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RESUMEN

La tuberculosis es considerada una emergencia mundial por la OMS. Requiere de un
tratamiento largo que redunda en el surgimiento de cepas resistentes a antibiodticos. A la
fecha se han reportado en M. tuberculosis, discrepancias entre la resistencia fenotipica y la
resistencia genotipica adquirida. Para entender mejor este fendmeno, es necesaria la
secuenciaciéon gendémica y posterior busqueda de mutaciones en genes diferentes a los
canodnicos, por ejemplo, en aquellos relacionados con la resistencia constitutiva. Por ello el
siguiente trabajo pretende identificar polimorfismos en la secuencia de genes involucrados
en la permeabilidad celular de cepas de M. tuberculosis con discrepancias en la resistencia,
mediante la secuenciaciéon de cepas aisladas de México y obtenidas de bases de datos.
Ademas de identificar diferencias en la proporcidén de acidos grasos en la micomembrana
que pudieran estar asociados con los fenotipos drogorresistentes. Para esto, se
seleccionaron 6 cepas de M. tuberculosis aisladas en Michoacan las cuales a partir de la
secuenciacion del genoma se realizd una busqueda de SNPs con MTBseq. A partir de esta
metodologia se identificaron 121 SNP's en varios genes, en mayor proporcion en el gen
Rv3087.La resistencia genotipica se determind con TB-PROFILER vy la resistencia fenotipica
mediante el método liquido BACTEC MGIT 960. El perfil de acidos grasos se determind
mediante cromatografia de gases. De las cepas analizadas, las cepas MYC036, MYC072,
MYCO75 y MYCO087 presentaron resistencia a dos antibidticos, la cepa MYC078 presenté
resistencia a estreptomicina y las cepas MYC061, MYC093 y MYC096 resultaron sensibles.
El 55.5% de las cepas presentaron inconsistencias fenotipicas-genotipicas. Mediante la
cromatografia de gases se observd que las cepas con inconsistencias se caracterizan por
presentar altas concentraciones de los ésteres metilicos de acidos grasos 16:0, 18:0, 19:0 y
el acido tuberculoestéarico y bajas concentraciones de los ésteres metilicos del acido graso
14:0, lo que puede repercutir directamente en la permeabilidad de la micomembrana

celular y en la drogorresistencia de las cepas.

Palabras clave: Tuberculosis, drogorresistencia, Mycobacterium, 4acidos grasos,

secuenciacion.
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ABSTRACT

Tuberculosis is considered a global emergency by WHO. It requires a lengthy treatment that
leads to the emergence of antibiotic-resistant strains. Discrepancies between phenotypic
and acquired genotypic resistance have been reported in M. tuberculosis to date. To better
understand this phenomenon, genomic sequencing is necessary, followed by the search for
mutations in genes other than canonical, such as those related to constitutive resistance.
Therefore, the following study aims to identify polymorphisms in the gene sequence
involved in the cellular permeability of M. tuberculosis strains with discrepancies in
resistance, through the sequencing of strains isolated from Mexico and obtained from
databases. In addition, it aims to identify differences in the proportion of fatty acids in the
mycomembrane that may be associated with drug-resistant phenotypes. For this purpose,
6 M. tuberculosis strains isolated in Michoacan were selected. Through genome sequencing,
a search for SNPs was conducted using MTBseq. This methodology identified 121 SNPs in
various genes, with a higher proportion in the Rv3087 gene. Genotypic resistance was
determined using TB-PROFILER, and phenotypic resistance was determined using the
BACTEC MGIT 960 liquid method. Fatty acid profiles were determined through gas
chromatography. Among the analyzed strains, MYC036, MYC072, MYC075, and MYC087
showed resistance to two antibiotics, MYC078 showed resistance to streptomycin, and
MYCO061, MYC093, and MYC096 were sensitive. 55.5% of the strains showed phenotypic-
genotypic inconsistencies. Gas chromatography revealed that strains with inconsistencies
are characterized by high concentrations of methyl esters of fatty acids 16:0, 18:0, 19:0, and
tuberculostearic acid, and low concentrations of methyl esters of fatty acid 14:0. This can
directly impact the permeability of the cellular mycomembrane and drug resistance in

strains.
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1. INTRODUCCION

Durante varias décadas, los antibidticos han sido fundamentales en la lucha contra las
enfermedades infecciosas causadas por bacterias y otros microorganismos. Sin embargo,
los microorganismos causantes de enfermedades que se han vuelto resistentes a la terapia
con antibidticos son un problema de salud publica cada vez mayor. Las infecciones de
heridas, la gonorrea, la tuberculosis, la neumonia y la septicemia son sdélo algunas de las
enfermedades que se han vuelto dificiles de tratar con antibidticos. La tuberculosis (TB) es
una de las enfermedades mas antiguas de la humanidad, cuyo tratamiento eficaz fue
descubierto a mediados del siglo pasado. Sin embargo, aun dista mucho de ser erradicada
como problema de salud publica a nivel mundial. La TB es una enfermedad transmisible que
constituye una importante causa de morbilidad, una de las 10 primeras causas de
mortalidad del mundo y la segunda debida a un solo agente infeccioso (por encima del
VIH/sida). Esta provocada por el bacilo M. tuberculosis, que se propaga cuando las personas
infectadas expulsan bacterias al aire, por ejemplo, al toser. Generalmente afecta a los
pulmones (TB pulmonar), pero también puede afectar a otros érganos (TB extrapulmonar)
(Organizacién Mundial de la Salud, 2019)

La incidencia de TB multirresistente (es decir, resistencia al menos a isoniazida vy
rifampicina) ha aumentado significativamente durante la Ultima década a nivel global, por
lo que se han redoblado esfuerzos para buscar nuevas estrategias para combatir este
problema. El presente trabajo se enfoca en el estudio de los mecanismos de resistencia
atribuidos a polimorfismos en la secuencia de genes que codifican para la sintesis de
elementos presentes en la pared celular micobacteriana, estas mutaciones podrian
ocasionar una alteracién en la permeabilidad de M. tuberculosis por lo que el fdrmaco no
seria capaz de atravesar la micomembrana (McGrath y col., 2014). Los genes de estudio son
los presentes en el operdn virS-mymaA, fadD2, fbpA, fbpB, fbpC, lipx, pks2, accD6, Rv0899 y
Rv1695.



2. MARCO TEORICO

Tuberculosis

La TB es una enfermedad altamente transmisible de persona a persona, siendo una de las principales
causas de muerte por enfermedad en todo el mundo. Hasta antes de la pandemia (COVID-19), solia
ser la principal causa de muerte por un solo agente infeccioso, superando incluso a el VIH/SIDA

(OMS 2022).

2.1. Incidencia de tuberculosis

Segun el Informe Mundial sobre la TB 2022 publicado por la Organizacion Mundial de la Salud,
aproximadamente 10.6 millones de personas se infectaron con TB en 2021, lo que significd un
aumento del 4.5% con respecto a 2020. Asi mismo, 1.6 millones de personas murieron por causa de
la TB (187 000 de las cuales fueron seropositivas para VIH). Por otra parte, la carga de la TB
resistente a los medicamentos aumentd cerca de un 3% entre 2020 y 2021, periodo donde se
detectaron 450 000 casos nuevos de TB resistente a rifampicina. En 2021, la pandemia de COVID-19
provocod interrupciones en los servicios de control de la tuberculosis, lo que afectd en particular a
las actividades de control de la enfermedad (OMS 2022).

En el continente americano, se estimaron 309 000 casos de tuberculosis en el 2021, de los cuales,
solo se notificaron a las autoridades sanitarias 21 5116 (OMS 2022).

En México se notificaron 20 225 casos nuevos, de los cuales, 486 son casos de TB drogorresistente.

2.2. Mycobacterium tuberculosis

La TB es causada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis (MTB) perteneciente al género
Mycobacterium, familia Mycobacteriaceae, orden Actinomycetaceae. Es una bacteria que
forma parte del complejo Mycobacterium tuberculosis en el que se incluyen ademas de M.
tuberculosis a Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium canettii,
Mycobacterium microti, Mycobacterium pinnipedi y Mycobacterium caprae. De estas
especies, M. tuberculosis ocasiona la mayoria de los cuadros clinicos en humanos y es la

mas importante desde el punto de vista patégeno y sanitario (Farga y Caminero, 2012).

Q.F.B. Evaristo Galeana Aguilasocho 2



2.2.1. Morfologia microscépica y tincion

Son organismos de morfologia variable, de aspecto bacilar, rectos o ligeramente curvos o
cocoides, no forman esporas, flagelos, ni cdpsula, aunque en diferentes especies del género
Mycobacterium se ha descrito una capa de glucopeptidolipidos semejante a una capsula
(Lemassu y col., 1996). Miden de 0.2 a 0.6 um de didmetro por 1.0 a 10.0 um de longitud,
algunas veces presentan un aspecto filamentoso que por agitacion se fragmenta, dando el
aspecto antes mencionado.

M. tuberculosis cuenta con la estructura de las bacterias Gram positivas, aun que rara vez
se tifien con la tincién de Gram, debido a que casi no retienen estos colorantes a
temperatura ambiente. No obstante, pueden tefiirse con carbol fucsina fenicada a
temperatura elevada (coloracién de Ziehl-Neelsen). Se consideran bacilos acido alcohol
resistentes (BAAR), debido a que resisten la decoloracidn con acido en medio alcohdlico.
Dicha resistencia a la decoloracién es debido a un alto contenido de acidos grasos en su

pared celular (Marks, 1974).

2.2.2. Morfologia macroscopica
Las colonias de M. tuberculosis se describen como elevadas, en forma de verruga, de un
color blanquecino, ligeramente amarillento o beige, son dificiles de emulsificar gracias a su
alto contenido lipidico en su pared celular. Se consideran de crecimiento lento necesitando
como minimo de 15 a 25 dias de cultivo a 37°C para que las colonias se hagan visibles,

pudiendo incluso, requerir hasta 8 semanas para un correcto desarrollo colonial.

2.3. Patogénesis de M. tuberculosis

La bacteria de transmite de persona a persona a través de pequefias gotas de saliva
(aerosoles) expulsadas por personas con la enfermedad pulmonar activa (Turner y col.,
2017). Las gotas de saliva infectadas deben depositarse en el alvéolo pulmonar para poder
generar la infeccidn. Es aqui donde el patdgeno tiene su primer contacto con las células

inmunitarias innatas, si bien estas células son importantes para la respuesta temprana
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contra las micobacterias, también son nichos para la replicacion de estas a largo plazo (Sia
y col., 2019).

La infeccién también depende de otros factores que pueden reducir o anular la capacidad
infectiva de MTB: 1) la calidad del aerosol: no todos los enfermos son capaces de generar
una cantidad suficiente de particulas aerosdlicas susceptibles de poder internarse en el
alvéolo (Escombe y col., 2007) y 2) la calidad del surfactante que permite evitar el colapso
de los alvéolos: el surfactante no deja de ser un agente tensoactivo, y como tal, tiene la
capacidad de destruir la pared lipofilica de la micobacteria de manera que puede ser
destruida por el macréfago alveolar al ser fagocitada (Sanchez y col., 2011).

Los macrdéfagos son las primeras células en encontrarse con M. tuberculosis y también son
el primer nicho de replicacion de este microrganismo en el fagosoma, inhibiendo su
maduracion, la generacion del fagolisosoma y la inhibicién de la apoptosis (Ehrt y col.,
2009). Esto lo logra cuando secreta un péptido llamado Antigeno de 6 Kda (ESAT-6 por sus
siglas en inglés) lo que facilita la entrada del bacilo al citoplasma para su replicacion
(Mitchell y col., 2016), terminando con la necrosis del macréfago. Posteriormente los
bacilos vuelven a convertirse en extracelulares y son fagocitados por los macréfagos
provenientes del espacio intersticial, y por los macréfagos de los alvéolos vecinos (Mitchell
y col., 2016).

En el caso de las células dendriticas, éstas procesan a M. tuberculosis y presentan unos
epitopos que mayoritariamente corresponden a los antigenos secretados mas abundantes:
el ESAT-6 y el complejo antigénico 85 (Ag85 A, B o C). Este ultimo es responsable de la
construccion de la pared celular, ya que permite el ensamblaje de 2 moléculas esenciales:
el arabinogalactano micolato y el dimicolato de trehalosa (Kremer y col.,, 2002). La
presentacidon antigénica estimulard esencialmente los linfocitos T CD4, cuyo subtipo
dependera del tipo de quimiocinas y citocinas que transporta el liquido linfatico drenado, y
gue son esencialmente Thl, Th2, Th17 o Treg. También se pueden generar linfocitos T CD8,
pero de manera minoritaria. Generalmente, el subtipo dominante es el Th1, responsable de

generar interferén gamma que permite la activacidon de los macrdfagos infectados.
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2.4. Técnicas de genotipado de M. tuberculosis

2.4.1 Espoligotipificacion
El espoligotipado o espoligotipificacidn, es una técnica basada en la amplificacidon, mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de espaciadores (fragmentos de ADN no
codificante) presentes en la regién “DR” (repeticiones directas) en el cromosoma de M.
tuberculosis. La region DR se compone de una secuencia repetida de 36 pb conservada y de
una secuencia espaciadora variable de 35 a 41 pb; el blanco de la tipificacidn es esta region
variable. La combinacion de “ausencia o presencia” permite la construccién de los patrones
especificos entre cepas similares o diferentes. A cada patrén se le asigna un cédigo
numérico, mismo que representa su tipo internacional de espoligotipo, a partir del cual es
reconocido a nivel mundial, y con ello determinar si se trata de una familia con distribucion

global o local (Ramazanzadeh y col., 2020)

2.4.2 Numero Variable de Repeticiones en Tandem de Unidades Repetitivas de

Micobacteria (MIRU-VNTR)

Esta técnica se basa en la amplificacidon por PCR de 43 regiones polimdrficas empleando
iniciadores especificos para cada region o locus, la cuantificacién del peso molecular de las
Unidades Repetitivas Inter espaciadoras en micobacterias (MIRU-VNTR). La identificacién
suele hacerse por electroforesis en geles de poliacrilamida, generando un cddigo numérico
representativo del nimero de copias presentes en cada locus el cual puede variar de aislado
en aislado. Al igual que con los espoligotipos, cada patrén especifico se le asigna un cédigo
numeérico, es decir, su tipo internacional de MIRU, a partir del cual es reconocido como un

genotipo local o global (Viveros y col., 2021).

2.4.3 Linajes del complejo M. tuberculosis
Los métodos de epidemiologia molecular han sido de ayuda para determinar los diversos
linajes existentes a nivel mundial con el objetivo de determinar el origen de las cepas

circulantes (Benitez y col., 2020). Las inferencias filogenéticas mas recientes, revelan que
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los linajes del complejo M. tuberculosis adaptados a los humanos tienen una fuerte
estructura filogeografica, que comprende 9 linajes principales que divergen desde un
ancestro comun y se diversifican en diferentes regiones del mundo (Kanabalany col., 2021).
El linaje L1 estd asociado con las regiones del Océano indico y Filipinas, el linaje L2 se
encuentra en Asia oriental, el linaje L3 en Africa oriental y la India, el linaje L4 es propio de
Ameérica y Europa. Por otro lado, los linajes L5 y L6 (linajes M. africanum) son restringidos a
las regiones de Africa Occidental, mientras que el linaje L7, L8 y L9 se asocian con la regidn

oriental de Africa (Kanabalan y col., 2021).

2.5. Pared celular

La pared de las micobacterias funciona como una barrera para la penetraciéon de
antibidticos como es el caso de las B-lactamasas cuya penetracién es 100 veces mas lenta
en M. tuberculosis que en E. coli. El género Mycobacterium presenta una pared celular Unica
(Fig. 1), cerca del 60% esta constituida por lipidos y ademas de peptidoglicanos, presenta
acidos micélicos. Los acidos micdlicos son lipidos que presentan una alta hidrofobicidad
dado que se encuentran a-ramificados, representan el 50% del peso seco de la micobacteria
y le brindan a la micobacteria una baja permeabilidad. Esta caracteristica contribuye a la
virulencia (Kaufmann, 2001). El modelo mas reciente de la estructura de la pared de las
micobacterias la divide en tres secciones: una membrana externa que en el caso de las
especies patdgenas esta formada principalmente de glucano y en las especies no patégenas
principalmente de proteinas; ademdas, de una pared celular compuesta por la
micomembrana, arabinogalactano y peptidoglucano. La micomembrana tiene un grosor
aproximado de 7-8 nm, presenta una organizacidon no convencional, la capa interior esta
formada por acidos micdlicos unidos a arabinogalactano que a su vez se encuentra unido
covalentemente al peptidoglicano y una capa externa formada por lipidos libres. Después
se encuentra un espacio periplasmico que separa la pared celular de la membrana
plasmatica, la cual seria el Ultimo componente de esta pared micobacteriana. Esta
membrana muestra una composicion convencional, formada principalmente de fosfolipidos

y proteinas (Chiaradia y col., 2017).
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Figura 1. Estructura de la parde celular de M. tuberculosis. La membrana externa (OL) estd compuesta
principalmente de proteinas, carbohidratos y lipidos libres, la micomembrana (MM) compuesta por acidos
micélicos unidos a arabinogalactano (AG) y estos a su vez a peptidoglucano (PG), membrana plasmatica (PM)
compuesta principalmente por fosfolipidos. TMM (trealosa monomicolatos), TDM (trealosa dimicolatos), PL
(fosfolipidos), GPL (glucofosfolipidos), PIM (fosdatidil inositol manosidos), LAM (lipidoarabinomananos), TAG
(triacilgliceroles) (Chiaradia y col, 2017).

2.6. Tratamiento de la tuberculosis

El tratamiento de la TB es largo, incluye varios farmacos potencialmente téxicos y para que
sea eficaz, debe hacerse de forma regular y sin interrupciones. Para ello, hay que tener en
cuenta 2 principios basicos en el tratamiento antituberculoso: el uso simultaneo de varios
farmacos y la duracion suficiente del tratamiento (OMS, 2020).

Como ya se mencioné M. tuberculosis presenta una pared compleja, lo que se traduce a
una permeabilidad reducida para una gran variedad de compuestos (Caminero y col., 2017).

Los farmacos deben ser capaces de reducir la poblacidn bacteriana rapidamente y prevenir
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la seleccién natural de las cepas (Rabahi y col., 2017). Estos generalmente se dividen en

dos grandes grupos: farmacos de primera y segunda linea.

2.6.1 Farmacos de primera linea.
Durante el tratamiento de la TB se usan un conjunto de farmacos para los cuales el
microorganismo es susceptible, al usarse dos o mas farmacos se previene la generacion de
resistencia por parte del microorganismo. En general la TB es tratada con 4 farmacos,
conocidos como farmacos de primera linea (Tabla 1), que son rifampicina (RIF), isoniazida

(INH) pirazinamida (PZA) y etambutol (EMB) (Coll P., 2009).

Tabla 1. Clasificacion de los farmacos antituberculosos por grupos.

Grupo 1: antituberculosos de primera linea Isoniazida, rifampicina, etambutol,

orales pirazinamida

Grupo 2: antituberculosos inyectables Estreptomicina, kanamicina, amikacina,
capreomicina, viomicina

Grupo 3: fluoroquinolonas Ciprofloxacino, ofloxacino, levofloxacino,
moxifloxacino, gatifloxacino

Grupo 4: bacteriostaticos orales de segunda  Etionamida, protionamida, cicloserina,
linea acido paraaminosalicilico, tioacetazona
Grupo 5: farmacos de eficacia no Clofazimina, amoxicilina/acido clavulanico,
demostrada (no recomendados por la OMS  claritromicina, linezolida

para su uso habitual en el tratamiento de la

tuberculosis MDR)

Grupo 6: farmacos en desarrollo Diaril quinoleinas, nitroimidazoles

(Coll, 2009)

La OMS recomienda la administracién de estos cuatro farmacos durante 2 meses y un
posterior periodo de 4 meses usando solamente los farmacos INH y RIF (OMS, 2020). La INH
es el farmaco mas comunmente usado para el tratamiento de la TB. La INH entra al bacilo
por medio de difusién pasiva, al ser un profarmaco necesita ser activado, este proceso es
llevado a cabo mediante la enzima catalasa peroxidasa codificada por el gen katG (Urrego,
2020). Esta activacion produce una amplia gama de especies reactivas de oxigeno vy
radicales isotdnicos, los cuales son capaces de oxidar o acilar los grupos proteicos,

provocando dafio en el DNA, peroxidacion de lipidos e interfiriendo en el metabolismo
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bacteriano (Camineroy col., 2017). La RIF actua al inicio de la fase de transcripcion: bloquea
la sintesis del ARN bacteriano fijandose en la ARN-polimerasa bacteriana al nivel de la
subunidad codificada por el gen rpoB. Al fijarse directamente a esta enzima, ya es eficaz a
bajas concentraciones y, al contrario que la mayoria de los antibiéticos no interfiere con la
ARN-polimerasa de los mamiferos (Dutertre y col., 2017). La PZA es un profarmaco que la
enzima micobacteriana pirazinamidasa convierte a su forma activa, el dcido pirazinoico. La
PZA se difunde pasivamente al interior de los macréfagos, donde se convierte en acido
pirazinoico que se acumula intracelularmente por un sistema ineficiente de bombeo. El
acido pirazinoico actla sobre su diana, una enzima implicada en la sintesis de los acidos
micélicos, directamente y disminuyendo el pH intracelular por debajo de los limites
tolerados por esta enzima (Coll, 2009). El EMB inhibe la arabinosil transferasa lll, con lo que
se interrumpe la transferencia de arabinosa en la biosintesis de arabinogalactano, que a su
vez interrumpe el ensamblado de la pared celular de la micobacteria (Damtie y col., 2014).

Las transferasas de arabinosil estan codificadas por los genes embAB.

2.6.2 Farmacos segunda linea.
Los farmacos de segunda linea como la protionamida, cicloserina, capreomicina,
clofazimina y rifamicinas (Tabla 1) constituyen alternativas terapéuticas para cepas con
resistencia farmacoldgica a los medicamentos de primera linea, sin embargo, estos
farmacos son mds toxicos y el tratamiento es mds costoso (Becerril y col., 2013).
Generalmente son utilizados para el tratamiento de TB resistente a farmacos de primera
linea (OMS, 2020). A pesar de su eficacia, ya existen cepas de TB resistentes a algunos
farmacos de segunda linea por lo que es de vital importancia descubrir nuevos métodos
para combatir la resistencia, comprender a nivel genético el porqué de su resistencia o bien,
el empleo de nuevos esquemas de tratamiento (Gémez y col., 2018). Hoy en dia existen
varios elementos genéticos (Tabla 2) responsables de la resistencia a los farmacos de

segunda linea (Swain y col., 2020).
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Tabla 2. Factores genéticos implicados en la resistencia a farmacos de segunda linea en M.
tuberculosis.

Droga(afio) Clasificacién quimica Obijetivo de inhibicion Elemento Funcién asociada
genético
Moxifloxacina (1996)  Quinolonas/ ADN girasa 'y ADN gyrA, gyrB Superenrollamientos negativos
Gatifloxacina (1999) metoxifluroquinolona  topoisomerasa (inhibe la de ADN bicatenario cerrado
(bactericida) sinteis de ADN) circular.
Kanamicina* (1957) Amino-glucésidos Inhibicién de la sintesis rrs Sintesis de ARN estables
Amikacina* (1972) (bactericidas) dependiente de ARN al unirse i Acetilacion, supervivencia
a la subunidad 30S (inhibicién e intracelular asociado con la
de la sintesis de proteinas) whiB7 transcripcion de 16Sy 23S
tyA metilados.
Capreomicina*(1963)  Polipéptido aclico Inhibicién de la subunidad 50S rrs Sintesis de ARN metilados
(bactericida) (inhibicion de la sintesis de tlyA estables, Acetilacion de rRNA 16S
proteinas) y 23S, supervivencia intracelular.
eis
Etionamina (1956) Derivado del acido Inhibicién de la sintesis del ethA Activa el profarmaco etionamida
isoconitico 4cido micélico al unirse a la la proteina represora EthR
(bacteriostatico) ACP reductasa inhA (altera la ethR transcricional, involucrado en la
biosintesis de la pared celular) kasA biosintesis de acidos grasos,
inhA biosintesis, Biosintesis de acido

micdlico de la expresion de inhA.

2.7. Farmaco-resistencia en M. tuberculosis

2.7.1 Farmacorresistencia adquirida
En bacterias, la resistencia genética generalmente es mediada a través de la adquisicién de
genes exdgenos a través de plasmidos, transposones, integrones y bacteriéfagos
(Giedraitiene y col., 2011). Sin embargo, en M. tuberculosis no se han reportado
mecanismos de adquisicién de genes de resistencia por dichos elementos. Por lo tanto, la
resistencia a fdrmacos anti-TB se debe principalmente a alteraciones en genes que codifican
blancos de antibidticos, en productos genéticos involucrados en la activaciéon de pro-
farmacos o regiones reguladoras (Malik y col., 2012). No obstante, no se conoce una
alteracion genética que por si misma, dé lugar al fenotipo de tuberculosis MDR
(multirresistente) y XDR (de resistencia extendida). Sin embargo, numerosos estudios se
han realizado para describir los mecanismos genéticos de resistencia en M. tuberculosis, en
los cuales se ha observado que la acumulacidon de mutaciones en diferentes loci de genes
especificos da origen a los fenotipos resistentes MDR y XDR (Mdiller y col., 2013). Esta

resistencia se da debido al incumplimiento del esquema de tratamiento generando
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mutaciones de resistencia a antibidticos entre aquellas bacterias que logren sobrevivir,
demostrando asi, su enorme capacidad de adaptacion (Gémez y col., 2018).

Existen muchos genes afectados (Tabla 3) responsables de la farmaco-resistencia de M.
tuberculosis entre los que se encuentran katG e inhA los cuales provocan resistencia a
isoniazida, rpoB resistencia a Rifampicina, pncA resistencia a Pirazinamida, rps/ y rrs
resistencia a Estreptomicinay embCAB resistencia a Etambutol (Swain y col., 2020).
Debido a la existencia de estas mutaciones es necesaria la utilizacion de mas de un farmaco
ya que en poblaciones sensibles puede quedar un remanente de bacterias resistentes por
generacion, estas bacterias, varian segun la droga a la cual presenten resistencia; por esto
al formular una sola droga para el tratamiento de enfermedades conferidas a
micobacterias, se favorece la seleccién de mutantes resistentes al tipo de medicamento

aplicado (Rojas, 2017).

Tabla 3. Factores genéticos implicados en la resistencia a farmacos de primera linea en M.
tuberculosis.

Elemento
Droga(afio) Categoria Obijetivo de inhibicion . Funcién asociada
genético
Isoniazida (1952) Acido isétonico Enoil-(acil-proteina katG, inhA, Supervivencia intracelular,
(bactericida) transpotadora) reductasa que kasA, ahpC, biosintesis de acidos micélicos,
incluye catalasa peroxidasa enoil niA, fadE24, biosinteis de acidos grasos,
ACP dependiente de NADH, 3- ndh defensa  frente al estrés
Oxoacy ACP, Pcetoacil ACP) oxidativo asocido con bomba de
(inhibicion de la “sintesis de la salida, degradacion de lipidos y
pared celular) acidos grasos, transferencia de
electrones del NADH a la cadena
respiratoria.
Rifampicina (1961) Rifamicina ARN polimerasa, subunidad B fadG1, rpoB,  Via de sinteis de 4cidos grasos
(bactericida) (inhibicion de la sintesis de ARN)  rpoA, rpoC Trascripcion del ADN a sintesis
de ARN
Etambutol (1961) Etilendiamina Atabinosil transferasa (inhibicion  embA, embB, Asociado a la biosintesis de la
(bacteriostatico) de la sintesis de rabinogalactano) embC, embR  pared celular micobacteriana
Regulador de sintesis del
operéon embCAB
Pirazinamida (1952)  Pirazina Pirazinamidasa; proteina rmLD, iniA,, Biosinteis de dTDP-L-ramnosa,
(bacteristatico/bactericida) ribosomical subunidad pncA, rpsA, asociada con bombas de flujo,
ribésomica 30S, citoplasma panD, dpC1 bidsintesis de pantotenato,
degradacion de  proteinas,
hidroliza prote en presencia de
ATP
Estreptomicina Aminoglucésido Proteina ribosémica 30S, 16Sy 7- gpsl, rpsL, rrs,
(1944) (bacteriostatico) metil guanosina metiltrasferasa gidB Involucrado en la degradacién
(inhibicion de arabinoga-lactano y del ARNm, probable divisiéon de
sinteis de proteinas) proteina B inhibida por glucosa

(Swainy col., 2020).
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2.7.2 Resistencia constitutiva a los antibioticos de M. tuberculosis.

La resistencia constitutiva o intrinseca, se define como la farmaco-resistencia de cualquier
especie bacteriana que no ha sido adquirida como resultado de la exposicion a antibidticos
la cual puede estar dada por diferentes mecanismos como mutaciones genéticas,

permeabilidad de la pared celular y bombas de e-flujo (Fig. 2) (Fajardo y col., 2008).
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Figura 2. Mecanismos y genes relacionados con la resistencia a RIF en M. tuberculosis (Ge Xu y col., 2021)

a) Permeabilidad reducida de la pared celular micobacteriana

La resistencia intrinseca en MTBM. tuberculosis se ha atribuido al hecho de poseer una
pared celular compleja constituida por una gran cantidad de lipidos, proteinas y
polisacaridos que le confieren una caracteristica hidréfoba con permeabilidad celular
restringida para un gran nimero de compuestos antibacterianos (Gémez y col., 2018). Las
capas de peptidoglucano y arabinogalactano limitan la entrada de moléculas hidréfobas,
mientras que la capa de acidos micdlicos limita el acceso de ambas moléculas. Antibiéticos
hidrofobicos pueden ingresar a la célula por difusion a través de la bicapa lipidica
hidrofdbica, mientras que los antibiéticos hidrofilicos que no se pueden difundir a través de

la pared celular utilizan canales como las porinas. Hasta la fecha, las porinas MspA y
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OmpATb han sido identificadas y caracterizadas en M. smegmatis y MTB, respectivamente,
aunque no es claro cual es el papel que desempeian estas proteinas en la farmaco-

resistencia de micobacterias, especificamente en MTB (Gomez y col., 2018).

a.l. Genes de interés de estudio relacionados con la permeabilidad de la pared celular.
virs: participa en la remodelacidon de la arquitectura de la envoltura celular
bacteriana, una mutacion en el gen virs de MTBM. tuberculosis provoca estructuras
alteradas de la pared celular y contenido alterado de acidos micdlicos, media su
respuesta bajo estrés acido, lo que significa que puede detener la acidificacion
fagosdmica (Singh, 2019).
mymaA: es un operén (Rv3083 hasta Rv3089) el cual es inducido en macréfagos, tras
la exposicion a pH acido. Necesario para mantener la composicion adecuada de
acido micélico y la permeabilidad de la pared celular de M. tuberculosis en pH acido
(Farhat y col., 2019)
pks2: esta involucrado en la sintesis de acidos ftioceranicos, el cual es uno de los
componentes de acilo graso ramificado con metilo en el sulfolipido-I (SL-1). pks2
proporciona acido hidroxftioceranico para la sintesis de SL-I (Bellerose y col., 2020).
accD6: El papel de accD6 (Rv2247) es en la biosintesis del acido micélico de M.
tuberculosis. Debido a su papel central en el metabolismo de los acidos grasos, la
identificacién de la carboxiltransferasa micobacteriana que cataliza la sintesis de
malonil-CoA ha sido el tema mas importante desde los inicios. accD6 codifica una
acetil-CoA carboxiltransferasa funcional que suministra a M. tuberculosis malonil-
CoA14 (Pawelczyk y col., 2017).
fadD2: participa en el metabolismo de acidos grasos, confiere resistencia a PZA
debido a que mantiene niveles intracelulares de Acyl-CoA para procesos
metabdlicos posteriores, la PZA reduce la sintesis de acidos grasos en el bacilo
(Rosen vy col., 2017).
fbpA, fbpB y fbpC: genes que codifican a las proteinas FbpA, FbpB y FbpC las cuales

combinan d4cidos micdlicos en arabinogalactano, liberando ésteres metilicos
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corrosivos micdlicos (MAME, por sus siglas en inglés) o trehalosa, produciendo
dimicolato de trehalosa (TDM; también conocido como factor cuerda), lo cual tiene
un efecto de impermeabilidad en la pared celular (Ranjitha y col., 2020)

Rv0899: expresa una proteina denominada ArfA, la cual, es una proteina de
membrana codificada por un operén que se requiere para apoyar el crecimiento
bacteriano en ambientes acidos. ArfA es la primera proteina de unién a
peptidoglicano que se identifica en M. tuberculosis. Sus funciones en la proteccion
del estrés acido y la unién de peptidoglicanos sugieren un vinculo entre la respuesta
al estrés acido y las propiedades fisicoquimicas de la pared celular micobacteriana

(Yaoy col., 2012).

b) Modificacién y degradacién enzimatica de medicamentos

La produccion de enzimas es quizd un mecanismo de respuesta bacteriana a los antibiéticos,
ya que estas utilizan una serie de estrategias para superar las propiedades tdxicas de los
antibioticos. Un ejemplo de esto es la modificacion de medicamentos a través de kinasas,
acetiltransferasas, adenilitransferasas, glicosiltransferasas y ADP-ribosiltransferasas
(Gémez y col., 2018). En MTB, la modificacién enzimatica de medicamentos se debe
principalmente a la metilacién del ARNr. Por ejemplo, la resistencia intrinseca de MTB a los
macrdlidos y lincosamidas, se debe al gen erm37, el cual codifica una metiltransferasa ARNr
(Buridankova y col., 2004). Esta enzima altera las estructuras de los ribosomas de MTB a
través de la metilacion del 23S ARNr reduciendo la afinidad de los macrdlidos y lincosamidas
alos ribosomas e impidiendo su actividad inhibitoria en la sintesis de proteinas (Akbergenov
y col., 2011). Otro ejemplo es la metilacion del ARNr que genera resistencia a capreomicina
(CAP) y viomicina, dos medicamentos utilizados para tratar la TB-MDR. La CAP interactua
con las hélices 69 y 44 de las proteinas ribosomales 16S y 23S RNAr respectivamente,
resultando en la inhibicién de la sintesis de proteinas (Buridnkova y col., 2004). Estudios
genéticos, han sugerido que la resistencia a estos dos medicamentos se debe a mutaciones

en el gen tlyA, el cual codifica para una metiltransferasa (2°- O-metiltransferasa).
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c) Bombas de e-flujo como mecanismo de resistencia a medicamentos anti-TB

Las bombas de e-flujo, son proteinas transportadoras localizadas en la membrana
citoplasmatica de todos los tipos de células y actian como transportadores activos, ya que
requieren una fuente de energia para realizar su funcién. En sistemas de eflujo bacterianos,
probablemente su papel fisioldgico, es proteger a la célula contra moléculas tdxicas,
incluyendo antibiéticos clinicamente importantes, al transportarlos una vez que ingresan a
la célula bacteriana hacia el ambiente extracelular (Gomez y col., 2018). Esta caracteristica
reduce la concentracién intracelular de los antibidticos a niveles sub-inhibitorios (fig. 3) y
de esta manera se piensa que promueven la emergencia de farmaco-resistencia (Kumary
col., 2005). Genes que codifican bombas de eflujo estan constitutivamente expresados en
células wild-type; por lo que se ha sugerido que dichos sistemas confieren resistencia de
bajo nivel a multiples medicamentos, sus actividades brindan una mejor tolerancia a los
medicamentos y potencian la adquisicién y acumulacidon de mutaciones cromosomales que

confieren altos niveles de resistencia (Kumar y col., 2005).

2.8. Uso de la secuenciacion de genomas completos para la identificacion de
polimorfismos asociados con la resistencia a los antibidticos.

Los genomas bacterianos de la misma especie contienen un conjunto comun de genes denominado
genoma central. A pesar de ello, la variabilidad entre los genomas bacterianos de la misma especie
ocurre por una variedad de razones, que incluyen mutaciones puntuales, recombinacion homdloga
y diferencias en el contenido del genoma (Schirchy col., 2018). Las causas de la variabilidad en el
contenido del genoma son grandes inserciones, deleciones, reordenamientos del genoma y
transferencia de ADN exdgeno y elementos extracromosdmicos como plasmidos y fagos. Esto da
como resultado un conjunto de genes que estd presente de forma variable en los miembros
secuenciados de una especie y se denomina contenido de genes o genomas accesorios (Tettelin y
col., 2005).

Hay una variedad de enfoques para analizar estos datos gendmicos con fines epidemioldgicos y de
control de infecciones. En un alto nivel, el filotipado (interrelaciones de cepas basadas en la historia
evolutiva asociada a la secuencia) puede respaldar las investigaciones epidemioldgicas para

determinar la fuente y las rutas de las infecciones, rastrear la transmisidn cruzada de patdgenos
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asociados con la atencidon médica e identificar subpoblaciones o linajes virulentos resistentes a los
antibidticos (Schiirchy col., 2018). La tipificacién de cepas por secuenciacién del genoma completo
(WGS) basada en SNP se puede realizar a través del mapeo basado en referencias de lecturas o
contigs ensamblados. Multiples estudios han realizado la comparacion de las lecturas de

secuenciacién contra un genoma de referencia (Kwong vy col., 2016).

En caso de sospecha de TB, lo primero a realizar una vez que se sospeche de un caso de tuberculosis,
es la confirmacion del confirmar el diagnostico microbioldgicamente. Se utilizan técnicas para la
identificacién de la bacteria como la baciloscopia, debido a que es el método mds rdpido, baratoy
por lo tanto mas accesible, aunque dicha técnica no nos brinda informacién sobre resistencia hacia
los antibidticos. Por otra parte, el cultivo de M. tuberculosis en medio sélido tarda mas de 2 semanas
en crecer, por lo que la obtencidn de resistencias fenotipicas puede demorar hasta seis semanas en
dar resultados (Vifiuelas y col., 2017). Debido a lo anterior mencionado, fue necesario buscar
alternativas que determinaran en menor tiempo las resistencias hacia los antibidticos.

En afios recientes se realizaron multiples estudios y se determiné que la resistencia a los antibidticos
en las bacterias incluyendo M. tuberculosis, es causada a la presencia de proporcionada por
polimorfismos de un solo nucleétido en el genoma de la bacteria (Macedo y col., 2018), por lo
que se desarrollaron diferentes técnicas para la determinacién de resistencia hacia los antibiéticos

como la secuenciacién del genoma completo (WGS).

2.8.1 Secuenciacion del genoma para la determinacion de la drogorresistencia
La secuenciacién del genoma completo de M. tuberculosis inicié en 1998, donde se secuencié una
cepa aislada en Estados Unidos denominada H37Rv. Se identificd que dicho genoma contiene un
aproximado de 4.4 millones de pares de bases (Cole y col., 1999). La secuenciacién del genoma
completo (NGS - Next Generation Sequencing) es la técnica mds discriminativa para la
determinacion de la drogorresistencia, porque permite la identificacion de todas las mutaciones
individuales en el genoma completo y no solo las candnicas (Macedo y col., 2018). La secuenciacion
del genoma completo de M. tuberculosis demostrd ser clinicamente util para la prediccidon de
resistencias hacia los medicamentos incluso mas rapido que las pruebas de susceptibilidad
fenotipica y pruebas comerciales (Yang y col., 2022), ademads, esta técnica nos brinda un perfil
completo y preciso de susceptibilidad o resistencia a un determinado farmaco, lo cual es muy

importante para el triunfo del tratamiento y el control de la propagacién de la enfermedad (Jajou y
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col., 2019). A pesar de ser una técnica muy buena y debido a las limitaciones experimentadas en
paises con recursos limitados, se prefiere el uso de otras herramientas. Dentro de las limitantes se
encuentran: la falta de experiencia para configurar bibliotecas y analizar datos de secuenciacién, el

costo del equipo y el costo general de funcionamiento (Chisompola y col., 2020).

2.9 Discrepancias entre la resistencia a los antibidticos fenotipica (antibiograma) y la
genotipica (mutaciones en genes candnicos).

Ademas de la secuenciacién del genoma completo se desarrollé el uso de pruebas
moleculares de susceptibilidad (DST), que pueden detectar mutaciones que confieren
famacorresistencia a medicamentos antituberculosos especificos. Los ensayos moleculares
de uso comun avalados por la OMS (también denominadas pruebas comerciales) son las
pruebas GenoType ° MTBDR plus (Hain Lifescience, Nehren, Alemania) y Xpert MTB/RIF
(Cepheid, Sunnyvale, CA, EE. UU.). Las ventajas de estas DST son el tiempo de respuesta
para el resultado y un menor riesgo bioldgico en comparacién con la prueba de
susceptibilidad fenotipica (Kang y col., 2019). La prueba MTBDR plus es un ensayo que
puede detectar la resistencia tanto a INH como a RIF. Este ensayo utiliza sondas para
mutaciones en regiones especificas de katG e inhA para MTB resistente a INH y de rpoB
para MTB resistente a RIF. Mientras que la prueba Xpert MTB/RIF detecta solo M.
tuberculosis resistente a RIF (Ling y col., 2008).

Cuando las pruebas fenotipicas y moleculares de susceptibilidad a farmacos (pDST) se
realizan secuencialmente o en paralelo, invariablemente se producen resultados
discordantes. Las razones de los resultados contradictorios van desde errores técnicos
hasta mutaciones silenciosas (Mathys y col., 2014), mutaciones fuera de la regién
determinante de resistencia al antibidético, mutaciones en disputa con concentraciones
inhibitorias minimas (MIC) por debajo de la concentracidn critica en los sistemas DST
(Miotto y col., 2018) y heterorresistencia.

La mayor limitante de las pruebas comerciales es que van enfocadas solo a mutaciones en
los genes candnicos (Ling y col., 2008), pero en recientes investigaciones, se ha encontrado

gue diferentes cepas presentan resistencia fenotipica y utilizando pruebas comerciales se
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demuestra que genotipicamente no es resistente (Kangy col., 2019), ante esta discrepancia,
se han corroborado los resultados genotipicos utilizando la secuenciacién del genoma
completo, confirmando que no existen mutaciones en los genes tipicos o candnicos, pero si
pudieron determinar que la farmacorresistencia estaba dada por otras mutaciones en otros

genes que no son los tipicos o candnicos (Feliciano y col., 2019).
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3. ANTECEDENTES

La tuberculosis es una enfermedad global, por lo que muchos paises hacen un esfuerzo por
comprender y mitigar los efectos generados por mutaciones en M. tuberculosis. México es
un pais que colabora en la investigacion de este patégeno para su erradicacién a nivel
mundial. Ellaboratorio de genética molecular microbiana cuenta con una coleccion de mas
de 100 cepas de M. tuberculosis donadas por el Laboratorio Estatal de Salud Publica en
Michoacdn. Dentro de nuestro grupo de trabajo se han realizado investigaciones previas
sobre mutaciones en genes de M. tuberculosis asociados a resistencia a los antibiéticos, en
la via de sintesis de acidos micdlicos y en genes de la familia PE/PPE. En 2017 se realizé un
analisis comparativo de los polimorfismos en la secuencia de genes de la ruta de sintesis de
acidos micélicos entre 5 cepas meningeas (MYC003, MYC004, MYCO036, MYC037, MYC055)
de M. tuberculosis y sus homologas en cepas pulmonares depositadas en base de datos
publicas, donde se determinaron variaciones gendmicas exclusivas en la secuencia de los
genes pcaA y mmaAd4, cuyas proteinas codificadas estan involucradas en la sintesis de
elementos lipidicos de la pared celular micobacteriana. Dichas variaciones podrian
modificar el perfil de dcidos micdlicos de la envoltura externa de M. tuberculosis y por tanto
modificar la permeabilidad de esta (Negrete-Paz, 2017).

Por otro lado, en 2018 se realiz6 un analisis in silico del efecto de las variaciones en la
secuencia del gen rpoB de M. tuberculosis utilizando 37 aislados, 21 pertenecientes al
estado de Michoacédn y 16 del estado de Querétaro. Donde un 81.09% de las cepas no
presentaron ninguna mutacion puntual y solo un 18.91% si presentaron mutaciones. Las
cepas que presentaron mutaciones fueron MYC082, MYC091, MYC094, MYC098, MYC101,
MYC116 y MYC118, de las cuales solo la cepa MYC118 presentd la mutacidon Thr589Asp que
se encuentra fuera de la zona RRDR, lo que sugiere que dichas cepas pueden presentar
resistencia a rifampicina (Soto-Armas, 2018).

En el afio 2020 se secuenciaron 10 cepas MYC de las cuales 7 son fenotipicamente
resistentes al menos a un antibidtico de primera linea. Sin embargo, al realizar una

busqueda de polimorfismos en genes diana, se identificaron diferencias fenotipo-genotipo
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en el perfil de resistencia. En 6 de las cepas secuenciadas no se encontraron mutaciones
que pudieran explicar la resistencia fenotipica a isoniazida, rifampicina, estreptomicina y
pirazinamida. Por lo que este estudio sugiere la realizacion de una busqueda de
polimorfismos en genes asociados a permeabilidad celular con el objetivo de identificar
asociaciones con los perfiles de resistencia a antibioticos (Negrete-Paz, 2020. Comunicacion

personal)

4. JUSTIFICACION

La tuberculosis es un problema de salud publica, considerada una emergencia mundial por la OMS.
Si bien la mayoria de los casos de tuberculosis son sensibles a medicamentos, la tuberculosis
resistente representa una amenaza emergente para el control mundial de la enfermedad.

Dicha resistencia es comuUnmente explicada por la presencia de mutaciones en genes especificos ya
reportados. Sin embargo, existen cepas en donde se observan inconsistencias en la farmaco
resistencia fenotipica-genotipica.

Estas inconsistencias podrian estar dadas por mutaciones en genes involucrados en mecanismos de
resistencia intrinsecos, como la permeabilidad celular. Por lo que este trabajo pretende identificar
las mutaciones en los genes virS, mymA, fadD2, fbpA, fbpB, fbpC, lipx, pks2, accD6, Rv0899, Rv1695

gue pudieran estar asociados con los fenotipos resistentes.
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5. HIPOTESIS

Los genes involucrados en la permeabilidad de la pared celular de Mycobacterium
tuberculosis virS, mymaA, fadD2, fbpA, fbpB, fbpC, lipx, pks2, accD6, Rv0899 y Rv1695 sufren
mutaciones que generan una alteracion en la composicion de la pared celular ocasionando

fenotipos de drogorresistencia.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General
Identificar polimorfismos en la secuencia de genes involucrados en la permeabilidad de

pared celular de cepas de M. tuberculosis con fenotipo drogorresistente.

6.2. Objetivos especificos
1. Determinar el efecto de los polimorfismos encontrados a nivel de las proteinas presuntivas
codificadas por los genes evaluados.
2. Establecer asociaciones entre los polimorfismos encontrados con el perfil de resistencia

fenotipico.
3. Precisar la relacién entre los polimorfismos encontrados y la composicién de acidos grasos

presentes en la pared celular micobacteriana de las cepas seleccionadas.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Obijetivo 1
obtencion de cepas
| drogorresistentes

'

Busqueda de genomas
en PATRIC

'

< Genoma co
informacion de
resistencia ?

o—s-| Volver a buscar
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Determinacion de
SNPs en genes diana

1

Establecimiento de
diferencias genotipo
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Fin

' Objetivo 2

Seleccion de cepas —re

Analisis estadistico

Test de Fisher
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8.1 Material biolégico

8. MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se utilizaron 7 cepas de la coleccion MYC del Laboratorio de Genética

Molecular Microbiana de la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo (Tabla 4).

Las cuales fueron previamente secuenciadas mediante tecnologia lllumina y en las cuales

se identificaron diferencias en el perfil de resistencia fenotipico-genotipico (Tabla 5).

Tabla 4. Caracteristicas de las cepas de estudio

CLAVE SEXO EDAD MUNICIPIO
MYC036  Mujer 21 Lazaro Cardenas
MYC072 Hombre 63 Morelia
MYC075 Hombre NR NR
MYC078 Hombre 1 Lazaro Cardenas
MYC087 Hombre 74 Chilchota
MYC136 Hombre 24 NR

NR: No reportado

Tabla 5. Resistencia genotipica-fenotipica a antibidticos en cepas de la coleccién MYC

Resistencia genotipica 1ra linea tb-

Cepa Resistencia fenotipica 1ra linea profiler
RIF  INH PZA EMB STR RIF INH PZA EMB STR
36 S S R S R S S S S S
52 R R R S R R R R S R
61 S S S S S S S S S S
72 R S S S S S S S R S
75 S R R S S S S S S S
78 S S S S R S S S S S
87 S R R S S S S S S S
93 S S S S S S S S S S
96 S S S S S S S S S S
136 S S S S R S S S S S

RIF: rifampicina; INH: isoniazida; PZA: pirazinamida; EMB: etambutol; STR: estreptomicina; S:
Susceptible; R: resistente
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8.1.1 Otras cepas a utilizar
Ademas de las cepas MYC se utilizaron 4 cepas causantes de TB pulmonar, aisladas
en el estado de Veracruz (Zenteno-Cuevas y col.,, 2020) que presentan diferencias en el
perfil de resistencia fenotipico-genotipico (Tabla 6). Los archivos crudos de secuenciacién
de estas cepas se encuentran disponibles en Genbank.
Por otra parte, se tomd en cuenta un estudio de epidemiologia gendmica en Mycobacterium
tuberculosis realizado en el estado de Nuevo ledn (Mejia y col.,, 2022) donde se
seleccionaron aquellas cepas con discrepancias en sus resistencias fenotipicas y genotipicas.
Los genomas de las cepas utilizadas en dicho estudio estan disponibles en GenBank.
Adicionalmente se llevd a cabo la busqueda de genomas de cepas de M. tuberculosis que
cuenten con informacion fenotipica de resistencia a isoniazida, rifampicina, pirazinamida,
etambutol y estreptomicina cuya resistencia haya sido determinada mediante MGIT960. La
busqueda se realizé en la base de datos PATRIC (patricbrc.org). Se realizé la seleccién de
100 cepas, 20 para cada antibidtico y se descargaron sus respectivos archivos de

secuenciacion en formato fastq (archivos crudos).

8.1.2 Analisis de la calidad de los genomas descargados
Se analizaron los archivos de secuenciacion de cada genoma para conocer su calidad
mediante el programa FastqC, el cual es una herramienta de control de calidad para datos
de secuencia de alto rendimiento. Se establecid que las lecturas tuvieran un nivel en la
escala de calidad de Phred mayor a 20, siendo 40 el nivel de calidad muy buena y menor de

20 mala calidad.

8.1.3 Recorte y filtrado de genomas con mala calidad de lecturas
Se realizd el recorte de calidad de secuencias mediante la suite de analisis gendmico Galaxy
(usegalaxy.org), con la herramienta Trim Galore. Este programa filtra o recorta las lecturas
de mala calidad para el mejoramiento de lecturas de los archivos de secuenciacion. Se

utilizé en su modo automatico con los valores por defecto.
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8.1.4 Determinacion de resistencia genotipica
Para la determinacion de la resistencia genotipica se utilizé el servidor TB-Profiler (Faksri y
col., 2019), dicho servidor analiza los datos de secuenciacion del genoma completo de M.
tuberculosis para predecir el linaje y la resistencia a los medicamentos. TB-Profiler busca
polimorfismos de un solo nucledtido y deleciones, y su relacién con la farmacorresistencia
a los antibidticos. Ademas, predice linajes, familias y espoligotipos. Los datos de la
resistencia genotipica se compararon con los del banco de datos PATRIC y aquellas que
verdaderamente tuvieran inconsistencias fenotipicas-genotipicas en su drogorresistencia

fueron seleccionadas para continuar con este trabajo.

Tabla 6. Comparacion de resistencia genotipica-fenotipica para cepas de Veracruz

Cepa Resistencia fenotipica 1ra linea Resistencia genotipica 1ra linea tb-profiler

Rifampicina Isoniacida Pirazinamida Etambutol Rifampicina Isoniacida Pirazinamida

882-16 R R S R R S S
906-16 R R S S S S S
480-14 R R R R R S S
226-15 R R R S R R S

Etambutol
R

S
S
S

8.1.5 Identificacion de los espoligotipos de las cepas seleccionadas.
A partir de los datos crudos de secuenciacién de las cepas seleccionadas se llevé a cabo la
espoligotipificacion in silico mediante SPOtyping, el cual predice el espoligotipo, linaje y
sublinaje de las cepas. El programa perite obtener un cdédigo binario y un cédigo octal

permitiendo identificar familias y claves SIT (Xia y col., 2016).

8.1.6 Identificacion de SNP’s en los genes de interés de las cepas seleccionadas
Para la determinacién de polimorfismos de un solo nucledtido se utilizd el programa
MTBseq (Kohl y col., 2018), una herramienta automatizada para el mapeo, la llamada de
variantes y la deteccién de variantes filogenéticas y mediadoras de resistencia a partir de
datos de secuencias del genoma completo aislados del complejo Mpycobacterium
tuberculosis. Esta herramienta realiza un alineamiento de nuestras cepas contra el genoma

de referencia H37Rv para identificar polimorfismos en las cepas drogorresistentes.
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8.1.7 Determinacion del efecto funcional en las proteinas presuntivas.

Cada variante encontrada fue evaluada a nivel de la secuencia de aminoacidos, mediante
SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant), |la cual es una herramienta basada en la homologia
de secuencias que clasifica las sustituciones de aminodcidos no toleradas de las toleradas y
predice si una sustitucion de aminodcidos en una proteina tendrd un efecto fenotipico
(Ngak y col., 2012). La idea es que las regiones conservadas evolutivamente tienden a ser
menos toleradas vy, por lo tanto, es mds probable que las sustituciones o
inserciones/deleciones de aminodcidos en estas regiones afecten la funcién. Para la
interpretacion de los resultados se analiza la puntuacién SIFT, la cual es una probabilidad
normalizada de observar el nuevo aminoacido en esa posicién y varia de 0 a 1. Se predice
gue un valor mayor a 0.05 serd una sustitucion tolerada y por lo tanto no afectard a la
funcién de la proteina, asi mismo, valores entre 0 y 0,05 serd una sustitucion no toleraday
afectara la funcidn de la proteina (Ngak y col., 2012).

También se realizd una evaluacién de la afectacidn en la funcién de las proteinas con DUET,
un servidor para predecir los efectos de las mutaciones en la estabilidad de las proteinas
utilizando un enfoque computacional integrado. DUET consolida dos enfoques
complementarios (mCSM y SDM) en una prediccién de consenso. El efecto de las
mutaciones sobre la estabilidad de la proteina se denota por la diferencia en la energia libre
de Gibbs (AAG), la cual estd dada en Kcal/mol, en donde valores negativos indican

sustituciones desestabilizadoras en la proteina (Pires y col., 2014).

8.1.8 Prediccion de la estructura de las proteinas
Se modelaron las estructuras terciarias de las proteinas usando el servidor Swiss model
(Guex y col., 2009) en su modo automatico y fueron validadas usando herramientas del

paquete Whatif (Vriend, 1990), disponible en http://swift.cmbi.ru.nl/whatif/.

Finalmente se realizaron comparaciones locales y globales de las estructuras obtenidas con

las referencias disponibles en PDB (Protein Data Bank) utilizando UCSF Chimera.
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8.2 Analisis del contenido de acidos grasos en pared celular.

8.2.1 Cultivo de las cepas bacterianas
Las cepas MYC se resembraron en medio Lowenstein Jensen y medio sangre, se incubaron
a 37°C durante 6 a 8 semanas. Las resiembras se llevaron a cabo en una campana de
bioseguridad tipo Il A, con practicas Nivel lll (en un area aislada y con uso de mascarilla N98

y vestimenta de proteccidn adecuada).

8.2.2 Inactivacion de las cepas bacterianas
La inactivacién de las colonias se llevd a cabo en una suspensidn acuosa con 600uL de agua

a 80°C por 60 min en luz UV.

8.2.3 Analisis de acidos grasos

Los analisis de acidos grasos se realizaron a partir de las suspensiones inactivadas como se
describié anteriormente. Los cultivos se centrifugaron a 1360 g durante 4 min, y el
sedimento se resuspendié en 1 ml de agua destilada.

Los perfiles de acidos grasos se obtuvieron utilizando el método de extraccién de acidos
grasos en célula completa. El método de célula completa se fundamenta en la extraccidony
metilacion del contenido celular microbiano de acidos grasos presentes en una muestra
para su posterior separacién y deteccién por cromatografia de gases (MIDI Thecnical Note
101. Sasser, 1990). Esto a su vez, permite la identificaciéon y cuantificacién de los
compuestos a través del Sistema de Identificacién Microbiana “The Sherlock TM MIS”. El
sistema Sherlock MIS utiliza un estandar de calibracion externo desarrollado y
manufacturado por Microbial ID, Inc., El estdndar es una mezcla de 4cidos grasos de cadena
saturada que van desde 9 hasta 20 carbonos (C9 a C20) de longitud, incluyendo cinco acidos
grasos hidroxilados sensibles a la presencia de contaminacién y a los cambios de presién y
temperatura en el sistema. Se lleva a cabo en cuatro pasos: i) saponificacion: se agrego un

ml de disoluciéon hidroxido de sodio/ metanol, se llevdé al vortex por 10 segundos,
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posteriormente se calenté a bafio maria hasta los 100°C por 5 minutos, de nuevo se llevé al
vortex por 10 segundos y después a bafio maria a 100°C por 25 minutos.

ii) metilacion: se agregaron dos mililitros de una disolucién con 4cido clorhidrico
concentrado 6N y metanol, se llevd al vortex por 10 segundos, luego a bafio maria a 80°C
por 10 minutos y por ultimo se dejé enfriar en agua con hielo.

iii) extraccion: Se agregaron 1.25 ml de una solucién con hexano y Metil-butil-ester,
posteriormente, 50 ul de estdndar 19:0 y rotacién por 10 minutos. Posteriormente se
centrifugd por 3 minutos a 2000 rpm y se recuperé la fase superior.

iv) Lavado: Se adicionaron 3 ml de reactivo 4 y se deja rotar por 5 minutos, posteriormente
se centrifugd a 200 rpm por 3 minutos y de nuevo se recupero la fase superior, (Jensen y
col., 2013).

Este procedimiento logra que los dcidos grasos se transformen en ésteres metilicos de

acidos grasos, para favorecer su volatilizacién en el HPLC.

8.3 Analisis estadistico

Se realizd un analisis de asociacidon entre variables cualitativas mediante Test de Fisher y chi
cuadrada para el establecimiento de asociaciones entre los polimorfismos encontrados y la
resistencia a isoniacida, rifampicina, estreptomicina, etambutol o pirazinamida.

Se realizé un andlisis de asociacidn entre variables cualitativas mediante Test de Fisher y chi
cuadrada para el establecimiento de asociaciones entre los polimorfismos encontrados con
el perfil lipidico de la pared celular de las cepas seleccionadas y el perfil de

drogorresistencia.
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9. RESULTADOS

9.1 Seleccidn de cepas

La distribucion geografica de las 100 cepas seleccionadas (Fig. 3) corresponden a un 12% a
Canadd, 11% a Sudafrica, 10% a Serbia, 10% a Peru, 9% a Paises bajos, 9% a China, 8% a
Bélgica, 8% a ltalia, 8% a Suazilandia, 8% a Reino Unido, 4% Australia, 2% Rusia y 1%

Noruega.

Media Cantidad
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Figura 3: Distribucion geografica de las cepas del banco de datos.

9.2 Recorte de lecturas

De las 100 cepas seleccionadas, 87 necesitaron tratamiento de recorte con el programa

Trim Galore para el mejoramiento de la calidad de lectura.

9.3 Genotipificacion in silico

Se corroboré el espoligotipo, ultilizando el servidor TBinsight ingresando el cédigo binario y
el cédigo octal. De las 100 cepas se observd que el espoligotipo Beijing 29% es el que
predomina, seguido por un 16% espoligotipo T1, 12% espoligotipo LAM9, 8% espoligotipo
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CAS, 3% espoligotipo EAI5, 3% espoligotipo 3. 14 cepas arrojaron codigos octales no

determinados.

Espoligotipos encontrados

Espoligotipo
B Beijing
Bcas
BEAS
WError
WA
W otros
Hs
HT

Figura 4: Distribucion de espoligotipos

Las familias determinadas en mayor frecuencia fueron: Euro-Americana en un 49% de las y
Este de Asia en un 37% (Figuras 4y 5).
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Figura 5: Familias predichas por el programa SpoTyping

9.4 Prediccidon de linajes mediante TB-profiler

Otros datos que nos proporciona TB-profiler a parte del perfil de resistencia genotipico es
la prediccion de linajes. Se muestra el porcentaje de los linajes obtenidos (Fig.6) siendo el
32% para el linaje 2.2.1, 24% otros, 10% linaje 4.1.2.1, 8% linaje 4.3.3, 7% linaje 3, 6% linaje
4.8, 5% linaje 4.2.2.1, 3% linaje 1.2.2.2, 3% linaje 2.2.1.1, y 2% linaje 4.

® linaje 2.2.1

= linaje 4.1.2.1

® linaje 4.3.3
linaje 3

= linaje 4.8

® linaje 4.2.2.1

m |inaje 1.2.2.2

= |inaje 2.2.1.1

Figura 6: Porcentajes de los linajes predichos por TB-profile
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9.5 Cepas seleccionadas

De las 100 cepas analizadas de la base de datos, 7 cumplen el criterio de diferencia entre la
farmacorresistencia fenotipica-genotipica (Tabla 7). Asi mismo del estudio realizado en
Nuevo Ledn 13 presentan inconsistencias, de las cuales 12 pertenecen al linaje 4.

En cuanto a las cepas de Veracruz las cepas 226-15 y 882-16 fueron descartada debido a
que mediante TB-profiler se identificaron mutaciones asociadas con resistencia.

El antibdtico que presenta mayor inconsistencia en su perfil de resistencia genotipico-

fenotipico es la pirazinamida.

Tabla 7: Cepas que cumplen con el criterio de inconsistencia en su perfil de drogorresistencia

Linaje Familia Espoligotipo Resistencia fendtipica
Clave
SRR22248477 linaje 2 East-Asian Beijing Estreptomicina
SRR22248480 linaje 4 Euro-American LAM Estreptomicina
SRR22248481 linaje 1 Indo-Oceanic EAI Isoniazida
SRR22248488 linaje 4 Euro-American LAM3 Pirazinamida
Isoniazida, rifamipicina,
SRR22248491 linaje 4 Euro-American X estreptomicina, etambutol
SRR22248465 linaje 4 Euro-American T Pirazinamida
SRR22248466 linaje 4 Euro-American T Estreptomicina
SRR22248468 linaje 4 Euro-American H Pirazinamida
SRR22248471 linaje 4 Euro-American T Pirazinamida
Isoniazida, rifamipicina,
SRR18665441 linaje 4 Euro-American LAM estreptomicina, etambutol
SRR18665443 linaje 4 Euro-American X Etambutol, rifampicina
Isoniazida, rifamipicina,
SRR18665454 linaje 4 Euro-American X estreptomicina, etambutol
SRR18665465 linaje 4 Euro-American LAM Estreptomicina
Pirazinamida,
MYC36 linaje 4 Euro-American LAM estreptomicina
MYC72 linaje 4 Euro-American LAM Rifampicina
MYC75 linaje 4 Euro-American LAM Isoniazida
MYC78 linaje 4 Euro-American X Estreptomicina
MYC87 linaje 4 Euro-American X Isoniazida, pirazinamida
MYC136 linaje 4 Euro-American X Estreptomicina
ERR3148193 linaje 4 Euro-American LAM Rifampicina, isoniazida
Isoniazida, rifamipicina,
ERR3148213 linaje 4 Euro-American LAM estreptomicina, etambutol
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ERRO67716

SRR6397735
ERR2510827
ERR2041775
SRR6367400
ERR2516418
ERR551545

linaje 4
linaje 4
linaje 4
linaje 4
linaje2
linaje 2
linaje 2

Euro-American
Euro-American
Euro-American
Euro-American
East-Asian
East-Asian
East-Asian

LAM
X
T1
S
Beijing
Beijing
Beijing

Isoniazida

Rifampicina, isoniazida
Pirazinamida
Isoniazida

Etambutol
Pirazinamida
Pirazinamida

9.6 identificacion de polimorfismos de un solo nucleétido

Se identificaron un total de 121 SNP’s en los genes fbpC, fadD2, fbpB, accD6, virS, Rv3083,

lipR, Rv3085, adhD, Rv3087, tgs4, fadD13, fbpA y pks2 (Tabla 8), de las cuales 30, son

sustituciones no sinénimas, de estas, el gen mas polimdrfico fue Rv3087. De los genomas

secuenciados en Michoacan solo la cepa MYC072 posee 2 SNP’s no sindbnimos en el gen

tgs4. En cuanto a las cepas que presentan resistencia a pirazinamida, el 54.5% de las mismas

posee una mutacidon en la posicién 1339 del gen Rv3087. Ademas, se encontraron

mutaciones en los genes pks2, Rv3085, lipR y tgs4.

Tabla 8: SNP’s encontrados en las cepas seleccionadas

Sinénimo/no

Cepa Tipo Ref. Sust. Pos. sinénimo Gen
MYC36 SNP C T 309/1023 Sindnima fbpC
MYC36 SNP T C 600/1422 Sindnima accD6
MYC36 SNP A G 906/1512 Sindnima fadD13
MYC72 SNP C T 309/1023 Sindnima fbpC
MYC72 SNP G A 126/6381 Sindnima pks2
MYC72 SNP T C 600/1422 Sindnima accD6
MYC72 SNP G A 567/1488 Sindnima Rv3083
MYC72 SNP G C 549/1425 No sindnima tgs4
MYC72 SNP C A 647/1425 No sindnima tgs4
MYC72 SNP A G 906/1512 Sinénima fadD13
MYC75 SNP G A 768/1683 Sinénima fadD2
MYC75 SNP G A 3591/6381 Sindénima pks2
MYC75 SNP C A 969/6381 Sindnima pks2
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9.7 Prediccidn de la afectacion de la funcion en las variaciones encontradas
Predicciones SIFT: Los resultados muestran que el 33.33% de las sustituciones no sindnimas
son no toleradas, por lo que la funcidén de las proteinas codificadas por los genes mymaA,

accD6, fadD2, pks2 y virS podria verse afectada (Tabla 9).
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Tabla 9. Predicciones SIFT
Gen  Sustitucién aminoacidica  Prediccion SIFT

accD6 D229G Tolerada
accD6 Q113R Tolerada
fadD2 D479G No tolerada
mymA R183S Tolerada
mymA A216E Tolerada
mymA L447V Tolerada
mymA D30ON Tolerada
mymA A153V Tolerada
mymA V242A No tolerada
mymA V251L Tolerada
mymA D71H Tolerada
mymA A156V No tolerada
mymA G250E No tolerada
pks2 T605A Tolerada
virS L316R No tolerada

Duet: Este servidor utiliza moldes de proteinas para cada gen, las cuales estan en formato
Protein Data Bank (.pdb). Los resultados se pueden ver en la tabla 10 y muestran que el
73.33% desestabilizara la estructura de las proteinas, esto no quiere decir que las proteinas

no se plieguen si no que se vuelven vulnerables a procesos de agregacion y degradacion.

Tabla 10. Predicciones DUET

Gen Sustitucion Prediccién DUET
accD6 D229G -0.159 kcal/mol (Destabilizing)
accD6 Q113R 0.12 kcal/mol (Stabilizing)
fadD2 D479G 0.226 kcal/mol (Stabilizing)
mymA R183S -0.233 kcal/mol (Destabilizing)
mymA A216E -1.312 kcal/mol (Destabilizing)
mymA L447V -1.459 kcal/mol (Destabilizing)
mymA D30N -0.611 kcal/mol (Destabilizing)
mymaA A153V 0.0 kcal/mol (Destabilizing)
mymA V242A -2.659 kcal/mol (Destabilizing)
mymA V251L -0.136 kcal/mol (Destabilizing)
mymA D71H 0.57 kcal/mol (Stabilizing)
mymA A156V -0.002 kcal/mol (Destabilizing)
mymA G250E -1.04 kcal/mol (Destabilizing)

virS L316R -2.18 kcal/mol (Destabilizing)
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Comparando los resultados de los servidores SIFT y DUET se logra observar a una variacion
entre los resultados de ambos, donde solo el 40% concuerda en que los cambios realizados
pueden alterar a la proteina. Las predicciones de ambos servidores evalian los cambios a
nivel individual y no nos brindan informacién sobre posibles alteraciones estructurales en

la proteina global y si esto tendrd un efecto negativo o positivo en su funcionamiento.

9.8 Analisis de acidos grasos

Para el analisis de la proporcidn de acidos grasos se utilizaron las cepas MYC092 y MYC096
gue cuentan con un perfil de resistencia fenotipica sensible, con la finalidad de realizar
comparaciones. Mediante la cromatografia de gases se observd que las cepas con
inconsistencias se caracterizan por presentar altas concentraciones de los ésteres metilicos
de acidos grasos 16:0, 18:0, 19:0 y el 4cido tuberculoestéarico y bajas concentraciones de
los ésteres metilicos del acido graso 14:0 (Tabla 11).

Cuando se compard la proporcidn de acidos grasos comunmente encontrados en M.
tuberculosis de las cepas de estudio se observd que las cepas cuya resistencia fenotipica no
se explica por la presencia de mutaciones en genes candnicos poseen una mayor cantidad
de acidos grasos en comparacion con las cepas sensibles (Tabla 12). La relacidon de acidos
grasos insaturados/saturados (UFA/SFA ratio) puede ser un parametro util para evaluar la
fluidez de la micomembrana, al realizar el cdlculo se encontré que las cepas sensibles
poseen un valor considerablemente menor a las cepas resistentes que presentan

inconsistencias.

Tabla 12. Proporcién de acidos grasos en las cepas estudiadas

TOTAL Saturados Insaturados  UFA/SFA ratio

MYC036 462.27 316.23 146.04 0.46
MYC072 503.50 297.30 206.20 0.69
MYCO075 322.83 216.18 106.65 0.49
MYC078 1593.16 967.78 625.38 0.65
MYC087 360.63 300.10 60.53 0.20
MYC093* 330.43 266.15 64.28 0.24
MYC096* 316.32 248.17 68.15 0.27
*Cepas fenotipicamente sensibles. UFA/SFA ratio: relacion de &cidos grasos
insaturados/saturados.
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FID1 A, Frond Signal (40112813.0

FIDT A, Front Signal {AUT52822.D)

Figura 7. Cromatogramas de la determinacion de acidos grasos en célula completa.
Cada pico en los distintos tiempos de retencién indica la presencia de un acido graso
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Tabla 11. Perfil de acidos grasos en cepas de Mycobacterium tuberculosis (MYC) (nmol * g)

Id 120 194 wse 190 | 16:0Nalcohol | 00 16:1w5c | 16:1wdc 16:0 | 17:0antelso |50 g 17:0
dodecanoico| . . tetradecanoico o anteiso o . hexadecanoico | heptadecanoico . heptadecanoico
Muestra . . miristoleico e . palmitico . palmitoleico | palmitoleico i . margaroleico L.
latrico miristico palmitico Palmitico margarico margarico
MYC036 0.00 0.00 8.71 0.00 0.00 0.00 0.00 201.63 0.00 0.00 19.27
MYC072 0.00 0.00 7.65 0.00 0.00 0.00 0.00 193.62 0.00 0.00 10.44
MYC075 0.00 0.00 26.87 0.00 0.00 0.00 0.00 147.18 4.82 11.60 0.00
MycCo78 0.00 0.00 16.07 0.00 7.65 0.00 20.18 643.40 0.00 0.00 23.87
MYcCo87 0.00 0.00 5.64 0.00 0.00 0.00 0.00 180.81 0.00 0.00 20.92
MYC093* 9.97 2.55 17.61 0.00 0.00 0.00 0.00 150.31 0.00 0.00 6.66
MYC096* 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 136.78 0.00 0.00 21.71
Sum Feature Sum
18: F
18:3 wéc 18:0 8:0 20:4 20,0 | SumFeature 3 Feature 5
17:0 10- 18:1 w9c . 10- .y 2 Sum Feature
ID (6,9,12) . octadecanoico w6,9,12,15c | araquidico (16:1 (18:2
methyl Octadecenoico L. methyl, L. . . (12:0 8 (18:1w7c)
Muestra omega6 estéarico araquidonico | eicosanoico w7c/16:1 w6,9¢/18:0
TBSA aldehyde)
wéc) ante)
MYC036 0.00 0.00 102.15 44.73 41.89 0.00 0.00 0.00 16.38 27.50 0.00
MYC072 0.00 0.00 130.76 40.94 44.65 11.46 0.00 0.00 8.08 55.90 0.00
MYC075 0.00 0.00 51.00 31.45 0.00 0.00 0.00 5.86 21.82 22.23 0.00
MYC078 4.17 3.82 373.78 148.33 114.10 34.10 6.48 3.71 32.91 143.44 17.15
MYC087 0.00 0.00 50.59 25.10 67.62 0.00 0.00 0.00 9.94 0.00 0.00
MYC093* 0.00 0.00 48.45 38.46 40.44 0.00 0.00 2.70 0.00 13.28 0.00
MYC096* 6.56 0.00 54.07 19.66 63.46 0.00 0.00 0.00 14.08 0.00 0.00

*Cepas con perfil de resistencia sensible; Sum feature: grupos de 2 o mds acidos grasos que no pudieron ser separados.
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Tabla 12. Proporcién de acidos grasos en las cepas estudiadas
TOTAL Saturados Insaturados UFA/SFA

ratio
MYC036 462.27 316.23 146.04 0.46
MYC072 503.50 297.30 206.20 0.69
MYCO075 322.83 216.18 106.65 0.49
MYC078 1593.16 967.78 625.38 0.65
MYCO087 360.63 300.10 60.53 0.20
MYC093* 330.43 266.15 64.28 0.24
MYC096* 316.32 248.17 68.15 0.27
*Cepas fenotipicamente sensibles. UFA/SFA ratio: relacién de acidos gresos

insaturados/saturados.

9.9 Analisis estadistico

No fue posible realizar los andlisis de asociacién debido a la baja proporcién de los SNPs en las cepas

estudiadasaisladas en el estado.
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10. DISCUSION

La discrepancia entre la resistencia genotipica y fenotipica a antibidticos en M. tuberculosis
puede ser multifactorial y reflejar la complejidad de los mecanismos de resistencia
bacteriana. La comprensidon de estas diferencias es crucial para mejorar los métodos de
diagndstico y tratamiento de enfermedades infecciosas, como la tuberculosis. Algunos

fendmenos que pueden ayudar a explicar esta diferencia son:

1. Complejidad del fenotipo: La resistencia fenotipica a los antibidticos estd
determinada por una variedad de factores, incluidos los mecanismos de transporte
de la célula, la expresidn génica, la eficiencia de los sistemas de detoxificacién, entre
otros. A veces, la resistencia fenotipica puede no correlacionarse completamente
con las mutaciones genéticas identificadas, ya que otros factores pueden influir en
la capacidad de la bacteria para resistir a los antibidticos.

2. Mecanismos desconocidos de resistencia: En algunos casos, puede haber
mecanismos de resistencia que aun no se han identificado completamente o no se
comprenden completamente. Estos mecanismos podrian influir en la resistencia
fenotipica sin tener un correlato genético obvio.

3. Mutaciones en regiones no codificantes: Las mutaciones en regiones no
codificantes del genoma, como promotores o regiones regulatorias, pueden afectar
la expresién génica sin cambiar directamente la secuencia de aminodcidos de la
proteina. Estos cambios pueden influir en la resistencia fenotipica sin ser
detectados por métodos genotipicos convencionales.

4. Interacciones genéticas y adaptacién evolutiva: La resistencia fenotipica también
puede estar influenciada por interacciones genéticas y adaptaciones evolutivas que
no se capturan completamente al analizar solo las mutaciones genéticas
individuales. La evolucién de la resistencia a lo largo del tiempo puede dar como
resultado cambios fenotipicos que no se explican por mutaciones aisladas.

5. Heterogeneidad genética en la poblacién bacteriana: Las poblaciones de bacterias

pueden ser genéticamente diversas, y algunas cepas dentro de una poblacion
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pueden tener mutaciones que confieren resistencia mientras que otras no. La
heterogeneidad genética puede influir en la resistencia fenotipica observada.

6. Limitaciones de las técnicas: Las técnicas utilizadas para evaluar la resistencia
fenotipica y genotipica pueden tener limitaciones. Las pruebas fenotipicas pueden
depender de condiciones especificas de laboratorio, y las técnicas genotipicas

pueden no detectar todas las posibles mutaciones o mecanismos de resistencia.

Dentro de éstos fendmeno los mecanismos de resistencia desconocidos, la resistencia
constitutiva en M. tuberculosis juega un papel fundamental, ya que dentro de estd la
presencia de una gran cantidad de lipidos en la pared celular misma puede ayudar a explicar
la discrepancia observada. De las cepas seleccionadas para este trabajo, un porcentaje
mayoritario pertenece a la familia Beijing, el cual se ha reportado previamente como el de
mayor distribucion e incidencia a nivel global, seguido de las familias pertenecientes al
linaje 4. Los resultados mostrados revelaron que las cepas secuenciadas en el estado
pertenecen al linaje 4. Estudios previos realizados mediante espoligotipificacion y MIRU-
VNTR en nuestro pais han demostrado una gran diversidad de linajes circulantes; sin
embargo, el linaje 4 es el reportado con mayor frecuencia (Juaréz-Eusebio y col., 2017). La
presencia mayoritaria de cepas del L4 se debe posiblemente a los movimientos migratorios
gue ocurrieron de Europa hacia América durante el proceso de colonizacidon. Ademas, una
de las principales caracteristicas de este linaje es que posee una amplia distribucién
geografica, lo cual refleja el gran éxito evolutivo en adaptacién y dispersion a diferentes
poblaciones humanas, a diferencia de otros linajes (Stucky y col, 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 observd una diferencia significativa en la
velocidad de crecimiento en medio de cultivo, caracteristica relacionada con la capacidad
de reproduccién bacteriana, lo que genera una mayor carga bacilar pudiendo promover
una mayor dispersion de la familia LAM (Von Groll y col., 2010). Dentro de las cepas con
inconsistencias no se encontrd una relacion estadisticamente significativa entre la familia

o linaje con las diferencias en la relacion fenotipica-genotipica.
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La importancia de los acidos grasos en la resistencia constitutiva de M. tuberculosis radica
en la composicién de la denominada micomembrana, formada por la membrana
plasmatica que posee una gran cantidad de fosfolipidos, el complejo de arabinogalactano,
y la esterificacién de acidos micélicos, lipoglicanos, sulfolipidos, dimicolato de trehalosa,
glicolipidos fendlicos, lipoarabinomanano y dimicocerosatos. Para la sintesis de moléculas
clave de la micomembrana como los fosfolipidos y los acidos micélicos se requiere la
presencia de acidos grasos de cadena corta (10-20 carbonos). En la ruta de sintesis de los
acidos grasos, el primer paso incluye la transformacién de acetil-coA hacia malonil-coA, por
medio de un ciclo de adicién de carbonos por subunidades de acc. La subunidad alfa esta
formada por accAl, accA2 y accA3, por su parte la subunidad beta estd formada por accD1,
accD2, accD3, accD4, accD5 y accD6. En este trabajo fue posible identificar la presencia de
mutaciones en el gen accD6 predichas por SIFT y DUET como posibles causantes de una
alteracion en la funcion de la proteina codificada, dicha alteracion por ende podria llevar a

un perfil modificado de acidos grasos en la micomembrana.

Una vez que se sintetiza malonil coA, fasl realiza la biosintesis de acidos grasos de cadena
corta, a partir de acido palmitico (16:0), el cual también es requerido para la sintesis de
sulfolipido L1 por la enzima fadD23 (M Yan y col., 2023). En la determinacién de acidos
grasos de las cepas MYC, se determind la presencia de este acido graso en MYCO078, vy la
ausencia de este en el resto de las cepas. MYC0O78 es una cepa extrapulmonar aislada de
liquido celfaloraquideocelfaloraquideo de un paciente en edad infantil y que presenta una
resistencia fenotipica a estreptomicina, susi perfil de resistencia genotipica no mostré
mutaciones en genes candnicos de resistencia a este antibidtico. Se ha sugerido que la
presencia de acido palmitico puede tener un efecto en la fisiologia de la bacteria, sin
embargo, su relacién con la resistencia a estreptomicina no ha sido estudiada (Gouzy y col.,
2021). El acido palmitico es un acido graso saturado que abunda en el cuerpo humano y
puede consumirse como parte de una dieta regular. Anteriormente, se consideraba que
era una molécula perjudicial, pero conocimientos cientificos posteriores contradijeron
estos hechos. Este acido también abunda en productos alimenticios naturales como la

leche, el aceite de coco y el aceite de palma. Estudios previos han demostrado que por si

Q.F.B. Evaristo Galeana Aguilasocho

45



solas las moléculas de acido palmitico inhiben a Mycobacterium tuberculosis, e intervienen
en los mecanismos de resistencia a rifampicina mediante bombas de flujo (Nirmal, y col.,

2023).

De los genes estudiados enes este trabajo, no se logré identificar ninguna mutacién en

MYCO078 que pueda ayudar a explicar la presencia elevada de C (16:0) en esta cepa.

La pared micobacteriana se localiza por debajo de la cdpsula separada por un espacio
peripldsmico, posee un elevado contenido en lipidos (50-60%) que le confieren un caracter
hidrofdbico y la hace refractaria al ataque por hidrélisis enzimatica. Los acidos micdlicos
son dacidos grasos complejos de gran importancia taxondmica para micobacterias vy
bacterias de géneros relacionados. En el caso de las micobacterias, los acidos micdlicos
tienen de 70 a 80 carbonos y se les atribuye el cardcter hidrofébico de la envoltura. Los
acidos micolicos son acidos grasos alfa-alquila-beta-hidroxilados ramificados de cadena
larga (70-90 C). Se clasifican en dos familias, la primera de ellas los alfa-micolatos, no
contiene grupos oxigenados. Por su parte los micolatos oxigenados pueden ser
cetomicolatos o metoximicolatos, encontrandose el sustitiyete adyacente a una
ramificacién de metilo. En las micobacterias patdgenas como M. tuberculosis se observan
ademas sustituyeres de ciclopropano que le confieren resistencia in vitro al perdxido de
hidrogeno. La determinacién de dacidos grasos en las micobacterias ha sido utilizada
previamente para distinguir a ca da una de las especies mediante su perfil de lipidos. La
dificultad para diferenciar las especies de Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium
xenopi, asi como la identidad de Mycobacterium avium fueron resueltas por Ozbek y Aktas
(2003) mediante los analisis de ésteres metilicos de acidos grasos utilizando el programa
informatico Sherlock Microbial Identification System (MIS). El estudio utilizé 61 aislados
clinicos y seis cepas de referencia que fueron identificados de manera correcta con base en
la concentracién y composicién de 12 acidos grasos de 14 a 20 carbonos de longitud . MTB
se caracterizé por altas concentraciones de los ésteres metilicos de acidos grasos 16:0,
18:0, 19:0y el acido tuberculoestéarico y bajas concentraciones de los ésteres metilicos de
acidos grasos 14:0. Por su parte los ésteres de acidos grasos 15:0 y 17:0 fueron detectados

de manera exclusiva en MTB.
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Mycobacterium tuberculosis especie tipica de ese género, presenta sdlo trazas de acidos
grasos de cadena C11 y no mas largas que C20. Es caracteristico un bajo contenido en
miristico (C14:0) y una cantidad relativamente escasa de palmitoleico (C16:1) siendo mayor
el contenido en estedrico (C18:0), tuberculoestearico (C19:0) y oleico (C18:1), que dan un
aspecto tricuspide al cromatograma en esta zona, con predominio del tuberculoestearico
(Casal y col., 1990). Por tanto, de ha definido el perfil cromatografico de la cepa de
referencia H37Rv como sigue: (14:0, 15:0, 16:1w7c, 16:1w6c, 16:0, 17:0, 18:2w6,9¢c,
18:1w9c, 18:0, 10 Me-18:0 (TBSA). El acido tuberculoestearico (10 Me-18:0) es un acido
graso un componente estructural de la pared micobacteriana. Como su nombre comun lo
indica es un acido graso de cadena ramificada abundante y especifico de género en las
membranas de las micobacterias que corresponde del 10 al 20% de los acidos grasos. Fue
descubierto en 1934 y ha sido un foco de investigacion, particularmente como marcador
de diagndstico de la tuberculosis. En las cepas estudiadas, MYC093, MYC096 y MYCO087
presentan porcentajes de TBSA en el rango de lo reportado (12-20%). MYC093 y MYC096
son cepas sensibles y MYC087 presenta resistencia fenotipica a isoniazida y pirazinamida.
Las cepas MYC036, MYC078, MYCO75 y MYCO72 presentan porcentajes de TBSA por debajo
de lo reportado, estas presentan inconsistencias en su resistencia fenotipica- genotipica.
En relacidn con la resistencia, un estudio referente a M. smegmatis mostré que una menor
cantidad de TBSA se encuentra en cepas resistentes a etambutol, en su pared celular
poseen una acumulacion de fosfolipidos y una disminucién en el grado de insaturacion de
los acidos grasos (Sareeny Khuller, 1990). La cepa MYC72, presenta resistencia a etambutol
y posee 8.8% de TBSA en la micomembrana, un valor por debajo de lo reportado para cepas
sensibles y una mayor cantidad de acidos grasos saturados en su micomembrana. El
aumento de la insaturacidon puede deberse a un aumento de actividad en la enzima

deshidratasa/desaturasa en la via de sintesis del 4cido graso.

Otro parametro evaluado en este trabajo, fue la relacidén de acidos grasos insaturados sobre
acidos grasos saturados (UFA/SFA). Las composiciones de acidos grasos totales se
dividieron en dos grupos: acidos grasos saturados (SFA) y acidos grasos insaturados (UFA)

y se calculd dicha relacién. Los UFA (presentes como acidos palmitoleico y principalmente
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oleico) no sélo son constituyentes de moléculas estructurales como los fosfolipidos,
glicolipidos y glicanos de la membrana celular, sino también de importantes moléculas de
almacenamiento de energia, como los triglicéridos (TAG) (Torrelles y col., 2012). Para la
cepa de referencia H37Rv se ha determinado un valor de UFA/SFA de 0.17 a 0.20. Las cepas
sensibles MYC093 y MYC96 poseen valores cercanos a la referencia, 0.24 y 0.27
respectivamente, mientras que las cepas resistentes poseen valores por encima de la
referencia. Se sabe que en bacterias un aumento en el valor de UFA/SFA es directamente
proporcional a la fluidez de la membrana ya que poseen una mayor cantidad de acidos

grasos insaturados.
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11. CONCLUSION

Si bien la presencia de mutaciones en los genes evaluados no permitié explicar las
inconsistencias en la resistencia fenotipica-genotipica de las cepas de estudio, este trabajo
permitid identificar diferencias en la composicidon de acidos grasos presentes en la pared
celular micobacteriana diferencias que podria explicar parcialmente la resistencia a

antibidticos como la isoniazida, estreptomicina y pirazinamida.
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Tabla 13. Caracteristicas de los genomas estudiados

13. ANEXOS

SRA Cddigo Pais Lecturas R. fenotipica R. genotipica

INH | RIF | PZA | ETB | EST | INH | RIF | PZA | ETB | EST
ERRO67716 Rusia 1492265 X X X
SRR2024947 China 6420489 X X
SRR2024975 China 9132078 X X
SRR6397382 Canadid 2935807 X X X
ERR2515482 Sudafrica 326366 X X X
SRR6397735 Canada 2462860 X X
ERR2516453 Paises bajos 1774030 X X
SRR6152744 Canadid 2630888 X X
SRR6152640 Canadid 2241782 X X
SRR6045934 UK 1132892 X X
ERR2516617 Paises bajos 985687 X X
SRR6153076 Canadid 3204207 X X X
ERR2516430 Peru 853402 X X X X
ERR2515852 Sudafrica 372498 X X X
ERR2041775 Serbia 1344952 X X X X
ERR553321 Suazilandia 1130653 X X X
ERR2515449 Sudafrica 647621 X X X
SRR6398106 Canada 3017719 X X
ERR2516274 Bélgica 3060387 X X X
ERR2516492 Peru 1567978 X X X X
ERR2516538 Peru 1684230 X X X X X
ERR2516658 Peru 1491168 X X X X X
ERR2516527 Peru 752180 X X X X
ERR2512975 UK 1415658 X X X X X
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ERR552415 Suazilandia 564766 X X X X X X X X
SRR6397730 Canada 3714983 X X X X X X X X
ERR2515506 Sudafrica 545732 X X X X X X
ERR2516027 Sudafrica 377599 X X X X X
SRR6339666 Australia 1697223 X X X X X X
ERR2516361 Bélgica 2253429 X X X X X X
ERR2516256 Bélgica 3011127 X X X X X X X X
ERR2510669 Italia 1997799 X X X X X X X X
ERR2041791 Serbia 377497 X X X X X X X
SRR6397748 Canadid 3079739 X X X X X X X
ERR2510827 Italia 1838171 X X X X X X X
ERR2041728 Serbia 841980 X X X X X X X
ERR108453 Rusia 3057931 X X X X X X X X
ERR2516911 UK 906932 X X X X X X X X
ERR2510673 Italia 1939019 X X X X X X X X
ERR2512882 UK 813338 X X X X X X X X
ERR550869 Suazilandia 1700487 X X X X X

ERR2515917 Sudafrica 677176 X X X X X X
ERR2516559 Peru 1413385 X X X X X X
ERR2041759 Serbia 1518761 X X X X X X X
ERR552075 Suazilandia 453050 X X X X X X
ERR2516432 Paises bajos 2967344 X X X X X X
ERR2516630 Peru 1536227 X X X X X X

ERR2516271 Bélgica 1813662 X X X X X
ERR2041738 Serbia 446205 X X X X X X X
ERR2515995 Sudafrica 417519 X X X X X X X
ERR2516167 Bélgica 4659027 X X X X X X X
ERR2516712 Paises bajos 900627 X X X X X X
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SRR2024890 China 9028493 X X X X X
ERR2515768 Sudafrica 910307 X X X

ERR552000 Suazilandia 1241869 X X X X

ERR2516579 Paises bajos 2600337 X X X X X
ERR2515667 Sudafrica 954814 X X X X
SRR6367400 Australia 2491162 X X X X X
ERR2510719 Italia 1512435 X X X X X
SRR2024941 China 7794170 X X X X X
ERR2516920 UK 1060361 X X X X X
ERR2516410 Paises bajos 3327553 X X X X
ERR2041757 Serbia 3432994 X X X X X
SRR6397630 Canada 3383364 X X X
SRR2024994 China 6659729 X X X X X
ERR2516730 Paises bajos 3481226 X X X X X
SRR2024957 China 7031511 X X X X X
SRR2024961 China 10541595 X X X X X
ERR2510659 Italia 1715418 X X X X
SRR6045984 UK 1439003 X X X X
ERR553216 Suazilandia 901466 X X X X X
SRR6397731 Canada 2690844 X X
ERR2512930 UK 1202133 X X X
SRR2024999 China 7568542 X X X X X
ERR553350 Suazilandia 1069169 X X X X
ERR2516593 Paises bajos 3475475 X X X X X
ERR2041727 Serbia 875033 X X X X X
ERR2515530 Sudafrica 791414 X X X
ERR2510868 Italia 1199281 X X X X
ERR2515224 Sudafrica 1281680 X X X X

Q.F.B. Evaristo Galeana Aguilasocho

62



Tabla 14. Espoligotipos de las cepas de estudio

SRA Cddigo Pais Cédigo octal Cddigo binario Espoligotipo Linaje
ERRO67716 |Rusia 777760007760771|1111111111111100000000001111111100001111111 | T4 Euro-American
SRR2024947 | China 000000000003000 | 0000000000000000000000000000000000110000000 | Beijing East Asian (Beijing)
SRR2024975 | China 000000000000000 | 0000000000000000000000000000000000000000000
SRR6397382 | Canada 777777606360731|1111111111111111111100001100111100001110111 | LAM9 Euro-American
ERR2515482 | Sudafrica | 777777777760700|1111111111111111111111111111111100001110000 | T2 Euro-American
SRR6397735 | Canadd 777776777760601(1111111111111111101111111111111100001100001 | X2 Euro-American
Paises
ERR2516453 | bajos 616773677777600|11000111011111101111011111111111121111100000 bovis
SRR6152744 | Canada 703777740003071|1110000111111111111111000000000000110001111 | CAS East-African-Indian
SRR6152640 | Canada 703777740003171|1110000111111111111111000000000000110011111 | CAS East-African-Indian
SRR6045934 | UK 000000000000000 | 0000000000000000000000000000000000000000000
Paises
ERR2516617 | bajos 703777740003171{1110000111111111111111000000000000110011111 | CAS East-African-Indian
SRR6153076 | Canada 100016246543771 | 0010000000000011100101001101011000111111111 | Family33 indo-oceanic
ERR2516430 | Peru 777700077760771(1111111111110000000001111111111100001111111 | H37Rv Euro-American
ERR2515852 | Sudafrica | 777777777760771|1111111111111111111111111111111100001111111 |T1 Euro-American
ERR2041775 | Serbia 776377777760771|1111111100111111111111111111111100001111111 |S Euro-American
ERR553321 |Suazilandia |777777777413731|11111111111111112111111111111000010111110111 | EAI5 indo-oceanic
ERR2515449 | Sudafrica 777777777760771|1111111111111111111111111111111100001111111|T1 Euro-American
SRR6398106 | Canada 000000000003771 | 0000000000000000000000000000000000111111111 | Beijing East Asian (Beijing)
ERR2516274 | Bélgica 777777404760771(1111111111111111111000001001111100001111111 | LAM9S Euro-American
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ERR2516492 | Peru 577777607760731|1011111111111111111100001111111100001110111 | LAM9 Euro-American
ERR2516538 | Peru 777774077560771(1111111111111111000001111111011100001111111 | H37Rv Euro-American
ERR2516658 | Peru 777777777760771|1111111111111111111111111111111100001111111 | T1 Euro-American
ERR2516527 | Peru 777777607760771({1111111111111111111100001111111100001111111 | LAM9 Euro-American
ERR2512975 | UK 777777607560771|1111111111111111111100001111011100001111111 | LAM9 Euro-American
ERR552415 |Suazilandia |777777777760771|1111111111111111111111111111111100001111111 |T1 Euro-American
SRR6397730 | Canada 000000000003771 | 0000000000000000000000000000000000111111111 | Beijing East Asian (Beijing)
ERR2515506 | Sudafrica | 777777607760731|1111111111111111111100001111111100001110111 | LAM9 Euro-American
ERR2516027 | Sudafrica 776377777760771(1111111100111111111111211111111100001111111|S Euro-American
SRR6339666 | Australia 777777377760731|1111111111111111110111111111111100001110111 | T1 Euro-American
ERR2516361 | Bélgica 703377400001771|1110000110111111111000000000000000011111111 | CAS desconocido
ERR2516256 | Bélgica 000000000003771 | 0000000000000000000000000000000000111111111 | Beijing East Asian (Beijing)
ERR2510669 | Italia 000000000003771 | 0000000000000000000000000000000000111111111 | Beijing East Asian (Beijing)
ERR2041791 | Serbia 777777404760731{1111111111111111111000001001111100001110111 | LAM9 Euro-American
SRR6397748 | Canada 000000000003771 | 0000000000000000000000000000000000111111111 | Beijing East Asian (Beijing)
ERR2510827 | Italia 757777777760771{1111011111111111121111121211112111100001111111|T1 Euro-American
ERR2041728 | Serbia 777761704020771{1111111111111100011110001000000100001111111 | Haarlem1 Euro-American
ERR108453 | Rusia 000000000003771 | 0000000000000000000000000000000000111111111 | Beijing East Asian (Beijing)
ERR2516911 | UK 000000000003771 | 0000000000000000000000000000000000111111111 | Beijing East Asian (Beijing)
ERR2510673 | Italia 000000000003771 | 0000000000000000000000000000000000111111111 | Beijing East Asian (Beijing)
ERR2512882 | UK 000000000003771 | 0000000000000000000000000000000000111111111 | Beijing East Asian (Beijing)
ERR550869 |Suazilandia | 777777777413731|1111111111111111111111111111000010111110111 | EAI5 Indo-Oceanic
ERR2515917 | Sudafrica 777777604060731{1111111111111111111100001000001100001110111 | LAM8 Euro-American
ERR2516559 | Peru 777777774020771|1111111111111111111111111000000100001111111 | Haarlem1 Euro-American
ERR2041759 | Serbia 777777404760731|1111111111111111111000001001111100001110111 | LAM9 Euro-American
ERR552075 | Suazilandia | 700076777760771|1110000000001111101111111111111100001111111 | X3 Euro-American
Paises
ERR2516432 | bajos 377777423560771|0111111111111111111000100111011100001111111 | H37Rv Euro-American
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ERR2516630 | Peru 777777607760731|1111111111111111111100001111111100001110111 | LAM9 Euro-American

ERR2516271 | Bélgica 703777740003771|1110000111111111111111000000000000111111111 | CAS UKnown

ERR2041738 | Serbia 777777404760731(1111111111111111111000001001111100001110111 | LAM9 Euro-American

ERR2515995 | Sudéfrica 7777767777606011111111111111111101111111111111100001100001 | X2 Euro-American

ERR2516167 | Bélgica 777777377760731|1111111111111111110111111111111100001110111 | T1 Euro-American
Paises

ERR2516712 | bajos 777777777760731|11111111111111111111211111111111100001110111 | T1 Euro-American

SRR2024890 | China 000000000000000 | 0000000000000000000000000000000000000000000

ERR2515768 | Sudafrica 000000000003771 | 0000000000000000000000000000000000111111111 | Beijing East Asian (Beijing)

ERR552000 |Suazilandia |777777777413731|1111111111111111111111111111000010111110111 | EAI5 Indo-Oceanic
Paises

ERR2516579 | bajos 777777777760771(11111111111111111111211111111111100001111111 | T1 Euro-American

ERR2515667 | Sudafrica 777777777760771111111111111111111121111111111111100001111111 |1 T1 Euro-American

SRR6367400 | Australia 000000000003771 | 0000000000000000000000000000000000111111111 | Beijing East Asian (Beijing)

ERR2510719 | ltalia 000010000003771 | 0000000000000010000000000000000000111111111 | Beijing 27?7

SRR2024941 | China 000000000000000 | 0000000000000000000000000000000000000000000

ERR2516920 | UK 000000004020771 | 0000000000000000000000001000000100001111111 | Haarlem2 Euro-American
Paises

ERR2516410 | bajos 774777777420771(1111111001111111111111111111000100001111111 | T1 Euro-American

ERR2041757 | Serbia 7777777777407711111111111111111111211121111111111000001111111 | T1 Euro-American

SRR6397630 | Canada 000000000003771 | 0000000000000000000000000000000000111111111 | Beijing East Asian (Beijing)

SRR2024994 | China 000000000002000 | 0000000000000000000000000000000000100000000 | Beijing East Asian (Beijing)
Paises

ERR2516730 | bajos 000000000003771 | 0000000000000000000000000000000000111111111 | Beijing East Asian (Beijing)

SRR2024957 | China 000000000003000 | 0000000000000000000000000000000000110000000 | Beijing East Asian (Beijing)

SRR2024961 | China 000000000000000 | 0000000000000000000000000000000000000000000

ERR2510659 | Italia 000000000003771 | 0000000000000000000000000000000000111111111 | Beijing East Asian (Beijing)

SRR6045984 | UK 703777740003771{1110000111111111111111000000000000111111111 | CAS East-African-Indian

ERR553216 |Suazilandia |777777777760771|11111111111111111111111121111111100001111111|T1 Euro-American
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SRR6397731 | Canada 003700000000771 | 0000000111110000000000000000000000001111111 | Family35 Indo-Oceanic
ERR2512930 | UK 000000000003771 | 0000000000000000000000000000000000111111111 | Beijing East Asian (Beijing)
SRR2024999 | China 000000000003000 | 0000000000000000000000000000000000110000000 | Beijing East Asian (Beijing)
ERR553350 |Suazilandia |776177607760771|1111111100011111111100001111111100001111111 {LAM3 Euro-American
Paises

ERR2516593 | bajos 777777777760571111111111111111111121111111111111100001011111 | T1 Euro-American
ERR2041727 | Serbia 776377760360771|1111111100111111111111100000111100001111111 | desconocido | desconocido
ERR2515530 | Sudafrica 000000000003771 | 0000000000000000000000000000000000111111111 | Beijing East Asian (Beijing)
ERR2510868 | Italia 000000000003771 | 0000000000000000000000000000000000111111111 | Beijing East Asian (Beijing)
ERR2515224 | Sudafrica 000000000003771 | 0000000000000000000000000000000000111111112 | Beijing East Asian (Beijing)
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