-oxidación y la síntesis de 

triacilglicerol o la síntesis de lípidos de membrana (Rosen et al., 2017).  

En el caso de las microvariantes (SNPs, inserciones y deleciones), se 

identificaron 2,136 mutaciones exclusivas de las cepas MYC, aunque no se 

encontró ninguna presente en todas si se determinó una variación exclusiva 

presente en el 50% de las cepas (MYC052, MYC078, MYC087, MYC093 Y 

MYC136). Esta mutación ocurre en el gen priA en la posición 217, ocasionando una 

sustitución de una adenina por una timina. El gen priA es considerado como esencial 

y está involucrado en la iniciación de la replicación del ADN (Reiche et al., 2017). 

La presencia de elementos en el genoma que puedan ocasionar modificaciones en 

la replicación o reparación del ADN como esta mutación en el gen priA, pueden ser 

la causa del aumento en el número elevado de polimorfismos en los genes pe, ppe, 

pgrs y de la vía de síntesis de ácidos micólicos característico de las cepas MYC.  
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CONCLUSIÓN 

Las cepas MYC poseen variaciones genéticas no presentes en otros genotipos MTB 

circulantes, lo que les confiere características propias que podrían explicar los 

fenotipos observados, como la composición lipídica de la pared celular y la 

presencia de una gran cantidad de polimorfismos en su genoma; sin embargo, es 

necesaria la realización de experimentos in vivo/in vitro para confirmar la asociación 

de dichas variaciones con los fenotipos. 
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INTRODUCCIÓN 

La tuberculosis (TB) es una de las enfermedades transmisibles con mayor 

mortalidad a nivel mundial, además de ser una de las enfermedades infecciosas 

más antiguas y conocidas de la humanidad. Se trata de una afección 

predominantemente pulmonar, que en humanos se produce principalmente por la 

especie Mycobacterium tuberculosis (MTB) y en menor proporción por las otras 

especies del complejo M. tuberculosis: M. bovis, M. africanum, M. microti y M. 

canetti (Coscolla et al., 2014). 

La TB suele clasificarse en pulmonar (PTB) y extrapulmonar (EPTB). Aunque 

el número de casos de TB ha disminuido significativamente, las proporciones de 

casos de EPTB han permanecido constantes. Esta enfermedad es el resultado de 

la diseminación hematógena y linfática de MTB. Las localizaciones extrapulmonares 

más frecuentes son la pleura, los ganglios linfáticos, el sistema genitourinario, los 

huesos y articulaciones, las meninges y el peritoneo, no obstante, se puede afectar 

cualquier órgano o sistema. En la TB meníngea luego de la primoinfección o 

reactivación, se da una proliferación de bacilos, que se pueden diseminar al sistema 

nervioso central (SNC). Al producirse la ruptura de un tubérculo en el espacio 

subaracnoideo, se genera una infección por parte del bacilo en esta zona, 

ocasionando una reacción inflamatoria del tejido (Rodríguez et al., 2021). En esta 

localización, la aracnoiditis localizada en la base del cráneo constituye masas 

fibrosas que envuelven los pares craneales y los vasos, produciendo vasculitis con 

la consiguiente trombosis e infartos. La tuberculosis meníngea representa del 1 al 

5% de todos los casos de TB y es considerada como la forma más severa de la 

enfermedad, resultando en el fallecimiento del paciente o la presencia de daño 

neurológico en más de la mitad de los afectados (van Laarhoven et al., 2017). 

Actualmente se desconoce en gran medida porque ciertas personas desarrollan 

PTB y otras EPTB. Los factores relacionados con el hospedero juegan un papel 

importante en el establecimiento de la enfermedad, como lo demuestra una mayor 

propensión a desarrollar EPTB en pacientes inmunodeprimidos e infantes. Además, 

los factores genéticos propios del hospedero también pueden ser claves para la 

aparición de los diferentes fenotipos clínicos de la TB; por ejemplo, variaciones en 
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los genes que codifican para receptores de vitamina D, P2X7, interleucina 10 e 

interferón gamma (Sharma et al., 2017). Diversos estudios epidemiológicos y 

experimentos con modelos animales han tratado de determinar si los linajes o 

genotipos del patógeno están asociados con la presentación de la enfermedad en 

sitios extrapulmonares. Por el momento, los hallazgos encontrados han sido 

inconsistentes y no concluyentes para atribuir la contribución de variaciones 

genéticas específicas a la presentación de la enfermedad (Coscolla et al., 2014).  

La secuenciación del genoma completo provee un nivel de resolución más 

fino en comparación con las técnicas antes mencionadas para la búsqueda de 

determinantes genéticos asociados a EPTB. Los estudios que han utilizado esta 

estrategia para encontrar dichas asociaciones todavía son escasos, y han evaluado 

principalmente cepas aisladas de pacientes con TB meníngea. Un trabajo realizado 

en India en 2013 mediante la secuenciación analizó 5 cepas causantes de EPTB 

detectó heterogeneidad genómica entre las cepas, es posible  que la secuenciación 

genómica se haya realizado en muestras con ADN contaminado por material 

genómico de más de una cepa de MTB (Das et al., 2013). Otras aproximaciones 

similares realizadas en Tailandia e Indonesia utilizaron una mayor cantidad de 

cepas EPTB causantes de TB meníngea y compararon sus genomas contra grupos 

de cepas PTB aisladas de la misma región geográfica (Faksri et al., 2018; Ruesen 

et al., 2018). Sus resultados muestran mutaciones exclusivas de cepas causantes 

de EPTB pero que no se encuentran en la totalidad de estas. Aunque se trata de 

dos trabajos independientes, ambos emplearon una metodología de comparación 

similar, pero que no permite la comparación de sus resultados. Por lo anterior, este 

trabajo se pretende determinar la presencia de microvariantes genómicas asociadas 

el fenotipo EPTB de la tuberculosis. Se utilizó un número de cepas EPTB 

significativamente mayor al de estudios previos, empleando genomas de cepas 

provenientes de las distintas regiones geográficas disponibles en las bases de datos 

públicas. Esta estrategia de análisis global de cepas buscó evitar un sesgo por la 

predominancia de linajes particulares en determinadas regiones geográficas. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Obtención de los genomas 

Se recuperaron un total de 490 datos crudos de lecturas de secuenciación de la 

base de datos NCBI SRA, que corresponden a 245 aislados de MTB causantes de 

PTB y 245 aislados causantes de EPTB (Anexo 2). Se consideraron como cepas de 

EPTB aquellas aisladas de casos en los que el sitio de infección reportado en la 

base de datos no fuera pulmonar o miliar. La calidad de la secuencia de las lecturas 

FASTQ se verificó mediante FASTQC 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) y posteriormente se 

filtró a una puntuación Phred de 30 mediante TRIMGALORE 

(http://www.bioinformatics. babraham.ac.uk/projects/trim_galore/). A estas 

secuencias filtradas y de buena calidad se añadieron las 10 cepas MYC descritas 

en el capítulo anterior para obtener una n=500, de las cuales 250 son EPTB y 250 

son PTB. 

 

Determinación de microvariantes 

A partir de los archivos fastq de las cepas seleccionadas se utilizó la herramienta 

MTBseq versión 1.0.3 (Kohl et al., 2018) con los valores por defecto para realizar el 

mapeo contra el genoma de referencia H37Rv y obtener los archivos individuales 

de la presencia de variaciones en cada uno de los genomas. La presencia de 

variantes alélicas se determinó basándose en los siguientes parámetros: cuatro 

lecturas “forward” y cuatro “reverse” para indicar la presencia de un alelo, valor de 

prhed mayor a 20 y frecuencia alélica mayor a 75%. La identificación de 

microvariantes específicas de las cepas PTB y EPTB se llevó a cabo a partir de los 

archivos de salida de MTBseq en donde se reportan los SNPs, inserciones y 

deleciones por cepa (.gatk_positions_variants_cf4.tab) utilizando un script en 

mySQL para comparar ambos grupos e identificar las variaciones totales, únicas, 

compartidas y exclusivas de los grupos PTB y EPTB. Con este fin, se concatenaron 

los archivos _variants.tab y se filtraron las variantes asociadas a la clasificación 
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filogenética y resistencia a antibióticos, además de aquellas con un valor de phred 

menor a 30. 

A partir de estos datos se identificó  la inserción exclusiva más común de 

cepas EPTB y PTB, la deleción exclusiva más común de cepas EPTB y PTB, y el 

SNP exclusivo más común de cepas EPTB y PTB. 

 

Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó en SPSS versión 16 (SPSS Inc., Illinois, EE. UU.). 

La asociación entre los fenotipos clínicos de MTB y la presencia de SNPs, 

inserciones o deleciones se estimó mediante la prueba de chi-cuadrada, con 

intervalos de confianza del 95% para evaluar la significancia estadística. 
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RESULTADOS 

Se obtuvieron un total de 490 datos crudos de secuenciación de cepas de MTB 

aisladas de siete países diferentes, todas ellas provenientes de pacientes con un 

estado negativo de infección por VIH (Anexo 1). Las cepas seleccionadas incluyeron 

aquellos países donde predominan linajes específicos según la base de datos 

SITVIT (http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/), como Tailandia 

e Indonesia para el linaje de Asia Oriental, e India para el linaje indio del este de 

África. Los genomas pertenecientes al fenotipo EPTB se agruparon en cinco 

grandes grupos según el sitio anatómico de aislamiento, con predominio del sistema 

nervioso central (72.24%). Otros sitios anatómicos incluidos fueron huesos y 

articulaciones (17.14%), ganglios linfáticos (4,49%) y aparato genitourinario 

(2.86%); el 3.27% restante procede de sitios no especificados pero identificados 

EPTB en las bases de datos. 

A partir del análisis de microvariantes se identificaron 53,440 mutaciones 

repartidas entre las 500 cepas de estudio, de estas 13,560 son mutaciones 

compartidas, 21,400 son exclusivas del fenotipo EPTB y 18,480 son exclusivas del 

fenotipo PTB (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12. Diagrama de Venn de las microvariantes identificadas en las cepas de M. tuberculosis. EPTB, 
tuberculosis extrapulmonar; PTB, tuberculosis pulmonar. 

 

Del total de mutaciones encontradas 1,406 corresponden a inserciones, 

11,545 a deleciones y 40,489 a polimorfismos de un solo nucleótido, de estos 

últimos 33,277 están presentes en regiones codificantes y 20,298 son mutaciones 

no sinónimas. Utilizando estos datos se buscaron en los genes exclusivos los SNPs 
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más frecuentes que solo estuvieran presentes en el fenotipo EPTB, encontrándose 

una variación en el gen ppe57 como la más común. Esta mutación ocasiona un 

cambio en la cadena de aminoácidos en la posición 110 de una alanina por una 

treonina (Ala110Thr), y aunque no se encuentra en todas las cepas EPTB, si se 

encuentra asociado a este fenotipo (p=0.0133, OR:35.24; IC 95% 2.1-59.0). 

Por su parte, respecto al fenotipo PTB se identificaron 2 SNPs en el gen 

pe_pgrs10 exclusivos se dicho fenotipo (ocasionando los cambios Ala523Thr, 

Ala518Gly), y de manera similar, aunque no se encuentran de manera consistente 

en todas las cepas PTB, si se asocian con dicho fenotipo (p=0.0036, OR:64.3, IC 

95% 3.91-106.0; p=0.004, OR:61.64, IC95% 3.73-106.5). 

Las mutaciones compartidas por ambos fenotipos, pero asociadas con el 

fenotipo EPTB, se muestran en la Tabla 13.  

 
Tabla 13. Mutaciones asociadas al fenotipo extrapulmonar. SNP, polimorfismo 

de un solo nucleótido; OR, odds ratio; IC, intervalo de confianza; AA, aminoácido. 

SNP Valor de 
p OR IC 95% CAMBIO 

AA Gen Proteína Tipo 
SNP 

T2165503A  < 0.0001 2.45 1.63-3.68 Ala603Ala 
(gca/gcT) Rv1917c PPE34 Sinonimo 

A3883626G  0.0002 2.08 1.41-3.09 -- -- -- No CDS 

G103836T  < 0.0001 4.95 2.56-9.56 Asn276Lys 
(aac/aaA) Rv0094c Proteína 

hipotética 
No 

sinónimo 

G3730582A  < 0.0001 4.21 2.30-7.70 Ala2107Val 
(gcc/gTc) Rv3343c PPE54 No 

sinónimo 

G2439519A  < 0.0001 2.90 1.75-7.80 Arg143Arg 
(cgc/cgT) Rv2177c Transposasa Sinonimo 

C3884791A  < 0.0001 3.9 2.13-7.18 Asn276Lys 
(aac/aaA) Rv3467 Proteína 

hipotética 
No 

sinónimo 

G3732344A  0.0007 1.9 1.31-2.81 Ala1531Val 
(gcc/gTc) Rv3343c PPE54 No 

sinónimo 

C104824A  < 0.0001 4.00 2.1-7.6 Ser131Ile 
(agc/aTc) Rv0095c Proteína 

hipotética 
No 

sinónimo 

G3883915A  < 0.0001 4.88 3.04-7.82 Val131Ile 
(gtc/Atc) Rv3466 Proteína 

hipotética 
No 

sinónimo 
C80616G  0.0040 1.72 1.18-2.49 -- -- -- No CDS 

A1993808T  0.0031 1.81 1.22-2.69 Glu219Val 
(gag/gTg) Rv1760 Diacylglycerol 

acyltransferasa 
No 

sinónimo 

G1096323T  0.0002 2.88 1.64-5.07 His43Gln 
(cac/caA) Rv0980c PE_PGRS18 No 

sinónimo 

G1788570T  0.0001 3.34 1.8-6.19 Asn198Lys 
(aac/aaA) Rv1587c Proteína 

hipotética 
No 

sinónimo 

C841494G  0.0001 4.01 2.00-8.04 Leu89Leu 
(ctc/ctG) Rv0749 vapC31 Sinonimo 
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T2030521C  < 0.0001 4.98 2.44.10.16 -- -- -- No CDS 

C560664T  < 0.0001 4.57 2.23-9.36 Asn259Asn 
(aac/aaT) Rv0469 umaA Sinonimo 

C3119513T  < 0.0001 5.59 2.55-12.23 -- -- -- No CDS 

G3895269C  < 0.0001 4.43 2.16-9.10 Glu282Gln 
(gaa/Caa) Rv3478 PPE60 No 

sinónimo 

 

El 27.7% de las mutaciones compartidas de cepas EPTB se encuentran en 

genes que codifican proteínas hipotéticas, el 22.2% en regiones no codificantes y el 

22.2% corresponden a mutaciones sinónimas. 

Las mutaciones compartidas por ambos fenotipos, pero asociadas con el 

fenotipo PTB, se muestran en la Tabla 14. 

 
Tabla 14. Mutaciones asociadas al fenotipo pulmonar. SNP, polimorfismo de un 

solo nucleótido; OR, odds ratio; IC, intervalo de confianza; AA, aminoácido. 

SNP p value OR IC 95% CAMBIO AA GEN PROTEINA Tipo 
SNP 

G3379730C 
SNP <0.0001 3.37 2.27-

5.01 -- -- -- No CDS 
T336560C 

SNP <0.0001 2.88 1.96-
4.24 

_838_ 
(taa/taG) Rv0279c PE_PGRS4 Codón 

de paro 
T3379742C 

SNP <0.0001 3.05 2.03-
4.59 -- -- -- No CDS 

A3379735C 
SNP <0.0001 2.74 1.86-

4.04 -- -- -- No CDS 
A336380T 

SNP <0.0001 2.34 1.63-
3.36 -- -- -- No CDS 

A336405G 
SNP <0.0001 2.30 1.61-

3.13 -- -- -- No CDS 
C336400G 

SNP <0.0001 2.34 1.63-
3.36 -- -- -- No CDS 

C336403G 
SNP <0.0001 2.30 1.61-

3.13 -- -- -- No CDS 

T336537G 
SNP <0.0001 2.44 1.67-

3.54 -- -- -- No CDS 
C3949532G 

SNP <0.0001 3.03 1.96-
4.66 

Pro1247Ala 
(ccc/Gcc) Rv3514 PE_PGRS57 No 

sinónimo 
G336540T 

SNP <0.0001 2.39 1.64-
3.47 -- -- -- No CDS 

T336546G 
SNP <0.0001 2.34 1.61-

3.40 -- -- -- No CDS 
T336592G 

SNP <0.0001 2.34 1.61-
3.40 

Ile828Leu 
(atc/Ctc) Rv0279c PE_PGRS4 No 

sinónimo 
G336590C 

SNP <0.0001 2.30 1.59-
3.34 

Ile828Met 
(atc/atG) Rv0279c PE_PGRS4 No 

sinónimo 
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G3741572A 
SNP <0.0001 2.50 1.68-

3.70 
Gly401Gly 
(ggc/ggT) Rv3345c PE_PGRS50 Sinónimo 

T336535G 
SNP <0.0001 2.28 1.57-

3.30 -- -- -- No CDS 
C673564T 

SNP <0.0001 2.90 1.86-
4.50 

Ala785Thr 
(gcc/Acc) Rv0578c PE_PGRS7 No 

sinónimo 
G336617C 

SNP <0.0001 2.29 1.57-
3.35 

Pro819Pro 
(ccc/ccG) Rv0279c PE_PGRS4 Sinónimo 

G336611C 
SNP <0.0001 2.20 1.51-

3.20 
Ala821Ala 
(gcc/gcG) Rv0279c PE_PGRS4 Sinónimo 

G3927595A 
SNP <0.0001 3.08 1.94-

4.90 
Ala343Thr 
(gcc/Acc) Rv3507 PE_PGRS53 No 

sinónimo 
G4032625T 

SNP <0.0001 2.45 1.64-
3.66 

Gly178Gly 
(ggc/ggA) Rv3590c PE_PGRS58 Sinónimo 

C3949531G 
SNP <0.0001 2.68 1.74-

4.13 
Gly1246Gly 
(ggc/ggG) Rv3514 PE_PGRS57 Sinónimo 

 

El 50% de las mutaciones compartidas de cepas PTB se encuentran en 

genes que codifican proteínas de la familia pe_pgrs, el 50% en regiones no 

codificantes y el 18% corresponden a mutaciones sinónimas. 
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DISCUSIÓN 

 

Con la finalidad de determinar la variación genética asociada al fenotipo clínico de 

la tuberculosis, se realizó la comparación de 500 cepas de MTB aisladas de distintas 

regiones geográficas para eliminar sesgos en la elección de los linajes incluidos 

debido a la distribución geográfica de los genotipos, incluyendo también un número 

igualitario de cepas PTB y EPTB. Mediante este análisis se identificaron 19 

polimorfismos de un solo nucleótido asociados con el fenotipo extrapulmonar de la 

TB, uno de ellos exclusivo de este grupo, que se localiza en el gen ppe57. Aunque 

se desconoce la función del gen ppe57, se sabe que interviene en el reconocimiento 

de la bacteria por los receptores tipo Toll2, ocasionando la 98ctivación de la vía de 

las MAPK (MAP cinasas) y la activación de factores de transcripción que llevarán a 

una producción aumentada de IL12 y TNF-α, originando una fuerte respuesta 

inflamatoria y disminuyendo la tasa de persistencia de la bacteria en el macrófago 

(Mogensen, 2009). Sin embargo, si existe una mutación que altere la función de 

esta proteína, las vías de señalización se pueden ver modificadas, ocasionando una 

menor activación de macrófagos, y por lo tanto una mayor persistencia y probable 

diseminación de la bacteria observada en las cepas EPTB.  

Adicionalmente, se identificaron SNPS que, a pesar de estar presentes en 

ambos fenotipos, debido a la frecuencia observada se pudieran asociar con PTB o 

EPTB. Gracias a este análisis se lograron determinar 19 SNPs asociados con EPTB 

y 22 con PTB. Para EPTB los 19 SNPs se encontraron en los genes ppe54, ppe60, 

pgrs19 y Rv1760, además de otros genes que codifican proteínas hipotéticas. Se 

ha reportado que la proteína codificada por ppe54 se expresa en macrófagos 

activados y que interviene en mecanismos de resistencia a estrés oxidativo 

(Mycobrowser, 2022). Respecto a Rv1760, se sabe que es sobreexpresado en 

condiciones de estrés, por lo que también podría intervenir en estos mecanismos 

(Mestre et al., 2013). La función de pgrs18 está asociada a la inhibición de la 

apoptosis, y ppe60, al igual que ppe54 y Rv1760, esta involucrado en mecanismos 

de resistencia a estrés. Se sabe que desencadena una respuesta proinflamatoria 

con un aumento de la producción de TNF-α y el paso a piroptosis, una forma de 
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muerte celular programada que se correlaciona con la restricción del crecimiento 

intracelular y la respuesta inmune mejorada del hospedero (Quian et al., 2020). Las 

mutaciones encontradas podrían alterar la función de estas proteínas ocasionando 

modificaciones tanto en los mecanismos de resistencia a estrés, como en la 

respuesta inmune que podrían ser claves para explicar el fenotipo EPTB.  

En el caso de PTB se encontraron 2 polimorfismos en el gen pgrs10 

exclusivos de este fenotipo y, de manera similar, aunque no se encuentran de 

manera consistente en todas las PTB si se asocian al fenotipo. Se desconoce la 

función de pepgrs10; sin embargo, pertenece a un grupo de proteínas PGRS para 

las cuales se ha descrito actividad de unión a fibronectina, estas proteínas se 

encuentran en la superficie celular y son necesarias para la unión a la célula 

hospedadora y la internalización (Meena, 2019). Una vez que ésta se lleva a cabo, 

ocurre la formación del fagolisosoma que va a desencadenar en la excreción de 

péptidos utilizados para la presentación antigénica por las células dendríticas. Una 

alteración en estas proteínas podría llevar a una disminución en la tasa de activación 

de los macrófagos. 

Por otra parte, respecto a los 22 SNPs compartidos asociados con PTB, 

estos se encontraron en genes como pe_pgrs4, pe_pgrs7, pe_pgrs53 y pe_pgrs57. 

Se sabe que pe_pgrs4 y pe_pgrs7 están involucrados en mecanismos de unión a la 

superficie de células fagocíticas ya que tienen actividad de fibronectina y adhesina 

(Meena, 2019). Se ha reportado previamente la deleción del gen pe_pgrs4 gen en 

cepas Beijing o pertenecientes al linaje 2, e interesantemente la variación asociada 

a PTB en este gen es la presencia de un codón de paro en la posición 838, ésta se 

observa en 115 de las 260 cepas Beijing de nuestro conjunto de datos. Finalmente, 

se sabe los genes pe_pgrs53 y pe_pgrs57 que están involucrados en el 

metabolismo del colesterol; sin embargo, se desconoce su función específica. 

Como se comentó anteriormente, se han reportado previamente SNPS 

asociados tanto a EPTB como a PTB en otros trabajos de análisis genómico 

comparativo. En el estudio llevado a cabo por Faksri en 2018 se reportó una 

asociación de un SNP en el gen pe_pgrs6 con las cepas causantes de TB meníngea 

(Faksri et al., 2018).  En el mismo año, Ruesen y colaboradores reportan un SNP 
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en el gen Rv0218 asociado con PTB (Ruesen et al., 2018). Sin embargo, en nuestro 

análisis el SNP presente en pe_pgrs6 se encuentra en su mayoría en cepas 

pertenecientes al fenotipo PTB, mientras que el SNP en Rv0218, aunque si se 

observa con mayor frecuencia en cepas PTB, no se encuentra asociado a dicho 

fenotipo. Estos estudios difieren del presente trabajo principalmente en la naturaleza 

y cantidad de las cepas utilizadas en donde no se observa una subrepresentación 

de los casos EPTB. 
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CONCLUSIÓN 
 

 

Las variaciones genéticas diferenciales (SNPs) entre los fenotipos EPTB y 

PTB se encuentran mayoritariamente en genes pertenecientes a la familia 

PE/PPE/PGRS. Dichos SNPs pueden ocasionar una alteración en la función de las 

proteínas codificadas al modificar la secuencia de aminoácidos, provocando 

variaciones tanto en la respuesta inmune como en los mecanismos de respuesta a 

estrés que se encuentran asociados a las distintas presentaciones clínicas de la 

tuberculosis 
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CAPÍTULO IV: Identificación de genes asociados a los fenotipos pulmonar y 
extrapulmonar de cepas de Mycobacterium tuberculosis 
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INTRODUCCIÓN 

 

Se estima que actualmente 2 mil millones de personas están infectadas por 

Mycobacterium tuberculosis (MTB), el agente causal de la tuberculosis (TB), 

enfermedad que afecta anualmente a más de 14 millones de personas y que causa 

la muerte a casi 2 millones de ellas. Las principales causas que han dado lugar a la 

reemergencia de la TB son la coinfección con el VIH, la aparición de cepas de MTB 

resistentes y multirresistentes a los fármacos del tratamiento, y la baja eficacia de 

la vacuna actual (OMS, 2021). Aunque se estima que una tercera parte de la 

población mundial está infectada por MTB, solo en un 5% ó 10% de los casos se 

desarrolla la enfermedad, ya sea en el primer o segundo año tras la infección (TB 

primaria) o por reactivación de la infección a lo largo de la vida (TB secundaria). En 

el resto de los casos la infección permanece latente durante toda la vida (OMS, 

2021). 

Cuando se desarrolla TB activa, la localización de la enfermedad, la 

severidad, y el desenlace son muy variables. En un 85% de los casos la TB se limita 

a los pulmones. Mientras que en aproximadamente un 15% de los casos se 

desarrolla tuberculosis extrapulmonar (EPTB), la cual requiere de procedimientos 

invasivos como la biopsia para su diagnóstico, por lo que suele ser de difícil 

diagnóstico. Las formas miliar y meníngea de la TB son consideradas las formas 

más graves de la enfermedad y generalmente son de pronóstico reservado 

(Rodríguez et al., 2021). La amplia diversidad en las manifestaciones clínicas y la 

gravedad de la enfermedad son uno de los aspectos más intrigantes de la TB y se 

han atribuido principalmente a factores del hospedero como la infección por VIH, la 

presencia de diabetes, el tabaquismo, la edad y la desnutrición, entre otros. Sin 

embargo, los factores del hospedero no explican completamente la variación 

observada. Una gran cantidad de estudios epidemiológicos y experimentales han 

demostrado que la diversidad genética de las cepas de MTB también es importante 

(Coscolla, 2017). Dentro de estos estudios, el análisis genómico comparativo ha 

cobrado especial importancia, ya que permite llevar a cabo comparaciones entre 
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cepas pulmonares (PTB) y EPTB mediante la búsqueda de determinantes genéticos 

asociados a tropismo utilizando diferentes estrategias.  

En un estudio en donde se analizaron 8 cepas causantes de TB meníngea 

en pacientes de Malasia (Saw et al., 2016), se lograron identificar determinantes 

genéticos asociados con el neurotropismo mediante la comparación con cepas 

causantes de PTB. Las comparaciones genómicas revelaron reordenamientos 

como traslocaciones, inversiones, inserciones y eliminaciones, así como SNP no 

sinónimos en las cepas derivadas de líquido cefalorraquídeo que no se observaron 

en los genomas de origen respiratorio de MTB. Estos reordenamientos poseen una 

gran cantidad de genes PE (prolina-glutamato) /PPE (prolina-prolina-glutamato), 

proteínas transcripcionales y de membrana. De manera similar, la mayoría de los 

SNPs comunes en las cepas meníngeas se observaron en genes que codifican 

proteínas PE y PPE. Aunque se reportan variaciones exclusivas de las cepas EPTB 

en este trabajo asociadas a neurotropismo, no se lograron identificar determinantes 

genéticos o variaciones comunes a todas las cepas aisladas de pacientes con 

EPTB. Posteriormente, en 2017 se seleccionaron 5 cepas correspondientes al linaje 

3 que fueron aisladas de pacientes con EPTB en India (Sharma et a., 2017), las 

cuales se utilizaron para realizar un análisis similar a los dos anteriores, utilizando 

cepas PTB depositadas en bases de datos para comparar. Los resultados 

mostraron similitudes también con los trabajos previos, reportándose 279 

variaciones genómicas exclusivas de las cepas EPTB pero que no se comparten 

entre ellas. Finalmente, en 2018 se llevaron a cabo dos estudios en los que se utilizó 

una mayor cantidad de cepas EPTB comparando con cepas PTB aisladas de la 

misma región geográfica. El primero de ellos utilizó 322 cepas, 106 EPTB y 206 PTB 

(Ruesen, 2018), el segundo un total de 293, 73 EPTB y 220 PTB (Faksri et al., 

2018). Los autores utilizaron distintas estrategias metodológicas para obtener 

determinantes genéticos asociados a TB meníngea; sin embargo, no se reportan 

variantes exclusivas de las cepas EPTB compartidas entre la mayoría de las cepas 

que ocasionan este fenotipo clínico. La razón de estos resultados puede deberse a 

varios factores: a) el bajo número de cepas de MTB causantes de EPTB; b) las 

cepas analizadas pertenecen a una sola región geográfica, por lo tanto, existe un 
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sesgo asociado a la predominancia de un linaje específico; y c) la estrategia de 

análisis genómico utilizada. Es por esto por lo que a la fecha no existe un consenso 

sobre los determinantes genéticos que contribuyen a las formas extrapulmonares 

de la TB. El análisis genómico comparativo derivado de la construcción del 

pangenoma puede ser una estrategia novedosa para encontrar diferencias que 

contribuyan a explicar la presentación clínica de la enfermedad, algo no evaluado 

hasta la fecha. 

El pangenoma describe la colección de todos los genes en una especie 

determinada o grupo de microorganismos e incluye un genoma central o genoma 

núcleo (core) y un genoma accesorio. El genoma núcleo consiste en todos los genes 

presentes en la totalidad de las cepas, mientras que el genoma accesorio está 

conformado por los genes dispensables que se pueden encontrar en dos o más 

cepas y por los genes que son exclusivos de una sola cepa. Se cree que el genoma 

accesorio juega un papel importante en la variación fenotípica y la evolución del 

genoma (Zahkam et al., 2021). Los genes dispensables y los genes específicos de 

cepas se consideran genes secundarios, que determinan las características 

parcialmente compartidas y específicas de las cepas de una especie y no son 

esenciales para la supervivencia. Estos genes parcialmente compartidos o 

específicos también son importantes para la adaptación del bacilo a ciertas 

circunstancias (Yang et al., 2018).  Por lo que este estudio pretende evaluar la 

composición del genoma accesorio del pangenoma construido a partir de cepas 

PTB y EPTB con la finalidad de identificar aquellos genes asociados con la variación 

fenotípica en relación con la presentación clínica de la TB. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Obtención de los genomas 

Se recuperaron un total de 490 datos crudos de lecturas de secuenciación de la 

base de datos NCBI SRA, que corresponden a 245 aislados de MTB causantes de 

PTB y 245 aislados causantes de EPTB (Anexo 1). Se consideraron como cepas de 

EPTB aquellas aisladas de casos en los que el sitio de infección reportado en la 

base de datos no fuera pulmonar o miliar. La calidad de la secuencia de las lecturas 

FASTQ se verificó mediante FASTQC 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) y posteriormente se 

filtró a una puntuación Phred de 30 mediante TRIMGALORE 

(http://www.bioinformatics. babraham.ac.uk/projects/trim_galore/). A estas 

secuencias filtradas y de buena calidad se añadieron las 10 cepas MYC descritas 

en el capítulo anterior para obtener una n=500, donde 250 son EPTB y 250 son 

PTB. 

 

Ensamblado y anotación genómica 

Partiendo de las lecturas filtradas en formato fastq, se llevó a cabo el ensamblado 

de los genomas estudiados con el programa SPAdes, basado en diagramas de 

Brujin (Bankevich et al., 2012). El programa se utilizó con los parámetros 

predeterminados, desactivando la opción de filtrado de secuencias, indicando los 

archivos de las lecturas forward y reverse y reduciendo el número de errores e indels 

cortos utilizando la opción -careful. La validación de los ensambles realizados se 

llevó́ a cabo con el programa QUAST v4.6.0, (Gurevich et al., 2013). QUAST evalúa 

los ensambles de los genomas, utilizando varias características métricas (número 

de contigs, longitud total del genoma, % de GC, N50, L50, N75, L75, longitud de los 

contigs, entre otros) y puede evaluar la calidad del ensamble incluso sin un genoma 

de referencia. A pesar de que no es necesario un genoma de referencia, el utilizar 

alguno da una mejor visión de que tan exitoso fue el ensamble, por lo que se utilizó 

el genoma dela cepa de referencia H37Rv para el análisis. 
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Con el objetivo de realizar una mejora de los ensamblados se realizó un 

filtrado de contigs con menos de 500 pb y un reordenamiento con ABACAS (Assefa 

et al., 2009). Esta herramienta se basa en la utilización de un genoma de referencia 

para el ordenamiento y orientación de los contigs obtenidos en un ensamblado. Las 

bases indeterminadas se denominan con Ns en las secuencias obteniendo 

finalmente scaffolds representativos del genoma secuenciado. 

La anotación de los ensamblados se realizó mediante Prokka v1.10 

(Seemann, 2014). Con este fin, se descargó el archivo que contiene las secuencias 

de aminoácidos del genoma de referencia H37Rv y el archivo .gff del mismo 

(RefSeq NC_000962.3). 

 

Construcción del pangenoma 

Se realizó mediante la herramienta Roary (Page et al., 2015) a partir de las 

anotaciones en archivo gff, utilizando los parámetros predeterminados en donde se 

incluye un porcentaje de identidad mínima de 90, la creación de un archivo 

multifasta a partir del alineamiento del genoma núcleo, alineamiento rápido con 

MAFFT y la creación de plots con R. Roary utiliza el algoritmo CD-HIT (Fu et al., 

2012) para realizar un pre-agrupamiento rápido de las secuencias para 

posteriormente comparar una sola secuencia representativa de cada pre-grupo con 

las demás mediante BLASTp, y finalmente reagrupar estas secuencias mediante 

MLC. 

 

Identificación de genes exclusivos 

La determinación de los genes accesorios exclusivos a los fenotipos extrapulmonar 

y pulmonar se realizó con la herramienta query_pan_genome (opción -difference) 

que permite identificar diferencias en el contenido de genes entre dos grupos 

específicos. Adicionalmente se utilizó SCOARY (Brynildsrud et al., 2016) que toma 

los archivos de salida de ROARY en formato .csv que incluyen la información de 

ausencia y presencia de genes para realizar un análisis de asociación genómico, en 
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el que se destacan los genes que podrían estar relacionados con un fenotipo o 

característica clínica específica. 
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RESULTADOS 

Se utilizó un total de 500 genomas de cepas clínicas de MTB para la construcción 

del pangenoma. Estos incluyen 490 cepas aisladas de siete países diferentes y 10 

aisladas del estado de Michoacán que representan la región de Latinoamérica, 

todas ellas aisladas de pacientes con un estado negativo de infección por VIH 

(Anexo 1). Las cepas seleccionadas incluyeron aquellos países en donde 

predominan linajes específicos según la base de datos SITVIT (http://www.pasteur-

guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/), como Tailandia e Indonesia para el linaje de 

Asia Oriental e India para el linaje indio del este de África. 

Los genomas pertenecientes al fenotipo EPTB se agruparon en cinco 

grandes grupos según el sitio anatómico de aislamiento, con predominio del sistema 

nervioso central (72.24%). Otros sitios anatómicos incluidos fueron huesos y 

articulaciones (17.14%), ganglios linfáticos (4.49%) y aparato genitourinario 

(2.86%); el 3.27% restante procede de sitios no especificados pero identificados 

EPTB en las bases de datos. A partir de la construcción del pangenoma de estas 

500 cepas se identificaron 5,961 agrupamientos de genes que constituyen la 

totalidad del pangenoma. A partir de la presencia/ausencia de genes en el 

pangenoma se construyó la filogenia mostrada en la Figura 13, en la cual es posible 

observar clados que agrupan a cepas altamente similares. El análisis con Roary 

permitió clasificar el contenido del pangenoma en 4 grandes grupos: a) genes core, 

contenidos en el 100% de los genomas, b) genes soft-core, encontrados en el 95 a 

99% de los genomas, c) genes shell, observados en el 15 al 95% de los genomas 

incluidos y d) genes cloud, contenidos en el 15 al 1% de los genomas. En este 

estudio se identificaron 2,231 genes core, 1,182 genes soft-core, 466 genes shell y 

2081 genes cloud (Figura 14).  De los 2,231 genes que conforman el genoma núcleo 

(core), 284 corresponden a proteínas hipotéticas o de función desconocida, 

mientras que 1,947 son genes esenciales asociados con la replicación y reparación 

de ADN, traducción y regulación proteica, síntesis de ácidos micólicos, regulación 

transcripcional, virulencia y catabolismo, entre otras funciones.  

El pangenoma construido corresponde a un pangenoma abierto, como se 

puede observar en la Figura 15. Mientras aumenta el número de genomas 
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incorporados al pangenoma, el número de genes conservados comienza a 

mantenerse, mientras que el número total de genes sigue aumentando. Se dice que 

es un pangenoma próximo a cerrarse cuando la línea que representa el número total 

de genes ya no aumenta significativamente con la adición de nuevos genomas, y 

esta empieza a aplanarse, fenómeno observado en este pangenoma. 

Figura 13. Construcción filogenética realizada por Roary para las cepas de estudio a partir del 
pangenoma. 
 
 

 
Figura 14. Distribución de los genes que conforman el pangenoma.  Los genes core están contenidos en 
el 100% de los genomas, los genes soft-core en el 95 a 99%, los genes shell en el 15 al 95% y los genes cloud 
en el 1 al 15% de los genomas. 
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Mediante la búsqueda de genes exclusivos de las cepas pertenecientes al fenotipo 

EPTB con query_pan_genome, se identificaron 2 genes que codifican proteínas 

exclusivas de este fenotipo: pstAq1 (proteína transportadora de fosfatos) y el gen 

de una proteína hipotética; sin embargo, no fue posible establecer una asociación 

estadística debido a que están presentes en una baja proporción de las cepas EPTB 

(<15 cepas). Un fenómeno similar se observó para las cepas PTB, en donde se 

identificaron genes codificantes de proteínas exclusivas devS1 (regulador de 

histidina quinasa) y mtr1 (micotiol reductasa), de igual manera, no fue posible 

establecer una asociación estadística debido a que están presentes en una baja 

proporción de las cepas PTB. 
 

Figura 15. Curvas representativas del contenido de genes en el pangenoma. 

 

En el caso del análisis de genes compartidos con Scoary, se encontró que la 

presencia del gen aftc mantiene una relación estadísticamente significativa con el 

fenotipo EPTB (p < 0.0001, OR: 10.5), mientras que la presencia de un gen 
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codificante para una proteína hipotética se encuentra asociado con el grupo PTB (p 

< 0.0001, OR:10.2). 

Mediante un análisis de la distribución de genes de virulencia en el 

pangenoma accesorio de los fenotipos EPTB y PTB, y su posterior análisis 

estadístico, se determinó la asociación del fenotipo PTB con la deleción de los 

genes de virulencia hspR y plcD. Adicionalmente, mediante este análisis se observó 

que la deleción de los genes pe_pgrs5, pe_pgrs25, Rv1759c, pe_pgrs57, Rv817c, 

Rv2818c, Rv2816c, Rv3740c y Rv2550c en los genomas de MTB se encuentran 

asociados al fenotipo PTB (Tabla 15). Por su parte, la deleción de los genes de 

virulencia aceA, plcA, esxR y Rv2275 se asocian con el fenotipo EPTB, además del 

gen ppe50. 
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Tabla 15. Genes asociados a los fenotipos PTB y EPTB mediante el análisis del genoma accesorio. OR, odds ratio; IC, intervalo de 

confianza; PTB tuberculosis pulmonar; EPTB, tuberculosis extrapulmonar. 
 Gen Producto Clasificación Valor p OR IC 95% Asociación 

Fa
ct

or
es

 d
e 

vi
ru

le
nc

ia
 Rv0353/hspR Proteína reguladora HspR Virulencia 0.0483 1.5 1.0034 to 2.4059 PTB 

Rv1755c/plcD Fosfolipasa C Virulencia 0.0006 2 1.3487 to 2.9849 PTB 
Rv1790/ppe27 PPE27 Virulencia 0.0540 1.48 0.9933 to 2.2193  

Rv1915/aceA Isocitrato liasa Virulencia 0.0005 2.03 1.3606 to 3.0357 EPTB 
Rv2351c/plcA Fosfolipasa C Virulencia 0.007 2.78 1.3136 to 5.9075 EPTB 
Rv3019c/esxR EsxR Virulencia 0.0132 1.6 1.1010 to 2.2783 EPTB 

Rv2275 Cyclo(L-tyrosyl-L-tyrosyl) 
sintasa Virulencia 0.001 2.9 1.5405 to 5.5661 EPTB 

O
tro

s 
ge

ne
s 

Rv3135/ppe50 PPE50 Pe/ppe < 0.0001 6.4 3.7599 to 10.7484 EPTB 
Rv0297/pe_pgrs5 PE PGRS5 Pe/ppe 0.0303 1.5 1.0419 to 2.2758 PTB 
Rv1396c/pe_pgrs2

5 

PE PGRS25 Pe/ppe 0.0255 1.6 1.0553 to 2.2802 PTB 

Rv1759c/wag22 Transposasa Pe/ppe < 0.0001 2.4 1.6427 to 3.4220 PTB 
Rv3514/pe_pgrs57 PE PGRS57 Pe/ppe 0.0201 1.5 1.0679 to 2.1640 PTB 

Rv1979c Permeasa transportadora 
tipo ABC 

Procesamiento de 
pared celular 0.0735 1.3 0.9699 to 1.962  

Rv2819c Proteína RAMP Csm5 Proteínas conservadas 0.0396 1.4 1.0178 to 2.0610 PTB 

Rv2817c Endonucleasa asociada 
a CRISPR Cas1 Proteínas conservadas 0.0396 1.4 1.0178 to 2.0610 PTB 

Rv2818c Proteína asociada 
a CRISPR Csm6 Proteínas conservadas 0.0317 1.5 1.0344 to 2.0955 PTB 

Rv2816c Endoribonucleasa asociada a 
CRISPR Cas2 Proteínas conservadas 0.0394 1.4 1.0182 to 2.0635 PTB 

Rv3515c/fadD19 Acil coenzima sintasa Metabolismo de lípidos 0.0663    

Rv3740c Diacilglicerol aciltransferasa Metabolismo de lípidos 0.0266 1.5 1.0516 to 2.2586 PTB 
Rv2550c Antitoxina VapB20 Virulencia 0.0001 2.8 1.6896 to 4.5763 PTB 
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DISCUSIÓN 

 

En hecho de que el pangenoma de MTB sea abierto le permite enriquecer su 

reserva genética con genes nuevos con el objetivo de conferirle características 

evolutivas en términos de patogenicidad. Sin embargo, se considera que este es un 

pangenoma próximo a cerrarse, lo que es congruente con la idea general de que el 

genoma de MTB es altamente conservado. Esta observación se corrobora con los 

resultados generados, ya que un genoma de MTB posee alrededor de 4,000 genes, 

y en este trabajo se identificaron 2,231 genes core que corresponden al 55.77% del 

genoma total. Los valores de distribución de los genes pertenecientes al genoma 

core (2,231) y genoma accesorio (3,729) son comparables con algunos de los 

pangenomas previamente publicados, pero en otros casos no es posible comparar, 

debido a que se utilizan diferentes parámetros para su construcción. Por ejemplo, 

en 2018 se construyó un pangenoma que incluye 1,595 cepas de MTB, 

identificándose 11,039 agrupamientos de los cuales 3,419 corresponden al genoma 

core y 7,620 al genoma accesorio (Kavvas et al., 2018); un número muy por encima 

de los valores encontrados en este trabajo. Las diferencias observadas pueden 

deberse tanto al número de cepas incluidas, como a la utilización de un porcentaje 

menor (80%) de similitud en la secuencia para la construcción del pangenoma. Por 

otro lado, existen pangenomas en donde la distribución de los genes es similar, 

como en el caso del pangenoma construido a partir de 183 cepas pertenecientes al 

complejo Mycobacterium tuberculosis (Zakham et al., 2021), en donde se reporta 

un core genoma de 1,166 genes y un genoma accesorio de 5,870 genes. Por lo que 

la distribución de genes en el pangenoma está en función de la cantidad y 

naturaleza de las cepas incluidas. 

La ausencia de genes exclusivos de un fenotipo puede explicarse debido al 

alto grado de conservación de los genomas de MTB mencionado previamente. Está 

variabilidad genética está en función entre otras cosas, de la nula adquisición de 

material genético mediante transferencia horizontal. Es de resaltar que el grado de 

diversidad genética dentro del complejo Mycobacterium tuberculosis ha sido un 

tema de debate. Los primeros estudios basados en genes específicos revelaron 
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baja diversidad en la secuencia de ADN y condujeron a la noción de que la 

variabilidad de cepas en MTB era insignificante y sin importancia clínica. Sin 

embargo, estudios posteriores que utilizaron un mayor número de marcadores 

genéticos demostraron la presencia de diferencias genéticas entre cepas de MTB 

aisladas de distintas regiones geográficas. Actualmente el análisis genómico 

comparativo basado en la secuenciación de genomas completos ha revelado 

diferencias inclusive entre dos cepas que difieren en hasta 2,000 polimorfismos de 

un solo nucleótido (SNP), una distancia genética que es comparable a la distancia 

entre especies de M. tuberculosis y M. bovis (Galagan, 2014). Aunque esta 

diversidad es sustancialmente menor que la observada en otras especies 

bacterianas, existe una cantidad de evidencia cada vez mayor de que puede tener 

consecuencias funcionales y clínicas. 

Por otra parte, los procesos de recombinación genética pueden llevar a la 

presentación de diferencias en el contenido de genes compartidos por los fenotipos 

EPTB/PTB, como se observó en este trabajo respecto al gen aftC. Este gen, 

asociado a EPTB, participa en el metabolismo del arabinano, necesario para la 

síntesis de arabinogalactanos, una de los principales polisacáridos de la pared 

celular micobacteriana (Zhang et al., 2013). La deleción del gen aftC en las cepas 

ocasiona una disminución en la cantidad de arabinogalactanos, y por tanto de 

ácidos micólicos, presentando una permeabilidad incrementada con menor 

resistencia a estrés. Otros genes en los que se encontraron diferencias en la 

proporción y que se asociaron a los fenotipos de estudio fueron los genes de 

virulencia hspR, plcD, ppe27, aceA, plcA, esxR y Rv2275. En un pangenoma 

construido para 1,595 aislados mediante machine learning, se identificó que el 93% 

de los genes de virulencia de MTB se encuentran en el genoma core, entre el 7% 

restante que se encuentra en el genoma accesorio están los genes plcA, plcD y 

aceA, identificados en este trabajo también como parte del genoma accesorio, lo 

que resalta su posible papel en la adquisición de ventajas en términos de 

patogenicidad. Los genes plcA y plCD codifican para una fosfolipasa C, enzima 

involucrada en la utilización de lípidos presentes en la membrana de la célula 

hospedadora para la producción de ácido araquidónico. El ácido araquidónico es un 
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inductor de necrosis que a su vez induce la respuesta proinflamatoria (Le Chevalier 

et al., 2015). Por lo que si se altera la función de esta proteína, podría ocasionar 

una activación de la apoptosis y con ello un aumento en la posibilidad de 

diseminación bacilar por las células dendríticas. Es de resaltar que la manipulación 

de la muerte celular se ha descrito previamente como una estrategia para modular 

la respuesta inmune. 

Otras posibles implicaciones de los genes asociados a los fenotipos de 

estudio incluyen a la proteína HspR, un modulador transcripcional que reprime la 

transcripción de genes codificantes de proteínas de choque térmico. Las 

alteraciones en estas proteínas influyen en los mecanismos de virulencia, 

disminuyendo la habilidad de la bacteria para establecer una infección crónica. El 

gen Rv1759c codifica para un antígeno de la familia pe_pgrs, con actividad de 

fibronectina (wag22). Esta proteína está involucrada en el mantenimiento de la 

infección latente en un modelo de infección crónica (Campuzano et al., 2007) e 

induce la producción de niveles altos de interferón gamma. Todas las funciones de 

estos genes en los que se observan deleciones podrían estar alteradas, 

ocasionando modificaciones en la respuesta inmune generada. 
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CONCLUSIÓN 

 

 

Si bien no se lograron identificar genes exclusivos de las cepas 

pertenecientes a los fenotipos PTB y EPTB, si se encontró una relación 

estadísticamente significativa ente la distribución de genes intrafenotipos derivados 

del análisis del pangenoma accesorio. Estas características genotípicas pueden ser 

las responsables en parte, de la aparición de las distintas presentaciones clínicas 

de la tuberculosis. 
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DISCUSIÓN GENERAL 
 

La TB es una enfermedad antigua, pero no una enfermedad del pasado. 

Después de desaparecer de la agenda de salud pública mundial en las décadas de 

1960 y 1970, la TB regresó a principios de la década de 1990 por varias razones, 

incluida la aparición de la pandemia del VIH/SIDA y el aumento de la resistencia a 

los medicamentos. En el contexto actual de la pandemia por COVID-19, debido a 

los confinamientos y otras restricciones a la movilidad, los pacientes y otras 

personas potencialmente contagiadas dejaron de acudir a los centros de salud a 

solicitar una consulta médica o a dar seguimiento a su tratamiento antifímico. La 

consecuencia es que, según la OMS, ahora existen alrededor de 4.1 millones de 

personas que padecen TB que no han sido diagnosticadas. Se cree que más del 

40% de casos de TB no se diagnosticaron en 2020, ocasionando un aumento en la 

tasa de transmisión que se verá reflejada durante los próximos años (OMS,2021). 

Para lograr un avance en el control de la TB, es necesario un correcto 

seguimiento epidemiológico de las cepas circulantes, tanto global como localmente. 

En México, el presente trabajo forma parte de los escasos estudios que llevan a 

cabo la tipificación de cepas de MTB con métodos innovadores como el uso de 

whole genome sequencing (WGS) y el análisis in silico. En esta investigación se 

abordaron cuatro aspectos principales para el estudio de la TB haciendo uso del 

análisis de WGS: i) la genotipificación mediante la identificación de linajes, 

sublinajes y espoligotipos, ii) la identificación de SNPs asociados con resistencia a 

fármacos, iii) la identificación de macro y micro variantes genómicas y iv) la 

construcción del pangenoma. Los resultados mostrados revelaron que las cepas 

secuenciadas pertenecen al linaje 4. Estudios previos realizados mediante 

espoligotipificación y MIRU-VNTR en nuestro país han demostrado una gran 

diversidad de linajes circulantes; sin embargo, el linaje 4 es el reportado con mayor 

frecuencia (Juaréz-Eusebio et al., 2017). La presencia mayoritaria de cepas del L4 

se debe posiblemente a los movimientos migratorios que ocurrieron de Europa hacia 

América durante el proceso de colonización. Además, una de las principales 

características de este linaje es que posee una amplia distribución geográfica, lo 
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cual refleja el gran éxito evolutivo en adaptación y dispersión a diferentes 

poblaciones humanas, a diferencia de otros linajes (Stucky et al., 2016).  

El 40% de las cepas MYC fueron agrupadas dentro de la familia LAM. En un 

estudio en el que se analizaron aislados pertenecientes a esta familia, se observó 

una diferencia significativa en la velocidad de crecimiento en medio de cultivo, 

característica relacionada con la capacidad de reproducción bacteriana, lo que 

genera una mayor carga bacilar pudiendo promover una mayor dispersión de la 

familia LAM (Von Groll et al., 2010). Así, se esperaría aislar con mayor frecuencia a 

integrantes  de dicha familia en cepas pulmonares en comparación con las cepas 

extrapulmonares, esta tendencia no fue observada en las cepas de la colección 

MYC (50% cepas PTB, 50% cepas EPTB). 

Por otro lado, este trabajo permitió identificar diferencias entre el número de 

secuencias de inserción IS6110 esperadas según el sublinaje y lo observado para 

las cepas MY036 (LAM), MYC052(LAM), MYC061(Harleem), MYC072(LAM) y 

MYC096 (S). Aunque se cree que un alto número de copias de IS6110 proporciona 

una ventaja selectiva a las cepas que los poseen, la resistencia antibióticos y la 

aparición de brotes también se han asociado a cepas con un bajo número de copias 

(McEvoy et al., 2007). Interesantemente, las cepas MYC con menos de 6 copias de 

IS6110 presentan resistencia fenotípica a al menos un antibiótico de primera línea. 

La interrupción de las secuencias se inserción IS6110 puede ocasionar distintas 

alteraciones funcionales. En el caso de las cepas MYC la inserción de IS6110 en el 

genoma ocasionó la interrupción de los genes Rv2813-Rv2816c, Rv0402c y 

Rv0403c que podría estar jugando un papel importante en la transmisión local del 

genotipo 4.1.1.3 o X3. 

 Cabe resaltar que la cepa MYC093, es la única del clado X3 que no posee 

ninguna interrupción de los genes antes mencionados, y esto coincide con la 

formación de cuerdas macroscópicas después del cultivo. Este comportamiento 

“atípico” de las cepas aisladas en Michoacán ya ha sido observado previamente por 

nuestro grupo de trabajo, en diversos análisis de secuencias de genes involucrados 

en la vía de síntesis de ácidos micólicos, de resistencia a antibióticos y de la familia 

pe, ppe y pgrs, encontrándose un inusual alto número de mutaciones en 
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comparación con cepas aisladas de otras regiones geográficas (Frutos-Hernandez, 

2015; Negrete-Paz, 2018). Estas inconsistencias también son observables en la 

comparación genotípica-fenotípica de resistencia a antibióticos de las cepas 

MYC036, MYC072, MYC075, MYC078, MYC087 y MYC136. En ellas se puede ver 

un fenotipo resistente; sin embargo, no existe ninguna mutación en genes asociados 

a resistencia a antibióticos.  

Los fenotipos característicos de estas cepas MYC pueden estar 

determinados por la presencia de ciertas variaciones en su genoma. Tras el análisis 

para la búsqueda de macrovariantes, se identificaron 9 regiones homólogas 

presentes en la totalidad de las cepas MYC, pero ausentes en la cepa de referencia 

H37Rv. De estás, 5 incluyen genes que codifican proteínas hipotéticas, 3 

corresponden a regiones no codificantes y 1 a una variación dentro del gen fadD2. 

En comparación con las cepas obtenidas de bases de datos públicas, la longitud de 

las cepas MYC se encuentra cercana a la media de la longitud de los genomas de 

las cepas de BD (4491647 pb), lo cual confirma el alto grado de conservación del 

genoma de MTB.  

La búsqueda de asociaciones entre el fenotipo (PTB, EPTB) con el genotipo 

(linaje o sublinaje), permitió relacionar a los sublinajes 1.1.1, 1.2.1, 4.1.2.1 y 

ancestrales Beijing con la forma extrapulmonar de la TB y a los sublinajes 4.3.1, 

4.3.3, 4.5, Asian African 2 y Europe/Russia B0/W148 con la forma pulmonar en un 

conjunto de datos obtenidos de bases de datos públicas. Aunque la cepa MYC61 

(única perteneciente a estos sublinajes) que fue clasificada filogenéticamente como 

4.1.2.1 es de origen pulmonar, posee las variaciones genómicas observadas con 

mayor frecuencia en las cepas extrapulmonares, resaltando el hecho de que la 

pertenencia a un grupo o familia no explica completamente el fenotipo pulmonar o 

extrapulmonar. Un aspecto importante que podría explicar este fenómeno es la 

variación genómica entre las cepas PTB y EPTB. Las variaciones genéticas 

diferenciales (SNPs) entre los fenotipos EPTB y PTB se encuentran 

mayoritariamente en genes pertenecientes a la familia PE/PPE/PGRS. El genoma 

de MTB codifica las proteínas PE/PPE/PE_PGRS, proteínas intrínsecamente 

desordenadas, redundantes y de naturaleza antigénica. Éstas realizan múltiples 
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funciones que intensifican la virulencia de MTB principalmente mediante la 

modulación de las respuestas inmunitarias, lo que afecta la eliminación del patógeno 

mediada por el sistema inmunitario. La naturaleza altamente repetitiva, redundante 

y antigénica de las proteínas PE/PPE/PE_PGRS proporciona una ventaja crítica 

sobre otras proteínas de MTB en términos de impartir un mayor nivel de virulencia 

y también como moléculas señuelo que enmascaran el efecto de las moléculas 

efectoras, modulando así la respuesta inmune (Sharma et al., 2021).  

De esta manera es posible hipopetizar que dichos SNPs pueden ocasionar 

una alteración en la función de las proteínas codificadas al modificar la secuencia 

de aminoácidos, provocando variaciones tanto en la respuesta inmune como en los 

mecanismos de respuesta a estrés que se encuentran asociados a las distintas 

presentaciones clínicas de la tuberculosis. Interesantemente, al realizar el análisis 

de genes diferenciales de los fenotipos PTB y EPTB mediante la construcción del 

pangenoma y análisis del pangenoma accesorio, se encontraron de manera similar 

genes pertenecientes a la familia PE/PPE/PE_PGRS como ppe27 y  Rv1759c que 

codifica para un antígeno de la familia pe_pgrs, con actividad de fibronectina 

(wag22). Esta proteína está involucrada en el mantenimiento de la infección latente 

en un modelo de infección crónica (Campuzano et al., 2007) e induce la producción 

de niveles altos de interferón gamma. Resaltando de nueva cuenta la posible 

modificación de la respuesta inmune generada. 

Por todo lo anterior, en el presente trabajo se sentaron las bases para un 

estudio experimental más detallado de los genes que poseen variaciones genéticas 

asociadas a los fenotipos PTB y EPTB, así como de las consecuencias fenotípicas 

y funcionales de las diferencias proporcionales de genes de virulencia asociados a 

las distintas presentaciones clínicas de la TB. 
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CONCLUSIONES GENERALES 
 

La aparición de un fenotipo clínico de tuberculosis no está determinada por un 

elemento genético exclusivo o único, sino por un conjunto de variaciones que pueden 

desencadenar diferencias en la respuesta inmune. Dichas variaciones se encuentran 

principalmente en genes de la familia PE/PPE/PGRS a los cuales se les ha descrito 

previamente como una de las principales fuentes de variación antigénica. Sin 

embargo, debido a que se desconoce la función de muchas de las proteínas 

codificadas por estos genes, es necesaria la realización de estudios que ayuden a 

dilucidar estas funciones y su asociación específica con los fenotipos pulmonar o 

extrapulmonar. 
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A����������������������������������������
parcial o completa, alrededor de 15 mil esǦ
pecies en nuestro planeta, debido al abaǦ

ratamiento de los costos de secuenciación. Pero 
¿qué tan cercana es la realidad de poder secuenciar 
nuestro genoma, no a nivel de especie sino de maǦ
���������������ǫ�Ǭ��±�����Ƥ����������À����������Ǧ
��±����������������������ǫ

A caray… Eso si me interesa
Para responder estas preguntas es necesario 

�����������������������ǣ����������ǡ�±�������������Ǧ
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junto de toda la información genética contenida en 
��������� �������� ���� ������������������������������
que los organismos desarrollen las características 
��������������ï�����ǡ���������������������������������
bacteria, una planta, un animal o una persona. En 
���� �������������ǡ���������������������͚͛�������
de cromosomas que se encuentran en el núcleo, así 
como un pequeño cromosoma que se encuentra en 
las mitocondrias de las células. Cada conjunto de 
23 cromosomas contiene aproximadamente 3.2 mil 
millones de pares de bases, es decir dos nucleótidos 
����������������������������������������������Ǥ�
A pesar de ser secuencias tan largas, se trata de esǦ
tructuras pequeñísimas e invisibles para los ojos. 
Para obtener esas pequeñas estructuras a partir de 
������������ǡ����������ÀƤ��������������±�������������
experimentales como de análisis computacional. 

͙Ǥ� ���������������ǡ��������������������������±Ǧ
lulas del organismo del cual nos interesa obtener su 
secuencia genómica en un tubo especial de laboraǦ
torio, mediante una serie de pasos que nos permiǦ
�������������������������������������������Ǥ
͚Ǥ� �����±�����������������������������ǡ������
��� ����������� ���� ����� ������ ��� ������ ��� �������
���������������������������������������������������
�������ï��������������������������Ǥ
3. Con este método de copiado, se obtienen 
conjuntos de millones de copias del mismo pedazo 
������Ǥ�

4. Después, cada una de estas pequeñas seǦ
������������ ��À��� Ǧ������ ������������Ǧ������ ������
el orden correcto que siguen las bases y así obtener 
������������������������������Ǥ�

������������������������������������������Ǧ
turas obtendríamos, tenemos que dividir el tamaño 
���� ������� ���� ������ ������������ ������ ��� ��Ǧ
maño de la lectura que realiza el secuenciador. Por 
�������ǡ� ��� ����������� ��� ������������� ǲ���������
�����ǳ�������������������������͛͘͘����������������
������������������������������������͛Ǥ͚�������Ǧ
llones de pares de bases, obtendríamos cerca de 
͙͘Ǥ͛���������������������Ǥ��Ǭ�ǥ���������±������ǫ
 
Armando el rompecabezas

Una vez que tenemos estas lecturas, neceǦ
sitamos encontrar su orden, ya que si recuerdas, 
�������������������������������������������Ǣ����
como si tuviéramos que armar un rompecabezas 
����������ǩ͙͘�������������������Ǩ����������������
���������������������������������������������Ǧ
����������� ������� ���������� ��� ����� ���������Ǧ
zas, que es nuestro genoma, podríamos pensar que 
����������������������Ǥ������������ǡ��������������Ǧ
sos programas de computadora que nos ayudan a 
resolver la tarea de encontrar la mejor opción en el 
�������������������������������Ǥ�

���Ƥ��������������������������������������Ǧ
noma secuenciado, pero si queremos saber a qué 
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��������� ��� ��������×�� ��� ����� ��� ������Ǥ� ȋ͚͙͘͡ȌǤ�
���������������
��������������� ���������Ǥ� �����ǣȀȀ
���Ǥ������Ǥ���Ȁ͚͚͟͜͝͞͠͞Ȁ��������Ǧ��Ǧ������Ǧ
���Ǧ��Ǧ����Ǧ��Ǧ������Ȁ
�������Ǧ����ǡ��Ǥ�Ǥ�ȋ͚͙͛͘ȌǤ�͙͘��Ó��������������������×��
���� ������� ������ǣ� ���������� ������ ��� �����������
y la realidad. Revista Colombiana de Biotecnología. 
͙͝ȋ͙Ȍǡ�͝Ǧ͟Ǥ

��������Ǧ�������ǡ� �Ǥ� �Ǥ� ȋ͚͙͘͞ȌǤ� ������������� ��� ���
�����������������������������ǣ�����������������ǤǬ�
Cómo podemos ver tanto detalle?. Acta Biológica CoǦ
��������Ǥ�͚͙ȋ͙Ȍǡ�͚͜͡Ǧ͚͝͠Ǥ
�������ǡ��Ǥ��Ǥǡ�������ǡ��Ǥ�
Ǥǡ�
��������ǡ��Ǥ�ȋ͚͙͚͘ȌǤ���Ǧ
���������×��������������������ǣ�������������������Ǧ
vo en los estudios genéticos. Revista de neurología. 
͜͝ȋ͙͙Ȍǡ�͚͞͡Ǧ͞͡͠Ǥ

ǲ���������ǳ�����������×��������������×����������Ǧ
����� Ǭ�×��� �������� �������ǫ� ����� ����À�� ����
ǲ������ǳ�����������ǡ���������������� ������������
que debemos leer el genoma secuenciado, esto no 
sólo implica conocer el número de genes que poǦ
���ǡ�����������±�����������������À������������ÀƤǦ
cas de cada gen, como por ejemplo su tamaño, su 
������×�� �����ÀƤ��� ��� ��� ������ǡ� ��� �����×�� ����
desempeña, si se encuentra solo o quiénes son sus 
genes vecinos, de esta manera podemos tener toda 
la información descifrada.

¿Una herramienta para todos?
�������������������Ǭ��±��������������ï�����

actriz Glenn Close, el cantante y vocalista de la banǦ
����������������ǡ�����������������
������Ǥ����Ǧ
���ǡ�������� �������������������Ǧ�����������������
������������������������±������������ǫ��������������
podría sorprendernos un poco, ya que fueron de 
������������������������������������������������
�������������������������Ǥ��������������������Ǧ
����������������������×����������͛��������������
dólares y tardó más de una década en producirse, 
en 2010 la compañía de secuenciación estadouniǦ
������ǲ��������ǳ���������×�������������� ����������
Glenn Close por 300 mil dólares. 

�����������ǡ���������������������������������Ǧ
����×������
������������ǡ�������������������Ǧ
������������������������������������������������
tiene un costo de aproximadamente 1000 dólares, 
aunque en noviembre de 2018, se anunció el deǦ
sarrollo de un nuevo secuenciador por parte de la 
��������ǲ��������ǳǡ�����������������������������
líder en servicios de secuenciación a nivel mundial, 
������������Ƥ���À�������������×�������������������Ǧ
���������×���������������� ͙͘ά����� ������������ǡ� ���
decir ¡100 dólares!. 

Con el desarrollo de esta tecnología de seǦ
cuenciación a bajo costo, podríamos obtener nuesǦ
tra secuencia genómica por el precio de un teléfono 
celular. 
 
Pero si ya se secuenció el genoma de James Wat-
son, ¿para qué secuenciar el mío?

��� ������� ��� ������� ������� ï����ǡ� �����
individuo tiene sus propias particularidades y camǦ
bios frente a lo que podríamos considerar una seǦ
cuencia "consenso”, es decir, si comparáramos 
������ ��������� �������ǡ� ����À�� ������ ��� ��� ��Ǧ
cuencia que aparecerían con mayor frecuencia en 
cada posición, pero algunos de nosotros podríamos 
tener una base distinta –por ejemplo en la posición 
16 de nuestro genoma, la mayoría tendrá una adeǦ
�������������������������������������������������Ǧ
����Ǧ����������������À���������������������������
ǲ��������ǳ��� ������������������� ��������������
basada en las frecuencias.

Estas pequeñas diferencias representan el 
0.01% de nuestro genoma, ya que se calcula que 
������ ����������������������������������������
͡͡Ǥ͡�ά�������������������������Ǥ��������������������
las que dan sentido al estudio de un genoma persoǦ
���Ǥ��������������������ï��������������������������
ser muy diversa ya que un cambio en una base de la 
���������������������������������������Ƥ����×��
en la función de la proteína, pueden cambiar la exǦ
presión de ciertos genes o incluso pueden afectar 
a otros mecanismos aún desconocidos. Esto tiene 
múltiples consecuencias, como la predisposición 
a contraer determinadas enfermedades, como el 
������ǡ���������������������������ǣ������±����������
qué tratamientos aceptará mejor nuestro organisǦ
mo, lo que ayuda a diseñar fármacos más efectivos, 
����±���������������������Ǥ� �������� ��ƪ�������� ��Ǧ
�������������������������������������������������Ǧ
zos. Qué interesante ¿verdad?

«Podemos estar seguros que la secuenciación 
de genomas personales, es la base de la 

medicina personalizada: podría ayudarnos a 
��Ƥ�����������ǡ��������������������ǡ���������
o mejorar tasas de éxito en el tratamiento, 

entre muchas otras aplicaciones, pero 
al menos por el momento tendremos que 

esperar un poco hasta que secuenciar nuestro 
genoma sea tan común como sacarse una 

radiografía o tomarse una resonancia magnética»
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GHQ¦WLca, HSLJHQ¦WLca R
cULaQ]a: DHWHUPLQaQWHV dH Oa
SHUVRQaOLdad HQ Oa YLda adXOWa
325 0.&.6 $1'5($ 0216(55$7 1(*5(7( 3$=
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DƵȺƮƵ ǘacƵ ȺǞǐǶȌȺ ȯȲȌǏƵȺǞȌȁaǶƵȺ ƮƵ Ƕa ǏǞǶȌȺȌǏǠa ɯ Ƕa ȯȺǞcȌǶȌǐǠa ǘaȁ ƮƵbaɈǞƮȌ ȺȌbȲƵ Ƕa
ǞǿȯȌȲɈaȁcǞa ƮƵ Ƕa ȁaɈɐȲaǶƵɹa ɯ Ƕa cȲǞaȁɹa Ƶȁ ƵǶ ƮƵȺaȲȲȌǶǶȌ ƮƵ ǶaȺ ǞȁǏaȁcǞaȺخ AcɈɐaǶǿƵȁɈƵة
ȺƵ ȺabƵ ȱɐƵ ƵǶ ADN Ȍ ǿaɈƵȲǞaǶ ǐƵȁƶɈǞcȌ ƮƵ caƮa ȺƵȲ ǘɐǿaȁȌ ȯɐƵƮƵ ȺƵȲ ǿȌƮǞǏǞcaƮȌ
ǿƵƮǞaȁɈƵ aǶɈƵȲacǞȌȁƵȺ ƵȯǞǐƵȁƶɈǞcaȺ ȌcaȺǞȌȁaƮaȺ ȯȌȲ ƵǶ ƵȁɈȌȲȁȌ ƮɐȲaȁɈƵ Ƕa ȁǞȋƵɹة
cȌȁƮɐcǞƵȁƮȌ a Ƕa aȯaȲǞcǞȍȁ ƮƵ ȲaȺǐȌȺ ƮƵ Ƕa ȯƵȲȺȌȁaǶǞƮaƮ Ƶȁ Ƕa ɨǞƮa aƮɐǶɈaس ƵȁɈȌȁcƵȺة ȱɐƶ
ǞȁǏǶɐɯƵ ǿáȺ Ƶȁ ǶȌ ȱɐƵ ȺȌǿȌȺذ ةǶa ǐƵȁƶɈǞcaة Ƕa ƵȯǞǐƵȁƶɈǞca Ȍ Ƕa cȲǞaȁɹaد

"ORV SDWURQHV GH SHQVDPLHQWRV, VHQWLPLHQWRV
\ FRPSRUWDPLHQWRV TXH GLVWLQJXHQ D ORV
LQGLYLGXRV HQWUH V¯" (2008). /RV UDVJRV GH
SHUVRQDOLGDG VRQ FRPSOHMRV \ OD HYLGHQFLD
VXJLHUH TXH QXHVWURV UDVJRV HVW£Q IRUPDGRV
SRU IDFWRUHV KHUHGLWDULRV \ DPELHQWDOHV,
VLHQGR XQR GH HOORV OD FULDQ]D; HVWRV GRV
IDFWRUHV LQWHUDFW¼DQ HQ XQD DPSOLD YDULHGDG
GH IRUPDV SDUD PRGHODU QXHVWUDV
SHUVRQDOLGDGHV LQGLYLGXDOHV HQ OD YLGD DGXOWD.

DƵǶ ADN aǶ ǐƵȁ ɯ aǶ ǐƵȁȌǿa

(O JHQ HV OD XQLGDG E£VLFD GH OD KHUHQFLD; ORV
JHQHV VH WUDQVPLWHQ GH ORV SDGUHV D ORV KLMRV
\ FRQWLHQHQ OD LQIRUPDFLµQ QHFHVDULD SDUD
SUHFLVDU VXV UDVJRV I¯VLFRV \ ELROµJLFRV. /RV
JHQHV HVW£Q GLVSXHVWRV XQR WUDV RWUR HQ
HVWUXFWXUDV OODPDGDV FURPRVRPDV (1DWLRQDO
*HQRPH 5HVHDUFK ,QVWLWXWH, 2022) TXH
IRUPDQ HO JHQRPD GH XQ RUJDQLVPR. 8Q
FURPRVRPD FRQWLHQH XQD ¼QLFD PRO«FXOD
ODUJD GH $'1 R £FLGR GHVR[LUULERQXFOHLFR;
HVWD HV FRQVLGHUDGD OD PRO«FXOD GH OD YLGD, \D
TXH SRVHH WRGD OD LQIRUPDFLµQ QHFHVDULD
SDUD HO GHVDUUROOR GH XQ RUJDQLVPR FRQ
UDVJRV \ FDUDFWHU¯VWLFDV GHILQLGDV, LQFOX\HQGR
ORV GH OD SHUVRQDOLGDG. 

3HUR �TX« HV XQ UDVJR GH OD SHUVRQDOLGDG?
/RV GRFWRUHV HQ SVLFRORJ¯D %UHQW 5REHUWV \
'DQLHO 0URF]HF ORV GHILQHQ FRPR ,PDJHQ 1. (O $'1 IRUPD ORV JHQHV

KWWSV://ELW.O\/3-64:(4
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eQ OaV aceWiOaciRQeV, eVWRV gUXSRV Ve a³adeQ

R UePXeYeQ de aOg¼Q geQ \ RcaViRQaQ

PRdificaciRQeV de Oa cURPaWiQa.

     La cURPaWiQa eV XQa fRUPa ePSaTXeWada

deO ADN; SaUa cRQRceU cµPR Ve fRUPa ha\

TXe eQWeQdeU TXe eQ eO Q¼cOeR de QXeVWUaV

c«OXOaV ha\ XQa caQWidad eQRUPe de ADN -Vi

OR Yi«UaPRV eVWiUadR VeU¯aQ ceUca de 2

PeWURV-, «VWe WieQe TXe cRPSacWaUVe SaUa

cabeU eQ eO Q¼cOeR ceOXOaU \ eVWR Ve ORgUa

gUaciaV a SURWe¯QaV OOaPadaV hiVWRQaV, \a TXe

eO ADN Ve ńVXSeUeQUUROOaŅ VRbUe eVWaV,

ePSaTXeW£QdRVe eQ eO geQRPa. 

     LaV PRdificaciRQeV eSigeQ«WicaV VRbUe Oa

cURPaWiQa SXedeQ VeU iQVeUciRQeV de gUXSRV

fXQciRQaOeV TXe YaQ a caPbiaU Oa e[SUeViµQ

deO geQ aXPeQWaQdR Oa V¯QWeViV de Oa

SURWe¯Qa SaUa Oa TXe cRdificaQ, eV deciU, YaQ a

acWiYaU aO geQ; R WaPbi«Q SXedeQ VeU

deOeciRQeV de gUXSRV fXQciRQaOeV TXe YaQ a

diVPiQXiU Oa V¯QWeViV de Oa SURWe¯Qa, eV deciU, OR

YaQ a deVacWiYaU. De PaQeUa geQeUaO, eVWaV

PaUcaV haceQ TXe deWeUPiQadRV geQeV VeaQ

P£V R PeQRV acceVibOeV a OaV eQ]iPaV TXe

ORV cRQYieUWeQ eQ SURWe¯QaV.

SȌǿȌȺ eǶ ȯȲȌdɐcɈȌ deǶ eȁɈȌȲȁȌ eȁ eǶ ȱɐeذ
ȁȌȺ deȺaȲȲȌǶǶaǿȌȺ Ȍ de Ƕa ǞȁfȌȲǿacǞȍȁ
cȌȁɈeȁǞda eȁ ȁɐeȺɈȲȌȺ geȁeȺد

Si bieQ ViePSUe ha habidR XQa aceSWaciµQ
geQeUaOi]ada de TXe ORV geQeV deWeUPiQaQ
QXeVWUa fiViRORg¯a SaUa bieQ \ SaUa PaO, ha
habidR XQa cRQWURYeUVia PXchR Pa\RU eQ
WRUQR aO WePa de QXeVWUa SVicRORg¯a: QXeVWUR
cRPSRUWaPieQWR \ UaVgRV de SeUVRQaOidad.

    UQa cRVa eV afiUPaU TXe ORV geQeV
deWeUPiQaQ eQ gUaQ Pedida TX« WaQ aOWRV \
aOWaV VRPRV, TX« WaQ U£SidR cRUUePRV \ TX«
WaQWa SUediVSRViciµQ WeQePRV, SRU ejePSOR, a
diVWiQWRV WiSRV de c£QceU.

     EQ caPbiR, RWUa eV aUgXPeQWaU TXe ORV
geQeV WaPbi«Q deWeUPiQaQ eQ gUaQ Pedida
cX£Q iQWeOigeQWeV, ViPS£WicRV R aQWiVRciaOeV
VRPRV; SUefeUiPRV SeQVaU eQ WaOeV UaVgRV
cRPR cRQVWUXcciRQeV VRciaOeV SURYRcadaV SRU
ORV eQWRUQRV faPiOiaUeV \ VRciaOeV eQ ORV TXe
QacePRV \ QRV cUiaPRV, SUiQciSaOPeQWe
SRUTXe VabePRV TXe OaV iQfaQciaV aSUeQdeQ
de OR TXe YeQ a VX aOUededRU. SiQ ePbaUgR,
debePRV WeQeU eQ cXeQWa TXe ORV geQeV
defiQeQ QXeVWUR SRWeQciaO, SeUR eV
SUiPRUdiaOPeQWe eO eQWRUQR OR TXe
deWeUPiQa TXi«QeV VeUePRV, cRPR
cRQVecXeQcia de PRdificaciRQeV
deQRPiQadaV eSigeQ«WicaV.

    AXQTXe Oa VecXeQcia de ADN eV
b£VicaPeQWe iQaOWeUabOe, XQa aPSOia
YaUiedad de facWRUeV deO eQWRUQR SXede
cRQfeUiU difeUeQciaV eSigeQ«WicaV. La
eSigeQ«Wica defiQe cX£OeV geQeV eQ eO
geQRPa de XQa SeUVRQa SXedeQ acWiYaUVe R
deVacWiYaUVe PediaQWe deWeUPiQadaV
ńPaUcaVŅ, OaV TXe SXedeQ VeU diYeUVaV
PRO«cXOaV R gUXSRV fXQciRQaOeV, cRPR
gUXSRV PeWiOR eQ OaV PeWiOaciRQeV (CH3-) R
gUXSRV aceWiOR (CH3CO-) 

IPageQ 2. CRPSacWaciµQ deO ADN.
hWWSV://biW.O\/3]VSeT]
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     6H FUHH TXH PXFKRV JHQHV FRQWULEX\HQ DO

GHVDUUROOR GH FDGD UDVJR GH OD SHUVRQDOLGDG \

TXH FDGD JHQ DIHFWD D XQD JUDQ FDQWLGDG GH

UDVJRV. EQ XQ WUDEDMR UHDOL]DGR FRQ

LQGLYLGXRV ILQODQGHVHV VH OOHYµ D FDER XQD

LQYHVWLJDFLµQ TXH XWLOL]D W«FQLFDV GH

LQWHOLJHQFLD DUWLILFLDO SDUD KDOODU DJUXSDFLRQHV

GH JHQHV TXH LQWHUDFW¼DQ HQWUH V¯ \ FRQ HO

HQWRUQR, LQWHQWDQGR DQDOL]DU OD KHUHQFLD

ILVLROµJLFD GH OD SHUVRQDOLGDG. EVWRV JHQHV

LGHQWLILFDGRV PRGXODQ SURFHVRV PROHFXODUHV

HVSHF¯ILFRV HQ HO FHUHEUR SDUD HO

HVWDEOHFLPLHQWR GH REMHWLYRV LQWHQFLRQDOHV, OD

DXWRUUHIOH[LµQ, OD HPSDW¯D, HO DSUHQGL]DMH \ OD

PHPRULD. LRV UHVXOWDGRV PXHVWUDQ TXH HO

SHVR GH OD KHUHQFLD HQ ORV SULQFLSDOHV UDVJRV

GH QXHVWUD SHUVRQDOLGDG RVFLOD HQWUH HO 30% \

HO 60% (=ZLU HW DO., 2020)

     EVWR QR VLJQLILFD TXH HO HQWRUQR GH OD

FULDQ]D QR GHVHPSH³H XQ SDSHO

GHWHUPLQDQWH HQ OD IRUPDFLµQ GH OD

SHUVRQDOLGDG. EQ XQ HVWXGLR UHDOL]DGR SRU

KDPLQVN\ \ FRODERUDGRUHV (2008) VH XWLOL]µ

XQ DQ£OLVLV FRQ PLFURPDWULFHV SDUD OD

LGHQWLILFDFLµQ GH PDUFDV HSLJHQ«WLFDV HQ

JHPHORV LG«QWLFRV FRQ SHUVRQDOLGDGHV

GLIHUHQWHV HQ OD YLGD DGXOWD. LDV

PLFURPDWULFHV SDUD HO DQ£OLVLV GH PDUFDV

HSLJHQ«WLFDV (PHWLODFLRQHV) VRQ W«FQLFDV

PROHFXODUHV DPSOLDPHQWH XWLOL]DGDV SDUD

GHWHUPLQDU HO HVWDGR GH PHWLODFLµQ GH

P¼OWLSOHV JHQHV GH IRUPD VLPXOW£QHD

(6£QFKH]-AOYDUH] & AFHYHGR-7RUR, 2015). LRV

UHVXOWDGRV PRVWUDURQ TXH, VL ELHQ ORV

JHPHORV KRPRFLJRWRV VRQ JHQ«WLFDPHQWH

LG«QWLFRV D QLYHO GH VHFXHQFLD GH ADN, XQD

GLYHUJHQFLD GH ORV SHUILOHV GH PHWLODFLµQ GHO 

Uȁa ǞȁɨeȺɈǞgacǞȍȁ de décadaȺ

IQYHVWLJDGRUHV GH GLVWLQWRV SD¯VHV KDQ SDVDGR
G«FDGDV HVWXGLDQGR D OD IDPLOLD, ORV JHPHORV,
ORV QL³RV DGRSWDGRV \ ODV IDPLOLDV GH DFRJLGD
SDUD FRPSUHQGHU PHMRU TX« SDUWH GH OD
SHUVRQDOLGDG HV JHQ«WLFD \ TX« SDUWH HV
DPELHQWDO. EVWRV HVWXGLRV VH OOHYDQ D FDER HQ
JHPHORV LG«QWLFRV R JHPHORV KRPRFLJRWRV
HQ GLVWLQWDV FRQGLFLRQHV GH FULDQ]D, GHELGR D
TXH VH WUDWD GH LQGLYLGXRV TXH VRQ UHVXOWDGR
GH OD IHUWLOL]DFLµQ GH XQ VROR µYXOR, TXLHUH
GHFLU TXH FRPSDUWHQ WRGRV VXV JHQHV. 

     �CµPR SXHGHQ ORV JHQHV LG«QWLFRV
SURGXFLU SHUVRQDOLGDGHV WDQ GLIHUHQWHV? 8Q
HVWXGLR HQ MLQQHVRWD VREUH JHPHORV FULDGRV
SRU VHSDUDGR, DQDOL]µ D 350 SDUHV GH JHPHORV
HQWUH 1979 \ 1999. LRV SDUWLFLSDQWHV LQFOX\HURQ
JHPHORV LG«QWLFRV \ PHOOL]RV (JHPHORV QR
LG«QWLFRV, GLFLJRWRV, TXH VH SURGXFHQ SRU OD
IHUWLOL]DFLµQ GH GRV µYXORV HQ HO PLVPR
HPEDUD]R \ FRPSDUWHQ OD PLWDG GH VXV
JHQHV, FRPR FXDOTXLHU RWUR WLSR GH
KHUPDQRV) TXH IXHURQ FULDGRV MXQWRV R
VHSDUDGRV. LRV UHVXOWDGRV UHYHODURQ TXH ODV
SHUVRQDOLGDGHV GH ORV JHPHORV LG«QWLFRV HUDQ
VLPLODUHV VL VH FULDURQ HQ HO PLVPR KRJDU R
VHSDUDGRV, OR TXH VXJLHUH TXH DOJXQRV
DVSHFWRV GH OD SHUVRQDOLGDG HVW£Q
LQIOXHQFLDGRV SRU OD JHQ«WLFD (5LGOH\ \
PLHUSRLQW, 2003). 

IPDJHQ 3. GHPHORV.
KWWSV://ELW.O\/3PWO0ZH
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ADN SURGXFLGD GXUDQWH HO GHVDUUROOR, FRQ HO
WLHPSR SRGU¯D FRQGXFLU D IHQRWLSRV
GLIHUHQWHV, HV GHFLU, D OD DSDULFLµQ GH UDVJRV
GH OD SHUVRQDOLGDG GLVWLQWRV.

     CRQ EDVH HQ ORV HVWXGLRV DQWHULRUPHQWH
PHQFLRQDGRV, VH KD GHWHUPLQDGR TXH ORV
SDWURQHV HSLJHQ«WLFRV VLUYHQ FRPR XQ
SXHQWH LPSRUWDQWH HQWUH OD FULDQ]D \ HO
GHVDUUROOR GH OD SHUVRQDOLGDG, GHELGR D TXH
WDPEL«Q SXHGHQ YHUVH DIHFWDGRV SRU HO
HQWRUQR GHO QL³R \ FDPELDU D OR ODUJR GH OD
YLGD SRU XQD H[SHULHQFLD HQ HWDSD WHPSUDQD,
H[SRVLFLµQ DPELHQWDO R HVWDGR QXWULFLRQDO.
LDV ILUPDV HSLJHQ«WLFDV LQIOXHQFLDGDV SRU HO
HQWRUQR SXHGHQ GHWHUPLQDU QXHVWUD
DSDULHQFLD, FRPSRUWDPLHQWR, UHVSXHVWD DO
HVWU«V, VXVFHSWLELOLGDG D HQIHUPHGDGHV H
LQFOXVR ORQJHYLGDG, SRU OR TXH, HQ FRQMXQWR
FRQ QXHVWURV JHQHV, FRQWULEX\HQ DO GHVDUUROOR
GH OD SHUVRQDOLGDG HQ OD YLGD DGXOWD.
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ANEXOS 
Anexo 1. Cepas obtenidas de la base de datos SRA del NCBI 
No. Cepa Sitio de infección Fenotipo SRA País 
1 DCTB0011 EPTB EPTB SRR998860 Rusia 

2 Index 78-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480455 Indonesia 

3 ETB0119 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257091 Rusia 

4 48-10477 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709859 Tailandia 

5 Index 4-42 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480537 Indonesia 

6 Index 28-66 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480585 Indonesia 

7 Index 60-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480481 Indonesia 

8 Index 66-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480501 Indonesia 

9 TB0002 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6256980 Rusia 

10 TB0010 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6256978 Rusia 

11 L-92954 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709831 Tailandia 

12 Index 4-66 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480445 Indonesia 

13 DS-21277 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709931 Tailandia 

14 TB0068 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257006 Rusia 

15 CSF-3367 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709804 Tailandia 

16 Index 60-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480609 Indonesia 

17 4-12339 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709998 Tailandia 

18 TB0059 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6256986 Rusia 

19 43-12700 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5710006 Tailandia 

20 Index 4-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480528 Indonesia 
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21 42-19187 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709980 Tailandia 

22 DCTB0012 EPTB EPTB SRR998861 Rusia 

23 Index 45-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480525 Indonesia 

24 Index 18-66 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480582 Indonesia 

25 TB0079 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257013 Rusia 

26 Mtb-manila-23 
Sistema 
genitourinario EPTB SRR1510058 Canadá 

27 CSF3943 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709999 Tailandia 

28 CSF-4438 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5710029 Tailandia 

29 CSF-2894 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709977 Tailandia 

30 46-18357 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709997 Tailandia 

31 46-19260 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709971 Tailandia 

32 43-19186 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5710001 Tailandia 

33 47-17522 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709742 Tailandia 

34 Index 55-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480620 Indonesia 

35 DCTB0004 EPTB EPTB SRR998140 Rusia 

36 TB0036 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257086 Rusia 

37 CSF-4129 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709834 Tailandia 

38 Index 30-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480394 Indonesia 

39 Index 73-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480381 Indonesia 

40 Index 12-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480407 Indonesia 

41 DCTB0006 EPTB EPTB SRR998856 Rusia 

42 Index 45-42 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480500 Indonesia 

43 Index 21-42 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480416 Indonesia 
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44 Index 40-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480472 Tailandia 

45 DKC2-0499 
Ganglios 
linfáticos EPTB ERR2229374 Dinamarca 

46 CSF-4374 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709861 Tailandia 

47 46-10698 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709739 Tailandia 

48 CSF4676 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709975 Tailandia 

49 CSF-3518 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709788 Tailandia 

50 Index 24-66 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480584 Indonesia 

51 TB0092 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257024 Rusia 

52 Index 30-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480624 Indonesia 

53 Index 21-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480435 Indonesia 

54 Index 6-101 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480557 Indonesia 

55 TB0039 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257085 Rusia 

56 PGI_IOB_EPTB5 
Ganglios 
linfáticos EPTB SRR5125077 India 

57 CSF-3382 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709783 Tailandia 

58 Index 73-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480477 Indonesia 

59 43-08441 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709985 Tailandia 

60 Index 6-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480373 Indonesia 

61 Index 34-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480521 Indonesia 

62 Index 73-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480457 Indonesia 

63 CSF-4049 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709857 Tailandia 

64 43-12683 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709973 Tailandia 

65 CSF-4229 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709836 Tailandia 
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66 DKC2-0T97 
Sistema 
genitourinario EPTB ERR1950087 Dinamarca 

67 CSF-3541 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709779 Tailandia 

68 Index 61-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480626 Indonesia 

69 L-78532 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709800 Tailandia 

70 CSF-3538 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709789 Tailandia 

71 Index 8-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480454 Indonesia 

72 Index 28-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480398 Indonesia 

73 DKC2-0843 
Sistema 
genitourinario EPTB ERR2229774 Dinamarca 

74 Index 37-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480631 Indonesia 

75 Index 12-20 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480452 Indonesia 

76 43-15038 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5710003 Tailandia 

77 CSF-3681 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709746 Tailandia 

78 15-1149-0143 
Sistema 
genitourinario EPTB SRR6367399 Australia 

79 47-5556 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709784 Tailandia 

80 TB0055 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6256990 Rusia 

81 PGI_IOB_EPTB1 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5125076 India 

82 DKC2-0244 
Sistema 
genitourinario EPTB ERR2229064 Dinamarca 

83 Index 34-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480424 Indonesia 

84 Index 45-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480606 Indonesia 

85 43-13037 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5710005 Tailandia 

86 Index 12-66 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480376 Indonesia 

87 Index 15-20 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480363 Indonesia 
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88 17-3391-0148 
Sistema 
genitourinario EPTB SRR6339646 Australia 

89 Index 78-25 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480612 Indonesia 

90 Index 32-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480385 Indonesia 

91 TB0006 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6256975 Rusia 

92 PGI_IOB_EPTB2 
Ganglios 
linfáticos EPTB SRR5125078 India 

93 Index 34-20 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480370 Indonesia 

94 DKC2-0246 
Huesos y 
articulaciones EPTB ERR2229066 Dinamarca 

95 CSF-4056 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709856 Tailandia 

96 Index 42-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480471 Indonesia 

97 43-11791 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709974 Tailandia 

98 Index 8-101 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480555 Indonesia 

99 Index 6-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480508 Indonesia 

100 TB0008 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6256976 Rusia 

101 TB0048 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257109 Rusia 

102 Index 12-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480339 Indonesia 

103 Index 8-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480608 Indonesia 

104 Index 55-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480469 Indonesia 

105 48-10563 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709853 Tailandia 

106 PGI_IOB_EPTB4 
Ganglios 
linfáticos EPTB SRR5125075 India 

107 Index 8-20 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480483 Indonesia 

108 Index 61-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480482 Indonesia 

109 43-01910 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709979 Tailandia 
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110 Mtb-manila-1 
Ganglios 
linfáticos EPTB SRR1510036 Canadá 

111 Index 66-20 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480487 Indonesia 

112 TB0157 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257056 Rusia 

113 Index 21-66 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480583 Indonesia 

114 Index 18-20 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480364 Indonesia 

115 Index 30-66 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480397 Indonesia 

116 TB0040 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257082 Rusia 

117 48-10231 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709852 Tailandia 

118 CSF-4666 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709745 Tailandia 

119 CSF-3419 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709995 Tailandia 

120 Index 55-20 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480491 Indonesia 

121 Index 45-20 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480492 Indonesia 

122 CSF-4549 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709790 Tailandia 

123 TB0080 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257027 Rusia 

124 CSF-4261 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709830 Tailandia 

125 TB0085 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257031 Rusia 

126 Index 21-20 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480365 Indonesia 

127 TB0053 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257100 Rusia 

128 Index 40-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480627 Indonesia 

129 43-11467 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709983 Tailandia 

130 TB0042 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257080 Rusia 

131 Index 15-66 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480378 Indonesia 
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132 TB0054 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6256989 Rusia 

133 Index 24-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480623 Indonesia 

134 Mtb40 
Ganglios 
linfáticos EPTB SRR5817466 Australia 

135 Index 12-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480432 Indonesia 

136 CSF-3542 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709778 Tailandia 

137 CSF-4620 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709832 Tailandia 

138 Index 32-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480439 Indonesia 

139 CSF-4396 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709828 Tailandia 

140 TB0064 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6256993 Rusia 

141 Index 4-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480473 Indonesia 

142 Index 18-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480565 Indonesia 

143 TB0088 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257030 Rusia 

144 Index 75-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480456 Indonesia 

145 Index 6-20 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480490 Indonesia 

146 Index 55-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480430 Indonesia 

147 Index 8-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480480 Indonesia 

148 TB0044 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257105 Rusia 

149 Index 78-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480479 Indonesia 

150 Index 37-42 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480543 Indonesia 

151 ETB0090 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257034 Rusia 

152 DCTB0009 EPTB EPTB SRR998858 Rusia 

153 Index 69-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480605 Indonesia 
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154 Index 15-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480433 Indonesia 

155 TB0113 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257097 Rusia 

156 42-20464 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709741 Tailandia 

157 Index 78-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480566 Indonesia 

158 Index 40-20 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480371 Indonesia 

159 DCTB0008 EPTB EPTB SRR998857 Rusia 

160 CSF-3922 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709854 Tailandia 

161 CSF-4202 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709835 Tailandia 

162 Index 4-101 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480562 Indonesia 

163 Index 60-20 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480489 Indonesia 

164 TB0012 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6256984 Rusia 

165 CSF-4105 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709833 Tailandia 

166 CSF-4069 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709851 Tailandia 

167 Mtb-manila-27 
Ganglios 
linfáticos EPTB SRR1510062 Canadá 

168 Index 42-40 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480372 Indonesia 

169 CSF-1449 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709972 Tailandia 

170 Index 6-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480468 Indonesia 

171 Index 4-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480632 Indonesia 

172 CSF-4480 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709838 Tailandia 

173 Mtb-33 
Ganglios 
linfáticos EPTB SRR5817467 Australia 

174 TB0058 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6256985 Rusia 

175 TB0086 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257032 Rusia 
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176 TB0057 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6256992 Rusia 

177 CSF-3384 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709786 Tailandia 

178 Index 21-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480395 Indonesia 

179 TB0011 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6256983 Rusia 

180 43-05286 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709986 Tailandia 

181 47-10904 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709785 Tailandia 

182 Index 75-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480478 Indonesia 

183 TB0037 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257087 Rusia 

184 Index 32-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480522 Indonesia 

185 TB0047 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257102 Rusia 

186 43-13718 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5710004 Tailandia 

187 Index 61-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480466 Indonesia 

188 14-14745 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709740 Tailandia 

189 Index 42-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480526 Indonesia 

190 Index 30-42 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480414 Indonesia 

191 Index 28-20 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480367 Indonesia 

192 Index 66-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480476 Indonesia 

193 Index 61-20 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480488 Indonesia 

194 48-4979 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709855 Tailandia 

195 Mtb-manila-14 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR1510049 Canadá 

196 Index 15-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480404 Indonesia 

197 CSF-4115 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709850 Tailandia 
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198 Mtb-manila-22 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR1510057 Canadá 

199 TB0038 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257084 Rusia 

200 CSF-4014 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709858 Tailandia 

201 TB0081 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257028 Rusia 

202 Index 66-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480331 Indonesia 

203 CSF-3711 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709747 Tailandia 

204 DCTB0005 EPTB EPTB SRR998855 Rusia 

205 Index 28-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480437 Indonesia 

206 Index 24-20 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480366 Indonesia 

207 CSF2498 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709976 Tailandia 

208 CSF-3346 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709791 Tailandia 

209 CSF-3718 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709744 Tailandia 

210 DKC2-0T40 
Ganglios 
linfáticos EPTB ERR2229808 Dinamarca 

211 72-125842 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5710000 Tailandia 

212 Index 24-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480396 Indonesia 

213 Index 34-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480619 Indonesia 

214 Index 69-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480333 Indonesia 

215 TB0051 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257106 Rusia 

216 Index 12-42 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480460 Indonesia 

217 Index 78-20 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480484 Indonesia 

218 PGI_IOB_EPTB3 
Ganglios 
linfáticos EPTB SRR5125074 India 

219 Index 40-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480527 Indonesia 
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220 TB0083 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257025 Rusia 

221 CSF-4248 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709829 Tailandia 

222 Index 32-20 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480369 Indonesia 

223 Index 75-20 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480485 Indonesia 

224 Index 18-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480434 Indonesia 

225 TB0043 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257081 Rusia 

226 4317298 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5710002 Tailandia 

227 Index 6-66 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480448 Indonesia 

228 CSF-3053 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709978 Tailandia 

229 Index 69-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480475 Indonesia 

230 43-11359 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709984 Tailandia 

231 Index 73-20 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480486 Indonesia 

232 DCTB0002 EPTB EPTB SRR993140 Rusia 

233 Mtb-manila-25 
Sistema 
genitourinario EPTB SRR1510060 Canadá 

234 CSF-3520 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709787 Tailandia 

235 Index 8-66 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480406 Indonesia 

236 Index 42-19 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480629 Indonesia 

237 CSF-4409 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709939 Tailandia 

238 TB0050 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257107 Rusia 

239 Index 18-88 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480405 Indonesia 

240 TB0072 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257007 Rusia 

241 TB0098 
Huesos y 
articulaciones EPTB SRR6257018 Rusia 
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242 46-5069 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR5709738 Tailandia 

243 Index 12-101 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480595 Indonesia 

244 Index 24-34 
Sistema nervioso 
central EPTB SRR6480436 Indonesia 

245 Mtb-manila-36 
Ganglios 
linfáticos EPTB SRR1510071 Canadá 

246 Index 12-109 Pulmones Pulmonar ERR2229367 Indonesia 
247 Index 32-66 Pulmones Pulmonar SRR6480408 Indonesia 
248 Index 6-109 Pulmones Pulmonar SRR6480382 Indonesia 
249 Index 60-42 Pulmones Pulmonar SRR6480494 Indonesia 
250 Index 69-25 Pulmones Pulmonar SRR6480617 Indonesia 
251 DS-25878 Pulmones Pulmonar SRR5709875 Tailandia 
252 c37_2008 Pulmones Pulmonar ERR1144995 Australia 
253 Index 37-133 Pulmones Pulmonar SRR6480326 Indonesia 
254 DS-27524 Pulmones Pulmonar SRR5709753 Tailandia 
255 Index 73-100 Pulmones Pulmonar SRR6480601 Indonesia 

256 
Mtb_ON-
A_strain54 Pulmones Pulmonar SRR1573733 Canadá 

257 DS-10110 Pulmones Pulmonar SRR5709802 Tailandia 
258 DS-14191 Pulmones Pulmonar SRR5709823 Tailandia 
259 DS-20257 Pulmones Pulmonar SRR5709943 Tailandia 
260 DS-13949 Pulmones Pulmonar SRR5709820 Tailandia 
261 DS-20915 Pulmones Pulmonar SRR5709770 Tailandia 
262 c32_2012 Pulmones Pulmonar ERR1144994 Australia 
263 DS-11745 Pulmones Pulmonar SRR5709801 Tailandia 
264 Index 42-21 Pulmones Pulmonar SRR6480573 Indonesia 
265 Index 42-100 Pulmones Pulmonar SRR6480343 Indonesia 
266 DS-19861 Pulmones Pulmonar SRR5709940 Tailandia 
267 DS-13671 Pulmones Pulmonar SRR5709799 Tailandia 
268 Index 15-25 Pulmones Pulmonar SRR6480545 Indonesia 
269 DS-18501 Pulmones Pulmonar SRR5709953 Tailandia 
270 DS-16630 Pulmones Pulmonar SRR5709798 Tailandia 
271 Index 28-142 Pulmones Pulmonar SRR6480411 Indonesia 
272 Index 21-106 Pulmones Pulmonar SRR6480509 Indonesia 
273 Index 66-109 Pulmones Pulmonar SRR6480345 Indonesia 
274 DCTB021 Pulmones Pulmonar SRR1002689 Rusia 
275 Index 60-21 Pulmones Pulmonar SRR6480574 Indonesia 
276 DS-17016  Pulmones Pulmonar SRR5709892 Tailandia 
277 RTS-3 Pulmones Pulmonar SRR6914120 Rusia 
278 Index 15-100 Pulmones Pulmonar SRR6480401 Indonesia 
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279 Index 32-90 Pulmones Pulmonar SRR6480318 Indonesia 
280 Index 55-109 Pulmones Pulmonar SRR6480628 Indonesia 
281 Index 12-100 Pulmones Pulmonar SRR6480402 Indonesia 
282 DS-14490 Pulmones Pulmonar SRR5709864 Tailandia 
283 EKB43 Pulmones Pulmonar SRR8357275 Rusia 
284 DS-20512 Pulmones Pulmonar SRR5710016 Tailandia 
285 EKB25 Pulmones Pulmonar SRR8348943 Rusia 
286 DS-33051 Pulmones Pulmonar SRR5709862 Tailandia 
287 Index 40-133 Pulmones Pulmonar SRR6480328 Indonesia 
288 Index 12-106 Pulmones Pulmonar SRR6480512 Indonesia 
289 c30_2012 Pulmones Pulmonar ERR1144992 Australia 
290 EKB9 Pulmones Pulmonar SRR8335024 Rusia 
291 DS-32353 Pulmones Pulmonar SRR5709911 Tailandia 
292 Index 75-109 Pulmones Pulmonar SRR6480342 Indonesia 
293 Index 32-21 Pulmones Pulmonar SRR6480534 Indonesia 
294 Index 37-109 Pulmones Pulmonar SRR6480389 Indonesia 
295 EKB33 Pulmones Pulmonar SRR8439315 Rusia 
296 RTS-6 Pulmones Pulmonar SRR6914123 Rusia 
297 Index 24-90 Pulmones Pulmonar SRR6480634 Indonesia 
298 DS-16496 Pulmones Pulmonar SRR5709912 Tailandia 
299 EKB83 Pulmones Pulmonar SRR8375802 Rusia 
300 Index 6-21 Pulmones Pulmonar SRR6480576 Indonesia 
301 EKB24 Pulmones Pulmonar SRR8348431 Rusia 
302 Index32-106 Pulmones Pulmonar SRR6480513 Indonesia 
303 Index 55-42 Pulmones Pulmonar SRR6480498 Indonesia 
304 EKB1 Pulmones Pulmonar SRR8327216 Rusia 
305 Index 18-42 Pulmones Pulmonar SRR6480450 Indonesia 
306 DS-15504 Pulmones Pulmonar SRR5710009 Tailandia 
307 DS-20092 Pulmones Pulmonar SRR5709961 Tailandia 
308 JAL_IOB_199 Pulmones Pulmonar SRR5341273 India 
309 Index 45-142 Pulmones Pulmonar SRR6480499 Indonesia 
310 Index 6-106 Pulmones Pulmonar SRR6480421 Indonesia 
311 Index 45-66 Pulmones Pulmonar SRR6480446 Indonesia 
312 Index 18-25 Pulmones Pulmonar SRR6480546 Indonesia 
313 DS-30312 Pulmones Pulmonar SRR5710011 Tailandia 
314 EKB7 Pulmones Pulmonar SRR8330159 Rusia 
315 RTS-5 Pulmones Pulmonar SRR6914122 Rusia 
316 DS-17092 Pulmones Pulmonar SRR5709889 Tailandia 
317 DS-10471 Pulmones Pulmonar SRR5709948 Tailandia 
318 c31_2012 Pulmones Pulmonar ERR1144993 Australia 
319 DS-29147 Pulmones Pulmonar SRR5709763 Tailandia 
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320 DS-17290 Pulmones Pulmonar SRR5709794 Tailandia 
321 Index 73-142 Pulmones Pulmonar SRR6480358 Indonesia 
322 JAL_IOB_198 Pulmones Pulmonar SRR5341274 India 
323 Index 30-21 Pulmones Pulmonar SRR6480533 Indonesia 
324 Index 45-100 Pulmones Pulmonar SRR6480462 Indonesia 
325 Index 28-25 Pulmones Pulmonar SRR6480548 Indonesia 
326 DS-17984 Pulmones Pulmonar SRR5709888 Tailandia 
327 DS-6882 Pulmones Pulmonar SRR5709933 Tailandia 
328 Index 12-25 Pulmones Pulmonar SRR6480552 Indonesia 
329 EKB20 Pulmones Pulmonar SRR8346382 Rusia 
330 DS-14607 Pulmones Pulmonar SRR5709954 Tailandia 
331 DS-21363 Pulmones Pulmonar SRR5709991 Tailandia 
332 Index 6-133 Pulmones Pulmonar SRR6480321 Indonesia 
333 Index 13-133 Pulmones Pulmonar SRR6480610 Indonesia 
334 EKB27 Pulmones Pulmonar SRR8352208 Rusia 
335 RTS-2 Pulmones Pulmonar SRR6914119 Rusia 
336 Index 42-66 Pulmones Pulmonar SRR6480447 Indonesia 
337 Index 40-42 Pulmones Pulmonar SRR6480539 Indonesia 
338 DS-19190 Pulmones Pulmonar SRR5709921 Tailandia 
339 Index 73-21 Pulmones Pulmonar SRR6480567 Indonesia 
340 DS-15177 Pulmones Pulmonar SRR5709956 Tailandia 
341 Index 78-106 Pulmones Pulmonar SRR6480431 Indonesia 
342 JAL_IOB_197 Pulmones Pulmonar SRR5341275 India 
343 Index 66-21 Pulmones Pulmonar SRR6480575 Indonesia 
344 Index 40-106 Pulmones Pulmonar SRR6480463 Indonesia 
345 DCTB018 Pulmones Pulmonar SRR1002684 Rusia 
346 Index 30-34 Pulmones Pulmonar SRR6480438 Indonesia 
347 Index 61-66 Pulmones Pulmonar SRR6480440 Indonesia 
348 DS-19200 Pulmones Pulmonar SRR5709922 Tailandia 
349 DS-12236 Pulmones Pulmonar SRR5709761 Tailandia 
350 DKC2-0485 Pulmones Pulmonar ERR2229361 Dinamarca 
351 EKB36 Pulmones Pulmonar SRR8354461 Rusia 
352 Index 6-142 Pulmones Pulmonar SRR6480495 Indonesia 
353 Index 40-109 Pulmones Pulmonar SRR6480390 Indonesia 
354 DS-16282 Pulmones Pulmonar SRR5709837 Tailandia 
355 Index 34-100 Pulmones Pulmonar SRR6480336 Indonesia 
356 DS-23682 Pulmones Pulmonar SRR5709805 Tailandia 
357 Index 55-142 Pulmones Pulmonar SRR6480497 Indonesia 
358 DS-20503 Pulmones Pulmonar SRR5709777 Tailandia 
359 DS-31799 Pulmones Pulmonar SRR5709910 Tailandia 
360 DS-23522 Pulmones Pulmonar SRR5709806 Tailandia 
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361 EKB28 Pulmones Pulmonar SRR8351921 Rusia 
362 EKB38 Pulmones Pulmonar SRR8354716 Rusia 
363 DS-31224 Pulmones Pulmonar SRR5709907 Tailandia 
364 DS-20316 Pulmones Pulmonar SRR5709936 Tailandia 
365 Index 42-109 Pulmones Pulmonar SRR6480391 Indonesia 
366 Index 69-42 Pulmones Pulmonar SRR6480359 Indonesia 
367 DS-31213 Pulmones Pulmonar SRR5710026 Tailandia 
368 Index 37-142 Pulmones Pulmonar SRR6480544 Indonesia 
369 Index 42-142 Pulmones Pulmonar SRR6480507 Indonesia 
370 DKC2-0491 Pulmones Pulmonar ERR2229366 Dinamarca 
371 DS-29456 Pulmones Pulmonar SRR5709903 Tailandia 
372 WT9 Pulmones Pulmonar SRR1573725 Canadá 
373 Index 69-106 Pulmones Pulmonar SRR6480344 Indonesia 
374 EKB100 Pulmones Pulmonar SRR8434639 Rusia 
375 DS-16280 Pulmones Pulmonar SRR5709946 Tailandia 
376 Index 78-133 Pulmones Pulmonar SRR6480329 Indonesia 
377 WT17 Pulmones Pulmonar SRR1573730 Canadá 
378 JAL_IOB_195 Pulmones Pulmonar SRR5341277 India 
379 Index 4-106 Pulmones Pulmonar SRR6480607 Indonesia 
380 Index 4_19 Pulmones Pulmonar SRR6480362 Indonesia 
381 Index 69-21 Pulmones Pulmonar SRR6480568 Indonesia 
382 DS-26102 Pulmones Pulmonar SRR5709749 Tailandia 
383 WT16 Pulmones Pulmonar SRR1573729 Canadá 
384 DS-17016 Pulmones Pulmonar SRR5709967 Tailandia 
385 Index 45-133 Pulmones Pulmonar SRR6480327 Indonesia 
386 Index 37-106 Pulmones Pulmonar SRR6480518 Indonesia 
387 Index 21-21 Pulmones Pulmonar SRR6480530 Indonesia 
388 Index 75-106 Pulmones Pulmonar SRR6480428 Indonesia 
389 DS-19290 Pulmones Pulmonar SRR5709929 Tailandia 
390 EKB15 Pulmones Pulmonar SRR8335313 Rusia 
391 Index 37-90 Pulmones Pulmonar SRR6480316 Indonesia 
392 Index 55-133 Pulmones Pulmonar SRR6480322 Indonesia 
393 Index 40-101 Pulmones Pulmonar SRR6480563 Indonesia 
394 Index 55-100 Pulmones Pulmonar SRR6480399 Indonesia 
395 EKB19 Pulmones Pulmonar SRR8344409 Rusia 
396 Index 75-100 Pulmones Pulmonar SRR6480604 Indonesia 
397 JAL_IOB_200 Pulmones Pulmonar SRR5341272 India 
398 Index 60-106 Pulmones Pulmonar SRR6480377 Indonesia 
399 DS-19383 Pulmones Pulmonar SRR5709962 Tailandia 
400 Index 21-133 Pulmones Pulmonar SRR6480611 Indonesia 
401 DS-30442 Pulmones Pulmonar SRR5710012 Tailandia 
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402 2184 Pulmones Pulmonar SRR8662666 Rusia 
403 EKB18 Pulmones Pulmonar SRR8427096 Rusia 
404 DS-21517 Pulmones Pulmonar SRR5709812 Tailandia 
405 DKC2-0448 Pulmones Pulmonar ERR2229324 Dinamarca 
406 EKB42 Pulmones Pulmonar SRR8434867 Rusia 
407 Index 24-21 Pulmones Pulmonar SRR6480535 Indonesia 
408 L2 Pulmones Pulmonar SRR6480540 Indonesia 
409 DS-18810 Pulmones Pulmonar SRR5709885 Tailandia 
410 EKB99 Pulmones Pulmonar SRR8433589 Rusia 
411 WT1 Pulmones Pulmonar SRR1573728 Canadá 
412 Index 6-90 Pulmones Pulmonar SRR6480453 Indonesia 
413 DS-30951 Pulmones Pulmonar SRR5709881 Tailandia 
414 EKB32 Pulmones Pulmonar SRR8353274 Rusia 
415 Index 32-100 Pulmones Pulmonar SRR6480403 Indonesia 
416 Index12-21 Pulmones Pulmonar SRR6480531 Indonesia 
417 Index 12-109 Pulmones Pulmonar SRR6480502 Indonesia 
418 DS-10501 Pulmones Pulmonar SRR5710030 Tailandia 
419 EKB65 Pulmones Pulmonar SRR8366603 Rusia 
420 JAL_IOB_196 Pulmones Pulmonar SRR5341276 India 
421 Index 4-133 Pulmones Pulmonar SRR6480622 Indonesia 
422 EKB73 Pulmones Pulmonar SRR8369849 Rusia 
423 Index 32-55 Pulmones Pulmonar SRR6480542 Indonesia 
424 Index15-42 Pulmones Pulmonar SRR6480458 Indonesia 
425 DS-25553 Pulmones Pulmonar SRR5709877 Tailandia 
426 Index 32-133 Pulmones Pulmonar SRR6480621 Indonesia 
427 Index 12-90 Pulmones Pulmonar SRR6480520 Indonesia 
428 EKB17 Pulmones Pulmonar SRR8345980 Rusia 
429 Index 78-21 Pulmones Pulmonar SRR6480550 Indonesia 
430 EKB31 Pulmones Pulmonar SRR8353479 Rusia 
431 Index 24-106 Pulmones Pulmonar SRR6480516 Indonesia 
432 DS-32315 Pulmones Pulmonar SRR5709896 Tailandia 
433 4702 Pulmones Pulmonar SRR8662668 Rusia 
434 DS-30056 Pulmones Pulmonar SRR5709960 Tailandia 
435 DS-19155 Pulmones Pulmonar SRR5709927 Tailandia 
436 EKB63 Pulmones Pulmonar SRR8366172 Rusia 
437 Index 30-25 Pulmones Pulmonar SRR6480541 Indonesia 
438 EKB26 Pulmones Pulmonar SRR8351971 Rusia 
439 DKC2-0446 Pulmones Pulmonar ERR2229322 Dinamarca 
440 Index 8-90 Pulmones Pulmonar SRR6480596 Indonesia 
441 EKB48 Pulmones Pulmonar SRR8358462 Rusia 
442 DCTB003 Pulmones Pulmonar SRR993002 Rusia 
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443 WT15 Pulmones Pulmonar SRR1573727 Canadá 
444 DCTB020 Pulmones Pulmonar SRR1002686 Rusia 
445 DS-32512 Pulmones Pulmonar SRR5710028 Tailandia 
446 Index 21-90 Pulmones Pulmonar SRR6480314 Indonesia 
447 DCTB001 Pulmones Pulmonar SRR974700 Rusia 
448 Index 78-100 Pulmones Pulmonar SRR6480603 Indonesia 
449 Index 24-42 Pulmones Pulmonar SRR6480418 Indonesia 
450 EKB76 Pulmones Pulmonar SRR8370129 Rusia 
451 DS-11221 Pulmones Pulmonar SRR5709796 Tailandia 
452 Index 15-142 Pulmones Pulmonar SRR6480459 Indonesia 
453 BC14-Mtb515 Pulmones Pulmonar SRR6397999 Canadá 
454 DCTB022 Pulmones Pulmonar SRR1002690 Rusia 
455 EKB74 Pulmones Pulmonar SRR8369893 Rusia 
456 DKC2-0483 Pulmones Pulmonar ERR2229359 Dinamarca 
457 DS-21644 Pulmones Pulmonar SRR5709928 Tailandia 
458 DS-08775 Pulmones Pulmonar SRR5709793 Tailandia 
459 Index 40-66 Pulmones Pulmonar SRR6480444 Indonesia 
460 Index 8-106 Pulmones Pulmonar SRR6480510 Indonesia 
461 EKB47 Pulmones Pulmonar SRR8358501 Rusia 
462 DCTB014 Pulmones Pulmonar SRR1002679 Rusia 
463 Index 73-42 Pulmones Pulmonar SRR6480357 Indonesia 
464 DS-20815 Pulmones Pulmonar SRR5709773 Tailandia 
465 DS-6265 Pulmones Pulmonar SRR5709938 Tailandia 
466 DKC2-0489 Pulmones Pulmonar ERR2229365 Dinamarca 
467 Index 75-21 Pulmones Pulmonar SRR6480549 Indonesia 
468 Index 69-100 Pulmones Pulmonar SRR6480602 Indonesia 
469 DS-20500 Pulmones Pulmonar SRR5709776 Tailandia 
470 DS-29188 Pulmones Pulmonar SRR5709884 Tailandia 
471 EKB22 Pulmones Pulmonar SRR8347539 Rusia 
472 Index 28-42 Pulmones Pulmonar SRR6480412 Indonesia 
473 Index 18-21 Pulmones Pulmonar SRR6480529 Indonesia 
474 Index 75-90 Pulmones Pulmonar SRR6480420 Indonesia 
475 DS-15203 Pulmones Pulmonar SRR5709959 Tailandia 
476 DS-19351 Pulmones Pulmonar SRR5709964 Tailandia 
477 Index 60-66 Pulmones Pulmonar SRR6480441 Indonesia 
478 EKB21 Pulmones Pulmonar SRR8346061 Rusia 
479 Index 4-90 Pulmones Pulmonar SRR6480315 Indonesia 
480 DS-18613 Pulmones Pulmonar SRR5709952 Tailandia 
481 DS-11380 Pulmones Pulmonar SRR5709792 Tailandia 
482 DS-17658 Pulmones Pulmonar SRR5709759 Tailandia 
483 RTS-4 Pulmones Pulmonar SRR6914121 Rusia 
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484 EKB34 Pulmones Pulmonar SRR8439237 Rusia 
485 DS-34062 Pulmones Pulmonar SRR5709860 Tailandia 
486 DKC2-0487 Pulmones Pulmonar ERR2229363 Dinamarca 
487 Index 78-142 Pulmones Pulmonar SRR6480354 Indonesia 
488 DS-21639 Pulmones Pulmonar SRR5709813 Tailandia 
489 Index 18-109 Pulmones Pulmonar SRR6480427 Indonesia 
490 Index 21-142 Pulmones Pulmonar SRR6480415 Indonesia 

 

 


