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RESUMEN

La tuberculosis TB, es una enfermedad muy importante en el ambiente de la salud publica a nivel
mundial, dado el impacto en las personas inmunosuprimidas, su facil diseminacion y el incremento
de cepas resistentes, lo que permite evidenciar la gran capacidad adaptativa de Mycobacterium
tuberculosis (MTB) (1). Este trabajo de grado presenta un andlisis gendmico comparativo in silico
de 24 aislamientos clinicos colombianos frente a la cepa de referencia H37Rv, con el objetivo de
identificar variantes genomicas asociadas con mecanismos de resistencia, virulencia y evasion
inmune. Los resultados muestran la presencia de sustituciones y polimorfismos de un solo nucleoétido
(SNPs), que pueden causar eventos de extension, truncacion y pérdida del codon de inicio, mostrando
una marcada diversidad genética entre los aislamientos, asi como la presencia de dos linajes con
caracteristicas evolutivas diferentes. Estos hallazgos resaltan la importancia de investigar mas a
fondo el comportamiento molecular de MTB en Colombia, mediante herramientas de gendmica

comparativa que permite comprender los mecanismos que determinan la patogenicidad del patogeno.

Palabras clave: resistencia, virulencia, mutaciones, SNPs, filogenia, variantes.



INTRODUCCION

La Tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por MTB, es una bacteria que ataca
principalmente los pulmones, pero puede diseminarse a otras areas del cuerpo. Es una de las
enfermedades mas antiguas en el mundo pero que, hoy en dia sigue teniendo gran incidencia en la
humanidad, a pesar de diversas investigaciones y manejo a nivel de salud publica (1). Desde 2023,
la TB volvi6 a ser una de las principales causas de muerte en el mundo por un solo agente infeccioso.
Para el afo 2023, se reportaron 10,8 millones de casos, presentando asi un pequefio incremento con
respecto a 2022, donde se reportaron 10,7 millones. El aumento de casos durante 2022 y 2023, esta
dado principalmente por el crecimiento demografico (OMS) (2). En Colombia los datos mas
recientes también son preocupantes, el Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA)
registrd 20.027 casos en 2023, cifra que aument6 a 24.816 en 2024, lo que evidencia una tendencia

al alza (3).

A lo anterior se suma la aparicion y el crecimiento de cepas multidrogorresistentes (MDR-TB) y
extremadamente resistente (XDR-TB) de MTB se han posicionado como una amenaza critica para
el global de esta enfermedad a nivel mundial; segiin la OMS en el informe mundial sobre la
tuberculosis 2024 advierte que estas cepas resistentes suponen una crisis sanitaria por su poca
detectabilidad, peores resultados en los tratamientos y mayor carga programatica en los sistemas de
salud (2). Estudios mencionan que la multidrogorresistencia se produce principalmente a causa de
mutaciones puntuales en los genes diana y de procesos evolutivos que promueven la seleccion y
propagacion de variantes resistentes, basados en revisiones y analisis gendmico (4). Esto complica
los regimenes empiricos e incrementa la necesidad de un diagnostico molecular preciso. Asimismo,

evaluaciones recientes sobre la carga global revelan que, la disparidad sanitaria se incrementa debido
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a que los casos MDR/RR-TB y a los obstaculos para eliminar brechas en el diagnostico y en el

tratamiento, afectan desmedidamente a naciones de ingresos bajos o medios (5).

Al estudio de estas variables puede sumarse el analisis gendmico comparativo in silico de MTB que
permite identificar variantes genéticas que influyen en la virulencia y la resistencia a los farmacos.
Es por ello que surge la importancia de llevar a cabo un estudio sobre la complejidad genética de
MTB. Por medio de la genémica y la bioinformatica, se han identificado diversidad de genes de
virulencia, que le confieren al bacilo la habilidad de resistir el entorno hostil en el macrofago, vencer
la actividad de la respuesta inmunoldgica y permanecer en el huésped (6). A su vez, también se ha
demostrado mutaciones dentro de MTB que le permiten tener mayor resistencia a los antibidticos
como es el caso de la rifampicina (RIF) debido que, la accion de esta se encuentra en el gen rpoB
que codifica la subunidad B de la ARN polimerasa, lo que genera que mas del 95% de las mutaciones
resistentes a RIF estén asociadas con mutaciones en el gen rpoB, dadas por un cambio en uno de los
aminodcidos lo que resulta en la modificacion del sitio activo, generando la inactivacion de la ARN

polimerasa dando como resultado la resistencia a la RIF (7).

La cepa de referencia H37Rv proviene de un aislado clinico H37, obtenida de un paciente con
tuberculosis pulmonar en el afio 1905. H37Rv pertenece al clado T y al grupo de SNPs SCG-6B, su
virulencia se ha demostrado en diversos modelos animales (8). Su secuencia completa y anotacion
se publicaron en 1998 por Cole et al descifrando la biologia de MTB a partir de la secuencia completa
del genoma. El uso de esta cepa se sustenta en el propdsito de identificar variantes genéticas

asociadas con resistencia, virulencia y mecanismos de evasion del sistema inmune.

Es relevante considerar que la genomica de MTB estd en constante adaptacion, segun las
intervenciones antimicrobianas y las mutaciones en genes especificos que confieren virulencia a la

bacteria; comprender estos aspectos permite prever posibles futuras resistencias.



La tuberculosis se presenta como un gran problema en salud publica en Colombia, presentando una
constante aumento de casos reportados anualmente; no obstante, existen datos limitados sobre la
variabilidad genomica de los aislamientos circulantes y posible relacion con procesos de resistencia,
virulencia y evasion del sistema inmune. Razén por la cual surge la necesidad de identificar qué
variantes gendmicas caracterizan a los aislamientos colombianos en comparacion con la cepa de

referencia H37Rv.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Realizar un analisis genémico comparativo in silico de aislamientos colombianos de Mycobacterium
tuberculosis frente a la cepa de referencia H37Rv, con el fin de identificar variantes genéticas

asociadas con mecanismos de resistencia, virulencia y evasion del sistema inmune.

Objetivos especificos

e Recolectar secuencias de genoma completo de aislamientos colombianos de Mycobacterium
tuberculosis provenientes de bases de datos ptblicas con el fin de realizar analisis gendmicos

comparativos.

e Comparar las secuencias obtenidas con el genoma de referencia H37Rv mediante

herramientas bioinformaticas para identificar variantes genémicas.

e Evaluar las variantes gendmicas detectadas para comprender su posible participacion en

procesos asociados a virulencia y resistencia a los medicamentos

11



1. ANTECEDENTES

En  Colombia, la TB ha mostrado un aumento reciente presentandose en 2024 24.816 casos, para
el 2023 un total de 20.027 reporte de casos, con un aumento del 13,9% en comparacion con 2022,
segun el INS (3).

Las regiones que presentan mas casos son Antioquia , Cali, Bogotd, Santander y Barranquilla,
mientras que San Andrés y Providencia, Vaupés y Guainia reportan el menor nimero de casos en el
pais. La incidencia alcanzé 36,78 por cada 100.000 habitantes para 2024, siendo superior a los los
anteriores, con tasas altas particularmente en entidades territoriales tales como Amazonas,

Barranquilla, Cali, Caqueta y Risaralda (3).

La genotipificacion ha permitido evidenciar la diversidad genotipica de MTB, como los hallazgos
informados por Jia, X.; Yang, L. et al. (2016) (9), quienes realizaron un analisis comparativo entre
12 genomas y obtuvieron grandes variaciones en los fenotipos, asociados con el huésped, virulencia
e inmunorreactividad. En otro estudio realizado en Norte de Santander, Colombia, se realizdo un
analisis genomico comparativo en 18 genomas de pacientes con MTB, frente al genoma H37Rv
(genoma de referencia universal) y UT209 (genoma colombiano) qué reveld un total de 27.151
modificaciones genéticas, de las cuales 25.200 fueron SNPs, 8.707 fueron sinénimos y 16.493
generaron cambios que podrian tener diversas consecuencias para la funcion de las proteinas en
cuestion; entre las consecuencias se puede encontrar funciones bioldgicas, impactando positiva o
negativamente las vias metabolicas, las interacciones proteina-proteina y la actividad enzimatica,
entre otras; lo cual, se encuentra directamente relacionado con mecanismos de virulencia, evasion
del sistema inmune y susceptibilidad a farmacos (10).

Mediante la aplicacion de secuenciacion del genoma Whole Genome Sequencing (WGS) y el uso
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de tecnologias de secuenciacion, se ha revolucionado el estudio de MTB, al permitir la identificacion
de polimorfismos genéticos y variaciones significativas que se encuentran relacionadas con la
resistencia a antibioticos y la epidemiologia molecular de la tuberculosis asociada a su virulencia
(11). Secuenciar el genoma permite identificar SNPs y otros marcadores genéticos que son de gran

importancia para el seguimiento de linajes, la deteccion de resistencia, y los analisis filogenéticos

(12).

Los andlisis gendmicos comparativos de MTB en Nepal determinaron los tipos de mutaciones de
resistencia a los medicamentos presentes de MTB multidrogorresistente (MTB-MDR) teniendo en
cuenta la resistencia a los medicamentos antituberculosos de primera y segunda linea de tratamiento
luego de comparar los aislamientos de MTB-MDR de Nepal con regiones orientales de Nepal.
Determinaron el espoligotipo in silico y la resistencia a farmacos codificadas genéticamente lo cual
dio como resultado que, los aislamientos de TB-XDR (Extremadamente resistentes), tenian
mutaciones que confieren resistencia a antibidticos de primera linea como la isoniazida, rifampicina

y etambutol, asociados a variaciones en los genes promotores efabGI-inhA y ahpC (13).

2. MARCO REFERENCIAL
2.1. Filogenia de Mycobacterium tuberculosis

El orden de los Actinomycetales estd conformado por la familia Mycobacteriaceae,
Actinomycetaceae, Streptomycetaceae y Nocardiaceae. Dentro de la familia Mycobacteriaceae se
encuentra un solo género, el género Mycobacterium, el cual en sus origenes solamente tenia dos
especies, Mycobacterium leprae y MTB, descubierto en 1882 por Robert Koch (14).

El género Mycobacterium agrupa a mas de 170 especies. MTB hace parte del complejo

M.tuberculosis (MTC), junto con otras especies: M.bovis, M.africanum, M.caprae, M.microti y
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M.canetti, siento MTB la més frecuente (14).

2.1.1. Caracteristicas microbiolégicas

MTB es un bacilo catalasa positivo, filamentoso, con una longitud de 0.2 a 0.6y por 1 a 10u de
largo, ligeramente curvo (15), acido-alcohol resistente (BAAR), aerobio estricto, intracelular
obligado, inmovil, no formador de esporas y de crecimiento lento con un tiempo de duplicacion
aproximado de 18 a 20 horas, en donde su temperatura optima de crecimiento oscila entre 35 a 37°C.
(14). En cultivo, forma colonias que son rugosas, secas y de color blanquecino en medios solidos
tales como Lowenstein Jensen o Middlebrook 7H10 y 7H11, que requiere de varias semanas para
desarrollarse apropiadamente (16). Su pared celular es una estructura altamente compleja,
compuesta por una abundante capa de acidos micoélicos, arabinogalactano, glicolipidos tales como
lipoarabinomanano, lipomanano y rehalosa-dimicolicos. Esta estructura le brinda impermeabilidad
ante compuestos nocivos, a la desecacion de desinfectantes y medicamentos, forjando asi un papel
importante en su virulencia (17). Dentro de los compuestos de esta pared celular, se encuentra la
familia de lipidos dimicocerosatos de tiocerol, los cuales intervienen en la modulacion del sistema
inmunologico del hospedero durante la patogénesis, proceso que incluye la invasion de macréfagos,
el enmascaramiento de patrones moleculares asociados a los patogenos, la resistencia a la muerte
por o0xido nitrico y la prevencion del reclutamiento de macrofagos activados en el sitio de la
infeccion (18).

2.1.2. Caracteristicas genomicas

El genoma de MTB se caracteriza por ser altamente conservado, resultado de un proceso evolutivo
basado en la clonacion y la adaptacién a un nicho ecoldgico muy restringido, lo cual le impide

adquirir facilmente material genético externo, considerando asi, un pan-genoma cerrado (19).

Las secuencias de insercion (IS) constituyen un componente principal de los elementos repetitivos
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bacterianos y se han utilizado frecuentemente para la tipificacion de especies y cepas (20). Dentro
de los multiples sitios del genoma de MTB se encuentra la secuencia de insercion (IS6110,
considerada como un elemento modvil repetitivo especifico , cuya longitud es de 1.355 pb y esta

flanqueada por repeticiones invertidas (IR) de 28 pb (21).

Esta secuencia de insercion presenta un alto grado de polimorfismo con respecto al nimero de copias
y los sitios de insercion. Por lo cual se considera un marcador molecular de gran importancia para
el diagnostico y la tipificacion de cepas de esta bacteria. Al ser elementos moviles y con localizacion
en diferentes sitios, se ha utilizado para diagnosticar y caracterizar a nivel molecular cepas de MTB
mediante el uso de la técnica de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) del

1S6110 (21).

La secuenciacion del genoma completo de MTB se dio por primera vez en 1998 dado por Stewart
T. Cole y colaboradores, en donde se obtuvo un tamafio de 4.411.529 pares de bases con un 65.5%
de contenido de G + C y aproximadamente 4.000 genes codificantes (22). Se ha evidenciado que
algunas regiones genOmicas presentan un contenido de G + C mas alto, cercano al 80%,
correspondientes a las regiones codificadas por la familia de proteinas PE y PPE (23). Hasta la fecha,
se han secuenciado y caracterizado completamente los genomas de varias especies del género
Mycobacterium, entre ellas. MTB H37Rv (Cole, 1998 ; Camus, 2002 ), M. tuberculosis CDC1551
(Fleischmann, 2002 ), Mycobacterium bovis ( Garnier, 2003 ), Mycobacterium leprae ( Cole, 2001
) y Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis ( Li, 2005 )]. Lo cual ha permitido establecer una
base comparativa para comprender la evolucion gendémica del complejo M. tuberculosis (MTBC) y

su relacion con otras especies micobacterianas patogenas (19).

2.1.2.1 Epidemiologia molecular
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En la actualidad, para llevar a cabo estudios sobre la dindmica o el proceso de transmision de MTB
se emplea la epidemiologia molecular, como su nombre lo indica, esta implica el estudio de la
distribucion de enfermedades en poblaciones humanas, identificadas a nivel molecular. Es una
herramienta que permite llevar a cabo el seguimiento de enfermedades infecciosas como la TB, una
enfermedad donde los pacientes infectados con una cepa determinada pueden sufrir recaidas debido

a la reactivacion de la misma cepa o de una diferente tras el proceso de curacion (24).

Este método emplea marcadores genéticos que permiten estudiar la transmision, diversidad y origen
de MTB en poblaciones humanas. En las tltimas décadas WGS ha permitido generar una
transformacion en este campo, permitiendo identificar cadenas de transmision y diferenciar
reactivaciones de infecciones recientes con una resolucion que supera en gran medida a métodos
fenotipicos que son clasicos. La importancia de la epidemiologia molecular radica en que, por medio
de esta se pueden confirmar los brotes de TB en individuos en los que los genotipos coinciden.
haciendo posible inferir la existencia de una posible cadena de transmision o un vinculo
epidemioldgico entre los casos dados en el brote, sugiriendo asi que las infecciones se podrian haber
originado a partir de una misma fuente o por el contrario, de contactos cercanos dentro de una

comunidad (25).

Los enfoques moleculares que son usados actualmente incluyen: 1. WGS para determinar SNPs y
reconstruir arboles filogenéticos de alta resolucion 2. Paneles de SNPs validados o también 1lamados
barcodes para la tipificacion rapida de linajes y sublinajes de MTB y 3. Métodos dirigidos para la

deteccion de mutaciones que se encuentren asociados con la resistencia a medicamentos (26).

MTB comprende diez linajes filogenéticos adaptados al ser humano, estudios han demostrado que
estos linajes presentan una estructura fitogeografica poblacional, con los diferentes linajes asociados

a regiones geograficas distintas. (Figura 1) (27).
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Especificamente los linajes L1, L2, L3, L4 y L7 pertenecen a MTB, a diferencia de L5 y L6
historicamente identificados como M. afiicanum del Africa Occidental (L5 de aislamientos en paises
del Golfo de Guinea Ecuatorial: Burkina Faso, Camertn, Republica del Congo, Nigeria, Ghana y
en el Congo), (L6 de aislamientos principalmente de Uganda). A nivel geografico L2 y L4 son los
linajes mas extendidos a nivel mundial, no obstante, L2 domina principalmente en el este de Asiay
se le ha asociado en repetidas ocasiones con la resistencia a los medicamentos anti-tuberculosis de
primera linea. L1y L3 se han aislado principalmente en regiones alrededor del Océano indico. En
contraste, L5 y L6 predomina en Africa occidental, y L7 se encuentra casi exclusivamente en
Etiopia. En los ultimos afios se han descubierto dos linajes nuevos, L8 el cual fue construido a partir
de dos cepas aisladas en pacientes de Ruanda y Uganda y L9, el cual posee so6lo cinco cepas aisladas
en Somalia, en la Republica de Djibout y en una cepa aislada en Europa, cuyo origen se desconoce
(18).

Finalmente el linaje L10, descubierto en los tltimos afios, es poco frecuente a nivel mundial y, aparte
de la diseminacién migratoria, probablemente limitado a Africa central, se caracteriza por una nueva

region de delecion e inserciones de IS6110 (28).

La distribucion geografica y las principales diferencias en la presentacion clinica de los linajes del

complejo MTB se resumen en la siguiente tabla.

LINAJE DISTRIBUCION GEOGRAFICA PRESENTACION DE TB

En comparacion con las cepas del linaje 2 y 3, estas cepas
producen altos niveles de IFN-gamma. No se han aislado de
sitios extrapulmonares.

L1 (Indo- |[Este de Africa, Centro-Sur- vy
Oceanico) |Sureste de Asia

Asociadas a sitios extrapulmonares; con pérdida de peso en el
L2 (Familia [Centro y Este de Asia, Europa|hospedero mas rapido que el linaje 6; cepas asociadas en casos

Beijing) Oriental, y Sudafrica de recaida, falla en el tratamiento, y presencia de fiebre en los
primeros meses de tratamiento.

17



L3 (Indo- Lo Asociadas a infeccion extrapulmonar; en comparacion con el
Lo Este y Centro de Africa, y Sureste de|,. . . ,
Africa Asia linaje 4, estas cepas producen altos niveles de moléculas
Oriental) antinflamatorias
L4 Asociadas a la produccion de la alfa-1- glicoproteina y proteina
) . Lo L. C-reactiva, alta concentracion de neutrofilos; produce baja
(Euroamerica |Asia, Europa, Africa y las Américas ., .
no) masa corporal en el hospedero en comparacion del linaje 1;
asociadas principalmente a tuberculosis pulmonar (TBP).
L5 (M. L . Menor tasa de progresion a la enfermedad en comparacion con
. ( Africa Occidental prog P
africanum) MTB
L6 (M. Lo . Menor tasa de progresion a la enfermedad en comparacion con
. Africa Occidental . .. ..
africanum) MTB; cepas aisladas principalmente de sitios extrapulmonares.
Las cepas de este linaje causan sintomas leves en lugar de
L7 (Etiope) |Etiopia graves (forma subclinica), por lo que los pacientes esperan mas
tiempo antes de buscar atencion médica
Solamente dos cepas han sido analizadas, por lo que se
L8 Ruanda y Uganda , ..
desconoce la patologia que causa este linaje.
No existe informacion clinica, epidemiologica y experimental
Lo . de estas cepas que describan sus caracteristicas fenotipicas
L9 Africa Oriental : . pas q ., , . . P
(virulencia, tasa de transmision y farmaco-resistencia, entre
otras).
Linaje descubierto en los ultimos afios, se han identificado
L10 Africa central pocos aislamientos por lo cual se desconoce con exactitud la su

presentacion clinica

Tabla 1. Distribucion geografica y caracteristicas clinicas de los linajes del complejo MTB; la informacion presentada sobre L1-L9

fue tomada y modificada de: https://doi.org/10.22201/fesz.23958723¢.2023.563. La informacion de L-10 fue tomada de

https://doi.org/10.3201/eid3003.231466.
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Figura 1. Distribucion filogeografia global de los linajes de MTBC. Los graficos circulares muestran la proporcion de
los diferentes linajes de MTBC en las regiones geograficas correspondientes, indicadas por los distintos tonos de gris.
Se combinaron los datos de L5 y L6. Tomado de https://www.nature.com/articles/s41579-025-01159-w.

Cada uno de estos linajes difieren en procesos relacionados con virulencia, progresion de la
enfermedad y potencial de transmision. Segun la literatura, estas diferencias fenotipicas se asocian
a procesos de evolucion presentes en los linajes al tratar de adaptarse a diferentes poblaciones
humanas. A su vez, estos linajes se ven influenciados directamente por factores presentes en cada
una de las poblaciones humanas, principalmente a nivel inmunoldgico, a nivel clinico, en su

capacidad de transmision y en el desarrollo de la farmaco-resistencia (18).

La filogeografia global de MTB sugiere una coevolucion de los linajes del complejo MTBC con el
huésped humano y a su vez indica que distintos linajes de MTB podrian tener tendencia a adquirir
resistencia a diversos farmacos; se destacan las cepas L2/Beijing, las cuales adquirieron resistencia

a farmacos in vitro mas rapidamente que las cepas L4/Euroamericanas (29).

En Colombia, la epidemiologia molecular de MTB muestra que el linaje Euroamericano (L4) resulta
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ser el mas predominante, principalmente los sublinajes LAM y Haarlem (30). Esta predominancia
ha sido documentada mediante varios estudios, como por ejemplo, uno realizado en 2014, en donde
se analizaron 414 aislamientos de MTB procedentes de diferentes regiones del pais, encontraron que
los sublinajes mas comunes son sublinajes LAM y Haarlem, principalmente importantes centros
urbanos como lo son Medellin y Cali. Los spoligotipos dominantes fueron LAM9 (SIT 42) y
Haarlem (SIT 62). Estos resultados respaldan el hecho de que el linaje LAM presenta mayor
estabilidad y transmisibilidad, factores que favorecen su circulacion (31). Estudios pan-gendmicos
del linaje 4 de MTB se han asociado con la presencia de inserciones/deleciones (indels) y SNP de
menor tamafio que generan cambios en el marco de lectura, lo que incrementa la variabilidad
genética (29).

En diversos estudios realizados en Colombia, se ha documentado una asociacion directa entre el
linaje Beijing y fenotipos que presentan multirresistencia ya sea MDR o XDR en la region del
Pacifico colombiano, especialmente en Buenaventura y en Valle del Cauca. En Colombia, este linaje
se reportd por primera vez en 1998 en 11 aislamientos provenientes de pacientes nuevos y que fueron
previamente tratados de Buenaventura. Como se menciona en la tabla 1, este linaje est4 presente en
el Centro y Este de Asia, Europa Oriental y Sudafrica. Este genotipo fue descrito en 1995 en China,

en donde se asocia con una mayor virulencia y resistencia a los medicamentos antituberculosos. (32)

En Buenaventura un estudio, identifico una alta frecuencia de cepas Beijing en aislamientos de TB-
MDR. En Buenaventura, se ha observado una alta tasa de resistencia frente a los firmacos de primera
linea dada por la presencia del genotipo Beijing. Ademds, se menciona una marcada tendencia
asociada a pacientes jovenes y transmision activa frente a este genotipo, dada posiblemente por

factores bacteriologicos, del huésped o la union de estos dos (32).
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2.1.2.1.1 Genotipos circulantes de Mycobacterium tuberculosis

Se han desarrollado diversidad de técnicas para la genotipificacion de cepas del complejo MTB y
detallar su estructura demografica. Como por ejemplo, la técnica de Van Embden la cual era estandar
para tipificar micobacterias, que tenia como principio el analisis de polimorfismos de la longitud de
fragmentos de restriccion o RFLP y la deteccion de la variabilidad en la presencia y posicion de la
secuencia de insercion IS6110. Posterior a ello, nuevas técnicas mas rapidas y menos laboriosas
como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) o el Andlisis de las Unidades Repetitivas
Micobacterianas Interespaciales - Numero Variable de Repeticiones en Tandem (MIRU-VNTR) han

reemplazado las técnicas mas antiguas (33).

El complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) abarca un grupo genéticamente conservado de
bacterias que infectan principalmente al ser humano, con una diversidad dada por nueve linajes
principales, (L1- L9) que muestran asociacion geografica, étnica y las cuales pueden estar adaptadas
especificamente para humanos y otras en animales. De estos nueve linajes, L4 es la que esta en la
mayoria del mundo abarcando, América, Europa y parte de africa, mientras que L2 o Beijing
predomina en Asia Oriental y se relaciona con cepas resistentes a medicamentos, Por otra parte, L3
o Delhi/CAS estd mayormente concentrado en el subcontinente indio y en Africa oriental,

Adicionalmente, L1 o indo-Oceénica, es comun en regiones del Pacifico y del Sudeste Asiatico.

En Colombia la distribucion de linajes de MTB se ha visto marcada por la presencia del genotipo
Beijing, uno de los genotipos mas prevalentes asociados con la TB-MDR, lo cual lo posiciona como
un patogeno emergente en el pais. Los primeros aislamientos pertenecientes a este genotipo fueron
reportados por primera vez en 1998, principalmente en la region suroeste del pais (34). Por otro
lado, estudios realizados en el Valle del Cauca, revelan que el L2- Beijing circula en Buenaventura

en la costa del Pacifico, siendo este el genotipo mas prevalente en la region y el tercero mas frecuente
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a nivel nacional (35). No obstante, estudios realizados durante la ultima década, muestran un patron
de diversidad dominado por el linaje de la Linea 4 - Euro-Americana, con predominio de los

sublinajes LAM Latin-American-Mediterranean y Haarlem (36).

Estudios locales empleando la técnica de genotipificacion MIRU-VNTR en ciudades como Cali
confirman la predominancia de los sublinajes antes mencionados y ademas de ello, han permitido
identificar agrupaciones que sugieren transmision reciente en contextos urbanos, principalmente de

los linajes Latinoamericano meditarreneo (LAM), Haarlem, Beijing y Camertn (33).

Por otro lado en Norte de Santander se ha aplicado la técnica de WGS, en donde los analisis
comparativos mostraron la composicion filogenética de las poblaciones locales, por medio de una
clasificacion de sublinajes L4 distribuidos en H1 del clado Harleem, LAM3, LAM9, LAM 1, LAM

11y T, siendo los mas frecuentes H1, LAM9 y LAMI11 (10).

Finalmente, un estudio realizado en el Amazonas obtuvo como resultado que los genotipos de 74
aislamientos pertenecian a L4, de los cuales 72 fueron del linaje LAM y 2 del genotipo Haarlem
(37). La presencia de cepas Beijing y de determinados grupos, como indigenas, mencionado en el
articulo, sugiere un foco de vigilancia para controlar cadenas de transmision de TB

multidrogorresistente.

2.2 Tuberculosis en Colombia.

2.2.1 Situacion epidemiologica
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De acuerdo con el Informe Mundial 2024 de Tuberculosis de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), en donde se menciona informacion obtenida del ano 2023, el numero total de personas
infectadas por tuberculosis en este afio fue de 10,8 millones de casos. Lo cual representa un
incremento progresivo en comparacion con 2022 donde se presentaron 10,7 millones de casos, 10,4
millones en 2021 y 10,1 millones en 2020, mostrando un retroceso en las metas de reduccion de esta

enfermedad (3).

En el SIVIGILA para el afio 2023 se notificaron 20.027 casos de tuberculosis, presentando un
incremento del 13,9% en comparacion con el afio 2022, donde se notificaron 17.495 casos. Las
entidades territoriales con mayor reporte de casos fueron: Antioquia 4.042 casos, Cali 1.710, Bogota
1.457, Santander 1.179 y Barranquilla 1.002. A diferencia del Archipi¢lago de San Andrés y
Providencia, Vaupés, Guainia las cuales reportaron el menor niimero de casos de TB siendo 7, 15y

19 respectivamente (38).

En Colombia, segun el Instituto Nacional de Salud (INS) en 2024, se notificaron al SIVIGILA
24.816 casos de TB. Las entidades territoriales con mayor reporte de casos fueron: Antioquia 4421
casos, Cali 1650, Bogota D.C 1.447, Santander 1.248, Barranquilla 981, Norte de Santander 850,
Valle 807. Siendo el Archipiélago de San Andrés, Providencia y Santa Catalina con 9 casos, Vaupés

20, Guainia 27, Vichada 33 siendo estas las entidades territoriales con menor nimero de casos (3).

En cuanto la incidencia, se present6 un total de 36,78 por 100.000 habitantes, lo cual evidencia un
incremento comparado con la tasa de 28,24 por 100.000 habitantes en 2019 y un aumento de 3,3 %
comparado con la tasa de 2023 de 35,61 por 100. 000 habitantes). En el 2024, las entidades

territoriales con mayor tasa de incidencia son: Amazonas (81,10 x 100.000 habitantes), Barranquilla
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(69,54 x 100.000), Cali (67,82 x 100. 000), Caqueta (65,53 x 100 000), Risaralda (63,35 x 100 000)
Guajira (61,76 x 100 000), Meta (60,66 x 100 000) y Antioquia (58,13 x 100 000) (3).

2.2.2 Métodos de diagnostico molecular

MTB presenta una gran diversidad genética que impacta directamente en la presentacion de la
enfermedad, la transmision y la susceptibilidad a los farmacos, razéon por la cual los métodos
moleculares son esenciales para llevar a cabo el analisis de esta diversidad, ya que permiten clasificar
las cepas obtenidas de MTB en distintos linajes y sublinajes.

Dentro de estos métodos encontramos PCR en tiempo real (RT-PCR), microarrays, PURE-LAMP,
secuenciacion de nueva generacion (NGS) y WGS, no obstante el método de deteccion mas reciente
es TB-CRISPR. En la Tabla 2. se describen cada uno de ellos con el objetivo de conocer el

mecanismo mediante el cual permiten identificar MTB (39).

Método Principio / mecanismo de deteccion

Detecta genes amplificados como 1S6110, hupB, gyrd, mpt64 y otros genes de virulencia,
RT-PCR mediante la amplificacion en tiempo real del ADN de MTB.

Se utilizan para obtener datos como SNPs, con alta densidad y genes de resistencia como
Microarray ard , gyrB, katG, inhA , rpoB.

Detecta el ADN DE MTB aproximadamente en dos horas mediante amplificacion y
PURE-LAMP deteccion visual mediante luz ultravioleta (UV).

A partir del ADN extraido se realiza un proceso de secuenciacion masiva en donde los
NGS resultados se cargan en bases de datos o se analizan mediante herramientas bioinformaticas,
para identificar mutaciones presentes en las secuencias de MTB.

WGS Lee todo el genoma de MTB, lo cual permite evaluar variaciones de baja frecuencia y
detectar mutaciones SNPs y mutaciones poco comunes en secuencias de MTB.
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Adicional a ello se encuentra el método RFLP, uno de los métodos mas utilizados para la
genotipificacion de MTB. Se fundamenta en la fragmentacion del ADN, separacion por
RFLP medio de electroforesis en gel y uso de sondas especificas para IS6110 que se une con los
fragmentos obtenidos, generando patrones de bandas que permiten determinar la homologia
entre cepas de MTB.

Tabla 2. Métodos diagndsticos moleculares de MTB. La tabla presenta los principales métodos diagndsticos moleculares,
acompaiados de su fundamento para llevar a cabo el proceso deteccion de MTB. La informacion fue tomada y adaptada del articulo
Mousavi-Sagharchi SMA, Afrazeh E, Seyyedian-Nikjeh SF, Meskini M, Doroud D, Siadat SD. New insight in molecular detection
of Mycobacterium tuberculosis. AMB Express. 2024 Jun 21;14(1):74. doi: 10.1186/s13568-024-01730-3. PMID: 38907086; PMCID:

PMC11192714.

2.2.3 Diagnostico en poblaciones de alto riesgo

Las personas privadas de la libertad (PPL) constituyen un grupo poblacional con alto riesgo de
adquirir la enfermedad a causa de elementos que afectan el sistema inmunolédgico, como coinfeccion
con VIH, consumo de sustancias psicoactivas, alcoholismo y malnutricion, ademas de lo cual se

afladen deficiencias sanitarias y hacinamiento carcelario (40).

Por estas razones, el tamizaje y diagnostico de la tuberculosis en esta poblacion debe ser una
prioridad en la salud publica. La evaluacion a la poblacion PPL junto con la poblacion de habitantes
de calle, se realiza cuando el paciente presenta tos con expectoracion de mas de 15 dias o aquellos
con sintomas respiratorios de al menos un dia que hayan tenido contacto con casos confirmados de
tuberculosis, en ambas situaciones se debe garantizar que se realice prueba molecular, el cultivo
liquido y la radiografia de torax. En los individuos cuyo resultado del cultivo liquido sea positivo se
debe realizar la identificacion de la especie y la prueba de sensibilidad a farmacos (rifampicina e

1soniacida) (40).

2.2.4 Tratamiento actual empleado
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El tratamiento recomendado por la OMS y los programas nacionales de control se centran en la
administracion de 3 a 4 farmacos (isoniazida, rifampicina, pirazinamida, etambutol) con una
duracion de 4 a 6 meses (41), en donde se le administra al paciente
isoniazida+rifampicina+pirazinamida+etambutol por 56 dosis de lunes a sdbado. Seguido por 4
meses con isoniazida y rifampicina hasta completar 112 dosis de lunes a sabado (Ministerio de Salud
v Proteccion Social, Colombia). Abecé tuberculosis, 2021). Durante el transcurso del tratamiento se
recomienda no suspenderlo antes de tiempo dado que, los bacilos tuberculosos presentes el huésped
podrian generar resistencias a los medicamentos. Cuando esto sucede o que la TB no responde a los
medicamentos habituales, se denomina «farmacorresistente» y esto genera un cambio en el
tratamiento, en este caso el tratamiento inicia con un esquema oral de 6 meses de duracion en donde
se combine la bedaquilina, el linezolid, moxifloxacino y pretomanid (1). Seguido de 14 meses de
Linezolid, Clofazimina y Levofloxacino (Ministerio de Salud y Proteccion Social (Colombia).

Abecé tuberculosis, 2021)

2.3 Mecanismos de resistencia

Las micobacterias poseen una resistencia natural a bastantes antibacterianos, dado que tienen una
pared compleja, hidrofoba, con una permeabilidad reducida para variedad de compuestos, por ello,
el tratamiento se debe realizar con antibacterianos combinados y especificos, que segun la evolucion

del paciente se deben o no variar (42).

MTB no forma esporas y a su vez es altamente resistente a la desecacion, luego de 2 horas de
exposicion a la luz solar se ocasiona su muerte. En esputo puede tener una exposicion solar de 20 a
30 horas y 6 - 8 meses al abrigo de la luz solar y aun asi puede resistir ante estas condiciones.
Adicional a ello, esta presenta resistencia a acidos, alcalis y diversos desinfectantes, entre ellos el

formaldehido, el glutaraldehido, el fenol, derivados, el etanol de 70% o menor grado y el hipoclorito
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(43).

Estudios genéticos han explicado que la resistencia de MTB a los farmacos antituberculosos esta
dada por mutaciones cromosomicas en los genes que codifican el punto diana del farmaco o enzimas
que se encuentren implicadas en la activacion de este. La tasa de resistencia es mas elevada para

ETB y mas para RIF y las quinolonas (44).

La mayor parte de la resistencia en MTB es causada por mutaciones y mecanismos moleculares
asociadas al desarrollo de estas. Asimismo, el estrés externo dado por medicamentos o por hipoxia,
induce la tolerancia a los medicamentos, en donde poblaciones bacterianas denominadas
“persistentes”, al parecer han desarrollado tolerancia a los fairmacos en ausencia de mutaciones
genotipicas (45), probablemente dado por un mecanismo codificado genéticamente, donde la
mutacion se da en la region glp K gen; el cual esta involucrado en el metabolismo del glicerol. Si en
esta region se generan inserciones o deleciones se generan genotipos tolerantes a farmacos. Es por
ello que MTB-MDR y MTB-XD poseen un alto enriquecimiento en esta region, generando

mutaciones en el cambio de marco (45).

Adicionalmente, MTB exhibe 2 tipos de resistencia. La resistencia intrinseca que se refiere a la
propiedad innata de MTB que hace que un medicamento o un grupo de estos sea menos eficaz, de
la misma manera, resulta importante detallar que esta resistencia esta presente en todos o la mayoria
de miembros de MTB. Por otro lado, la resistencia adquirida se refiere a la resistencia a los
antibidticos que va evolucionando por medio de mutaciones cromosdémicas o transferencia
horizontal de genes. Un ejemplo de ello son las mutaciones de pérdida parcial de funcion en la
enzima activados de la isoniazida (INH) katG es el mecanismo principal que produce resistencia a
la INH, por otro lado, en el caso de la resistencia a la rifampicina se produce por mutaciones

puntuales en la region determinante de resistencia a la rifampicina en la Subunidad beta de la ARN
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polimerasa (7poB). (46)

La resistencia intrinseca en MTB est4 dada por variedad de mecanismos entre los cuales se atribuye
principalmente a la impermeabilidad de la membrana externa micobacteriana (MOM) dado que, los
solutos hidrofilos no pueden pasar a través de los acidos micolicos (46). Por otro lado, las bombas
de eflujo se dan debido a la permeabilidad selectiva de la envoltura micobacteriana, ya que, cuando
el firmaco logra atravesar la red compleja de la envoltura que como se menciond anteriormente esta
compuesta principalmente por peptidoglicano, arabinogalactano y acidos micolicos, funcionan
como una linea de defensa para MTB. Las bombas de eflujo son proteinas transmembranales que
hacen maés facil el traslado de moléculas pequenas fuera del citosol o del periplasma. (46), un
ejemplo de este suceso estd demostrado por la bomba de eflujo MmpS5/L5 es activa contra diversos
farmacos, entre ellos la bedaquilina y la clofazimina, promoviendo asi la resistencia intrinseca en
MTB y asi mismo, puede aumentar mas mediante mutaciones, promoviendo la resistencia adquirida

a los medicamentos.

Otro mecanismo de resistencia estd dado por mecanismos de resistencia citosolica intrinseca de
resistencia intrinseca a medicamentos se puede observar dentro de whiB7 que es un factor de
transcripcion que detecta cuando se produce una parada en la traduccion, que puede darse por estrés
ribosomal en medio de un tratamiento de medicamentos, factores de estrés dados por el huésped,
entre otros. (47)

2.4 Mecanismos de virulencia

MTB cuenta con dos tipos de factores de virulencia, los cuales se dividen en funcion de su naturaleza

en factores de virulencia no proteicos y factores de virulencia proteicos (48).

Dentro de los factores de virulencia no proteicos se encuentran lipidos, glicolipidos, glicanos, acidos
nucleicos y metabolitos; componentes presentes en la superficie celular de MTB y que participan
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en procesos esenciales como la supervivencia intracelular, el reconocimiento inmunologico y la
interaccion huésped-patogeno (48). Entre ellos se encuentran: 1. Los acidos micolicos (MA) que
bloquean el receptor TLR2 disminuyendo la produccion de IL-8, y activan TREM?2 para aumentar
MCP-1 y el reclutamiento de macréfagos permisivos a MTB. 2. El acido dimicoélico de trehalosa
(TDM), que activa el receptor Mincle, inhibiendo la maduracion del fagosoma y permitiendo que
asi MTB sobreviva dentro de los macrofagos. 3. Los dimicocerosatos de ftioceol (PDIM), que
permiten que MTB evada el reconocimiento de los TLRs al ocultar los patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP) de MTB, 4. Lipoarabinomanano manosilado (ManLAM) presente
en la activacion de la via de vigilancia citosdlica y quien facilita la entrada de MTB en los

macrofagos y evita su destruccion al inhibir la maduracion del fagosoma (49).

Los factores de virulencia proteicos de MTB le permiten sobrevivir, replicarse, evadir las defensas
del huésped y manipular los procesos celulares del sistema inmunitario, evitando su eliminacioén y
permitiendo un constante proceso de infeccion (49). Estos factores se dividen en funcion de la
interaccion con el huésped en: 1. Modificadores de la actividad de TLR2, 2. Reguladores de la
produccion de citocinas, 3. Disruptores de la funcion del fagosoma y moduladores de la autofagia y

4. Muerte celular (49).

Dentro de los principales factores de virulencia proteicos se encuentra el sistema de secrecion de
antigeno secretor temprano (ESAT-6), también conocido como sistema de secrecion tipo VII, que
desempefia un papel crucial en la virulencia. MTB posee cinco sistemas de secrecion (ESX-1 a ESX-
5). ESX-1, -3 y -5 se encuentran principalmente asociados al proceso de virulencia, contribuyendo
cada uno de forma unica a la capacidad del patogeno para infectar y persistir en el huésped. Los
genes ESX codifican las proteinas de la familia PE-PPE y los componentes conservados EccB,

EccC, EccD y MycP. (48).
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2.5 Genomica comparativa de Micobacterias

La gendmica comparativa constituye una herramienta esencial para el andlisis de la diversidad
genética al utilizar gran variedad de herramientas que permiten comparar secuencias genémicas y
asi identificar regiones homologas y de diferencia entre cada una de ellas. Adicionalmente, permite
identificar genes que pueden encontrarse relacionados con diversos sistemas bioldgicos, lo cual
puede influir en enfoques innovadores para el tratamiento de enfermedades humanas y asi mejorar
la calidad de la salud (50).

En el caso de MTB, el uso de esta herramienta permite la deteccion de genes que podrian estar
asociados a la resistencia a farmacos de primera y segunda linea. Mediante la aplicacion de esta
herramienta es posible detectar mutaciones en genes como rpoB (resistencia a rifampicina), katG
(resistencia a isoniacida), embB (resistencia a etambutol), entre otros (51) . Ademas de la resistencia,
la gendmica comparativa ha facilitado la identificacion de genes y deteccion de mutaciones
relacionadas con la virulencia, permitiendo que aumente la capacidad de la bacteria para invadir,
sobrevivir y multiplicarse dentro del huésped, como lo es los sistemas de dos componentes SDC,
que regulan aspectos implicados en la virulencia, entre ellos se encuentra PhoP/PhoR, que regula de
forma positiva genes requeridos en el proceso de hipoxia, estrés oxidativo y la disminucion de pH
(52). En conjunto, la genémica comparativa permite caracterizar la resistencia y ademas, mediante
estos estudios se puede comprender los mecanismos moleculares que determinan la patogenicidad

y adaptacion evolutiva de MTB.

3. DISENO METODOLOGICO
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3.1 Busqueda de genomas completos de Mycobacterium tuberculosis de aislamientos de
pacientes colombianos.

Para la obtencion de genomas completos de MTB, se realizé una busqueda en las bases de datos del
Archivo Europeo de Nucledtidos (ENA) y la base de datos Genomes del National Center for
Biotechnology Information (NCBI). En la base de datos del ENA se utiliz6 la ecuacion de busqueda
“Mycobacterium tuberculosis AND genome”, arrojando un total de mas de 1.000 registros, por lo
cual se afiadio a la ecuacion el filtro“AND Colombia” con el fin de limitar los registros a
aislamientos provenientes de pacientes colombianos. Para complementar dicha informacion se
realizo la busqueda en el NCBI en donde se utilizo la ecuacion de busqueda en  “Mycobacterium
tuberculosis” y se aplico el filtro: Country: Colombia.

Los criterios de inclusion establecidos para la seleccion de las secuencias fueron que los genomas
debian estar completos, es decir, que correspondieran a ensamblajes finalizados y no a fragmentos
0 secuencias parciales. Ademas, se filtraron los resultados para asegurar que cada registro

correspondiera a MTB de cualquier region de Colombia. Esta metodologia permitié recolectar un
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conjunto representativo y de alta calidad de genomas completos para posteriores analisis gendémicos.

3.2 Anotacion estructural de regiones génicas de los genomas de MTB de aislamientos de
pacientes colombianos.

Se llevé a cabo una anotacion estructural de genes y otras regiones de los aislamientos de MTB
recuperados de bases de datos publicas que no tuviesen datos de anotacion gendmica tomando como
referencia la cepa mundial H37Rv (acceso GenBank: ASM19595v2). Durante este proceso, se busco
similitud entre las secuencias de los genomas provenientes de aislamientos para identificar genes
codificantes, regiones reguladoras, y otras caracteristicas con el fin de establecer un marco

comparativo funcional entre los aislamientos.

Posteriormente, se realizé un alineamiento multiple de los genomas empleando la herramienta
"MAFFT Alignment" integrada en el software Geneious Prime 2025. MAFFT es un programa de
alineamiento de secuencias multiples ampliamente utilizado en secuencias multiples de ADN o
proteinas, reconocido por su alta precision, velocidad y capacidad de manejar grandes volumenes
de datos genomicos. Este algoritmo usa la transformada répida de Fourier (FFT) con el fin de
convertir las secuencias en representaciones numéricas que facilitan la deteccion de regiones
homologas y la optimizacion del alineamiento global (53).

3.3 Analisis de identidad de los genomas seleccionados de Mycobacterium tuberculosis.

La herramienta “MAFFT Alignment” dentro del software Geneious Prime 2025 se utilizd para
identificar la homologia de los aislamientos encontrados en las bases de datos, en comparacién con
la cepa de referencia H37Rv. Se utilizo la secuencia Logo para mapear regiones idénticas.
Asimismo, se desarroll6 una matriz de identidad que permiti6 evaluar la homologia de los genomas

de interés de manera individual respecto al genoma de referencia.
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3.4 Analisis de genémica comparativa de aislamientos de Mycobacterium tuberculosis respecto

a la cepa de referencia mundial H37Rv.

Se realizd un andlisis de gendmica comparativa por medio de las herramientas de alineamiento de
genomas LASTZ Alignment y MAUVE Alignment dentro del software Geneious prime 2025.
LASTZ es un programa de alineamiento de secuencias que utiliza algoritmos de alineamiento local
basados en el concepto de "alineamiento final". Permite encontrar regiones de similitud entre dos
secuencias, y luego extiende y depura estas regiones para identificar alineamientos mas precisos. En
contraste, MAUVE utiliza un enfoque de alincamiento de genomas enteros basado en la deteccion
de bloques de secuencias conservadas. Identifica regiones llamadas "locally collinear blocks"
(LCBs), que representan regiones homologas entre genomas. A diferencia de LASTZ, MAUVE se

utiliza para comparar genomas completos y detectar eventos de reordenamiento genémico.

El anélisis se desarrollo por medio de ambas herramientas realizando dos alineamientos globales de
los genomas encontrados de pacientes colombianos respecto al genoma de referencia mundial
H37Rv (acceso GenBank: ASM19595v2). Para la identificacion de variantes génicas se utilizo la
herramienta “Anotated & Predict” y la opcion “Find Variations/SNP’s”, ajustando el mapeo de
lecturas contra los genomas de referencia. Adicionalmente se selecciono la opcion “Analyze Effects

on Translations” que permite conocer como se verd afectado el fenotipo de la proteina.

3.5 Analisis filogenético

Con el fin de evaluar el comportamiento de los genomas de interés y su homologia respecto al
genoma de referencia H37Rv y a Beijing-like, se gener6 un arbol filogenético de maxima
verosimilitud con los 24 genomas usando la herramienta RAXML, la cual es una herramienta de

reconstruccion disefiada para inferir arboles filogenéticos a partir de secuencias moleculares. El
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analisis filogenético se desarrollo utilizando el modelo general reversible del tiempo de evolucion
(GTR), el cual permite describir los cambios del DNA durante el proceso de desarrollo. Este modelo
asume que las sustituciones nucleotidicas son reversibles en el tiempo, es decir, que la probabilidad
de cambio de una base a otra es simétrica y puede ocurrir en ambas direcciones a lo largo del proceso
evolutivo. Ademas, este modelo incorpora la nocion de que las tasas de sustitucion son constantes
en cualquier direccion temporal, permitiendo la reversion de cambios nucleotidicos.

Para evaluar la confiabilidad de este proceso de implemento un Bootstrap de 1000 inferencias de
remuestreo y se utilizo M. canettii (acceso a GenBank: ASM25337v1) como outgroup debido a su
posicion divergente y su mayor variabilidad genética en comparacion con las subespecies
principales de MTB. Es importante mencionar que el genoma del aislamiento denominado como
“Santander 17" no se logré usar en el analisis filogenético (los algoritmos detectaban errores en su

secuencia).

4. RESULTADOS

En total se analizaron 24 genomas de MTB pertenecientes a cepas colombianas. De estos, 18
genomas proceden de un estudio realizado en Norte de Santander (10). Estos aislamientos clinicos
fueron previamente secuenciados con tecnologia de lectura corta (Illumina), en dicho proceso, estas
secuencias fueron sometidas a control de calidad y posteriormente se ensamblan de novo utilizando
algoritmos de ensamblaje para lecturas cortas, generando archivos FASTA. Por otra parte, los 6
genomas restantes fueron obtenidos mediante el repositorio NCBI, donde se encontraban disponibles
en estado ensamblado y curado, lo cual asegura que estos aislamientos ya pasaron por un proceso de
verificacion de calidad y anotacion basica, estos fueron aislados de Buenaventura y se identificaron

como la cepa Beijing-Like. La tabla 3 describe la informacion asociada a los genomas.
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Codigo de Acceso Base de Tamaiio Anotacion Procedencia
datos (pb)
SAMEA114861640 ENA 4.411.532 No Santander (1)
SAMEA114861641 ENA 4.411.532 No Santander (2)
SAMEA114861642 ENA 4.411.532 No Santander (3)
SAMEA114861643 ENA 4.411.532 No Santander (4)
SAMEA114861644 ENA 4.411.532 No Santander (5)
SAMEA114861645 ENA 4.411.532 No Santander (6)
SAMEA114861646 ENA 4.411.532 No Santander (7)
SAMEA114861647 ENA 4.411.532 No Santander (8)
SAMEA114861648 ENA 4.411.532 No Santander (9)
SAMEA114861649 ENA 4.411.532 No Santander (10)
SAMEA114861650 ENA 4.411.532 No Santander (11)
SAMEA114861651 ENA 4.411.532 No Santander (12)
SAMEA114861652 ENA 4.411.532 No Santander (13)
SAMEA114861653 ENA 4.411.532 No Santander (14)
SAMEA114861654 ENA 4.411.532 No Santander (15)
SAMEA114861655 ENA 4.411.532 No Santander (16)
SAMEA114861656 ENA 4.411.532 No Santander (17)
SAMEA114861657 ENA 4.411.532 No Santander (18)
CP017598.1 .
Beijing-Like 1104 NCBI 4.380.156 Si Buenaventura
CP017593.1 .
Beijing-Like 35049 NCBI 4.427.062 Si Buenaventura
CP017594.1 .
Beijing-Like 36918 NCBI 4.427.062 Si Buenaventura
CP017595.1 .
Beijing-Like 38774 NCBI 4.427.062 Si Buenaventura
CP017597.1 .
Beijing-Like 50148 NCBI 4.427.062 Si Buenaventura
NZ CP010873.1 NCBI 4.427.062 Si Buenaventura

Tabla 3. Aislamientos utilizados en el analisis de gendmico comparativo de MTB. Todos los aislamientos procedentes de la region

de Santander carecen de anotacion gendémica

4.1 Anotacion estructural de regiones génicas de los genomas de Mycobacterium tuberculosis

de aislamientos de pacientes colombianos.

Se anotaron las regiones génicas de los 18 genomas de MTB pertenecientes a la region de Santander,
Colombia, tomando como referencia el genoma de la cepa de referencia mundial H37Rv, mediante
el software Geneious Prime. En primer lugar, se importaron los archivos FASTA correspondientes

a cada uno de los aislamientos y se ejecutod el mdédulo de anotacion estructural mediante la opcion
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Annotate and Predictor. En este proceso se identificaron un total de 3814 genes, de los cuales 48
codificaban para RNAs y el restante para proteinas (CDS). Asimismo, se identificaron siete regiones
no clasificadas (Misc feature). Para la visualizacion circular de los genomas se uso la herramienta
Circular Map. Ver la figura 3, la cual representa la estructura génica de las anotaciones en los 18

aislamientos provenientes de Santander que no contaban con anotaciones gendémicas en la base de

datos del ENA de MTB.

A.

Figura 3A. Genomas sin proceso de anotacion. En la figura se observan las ubicaciones gendmicas sin identificacion de
genes, informacion que permite identificar la necesidad de realizar un proceso de anotacion previo al analisis

comparativo. Fuente propia.

36



MTS2975 ncRNA

NERNA o0 - 205, F6NCANA
B11 ncRNA, VT‘-H?'NF\»« ey : e

ncRNA

ASdes ncRNA
ssr RNA7 - —~s
I - M. tuberculosis_Alslomeintos
\ 4,411,532 bp
‘- \.:: }’;\MTSDSSS neRNA
5\ - - -~
- -
. o G = J—mcr10 ncRNA
- ~
F~mer11 ncRNA

\"' rﬁN#\ rrl (RNA, rrf rRNA

mcr3 ncRNA

§m<'1anck.\1,x
&

MTS51082 ncRNA

/
/ )
| ‘\
s () & | . W
mer16 neRNA TN~~ ‘ \L{
rmpB RN Ry 2 26 ncf
et u.l)o 356 AcRRA
Sl
R AS1890 ncRNA

Figura 3B. Representacion grafica de los genomas una vez fueron anotados. Este proceso permite observar genes

codificantes, regiones no codificantes, rRNAs, tRNAs y demas elementos funcionales distribuidos alrededor. Fuente

propia.

I c.

rel rRNA, «rf rRNA AS1726 ncRNA
meri0 ncRNA mee1 5 neRNA G2 ncRNA A51890 4
1 200,000 400,000 600.000 ﬂf’).’mﬂ 1,000,000 1,200,000 1400000 | 10/)')(‘0 1,800,000 | 000,000 |72C/.).’)ﬂ1
L i ) i L '} n \ L) [ O Sl LT B 6y i
Santander 1 = ) ™7 n lg Y T " ™ r i) \ T
F& ncRNA B55 ncRNA ASdes ncRNA NK'I'SOSSS ncRNA [ MTS1082 ncRNA ] 1\4191338 neRNA
Y (R & Wb 1 I T B R O T (T O I 1 I I {
} { )
mertO ncRNA
ASpks ncRNA, ASpks ncRNA .
cRNA B RNA mer? ncRNA
| ZdCODUO |r 2,E0 C'UUD l ZdCO'.)QD E.CC".J‘:)'JO BECC'{"JOC SAGC(E"{)UC 5.EC?.030 .’eSC(?.':mC
e e e
ssr RNA | | | |
Kb .Hl' 0 HIHH '1“””““1 {4 :0’”. D‘. I’
{ { }

37



Figura 3C. Representacion lineal del genoma secuenciado. Esta figura se generd a partir del modo Linear Map, que permite ver el

genoma en disposicion lineal de una fraccion del genoma anotado del aislamiento “Santander 1”. Fuente: propia.

4.2 Analisis de identidad de los genomas seleccionados de Mycobacterium tuberculosis.

La identidad general de los aislamientos de MTB se evalué mediante un alineamiento multiple de
genomas completos (figura 4) utilizando la herramienta LASTZ Alignment en el software Geneious
Prime version 2025, la cual permite la deteccion precisa de cambios nucle6tidos mediante la
comparacion directa con la secuencia de referencia H37Rv. Esta herramienta es ampliamente usada
para andlisis comparativos de genomas estrechamente relacionados, ya que identifica regiones
conservadas, SNPs, inserciones y deleciones (54).

La figura 4 muestra el alineamiento, la zona superior muestra la secuencia consenso, representando
el nucleotido que fue mas frecuente en cada una de las posiciones del conjunto de secuencias. Esta
representacion grafica tipo sequence logo permite identificar las posiciones que estan altamente
conservadas mostradas por letras grandes y predominantes y muestra las posiciones con variabilidad

representado por la aparicion de multiples nucledtidos de menor tamafio.
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Figura 4. Alineamiento de los aislamientos evaluados de MTB. En la grafica se presenta un fragmento aleatorio del genoma del
alineamiento multiple, en el cual se evidencia un alto porcentaje de identidad y una tnica region polimorfica (solo se representa una
region del genoma, el comportamiento fue similar a lo largo del genoma). La secuencia LOGO ilustra de manera efectiva las regiones
conservadas y polimorficas, destacando su relevancia en el analisis gendmico. Las letras de diferentes colores y tamafios ubicadas en
la parte superior varia en funcion de si en la posicion en la que estan ubicadas todos los nucleétidos son iguales en todas las secuencias
Las regiones donde se observan letras sin color indican que alli los nucledtidos coinciden con la secuencia LOGO. Los bloques de
color indican mutaciones compartidas en los diferentes aislamientos, que pueden asociarse a un linaje o a una region especifica.

Fuente: propia

La matriz de distancias permitio definir la homologia de los aislamientos de manera independiente
(Anexo 1). Todos los aislamientos mostraron una alta homologia con H37Rv, con porcentajes de

identidad que oscilaron entre el 97 y 99%.

4.3 Analisis de genémica comparativa de aislamientos de Mycobacterium tuberculosis respecto

a la cepa de referencia mundial H37Rv.

El analisis de gendmica comparativa entre la cepa de referencia mundial de MTB H37Rv fue
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seleccionada dado que constituye el estandar mas utilizado a nivel mundial en investigacion de
MTB, siendo un genoma completamente secuenciado, muy bien anotado, validado funcionalmente
y de uso comun que ha conservado su virulencia (8). Ademas, H37Rv mantiene la capacidad de
generar enfermedad en humanos y su genoma (NC_00962.3), como se mencioné anteriormente, fue
el primero en ser secuenciado completamente, lo que permitié establecer una anotacion funcional
detallada y comparativa frente a otros aislamientos clinicos, es por ello que sirve como marco de

referencia para identificar los genes que estan implicados con la resistencia y virulencia.

El analisis comparativo de los 24 aislamientos clinicos reveld un total de 28.462 modificaciones
asociadas a sustitucion, extension, truncacion y pérdida de codon de inicio; con el fin de depurar la
informacion y tener un enfoque en las alteraciones con mayor relevancia funcional se decidio excluir
las sustituciones del andlisis ya que muchas de ellas corresponden a mutaciones sindonimas las cuales
no ejercen un impacto significativo en la estructura o funcionalidad de las proteinas. Asi mismo,
durante la depuracion de informacion se decidié eliminar aquellas proteinas hipotéticas presentes

en los tres eventos restantes.

Se obtuvieron un total de 11 eventos de extension, 5 eventos de pérdida de codon de inicio y 13
eventos de truncacion. Dentro de estos resultados se decidid escoger 15 proteinas para llevar a saco
su andlisis mas detallado, estas proteinas fueron seleccionadas ya que en la literatura y evidencia
cientifica se han reportado varios estudios sobre su funcionalidad y capacidad de conferir a MTB

virulencia, resistencia y evasion del sistema inmune.

Gen involucrado Tipo de Efecto en la
Proteina que codifica modificacion proteina Funcion biolégica

EccCa del sistema de
Rv3868 secrecion ESX-1 Sustitucion Extension ATPasa
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Proteina inmunogénica

Respuesta inmune

Rv2875 mayor secretada Mpt70 Sustitucion Extension
Patogénesis
Conversion de metabolitos
Subunidad grande de la
enzima metilmalonil- Adaptacion bacteriana
Rvi496 CoA mutasa SNP Extension
Biosintesis de acidos
micdlicos
Rv3800c Sintasa poliquetidica 13 SNP Extension
Contribucion a la
resistencia
Rv0978¢ PE PGRS17 SNP Extension
Modulacioén de la respuesta
Rv0355¢ PPE7 SNP Extension
inmune
Rv0335¢ PPE6 Sustitucion Extension
Rv0834c PE_PGRS4 Contribucion a la virulencia
Sustitucion Extension
Pérdida del
Rv3347c PPESS o Co.df’)r} de Interaccion con el huésped
Sustitucion inicio
Pérdida del
Rv3514 PE_PGRS49 Sustitucion codon de Evasion de la respuesta
inicio
inmune
Enzima clave en la SNP Pérdida del
Rv2524c biosintesis de poliquétidos codon de inicio
Formacioén lipidos en la pared
Enzima clave en la Pérdida del Contribucién a la virulencia
Rv2524c SNP codon de inicio
biosintesis de poliquétidos Adaptacion al huésped
Proteccion contra estrés
oxidativo
Reductasa de quinonas
Rv0462 SNP Truncacion Contribucién a la virulencia
NAD(P)H LpdA
Rv3791 Alfa~(1-3)- Mantenimiento de la pared
SNP Truncacion celular

arabinofuranosiltransferas
a
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Permeasa del Transporte de fosfato
Rv0934 transportador ABC SNP Truncacion Contribucion a la virulencia

especifico de fosfato Pst4

Tabla 4. Variantes génicas en genes involucrados en los 24 aislamientos analizados, respecto al genoma de referencia mundial. H37Rv.
Las funciones bioldgicas aqui mencionadas corresponden a informacion obtenida mediante busqueda bibliografica sobre las funciones
de estas proteinas y genes en MTB, no reflejan el impacto especifico de las variantes encontradas, debido a que el estudio se realizo
mediante aproximaciones bioinformaticas.

4.4 Analisis filogenético

Los resultados de la aproximacion filogenética revelaron dos agrupaciones entre los aislamientos y
las cepas de referencia (figura 5). El primer grupo estd conformado por los genomas de los
aislamientos Santander 6, Santander 16, Santander 23, Santander 18, Beijing-Like 50148, Beijing-

Like 1104, Beijing-Like 36918, Beijing-Like, Beijing-Like 38774 y Beijing-Like 50148. Por su
parte el grupo 2, contiene solo aislamientos referentes a Santander en donde también se encuentra la
cepa de referencia H37Rv. Finalmente, el aislamiento Santander 9, no presentd ninguna agrupacion.
Cabe resaltar que se incluyeron los genomas que cumplieron con los criterios de calidad establecidos
y que el objetivo del analisis filogenético fue evaluar el posible genotipo de los aislamientos

pertenecientes a Norte de Santander.

42



r— Santander_9
e Santander_6

Santander_16
Santander_3

_: Santander_18

e B jing-like_50148

e B0 jiNg-like_1104

Beljing-like_36918
__: Beijing-like
Beijing-like_38774
= = Beljing-like_35049
— r_: Santander_7
Santander_10
__: Santander_1
Santander_14
e 37 RV
__: Santander_2
Santander_15
Santander_11
Santander_8

_: Santander_4

Santander_5

_: Santander_12
Santander_13

\— M. canettii

20

Figura 5. Representacion filogenética de aislamientos de MTB.

5. DISCUSION

El control de la TB necesita de investigaciones basadas en tipificacion molecular que permita el
entendimiento de las caracteristicas de propagacion y conocimiento de las relaciones entre cepas de
MTB, que junto con una adecuada comprobacion de mutaciones, aseguren un tratamiento efectivo
de la enfermedad y por extension, impidan la transmision de la enfermedad, por ello surge el

presente estudio que tuvo como objetivo identificar las variantes genéticas entre aislamientos de
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MTB de pacientes colombianos respecto a la cepa de referencia H37Rv.

El analisis de genémica comparativa entre la cepa de referencia mundial de M. tuberculosis H37Rv
reveldo gran variedad de modificaciones las cuales podrian afectar la funciéon biologica de las
proteinas si la modificacidon se genera en un sitio critico para esta, lo que podria afectar negativa o
positivamente a las vias metabolicas, las interacciones proteina-proteina, la actividad enzimatica,
entre otras. Asimismo, se podrian generar modificaciones en la estructura tridimensional de la
proteina afectado la capacidad de plegarse correctamente, o confiriendo un plegamiento diferente el
cual podria estard asociado a eventos de adaptacion y supervivencia dentro del hospedero (evasion

al sistema inmune y susceptibilidad ante medicamentos) (55).

Los genes involucrados en este grupo de modificaciones génicas codifican para proteinas
relacionadas con la biosintesis de PGL/p-HBAD, con la virulencia y la respuesta inmune del
hospedero, proteinas integrales de la membrana, enzimas y proteinas metabolicas y proteinas
asociadas a la regulacion y transcripcion génica. Una de las familias proteicas que presentd un mayor
nimero de eventos fueron las de las familias PEE y PE-PGRS. Acorde a diversos estudios, estas
familias desempenan un papel fundamental en los mecanismos conferidos a MTB como contribucion

a la virulencia, resistencia a firmacos y evasion del sistema inmune.

Dentro de los efectos asociados a las mutaciones en los genes codificantes de las proteinas se
identifican tres: mutaciones asociadas con la extension en la secuencia primaria de las proteinas,
mutaciones que generan pérdida del codon de inicio y mutaciones causales de la truncacion en la

proteina.

Se identificaron eventos de extension en la secuencia de las proteinas EccCa, Mpt70, Metilmalonil-
CoA mutasa, Sintasa poliquetidica 13, PE PGRS17, PE_PGRS50, PPE7, PPE6, PE PGRS4 y

PGL/p-HBAD, generados por SNPs y sustituciones de nucledtidos. Esto puede suceder si el SNP
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modifica el codon de terminacion y lo cambia a un codon que codifica para un aminoacido,
provocando que la traduccion no se detenga y continue sintetizando aminoacidos hasta encontrar un

nuevo stop mas adelante (56)

La Proteina EccCa es una ATPasa perteneciente a la familia CbxX/CfgX del sistema de secrecion
ESX-1 de MTB (57). El evento de extension identificado en esta proteina, podria indicar
hipotéticamente, una alteracion a nivel estructural que afecte su capacidad de union a sustratos o

cofactores dentro del Sistema ESX-1.

El Sistema ESX-1 es fundamental en el proceso de resistencia y evasion de la respuesta inmune del
huésped en la etapa primaria de la infeccion, debido a que desencadena rupturas fagosomicas y libera
componentes de virulencia bacteriana hacia el compartimento citosolico de las células inmunes del
huésped (58). Seglin estudios realizados por Soler-Arnedo et al 2020, “la delecidn o inactivacion de
ESX-1 no afecta el crecimiento in vitro, pero causa atenuacion de la virulencia en modelos de
infeccion (59) en este contexto, el evento de extension identificado en la proteina EccCA, podria
afectar la funcionalidad y eficiencia del Sistema ESX-1. Se han asociado cinco factores virulentos
principales a este sistema, dentro de los cuales se encuentra, CFP-10, ESAT- 6, EspA, EspC y EspR,
en donde genes como Rv3868 (codificante de EccA) son vitales para la secrecion de estas proteinas

virulentas

Por otro lado, estudios realizados por Luthra et al (2008) mencionan que un sistema secretor ESX-1
defectuoso impide que el patégeno mutante abandone el fagocito infectado y se propague a las
células vecinas. Adicional a ello, la inactivacion de la proteina EccCa ( Gen Rv3868 que codifica
para la proteina eccA1) altera la capacidad del patdogeno de secretar los factores de virulencia, razén
por la cual se considera que es probable que esta proteina interactia con otros factores del Sistema

ESX-1 para proporcionar energia para la exportacion de los factores de virulencia (60).
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La proteina Pks3 es un policétido sintasa que esta implicada en la sintesis de 4cidos micolipanicos y
micolipenicos, los cuales son acidos grasos ramificados presentes en la poliacetiltrehalosa (PAT),
que es un glicolipido exclusivo de la envoltura de (61) .Segin Wang TT et al (2023), la familia de
genes PKS codifican proteinas multifuncionales que contienen dominios necesarios para llevar a
cabo reacciones de condensacion, reduccion y ciclacion durante el proceso de biosintesis de lipidos
micobacterianos complejos, esenciales en la virulencia y en la supervivencia del bacilo a nivel
intracelular. Adicionalmente, la expresion de esta proteina es regulada en respuesta a diversas
condiciones tales como el estrés, hipoxia y variaciones en el pH, lo que sugiere la adaptacion de

MTB durante una infeccion crénica.

Respecto a las proteinas de la familia PGRS que presentaron este tipo de evento; informacion dentro

del UniProt (https://www.uniprot.org/) , se menciona que la PE_ PGRS17 posee la

capacidad de unirse al receptor TLR2 activando las vias de sefializacion ERK1/2, p38 MAPK y NF-
kappa-B (62), lo que resulta en la maduracion de células dendriticas (CD), asi como en una mejora
en su capacidad para estimular la proliferacion y secrecion de citocinas de células T CD4+ (45). Se
ha descrito que reducen la presentacion de antigenos al proteger proteinas presentes en la proteolisis
y el procesamiento de la proteasoma dependiente de ubiquitina, lo que podria estar asociado con

eventos de evasion inmunolédgica y modulacion de la respuesta inmune (45).

Estudios realizados por Chen T, Zhao Q, Li W, Xie J. (2013), mencionan que esta proteina podria
facilitar la supervivencia del patogeno y perjudicar a la célula huésped mediante la remodelacion del
nicho inmunitario de los macréfagos, compuesto principalmente por citocinas inflamatorias (63).
Actualmente no se reportan estudios que mencionan eventos de extension en este grupo de proteinas,
sin embargo, un evento mutacional en los genes codificantes para este tipo de proteinas podrian estar

asociados a modificaciones en el proceso de union al receptor TLR2, intensificando la activacion de
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las vias de sefializacion ERK1/2, p38 MAPK y NF-kB, lo cual podria potenciar su efecto
inmunomodulador, contribuyendo a la evasion inmunoldgica del patogeno. Por otra parte, estudios
genomicos muestran que, PE-PGRS4 presenta una variabilidad estructural entre sublinajes del
MTBC. Lo cual, sugiere que el gen puede estar sujeto a presiones evolutivas, posiblemente dadas
por adaptacion, relacionadas con la respuesta del huésped o con condiciones ambientales (64). A su
vez, se ha identificado que, mutaciones no sinonimas se han asociado con cepas resistentes a diversos
antibioticos, esto a causa de que las mutaciones se dan muy cerca de los sitios activos de la proteina,

lo que conlleva las alteraciones estructurales de esta (65).

A nivel general, estudios realizados por De Maio F, Berisio R, Manganelli R, Delogu G, (2020)
mencionan que las proteinas PE_ PGRS comparten una arquitectura estructural conservada con tres
dominios principales: el dominio PE N-terminal; el dominio PGRS, que puede variar en secuencia y
tamafio y se caracteriza por la presencia de multiples repeticiones de aminoacidos GGA-GGX; la
secuencia altamente conservada que contiene el motivo GRPLI que une los dominios PE y PGRS y

el extremo C-terminal Unico que puede variar en tamafio (66).

Teniendo en cuenta que estas proteinas presentaron un evento de extension es de gran importancia
realizar un andlisis adicional a nivel funcional con modelacion de la estructura terciaria para analisis

de acoplamiento molecular de la proteina.

De otra parte, las proteinas PPE 7 y PPE 6, al presentar este tipo de mutacion, podrian estar asociadas
a una posible alteracion en el plegamiento o la funcionalidad de estas. En la actualidad no existen
reportes en la literatura que describen eventos de extensidon o elongacion en estas proteinas
especificas, ni estudios experimentales que evaliien sus consecuencias estructurales o bioldgicas. Sin
embargo, la funcionalidad de estas proteinas se basa en la activacion del proceso de inflamacion del

huésped al aumentar la expresion de citocinas proinflamatorias, incluido el factor de necrosis tumoral
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alfa (TNF-a), la interleucina (IL)-1pB y la IL-6, mientras que suprime la expresion de citocinas
antiinflamatorias como IL-10, posiblemente a través del factor nuclear kappa B, ERK1/2 y las vias
de la proteina quinasa activada por mitdgeno p38 (67). Esto podria indicar que el impacto potencial
de esta mutacion sobre la funcion, la estabilidad o la interaccion con el huésped sigue siendo incierto

y podria representar un punto de interés para futuras investigaciones sobre la familia PPE.

La proteina PGL/p-HBAD presentd un evento de extension, lo cual podria tener repercusiones
funcionales significativas. Hasta el momento, no existen estudios en la literatura que describan las
consecuencias de un evento de extension en esta proteina especifica, por lo que su impacto estructural
y bioldgico continta sin esclarecer. Sin embargo, la familia de proteinas PGL de M. tuberculosis se
asocian con la produccion de B-dioles de cadena larga altamente especificos, dimicocerosatos de
ftiocerol, y antigenos glicolipidos fenolicos (PGL) estructuralmente relacionados, que son

importantes factores de virulencia (68)

En el caso de la proteina PGL/p-HBAD, esta forma parte de la ruta biosintética de los fendlicos
glicolipidos (PGL-tb) y de los derivados del acido p-hidroxibenzoico (p-HBAD), componentes
lipidicos de la envoltura externa de M. tuberculosis. Se evidencia que se encuentran relacionados
con factores de virulencia ya que su presencia se ha asociado con una menor activacion de

macrofagos y una disminucion en la produccion de citocinas proinflamatorias (68)

En cuanto a mutaciones asociadas a la pérdida del codon de inicio, se observaron en la secuencia de
las proteinas PE_ PGRS49, PE 55, PPE 5, Sistema Toxina-antitoxina (TA) y la enzima clave en la

biosintesis de poliquétidos.

La proteina PEPGRS 49 se caracteriza por participar en la modulacion de la respuesta inmune
(66). Estudios recientes indican que PEPGRS 49 contiene multiples epitopos T y B, lo que sugiere

su alto potencial inmunogénico y su posible reconocimiento por moléculas HLA (69). Teniendo en
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cuenta el evento presentado en la proteina, se podria pensar que este tipo de mutacion impediria la
traduccion adecuada de la proteina, generando una isoforma que afecta la exposicion en la superficie

de la bacteria lo que podria estar asociado a eventos de evasion del sistema inmune por parte de

MTB.

Por otro lado, en un estudio de Tiwari BM, Kannan N, Bhavana T, Nisha K,Lakshmi V, Tirumalai
R. (2012), observaron que cepas recombinantes de M. smegmatis que expresaban PES mostraron una
supervivencia mayor en lineas celulares, lo que indica su papel potencial en la persistencia
bacteriana. Adicionalmente, los macréfagos que fueron infectados por esta cepa presentaron niveles
altos de citoquinas antiinflamatorias. Todo esto es consistente con las estrategias usadas por MTB
que subvierte el control de macréfagos de cargas bacilares intracelulares (70). Este estudio sugiere
ademas de lo antes mencionado que, posiblemente esta proteina es inmunomoduladora y también
que es probable que participe en establecer y mantener la infeccion cambiando el equilibrio de Thl
a Th2 y con ello, favorecer la infeccion de MTB. Es por ello por lo que, la pérdida de coddn de inicio
en esta proteina se podria interpretar como un mecanismo de evasion antigénica, donde la bacteria
no expone una proteina reconocida por el sistema inmune, favoreciendo su permanencia intracelular

mediante el silenciamiento de un antigeno funcionalmente activo (70).

La proteina MazE4 es codificada por el gen Rvi495. Esta forma parte del sistema toxina- antitoxina
MazEF de MTB, el cual tiene un papel importante en la respuesta adaptativa del bacilo frente a
condiciones de estrés. Este sistema se compone por la toxina MazF, que posee una actividad
endorribonucleasa y su antitoxina MazE, que tiene como funcion neutralizar su efecto citotoxicos en
condiciones normales. Singh et al (2016) demostré que la toxina mencionada interactua con el
dominio C-terminal de la topoisomerasa I de MTB lo que genera una inhibicién de la actividad

catalitica entre las dos proteinas (71)
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Diversos estudios indican que los sistemas MazEF en MTB activan bajo inanicion, la exposicion a
antibidticos o el estrés oxidativo, induciendo un estado de persistencia bacteriana. Dadas las
condiciones, MazF ejerce su funcion ribonucleolitica, generando que el ARN mensajero se degrade
y se detenga la traduccion proteica, favoreciendo la entrada del bacilo en un estado no replicativo
(72). En conjunto, estos hallazgos respaldan que este sistema contribuye a la capacidad de latencia
prolongada en MTB, permitiendo que el bacilo pueda estar en latencia prolongada, generando la
supervivencia de este bajo las condiciones anteriormente mencionadas. Este evento puede
representar un blanco terapéutico prometedor en el desarrollo de estrategias que permitan combatir

la tuberculosis latente (72)

La proteina Polyketide beta-ketoacyl synthase (pks4), esta involucrado en vias biosintéticas que son
necesarias y especificas para la produccion de lipidos ya sea unicos o conjugados de glucolipidos
que son determinantes para la virulencia (73), generados por la fabricacion de lipidos ramificados
que después se incorporan a la pared celular de MTB afectando asi la impermeabilidad y las

interacciones con el huésped (74).

Esta proteina al ser esencial en la generacion de los acidos grasos al sufrir una mutacion de tipo
pérdida de codon de inicio puede generar que estas moléculas no se produzcan o queden incompletas
lo que, conlleva a nivel de la pared celular una alteracion en esta al disminuir la integridad de la
barrera lipidica afectando asi la resistencia de MTB (74). Ademas, los lipidos resultantes de pks4 se
asocian con la respuesta inmune del huésped y, al no producirse, la infeccion podria ser menos
eficiente al momento de establecer la infeccion, permanecer dentro de los macrofagos o generar
granulomas estables. En este sentido, la pérdida funcional de pks4 no solo podria comprometer la
envoltura micobacteriana, sino que también puede modificar el equilibrio entre virulencia y

persistencia del bacilo en el huésped.
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Por su parte las proteinas que presentaron una mutacién que generd truncacién en la proteina
fueron: PE35, Reductasa de quinonas NAD(P)H LpdA, Alfa-(1-3)- arabinofuranosil transferasa

y Permeasa del transportador ABC especifico de fosfato PstA.

A la proteina PE35 se le ha atribuido un papel inmunomodulador relevante durante la infeccion de
M. tuberculosis. Se ha demostrado que PE35 y su par génico PE 38, estimulan la secrecion de
citocinas como IL-10 y MCP-1 en macréfagos humanos, mediada por TLR2 y la activacion de vias
de senalizacion MAPK, lo que sugiere que este par de proteinas puede participar en la regulacion de
la respuesta inmunoldgica del hospedero (75, 76). Ademas, PE35 se ha usado como antigeno
discriminatorio en ensayos seroldgicos para diferenciar tuberculosis pulmonar y extrapulmonar en
sujetos vacunados con BCG frente a controles, lo que evidencia su expresion durante la infeccion
clinica y su reconocimiento por el sistema inmune (77). Una mutacion que afecte el codon de inicio,
como en el caso de estudio, el gen PE35 puede impedir la sintesis completa de la proteina, o en casos
menos severos, provocar su traduccion desde un codon interno alternativo. Esto daria lugar a una
forma truncada que careceria del extremo N-terminal, region que incluye el dominio PE. Este
dominio es clave porque contiene sefales de secrecion y estructuras necesarias para que la proteina
sea exportada correctamente o interactiie con PPE68 y el receptor TLR2. Si esta region se pierde o
se altera, la capacidad de MTB para modular la respuesta inmunolodgica del huésped mediante el
complejo PE35/PPE68 se veria comprometida. En consecuencia, podria disminuir la induccion de
IL-10, una citoquina con funcién antiinflamatoria, lo que limitaria la estrategia del patdgeno para

generar un entorno inmunoldégico menos hostil.

La proteina dihidrolipoamida deshidrogenasa (IpdA), es una enzima que desempeia un papel
importante en el metabolismo de MTB, particularmente en el proceso de generacion de energia y en
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la biosintesis de acidos micdlicos, que son componentes clave en la pared celular. A partir del tipo
de mutacion registrado en este analisis, se podria inferir que este tipo de modificacién eventualmente
estaria asociado a la resistencia de metabolitos reactivos de nitrogeno y 6xido nitrico, debido a que

esta enzima juega un papel importante en este proceso (78).

La proteina aftC, hace parte de las arabinosiltransferasas, las cuales son una familia de
glicosiltransferasas unidas a la membrana que participan en la biosintesis del segmento arabinano de
dos glicoconjugados clave, arabinogalactano y lipoarabinomanano, en la pared celular
micobacteriana. Estas enzimas han resultado ser esenciales para el crecimiento de MTB y son

objetivos potenciales para el desarrollo de nuevos fAirmacos

antituberculosos. En cuanto a la proteina aftC, ésta introduce puntos de ramificacién a- (1-3)
en el dominio interno del arabina no en la sintesis de arabinogalactano y lipoarabinomanano
(79). En el estudio realizado por Madduri, BTSA, Allen, L., Taylor, SC, Besra, et al. Se menciona

que una deplecion de aftC provoca una reduccion del crecimiento celular, alteraciones en la
composicion de la envoltura celular, un LAM truncado e incapacidad para formar biopeliculas.
Ademas, la deplecion de aftC da lugar a un mutante de M. bovis con una infectividad reducida en
monocitos humanos THP-1, pero con una inmunogenicidad significativamente mayor (80). A partir
de la informacion previamente descrita se podria inferir de manera hipotética, que un evento de
truncacion presente en la proteina aftC afectaria la composicion de la pared celular micobacteriana,
provocando la formacion de un LAM truncado y afectando la formacion de biopeliculas, las cuales

son un importante factor de virulencia de MTB.
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La proteina pstA 1, componente transmembrana del sistema de transporte especifico de fosfato (Pst),
tiene como funcién principal facilitar el transporte activo de fosfato inorganico a través de la
membrana; siendo responsable de la translocacion del sustrato hacia el interior de la célula

(78). De acuerdo con el estudio realizado por Tischler ADLeistikow RL, Kirksey MA, Voskuil MI,
McKinney JD. (2013), la proteina pst4 I forma parte de los componentes del sistema junto con PstS3,
PstC2 y PhoT, los cuales son necesarios para la supervivencia en los macréfagos, siendo pstAl
esencial para los procesos relacionados con virulencia y de persistencia de MTB frente a la
inmunidad del huésped dependiente de IFN-y (81) . En contraste, en el estudio realizado por Tischler
AD, Leistikow RL, Kirksey MA, Et al (2013), se analiz6 la funcidn de la proteina pst4/ mediante la
generacion un mutante pstA 1, el cual mostro sensibilidad a las respuestas inmunitarias del huésped
que dependen de (IFN-y) (81). La atenuacion observada en las bacterias mutantes, permiten inferir
que el mutante pst41 es parcialmente atribuible a una funcion reguladora del sistema Pst de MTB.
Ademéds, determinaron que pstA1 tiene un papel crucial en el control de la expresion de los genes
cuando las concentraciones de fosforo inorgénico (Pi) son abundantes, controlando la actividad del
sistema SenX3-RegX3, el cual regula la respuesta bacteriana a la disponibilidad de fosfato. De igual
manera, al realizar el estudio en ratones, pst4/ demostro ser prescindible para la replicacion y
virulencia en ratones deficientes en IFN-y (IFN-y -/- ), sin embargo, es necesario para la replicacion
sostenida y virulencia en ratones que carecen de la sintasa de 6xido nitrico inducible por IFN-y
(NOS2 -/-) o la GTPasa regulada por IFN-y Irgm1. (59) Finalmente, la filogenia la circulacion de
dos linajes de MTB, incluyendo un grupo relacionado con el linaje Beijing, conocido por su posible
mayor virulencia y resistencia a firmacos, y otro grupo mas cercano a la cepa de referencia H37Rv,
lo que indica diversidad genética significativa que puede influir en la respuesta al tratamiento y en

el control epidemiologico de la tuberculosis en el pais.
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6. CONCLUSIONES

e En este estudio los polimorfismos que tuvieron mayor frecuencia fueron aquellos que
presentaron un evento de extension, afectando a las proteinas: PE PGRS17, Mpt70, PPE6,
PPE7, PE PGRS4 y PE PGRSS50, cuyas funciones se encuentran implicadas en los
mecanismos de virulencia, resistencia y evasion del sistema inmune, por lo cual son
modificaciones estructurales cuya repercusion funcional desempefia un papel clave en la

patogenicidad de MTB.

e FEl andlisis filogenético mostr6 la existencia de dos linajes distintos de MTB, uno de ellos
vinculado al linaje Beijing conocido por su alta resistencia y virulencia, y otro que es muy
similar a la cepa de referencia mundial H37Rv. Esta variedad genética indica que el bacilo ha
evolucionado y se ha adaptado en las poblaciones de Colombia lo cual subraya la relevancia de
seguir realizando investigaciones gendémicas que faciliten entender la dindmica epidemioldgica
y molecular de MTB en el pais, con el fin de encontrar patrones que permitan asociar
mutaciones con poblaciones especificas, generando asi la posibilidad de plantear nuevos

tratamientos que vayan direccionados hacia este tipo de situaciones.

o Los resultados obtenidos en este trabajo de grado destacan la importancia de continuar
desarrollando investigaciones sobre gendmica y biologia estructural de MTB, debido a que son
estudios que resultan ser fundamentales para entender como esta bacteria puede adaptarse,

evadir la respuesta inmune del huésped y desarrollar resistencia a los tratamientos disponibles

7. LIMITACIONES Y RECOMENDACIONES DEL ESTUDIO

e Poca informacion en la literatura sobre estudios relacionados con las proteinas de MTB y su

funcionalidad; fue posible identificar gran cantidad de proteinas codificadas en los
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aislamientos analizados, sin embargo, al momento de realizar biisqueda sobre su funcién
biologica o sobre los efectos derivados de mutaciones, como extensiones, truncaciones o
pérdidas de codones de inicio, no se encontraron referencias o estudios previos que
permitieran interpretar su posible efecto en la bacteria.

e Secrecomienda llevar a cabo estudios mas detallados mediante andlisis experimentales in vitro
e in vivo, con el fin de conocer y validar el impacto que podrian tener mutaciones o
variaciones genéticas y su posible relacion con la resistencia antimicrobiana o la adaptacion
bacteriana de MTB.

e Es viable realizar estudios funcionales y estructurales enfocados en las proteinas PE, PPE,
PKS, PGL y las demds proteinas estudiadas en este trabajo, con el fin de ampliar el
conocimiento sobre su participacion en los mecanismos de resistencia y virulencia de MTB.
El uso de enfoques experimentales permitiria validar los hallazgos in silico y asi fortalecer la

interpretacion bioldgica de las mutaciones identificadas.
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