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RESUMEN

Tuberculosis multidroga resistente (TB MDR) se define como la resistencia
de Mycobacterium tuberculosis a los dos principales firmacos del
tratamiento antifimico de primera hnea, Isomacida y Rifampicina TB MDR
representa una amenaza al control global de laTB ya que para su tratamiento
se utilizan farmacos de segunda linea, los cuales son menos efectivos més
caros y mas téxicos Por lo tanto un diagnéstico ripido y la prevencion de
la TB MDR en la comunidad es indispensable

Actualmente se han logrado grandes avances tecnologicos en el desarrollo
de pruebas moleculares rapidas para el diagnéstico oportuno de TB MDR
debido a que existe una mejor comprensién de los mecanismos geneticos de
drogo resistenciaen M tuberculosis Unade las grandes ventajas de utilizar
pruebas moleculares en la deteccién de resistencia es que acorta el iempo de
diagndstico significativamente lo que hace posible interrumpir la cadena de
transmistén de manera oportuna

Pohmorfismos de nucleétido simple es la principal causa de drogo
resistencia y a nivel mundial se han descnito las mutaciones mas comunes
que confieren resistencia a los pnincipales farmacos antifimicos

Aunque la frecuencia de mutaciones genéticas individuales que confieren

resistencia ha sido reportada en algunos paises de América, no encontramos



al momento de la realizacién de nuestro estudio publicaciones similares en
Aménca Central

El principal objetivo de este estudio es identificar las mutaciones presentes
en una coleccién de aislados TB MDR recolectados durante los afios 2001
2011 en el Departamento de Micobacteriologia del Instituto Conmemorativo
Gorgas de Estudios de la Salud Para ello secuenciamos los aislados TB
MDR y a la vez evaluamos la capacidad de una técmica molecular
denominada reaccién en cadena de la polimerasa multiple alelo especifico
en la detecci6n de resistencia debido a que es una técnica economica y rapida
utilizada en paises con alta carga de TB MDR

Los resultados obtemidos en este estudio nos permitiran tener una mejor
comprension de la tuberculosis resistente que circula en nuestro pais (dada
su posicién geogréfica como ruta de tréinsito) y a la vez servirdn como base
en la eleccién de una técnica molecular capaz de detectar la mayor cantidad

de mutaciones prevalentes en nuestro pais



INTRODUCCION

La tuberculosis multidroga resistente (TB MDR) se define como aquel caso
donde el paciente excreta bacilos resistentes a 1sonnacida (INH) y nfampicina
(RIF)®  Actualmente constituye un problema importante para los
responsables del control de la tuberculosis (TB) en muchos paises La TB

MDR se propaga de persona a persona, lo que se conoce como resistencia
pnmana y esto podna resultar en una epiderma de TB con opciones
terapéuticas restningidas La Orgamzacién Mundial de la Salud (OMS)
estima que cada afio 424 000 personas adquieren TB MDR, una forma de

TB que no responde al tratamiento estandar @

En el 2010 se estimaron unos 6 200 casos de TB MDR entre los casos de TB
notificados en la regi6n de las Aménicas  Siete paises representaron més de
80% de los casos de TB MDR en la regién (Peru, Brasil México Ecuador

Haiti Republica Dominicana y Colombia) ¥

Datos del 2007 de la OMS demuestran que en Panami la TB MDR
representa 1 5% de los casos nuevos y 9 7% de los casos previamente

tratados



Ante esta realidad los esfuerzos por reducir el tempo de deteccién de los
casos TB MDR adquieren a nivel mundial y local gran importancia El
manejo de la TB MDR se centra en la expansién de las medidas de control
dela TB MDR (capacitacién guias) a mvel de pais la cobertura de la prueba
de sensibiidad a medicamentos la deteccién de casos de TB MDR y el

tratamiento de segunda linea

En Panamaé la deteccién de estos casos la realiza de manera normativa y
operacional la seccién de Micobacteniologia del Laboratonio Central de
Referencia de Salud Publica del Instituto Conmemorativo Gorgas de
Estudios de la Salud (LCRSP ICGES) El método utilizado es el método
estandar de las proporciones multiples de Canett: Rust y Grosset, método
que emplea medios de cultivos convencionales que requieren de largos

periodos de incubacién 9

En comunicado de prensa de la OMS en el 2010 en matena de reforzamiento
de los laboratorios se notificé que necesario amphar y acelerar
urgentemente en los paises el acceso a tecnologias nuevas y ripidas que
puedan diagnosticar la TB MDR en dos dias en lugar de los métodos

tradicionales que llegan a tardar hasta cuatro meses @



Con la finalidad de ampliar y fortalecer los conocimientos en matena de TB
MDR a mivel nacional nos proponemos en este trabajo identficar las
mutaciones mds frecuentes que confieren resistencia a nfampicina e
1soniacida mediante la secuenciacion de los genes rpoB katG inhA e inhA
mabA respectivamente La informacién generada permitird determmnar las
mutaciones presentes en las cepas resistentes de tuberculosis que circulan en

nuestro pais y su frecuencia.

Una vez identificadas las mutaciones mas frecuentes se evaluard la
utilizacién de la Reaccién en cadena de la polimerasa multiple alelo
especifico (PCRMAS) en la deteccién de las mutaciones que circulan en

nuestro pais



OBJETIVO GENERAL

Identificar las mutaciones mis frecuentes que confieren resistencia a
nfampicina ¢ 1somacida en una coleccién de cepas de tuberculosis

multidroga resistente de Panamé que data de los afios 2001 2011

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Amplificar los genes katG inha inha maba y rpoB mvolucrados en

la resistencia a 1somiacida y nifampicina, respecivamente

2 Secuenciar los productos de amplificacidn de los genes katG inhA
inha maba y rpoB Reconocer en las secuencias donde se presentan

los cambios

3 Comparar los resultados obtemidos con la prueba PCRMAS con los

obtemidos por el método de referencia



FUNDAMENTACION TEORICA

1 GENERALIDADES DE Mycobacterium tuberculos:s
1 1 Descubnnmento de Mycobacterium tuberculosis
Robert Koch medico y cientifico aleman presentd el 24 de Marzo de 1882 su

descubnimiento de Mycobacterium tuberculosis (MTB) agente causal de la
enfermedad conocida como tuberculosis (TB) Koch comenz6 recordando
a la audiencia de las estadisticas aterradoras Si la importancia de una
enfermedad para la humamdad se mide por el numero de muertes que
provoca, la TB debe ser considerada mucho més mmportante que las
enfermedades infecciosas més temidas la peste el clera y similares Uno
de cada siete de todos los seres humanos muere de TB 'Y s1s6lo se tiene en
cuenta a los grupos de mediana edad productiva, la tuberculosis representa
mucho més de un tercio @ La conferencia de Koch considerada por
muchos como la més mmportante en la histonia clinica, era tan mnnovadora,
inspiradora y profunda, que senté las bases para los procedimientos
cientificos del siglo XX El describi6 c6mo habia mventado un nuevo
método de tincién y lo demostré durante la audiencia Koch llevé todo su
laboratorio a la sala de conferencias microscopios tubos de ensayo con
cultivos portaobjetos de vidrio con bactenas tefiidas colorantes reactivos

frascos de vidnio con las muestras de tepido etc Kl quena que la audiencia



revisara por s1 misma sus conclusiones Koch mostré diseccrones de tejidos
de los conejillos de indias que fueron infectados tambien de pulmones de
monos infectados de cerebro y pulmones de seres humanos que habian
muerto de TB de las lesiones en los pulmones de los pacientes con infeccién
crémica y de las cavidades del abdomen de ganado infectado con TB  En
todos los casos Ia enfermedad que se habia desarrollado en los conejillos de
indias infectados expenimentalmente era la misma, y los cultivos de bactenas
tomadas de los conejllos de indias infectados eran 1dénticos  El publico se
qued6 aténito Poco a poco la gente se levanto y comenz6 a buscar en los

MmICTroscopi0s para ver las bactenas de la TB con sus propios ojos

Un afio antes ¢l 18 de Agosto de 1881 en su laboratono durante una tincién
con azul de metileno (de matenal procedente de tubérculos recién formados)
Koch descubné unas estructuras de forma alargada, que no podia ver si no
aplicaba ese colorante Para mejorar el contraste decidi6 afiadir marrén de
Bismarck, descubnendo que las estructuras se volvian bnllantes y
transparentes Y mejoré la técnica empleando dlcali hasta determunar la
concentracién idonea para la visualizacion de los bastones  Koch habia dado
con la combinacién que permitia tefirr la pehcula cubierta del bacilo de la
TB una mezcla de fucsina y amhna, cuyas propiedades bésicas permitian

visualizar al microorganismo



Mas tarde en Alemama Franz Zielh y Fnedrich Neelsen mejoran el método
de tinci6n para MTB y a partir de entonces se conocerd como la Tincién de

Zichl Neelsen

1 2 Caracteristicas morfolégicas y taxonomfia de Mycobacteriuom

tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis tiene un tamafio de 0,2 a 06 x 1 a 10 micras
alcohol 4cido resistente (BAAR) frecuentemente incolora y aerfbica
estricta  Su crecumiento est4 subordinado a presencia de oxigeno y al pH
circundante  Es muy resistente al frio congelacién y desecacién Es muy
sensible al calor luz solar y luz ultravioleta Su multiphicaci6n es muy lenta
Se divide cada 16 a 20 horas  Ante circunstancias adversas puede entrar en
estado latente y retrasar su multiplicacién por algunos dias hasta varios afios
El reservono natural de MTB es el ser humano tanto el sano infectado como

el enfermo

La enfermedad se puede mamifestar en cualquier érgano del cuerpo Lo més
frecuente es la infecci6n en los pulmones y puede propagarse a otros drganos

por via sanguinea o linfatica ¢

Las micobactenas pertenecen al orden de los achinomicetales (bactenas con
formas de hongos) y son consideradas formas de transicién entre las

cubactenas (bactenas verdaderas) y los hongos (Cuadro 1)



Cuadro 1
Clasificacién segun el Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology

Domunio Bactena

Phylum Filum BXIV Actinobactena
Clase Actinobactena

Sub Clase Actinobactenidae

Orden Actinomycetales

Sub orden Corynebactenneae

Famuhia Mycaobactenaceae

Géncro Mycobacterium

Especie Tuberculosis

En 1950 Timpe y Runyon propusieron una clasificacién util del genero
Mycobcaterium en cuatro grupos que se basaba en la velocidad de
crecimiento (rdpido o lento segun sea supenor o inferior a una semana)
produccién de pigmento en presencia o ausencia de luz (fotocromégeno
escotocromégeno y no cromégeno) y caracteristicas colomales En el
Cuadro 2 se presenta la clasificaci6n modificada de Runyon que incluye los

miembros del género Mycobacterium

10



Cuadro 2

Clasificacion de micobacterias que causan frecuentemente
infecciones en humanos (Runvon 1959)

M tubcrculonis complen
M wberclosis
M bovin
M africanum
M kprac
Micobacten s de creamienio lento (misde 7 diis)
A Ransasu (fTotocromopenos Lrupo | de Runyon)
M mainnm
M sordonae (escotocromérenos grupo Il)
M scrofulaccum
M avim complex (no cromogenos prupo i)
M avim
M mnacchullaie
M sarofilaccum
M tcnac comphlex
M nlccrams
M enop
Micob wien v de crecimiento rapido (grupo IV de Runvon)
M fortuttin
M chdlonae
M abvcarvsin

Rums n EH An vmxu ny hut i palm ooy diese Md Chin N nh
Am 195943078 0 T mads ! Crtlithy Wdllw !

Actualmente el genero Mycobactersum incluye mas de cien especies

divididas para fines didicticos en tres grupos complejo tuberculosis

complejo lepra y otras micobactenas

e Complejo tuberculosis

El complejo tuberculosts estd conformado por las especies que causan la
enfermedad de TB en humanos y en ammales Mycobacterium tuberculosis

M micrott M africanum M bovis M canett: M caprae M pinnipedin

11



M mungt M orygis (Cuadro 3) M tuberculosis es la especie més
frecuentemente aislada en humanos @ Estudios de homologia muestran que

todas las especies que conforman el complejo tuberculosis tienen una

simihitud del 95 100% en su ADN
Mpycobacterium tuberculosis

Es la bacteria responsable de la mayor cantidad de casos de TB en el mundo
Descrita por pnimera vez el 24 de Marzo de 1882 por Robert Koch El
reservorio natural de M tuberculosis es el ser humano tanto el sano
infectado como el enfermo Puede causar enfermedad en cualquier érgano
del cuerpo siendo la infeccién en los pulmones la més frecuente  De alli por

via sanguinea o linfitica se propaga a otros 6rganos
Mycobacterium microt

Los reservorios naturales de esta bacteria son pequefios roedores gatos y
otros mamiferos domésticos Es de muy lento crecimiento  En humanos se
han reportado casos de enfermedad pulmonar ganghonar abdommal y
meningea Se ha usado como modelo para investigar posibles vacunas contra

laTB

12



Mbycobacterium africanum

Responsable de més del 50% de los casos con baciloscopia positiva en Africa
Occidental La enfermedad producida poer M africanum no se diferencia

clinicamente de la causada por M tuberculosis
Mbycobactertum bovis

Es pricticamente indiferenciable de M tuberculosis La forma de
transmisién puede ser la habitual entre humanos pero en general se produce
por el consumo de productos ammales contaminados o contacto con
animales enfermos La enfermedad clinicamente es idéntica a la causada por

M tuberculosis

La vacuna Bacillus de Calmette y Guerin (BCG) contra la TB se prepara a
partir de extracto atenuado de Mycobacterrum bovis que ha perdido su

virulencia, manteniendo su poder antigénico

Mycobacterium canetti

Los casos de TB producidos por esta especie son de Afiica y la presentacion

es usualmente pulmonar
Mycobacterium caprae

Aislada en 1999 de cabras con enfermedad tuberculosa diseminada Se ha

encontrado también en cerdos salvajes y vacas

13



Mycobacterium pinmpedii

Se considera a los pinmipedos como su hospedero natural pero también
produce enfermedad en roedores tapires vacas y en el humano La viade
transmisi6n parece ser la aérea La presentacién de la enfermedad es diversa
pudiendo afectar un drea o ser disermnada Se ha descrito zoonosis desde

lobos marnnos a humanos
Mycobacterium mung:

Fue descrita en el 2010 en sunicatos afficanos en quienes la enfermedad
afecta el tracto respiratorio superior Aun no se conoce con exactitud su ciclo

biolégico y forma de transmisién
Mycobacterium orygis

Asslada en humanos al sur y sudeste asiatico Siendo un agente causal de
TB en oryxes gacelas antilopes vacas monos Rhesus al sur de Asia y seres

humanos

14



Cuadro 3
Complejo Mycobacterium tuberculosis

Bacterias del complejo

Mycobactenum tuberculosis Koch 1882
Mycobacternrum microti Wells 1937
Mycobacterium africanum  Castets 1968
Mycobactennum bovis Lessel & Karlson 1970
Mycobacterium canett: vanSoolingen 1997
Mycobactenum caprae Aranaz 1999
Mycobactenum pinmpedin Cousins 2003
Mycobactennum mungi Alexander 2010
Mycobacterium orygis vaningen 2012

o Complejo lepra

En este complejo se incluye la especie M leprae productor de la lepra
humana Conocida también como el bacilo de Hansen Fue descubierta en
1874 por Gerhard Armauer Hansen Es intracelular y pleomérfica, aunque

usualmente tiene forma de baston ©

¢ Otras micobactenas

En este grupo encontramos las micobacterias atipicas o ambientales que
estin amphiamente distribuidas en ¢l medio ambiente fundamentalmente en

¢l agua y en la tierra, sus principales reservonios La transmisién persona a

15



persona es rara, en la afeccion respiratonia el mecanismo de transmision mas
aceptado son los aerosoles en el medio ambiente y la ingesta por via
digesiva Durante muchos afios la descripcién de estas enfermedades
producidas por micobactenias ambientales denominadas en su conjunto
micobacteriosis era un hecho ocasional y casi anecdético la gran mayona
de las veces ligado a situaciones de inmunodeficiencia. Sin embargo en los
ulimos aftos ha pasado a ser una patologia relativamente frecuente sobre
todo condicionada a la apancién de la epidemia de SIDA lo que ha
conllevado un incremento paralelo en la investigacion y conocimientos de

estas micobactenias ©

1 3 Componentes de la envoltura de Mycobacterium tuberculosis y

su rol en la Inmunopatogénes:s

La envoltura de MTB es comple)ja, constituida por cdpsula, pared celular y
membrana plasmética 7 La cépsula es la capa externa de la envoltura de
las micobactenas y sirve de proteccion contra multiples factores externos
Por tanto tiene una interaccidn directa con los elementos de la respuesta
mmune ® Sus caractenisticas y composicién vanian en las diferentes
especies y cepas de micobactenias Entre los principales componentes se
encuentran el dcido micdlico y gheolipidos Estos glicolipidos junto con
algunas proteinas son responsables de las caractenisticas antigénicas de la

bactena @ ?
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La pared micobacteriana se localiza por debajo de la cipsula separada por
un espacio penplismico posee un elevado contemido en hipidos (50-60%)
que le confieren un caracter hidrofébico y la hace refractana al ataque por
hidrélisis enzimética '?  Es una efectiva barrera frente a muchos de los
agentes antimicrobianos convencionales y estd constituida por el complejo
macromolecular formado por dcidos mic6licos arabmnogalactano
peptidoglucano (mAGP) (" Los 4acidos micélicos son &cidos grasos
complejos de gran importancia taxonémica para micobacterias y bactenas de
géneros relacionados como Nocardia y Corinebacternum en el caso de las
micobacterias los dcidos mucélicos tienen de 70 80 carbonos y se les

atnbuye el carécter hrdrofébico de la envoltura

La membrana celular tiene las caractensticas biolégicas y bioquimicas de
cualquier membrana, aunque en las micobactenas los denvados de los
fosfolipidos se caracterizan por estar altamente ghcosilados dando lugar a
moléculas como la hpoarabmnomanana (LAM) que tienen un papel

fundamental en la patogénesis de la TB @
1.3 1 Componentes estructurales

Las micobacterias presentan una gran diversidad de estructuras glicosiladas
complejas con enlace de tipo O ghcosidico Algunos de estos

ghicoconjugados son de importancia estructural como el peptidoglicano (PG)
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y los polisacdndos El PG es una molécula estructural mientras que los

polisacindos protegen a la bacteria de la lisis por el complemento (2

Los componentes mayontanos de la envoltura de las micobacterias son
lipidos asociados a carbohidratos (ghcolipidos) fosfolipidos glicosilados o
carbohidratos complejos sustituidos con dcido micélico o péptidos Las
porciones glicosiladas de estas moleculas son importantes en la interaccion
con los componentes de la respuesta inmune mnnata y especifica del

hospedero (¥

Se estima que ¢l 25% del peso seco de las micobactenas corresponde a
hpidos o glicolipidos el 40% de ellos son moleculas de dcidos micolicos
unudos al disacando trehalosa, que es un disacando de a D glucosa formado
por residuos de a D gluco piranosii (1 1)—a glucopiranosa La trehalosa es
un antigeno presente en numerosas moléculas de micobactenas y existen
vanas moléculas que contienen este disacdrido las cuales se clasifican en

micolatos de trehalosa y sulfolipidos de trehalosa (9

Los mucolatos de trehalosa son écidos micolicos umdos a una trehalosa,
cuando estin acetilados constituyen parte de la trehalosa dimicolato (TDM)

o factor cuerda o parte del fthicerol dimicocerosato (DIM) (9

El factor cuerda (trehalosa 6 6 — dimicolato) es una molécula mixta que se
encuentra en la capa penfénca de la envoltura Es abundante en todas las

micobacterias patégenas Recibe ese nombre porque en los cultivos los
18



microorganismos forman agregados semejantes a cordones Esta molécula
presenta pequefias variaciones en ciertos grupos quuimicos las que son
caractensticas en las diversas especies de micobacterias y cepas % El factor
cuerda est4 formado por un comyunto de tres macromoléculas peptidoglicano
(PG) arabmnogalactano (AG) y micolatos En condiciones nomales el
factor cuerda estimula la actividad de la enzima que lidrohiza el dinucleétido
de nmicotinamida y adenina (NADasa) en el hospedero lo que trac como
consecuencia la dismmucién en la cantidad de la coenzima NAD (9 Esta
coenzima es comun en las reacciones catabélicas de éxido reduccion y la
ausencia de NAD mterrumpe la cadena respiratona en la mitocondna El
factor cuerda es iInmunogémco y se ha intentado usario en la prevencion de
la tuberculosis % '” ademds su naturaleza quimica favorece la inflamacién
crénica y ocasiona la formacién de granulomas en el pulmén (¥ La
formacién del granuloma es producto de una sene de mecamismos de la
respuesta inmune que da por resultado una activacién y diferenciacién de los
macréfagos mediada principalmente por el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF a) contemiendo la diseminacién de la bactenna 9 El factor cuerda
también se ha asociado a la inhibicién de la fusién de los lisosomas con los
fagosomas en los macréfagos fenémeno que se considera clave para la

supervivencia de M tuberculosis en estas células ®
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Fthicerol dimicocerosato (DIM) es una molécula que contiene trehalosa, es
un 4cido graso de 35 carbonos y tiene sustituciones con grupos metilos y dos
dcidos grasos (dcidos micocerésidos) Esta molécula es caractenstica de las
cepas patdgenas y forma una barrera que impide la permeabilidad de la

envoltura de las micobactenas (?

Los sulfolipidos de trehalosa (SL) son llamados tambien sulfatidos son
4cidos micdlicos unidos al disacdnido trehalosa, pero sustituidos por grupos
sulfatos y se localizan en la periferia de la pared celular y parecen ser factores
de virulencia En Mycobacterium tuberculosis estos sulfolipidos de
trehalosa funcionan como evasinas es decir moléculas que facilitan que la
bactena escape a la acciébn de los macréfagos inhibiendo la fusién del
fagosoma con el lisosoma, lo cual puede exphcar el éxito como parésitos
intracelulares @ '9 Los sulfolipidos son responsables de las caractensticas
de tinci6n de las micobactenias @ y se unen a los receptores basurero™ de
clase A (ScR) o receptores scavenger en macréfagos lo que favorece la
entrada de la bactena a la celula hospedera. (' Ademés evita lamaduracién
del fagosoma del macréfago cuando estd infectado por la micobacteria
porque inhiben a la protema C cinasa (PKT) ® y como consecuencia de esto
también se ve mhibida la produccién de éxido mtrico y de citosmnas pro

inflamatonas @0 21



Los ghicolipidos con trehalosas acetiladas son abundantes en la cpsula de
las micobactennas y se clasifican en fenoghcolipidos (PGL)

glicopeptidolipidos (GLP) y lipooligosacandos (LOS) (19

El PGL tiene una porcién sacandica altamente inmunogénica y esta presente
en las cepas patégenas de micobacternias Estas moléculas le proporcionan
propiedades antigémicas en la cdpsula de M tuberculosis y se asocian con la
patogénesis de la TB razén por la que se utihzan en el serodiagndstico de la

enfermedad (1% 2

Los GLP son antigenos muy abundantes en la cépsula, presentan diferencias
antigénicas entre especies de micobacterias  Estdn compuestas por
moléculas de fenol tiocerol estenficado con dos é4cidos grasos
multirramaficados (micocerdsico o tiocerdnico) y a diferencia de todos los
anteriores los residuos sacarnidicos estin O metilados y asociados a la
morfologia lisa de algunas cepas de micobactenas y tienen un papel
importante en la supervivencia intracelular de las micobactenas Se ha
observado in vivo e in vitro que los GLP inhiben la proliferacién de celulas

mononucleares eshtmuladas con mitégenos

Los lipooligosacaridos (LOS) son aquellos constitwdos por 4cidos grasos de
cadena larga con un nucleo sacandico de pohacil trehalosa y un alto
contemido de manosa. La cantidad y tipo de residuos de carbohidratos dan
lugar a una vanedad de LOS capsulares con diferencias antigénicas (9
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Estas diferencias en los residuos sacaridicos tienen valor taxonémico y

diagnostico. '"

Figura 1

Representacion esquematica de la pared celular de M. tuberculosis
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1.3.1.1 Componentes con alto contenido de Manosa

Lipoarabinomanana (LAM) es un factor de virulencia lipoglycan e
importante en la bacteria del género Mycobacterium. Ademas de servir
como un importante componente de la pared celular, se piensa sirve como
una modulina con efectos inmunorreguladores y anti-inflamatorios. Esto
permite mantener la supervivencia de la bacteria en el reservorio humano al
socavar la resistencia del huésped y la respuesta inmune adquirida. Las
funciones adicionales de LAM se cree que incluyen la neutralizacion de los

radicales libres de oxigeno citotoxicos producidos por los macrofagos, la
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inhibicién de la proteina quunasa C y la induccién de genes de respuesta

temprana &

LAM se sintetiza mediante la adicién de residuos de manosa a fosfomnositol
por una serte  de manosiltransferasas para  productr
fosfatidilinositolmanésidos (PIM) y lipomannan (LM) PIM y LM son
entonces glicosilados con arabinano para formar LAM LAM se sabe tiene
tres dommios estructurales principales Estos incluyen un anclaje de
glicosilfosfatidil que une la molécula a la pared celular un nucleo D manano
que sirve como un esqueleto de hidratos de carbone y un termmal D

arabinano Muchas cadenas laterales arabinofuranosil ramifican el nucleo
de manosa. Las modificaciones covalentes a este terminal D arabinano crea,
diversas estructuras LAM con sus propias funciones umicas para mediar la
supervivencta bactenana dentro de un huésped La presenciay la estructura
de la mivelacién permiten una clasificacién de moléculas de LAM en tres

clases principales ManLAM PILAM y AralLAM

LAM manosilada (ManlAM) se caracteriza por la presencia de tapones
manosilo en el terminal D arabinano  Estos tipos de modelos de érea
limitada se encuentran mis comunmente en mis especies patégenas tales
como Mycobacternwn tuberculosis M leprae y M bowis ManLAM ha
demostrado ser una molécula antunflamatona que nhibe la produccion de

TNF a ¢ IL 12 por las células dendnticas y macréfagos humanos :n wvitro
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para modular la apoptosis inducida por macréfagos mediante la umén a

receptores de manosa.

PILAM son LAMs cubiertos con fosfoinositol y se encuentran tipicamente
en las especies no patégenas como M smegmatis En contraste con
ManLAMs PILAMs son pro inflamatonas CD14 un receptor presente en
el reconocimiento por macréfagos asociado con Toll like receptor 2 se
describe como un receptor para PILAM La umén de PILAM al receptor
provoca la activacién de una cascada de sefializacién intracelular que activa
los factores de transcripcion que mician la transcnipcién de genes de
citoquinas proinflamatonas Induciendoa TNF a, IL 8 IL 12y laactivacién

y apoptosis de los macréfagos

AraLAM se caractenza por cadenas laterales 1 3 manosilo en lugar de la 12
que se encuentra comunmente en otras especies de micobactenas Ciertas
especies de bactenas de crecimiento rdpido como M chelonae y cepas de
laboratonio contienen modelos de 4rea limitada que estén ausentes de las dos
capas de manosa y phosphomosital Estas formas se consideran més potentes
que la ManLAM manosa-capsulado en la induccién de las funciones
asociadas con la activacién de macréfagos Ademids de la esimulacion de
los genes tempranos tales como ¢ fos KC y JE AraLAM mduce la
transcnipcién del ARNm para citoquinas caractenisticamente producidos por

los macréfagos Proto oncogenes ¢ fos y ¢ myc estdn involucrados en la
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regulacién de Ia transcripcién génica, mientras que JE y KC son citoquinas
peptidicos que sirven como quimioatrayentes especificos para los neutr6filos
y los monocitos La activacién de TNF a crea manifestaciones patolégicas
de la enfermedad, tales como la necrosis del tejido dafio a los nervios y la
inmumidad protectora Grupos O acilo de la fraccion de arabmnomanano
pueden ser responsables de la actividad de TNF inductor que causa los
sintomas de fiebre pérdida de peso y necrosis Sin embargo la presencia de
ManLAMs disminuye la actividad de AraLAM y la supresién de una

respuesta inmune
1 31 2 Componentes ricos en Arabinosa y Galactosa

El disacarido arabinogalactana (AG) es un antigeno presente en vanas
macromoléculas de bactenas taxondémicamente relacionadas En las
bactenas del orden de los actinomicetales como las micobactenas representa
cerca del 35% de la composicién de la pared celular @9 AG esti compuesta
por los azucares D galactofuranosa y D arabinofuranosa, que son raros en la

naturaleza.

El peptidoglicano (PG) es una capa ngida que confiere resistencia a la
presion osmoética interna y actua de soporte para otras moléculas de la pared
celular El PG estid compuesto al igual que en otras bactenas por unidades
de N acetil glucosammna (NAG) y de N acetilmurdmico (NAM) aunque
presenta gran cantidad de residuos de N ghcolil murdmico Los residuos de
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NAM estan unidos a una cadena peptidica formada por alanina (Ala),
glutimico (Glu) y 4cido meso-diaminopimélico (DAP) (L-Ala-D-Glu-DPA-
D-Ala). Los enlaces interpeptidicos mas frecuentes se dan entre DAP y D-
Ala. Algunas enzimas que participan en la biosintesis del complejo se han
inhibido con farmacos como la fosfomicina. El estudio de estas enzimas es
importante para el desarrollo de nuevos farmacos contra micobacterias.

Figura 2

Inmunopatogénesis de la Tuberculosis pulmonar
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1 4 Genoma de Mycobacterium tuberculosis

En 1998 se publico el genoma completo de MTB concretamente de la cepa
de laboratorio H37Rv El genoma posee 4 411529 pares de bases que
incluyen genes de la virulencia, patogénesis supervivencia, latencia y

posibles genes dianas para la acci6n de farmacos

Se eshma que ¢! genoma de MTB tiene un contemdo importante en
citosina/guanina (65 5%) relativamente constante a lo largo de toda la
secuencia, alberga alrededor de 4000 genes (3924 ORFs identificados)
Llama la atencién la elevada proporcién de genes que codifican para la
expresion de enzimas mmplicadas en lipogénesis y hpélisis De hecho
pocas bacterias son capaces de sintetizar una gama de moléculas hipofilicas
tan vanada como MTB y destaca el hecho de que el genoma codifique
incluso para sistemas enziméticos de biosintesis ipidica propios de plantas
y de mamiferos Si se compara el numero de enzimas implicados en el
metabolismo de los 4cidos grasos de E colr versus MTB contrasta los 50 de
E coli frente a los 250 genes de MTB Es importante destacar que la mayor
parte de los genes implicados en el metabolismo de dcidos grasos estdn
destinados a la lip6hisis mds que a la hpogénesis En efecto la degradacion
de lipidos propios de las membranas celulares o vacuolares del huésped,

resulta decisiva para la patogenia, as1 como para la obtencion de energia @
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El hecho de que la proporctén C/G sea elevada a lo largo de todo el genoma,
en forma homogénea y no concentrada en regiones puntuales denota que se
trata de un genoma que no ha recibido el impacto de la transferencia
honzontal de 1slas de patogema No obstante se observan regiones con una
proporcién de C/G supenor a la media y que son secuencias pertenecientes
a una gran famihia de genes que mmcluyen PGRSs (polymorphic G+C rich

secuences) &)

Por otro lado el genoma de MTB difiere del resto de las bacterias por poseer
dos nuevas familias de proteinas rnicas en glicina, cuya estructura repetitiva
proporciona una fuente importante de variabilidad antigénica. Se calcula que
un 10% de la capacidad codificante de MTB esta destinada a esta famihia
multigénica, cuyos genes se hallan orgamzados en forma de cluster Es un
genoma rico en ADN repetitivo especialmente en forma de secuencias de
msercién como la IS6110 de la que se han hallado 16 copias pero también
son fuentes de repeticién las nuevas famihas multigémcas y genes
housekeeping duplicados Pese a que la tasa de duplicaci6n es similar a la
de otros microorgamusmos (el 51% de sus secuencias codificantes han
surgido a partir de un proceso de duplicacién) como E coli o B subtilis
difiere respecto a ellos en el hecho de que ¢l grado de conservacién
considerablemente supenor es decir al proceso de duplicacion no le ha

segudo un fenémeno de divergencia, lo cual constituye una evidencia més
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que confirma la hipétesis de que M tuberculosis ha surgido de un proceso
de especiacién relaivamente reciente o bien que se halla ante un cuello de

botella.

Los 3924 ORFs 1dentificados suponen un 91% de capacidad codificante del
genoma, esto es una densidad alta El 40% de los ORFs predichos se les ha
atnbuido una funcién precisa por comparacion con secuencias depositadas
en bases de datos en Genbank Un 44% son secuencias con similitud o
mmformacién relacionada. El 16% restante alberga genes de funcion
desconocida, entre los que se deben encontrar genes con funciones

especificas de Mycobacterium @

En cuanto a la composicién aminoacidica, los datos guardan coherencia con
el contemdo elevado en guanina/citosina, en efecto predominan
aminodicidos del tipo alanina, glicina, prolina, argimina y triptéfano puesto
que son los codificados por codones nicos en G/C frente a unos aminodcidos
menos representados como son la asparagina, 1soleucna, lisina, fenilalanina

y tirosina. 9

Dos nuevas familias de proteinas las PE (motivos Pro Glu a mivel del
extremo N terminal) y las PPE (Pro Pro-Glu) se caracterizan precisamente
por ser ricas en glicina, y su elevado grado de polimorfismo hace pensar en

ellas como potenciales antigenos El hecho de que se les atnbuya un papel



inmunolégico no sblo se debe a la importante fuente de vanacién
(anugénica) que suponen sino porque se cree que podnan nterferir en la
respuesta inmune via inhibici6n del procesamiento antigénico tan necesario

para la presentacién de antigeno postenor &9

La famiha PE por ejemplo se compone de 90 miembros que comparten un
dommnio en el extremo N terminal muy conservado consistente en 110
residuos aminoacidicos que se disponen dando lugar a una estructura
globular mientras que el extremo C terminal vana en secuencia, longitud y
numero de repeticiones Estudios filogeneticos han llevado a subdividir la
faomlia en distintos grupos siendo el méis numeroso el de las PGRS cuyo
contenido en glicina supera el 50% y se distnbuye en forma de repeticiones
en tindem del motivo Gly Gly Ala/Asn Existe cierto paralelismo entre las
protemas PGRS y los antigenos del virus nuclear Epstein Barr (EBNAS)
Los EBNAS actuan bloqueando la acci6n del proteosoma, impidiendo asi la

presentacién de antigenos de clase I @

Al completar la secuencia del genoma de M tuberculosis se abre una
prometedora puerta que nos permite pensar en nuevos tratamientos a la hora
de luchar contra la epidemia emergente de la que son responsables un

numero cada vez mayor de cepas multiresistentes @5



2 PATOGENIA DE LA TUBERCULOSIS

El contagio con MTB se produce habitualmente por via acrégena a partir de
pacientes baciliferos con lesiones pulmonares Al toser se generan acrosoles
de pequefias particulas iquidas en cuyo interior se encierran uno o dos
bacilos Al evaporarse queda tan sélo el nucleo de bacilos que permanece
flotando en el medio ambiente y se desplaza con las comentes de aire
pudiendo ser aspirado por otras personas Las particulas de tamafio supenor
a 10pum quedan retenidas en la barrera mucosa de las vias respiratorias
superiores y son elimimnadas por el sistema defensivo mucociliar pero las de
menor tamafio (entre 1 y Sum) tienen la capacidad de llegar hasta los
alvéolos y desencadena la prnmoinfeccién @9

Otras posibles vias de contagio han dejado de tener importancia
epidemiolégica. Tal es el caso de la transmisién digestiva por la leche de
vacas enfermas (Mycobacterium bovis) controlada gracias al procedimiento
de pasteunizacién sistemético de la leche

En la mayona de las ocasiones los escasos bacilos que llegan hasta los
alveolos son fagocitados y destrindos por los macréfagos Sélo un pequefio
porcentaje de las personas infectadas (aproximadamente el 10%) llegard a
desarrollar la enfermedad la mitad de ellos tempranamente a los pocos
meses de la infeccion muentras que el otro 5% necesitard de un largo

mtervalo (a veces de vana décadas) para que se produzca la reactivacién
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endégena de lesiones aparentemente curadas que albergan en su intenor
micobacterias en condiciones metabdlicas adversas pero potencialmente
viables @5

La aspiracién de M tuberculosis hasta los alveolos desencadena una sene de
respuestas tisulares e¢ inmunoldgicas conocidas como primomfeccién
tuberculosa En pnmer lugar se produce un foco de alveolitis exudativa los
macréfagos ehminan un determmado numero de micobactenas y si1 la
invasién no ha sido masiva, muchas veces no se pasa esta fase local Cuando
la infeccién se propaga por las vias linfiticas intrapulmonares hasta los
ganghos regionales paratraqueales o mediastinicos da lugar al llamado
complejo bipolar (fofo pulmonar y adenopatias) En esta fase es habitual que
se produzcan pequefias diseminaciones bacilares por via hematogena a los
segmentos apicales pulmonares nfiones higado y huesos que por lo general
suelen controlarse localmente y que no tienen trascendencia clinica alguna
En las 2 10 semanas posteriores a la infeccién se pone en marcha una
respuesta inmunolégica celular desencadenada por los antigenos de la
membrana y del citoplasma de las micobacterias Los macréfagos reconocen
y procesan dichos antigenos y los muestran a los hinfocitos T para que
estimulen mediante hiberacién de linfocinas la transformacion de un gran
numero de macréfagos en células que estin altamente especializadas en la

lucha contra las micobactenas (células epiteliales y gigantes de Langhans)
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Los hinfocitos activadores de los macréfagos las células epitelordes y las
gigantes se situan concéntricamente para rodear e intentar destruir a los
bacilos intrusos dando lugar al caractenstico granuloma tuberculoso que al
cabo de un tiempo se reblandece en su centro y deja un nucleo de necrosis
caseosa En muchos casos este sistema defensivo controla totalmente la
infecci6n y una vez cumphdo su cometido se reabsorbe dejando tan sélo una
pequefia cicatnz fibrosa que para mayor segundad acostumbra a
calcificarse En estas circunstancias es posible que la pnmoinfeccién haya
sido asintomética y que incluso no deje secuelas detectables en la radiografia
de térax lo que s1 queda es la memona iInmunolégica que se pondri de
manifiesto con la prueba de la tuberculina y pernitird diferenciar los
individuos infectados (tuberculina positivos) de los no nfectados
(tuberculina negativos) @ Asipues segun el balance micial entre el sistema
inmunitano del huésped y las micobactenas tuberculosas se distinguen tres
situaciones diferentes exposicion sin infeccién infeccién sin enfermedad o

estado de latencia y enfermedad activa (Figura # 3)

2 1 Exposicién sin infecc1én

Esta condicibn no desarrolla respuesta mmumitana (reaccién de la

tuberculina negativa) no hay evidencia de enfermedad
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2 2 Infeccibén latente

En cualquer drea donde el bacilo se localice provocard una reaccién
inflamatona que constituye el chancro de mnoculacién habituaimente
pulmonar y mucho menos frecuentemente digestivo cutineo o mucoso
Alrededor del bacilo se agrupan una sernie de células mononucleadas
linfocitos y macréfagos con algunas células gigantes (células de Langhans)
El centro de este foliculo o granuloma suele necrosarse y luego se calcifica
En la mayona de los casos se produce la destruccién de las micobactenas

y la unica evidencia de infeccién es un test cutdneo de hipersensibilidad a la
tuberculina positivo y otras veces los bacilos pueden persistir en forma
latente En una minona de casos los antigenos en €l complejo pnmano (foco
pulmonar inicial més el gangho lLinfitico regional) alcanzaran una
concentracion suficiente de hipersensibilidad que resultana en una necrosis
y calcificacién wvisible radiolégicamente Junto con el desarrollo de
hipersensibilidad pueden asociarse manifestaciones alérgicas como entema
nodoso o queratoconjuntivitis flictenular La mayoria de estos casos
quedan en esta pnmomnfeccién que da lugar a la alergia tuberculinica y a la
inmunidad tuberculosa que provoca un estado defensivo en el organismo
hacia nuevas infecciones o a la disemunacién de la infeccién en curso  Esta
mmunidad fallaré bajo alguna circunstancia que produzca inmunodepresién

provocando una enfermedad tuberculosa meses o afios después de la



infecci6n por ¢l mismo bacilo reinfeccién endégena o por reinfeccton

ex6gena (adquisicion de un nuevo bacilo del exterior)

2 3 Enfermedad

Se manifiesta por un gran polmorfismo con vanadas localizaciones ya sean
pulmonares o extrapulmonares (menos frecuentes) La tuberculosis
pulmonar puede ser aguda, neuménica o bronconeuménica Puede provocar
una disemunacién hematégena con afectacién mihiar o meningea, as1 como
tambien comphcacién bronquial debido a adenopatias mediastinales que
pueden ocasionar atelectasias por comprimir ¢l arbol bronqual Las
bactenas de la tuberculosis se activan s1 el sistema inmunitano no puede
detener su crectmiento  Cuando las bactenas de la tuberculosis estén activas
(multiplicéndose en el cuerpo de la persona) se le denomina enfermedad de
la tuberculosis Las personas enfermas de tuberculosis pueden también
transmutir las bactenas a otras personas En muchas personas la infeccién
de tuberculosis latente nunca se convertird en la enfermedad Algunas
personas se enferman de tuberculosis poco después de contraer la infeccion
(en las semanas siguientes) antes de que las defensas del sistema inmunitario
puedan combatir a las bactenas Otras personas se enferman afios después
cuando su sistema inmunitario se debilita por otras causas Para las personas

con sistemas inmunitarios debilitados especialmente las que tienen la
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infeccion por el VIH, el riesgo de enfermarse de tuberculosis es mucho

mayor que las personas con sistemas inmunitarios normales.

Figura 3
PATOGENIA DE LA TUBERCULOSIS

Como la tuberculosis ataca los pulmones

Una persona inhala la bacteria, que viaja por el aire, tras ser expulsada
por una persona portadora (enferma o sana) mediante la tos.

El sistema inmune ataca
a la bacteria

l'omado de: http://www tuberculosis. pe/content/infografia-ataca-tuberculosis
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DIFERENCIAS ENTRE LA INFECCION DE TUBERCULOSIS
LATENTE Y LA ENFERMEDAD DE TUBERCULOSIS ¢"

Una persona co ks mfecd d toberculosis latente

Uns persona con s enfermedad de tuberculosls

N bene mngitn sintoma

Presenta sintomas que pueden mehu

tos mntensa que dura 3 semanas  mis
doloren 1 pecho

103 con sengre  espulo

deinldad fahga

pérduda de peso

falts de apetitn

escal frios

febre

O 0 0o 0 O O O 0 o

sodores nocturnes

No e sienie mal

Por lo general, 3¢ niente mal

otrus personas

N puede teosmuti Ins bectenas de la wherculosis

Puede trensmuh a3 boctenas de In tubarculons  otras

tuberc lasi

Por| geoeral, el resuliadod bnprucha cutines dela
prucho de sangre ndica que tiene una  foc dn por

personas
Por lo general e resultndo de la prucbacutines deln
procba de sungre ndica que hiene una mfecc 4 po
tuberculosts

negativo al frotis de espario

Presenta una mdiografia de térax normal y un resuliado

Pucde teney una mdrogmafia de teox anomal
resultado posinvo 2l frons el cultivo de esputo

Neceasta tratarse I feccrén de tuberculogns Iatente para)
cvitar que se convierta en enfermedad de tuberculosis

Necesita tratarse ia enfermedad de toberculosis

2 3 1 Manifestaciones chnicas de la Enfermedad

La tuberculosis pospnmaria, también conocida como secundana o

tuberculosis de tipo adulto es la forma climco radiogrifica mas frecuente

aunque en general el individuo no tiene constancia de la pnmoinfeccion

previa por las caracteristicas de ser asintomética o poco aparente



En algunos casos sobre todo en los paises con alta prevalencia de
tuberculosis la tuberculosis posprimana se debe a una reinfeccién exégena
pese al relativo grado de inmumdad del sujeto infectado No obstante lo
més comun es la reinfeccién endégena por micobactenas latentes capaces de
resistir en el mtenor de algunas células o en pequefios focos caseosos en
condiciones metabdlicas adversas en un continuo equilibrio con las defensas
orgAnicas que se rompe tras muchos afios por alteraciones transitorias o
persistentes de la inmunidad

De cualquer forma, la respuesta serd distinta en el individuo reinfectado que
en el previamente sano como ya puso de manifiesto Koch con un clésico
experimento s1 se¢ mnocula a un cobayo sano bacilos de MTB por via
subcutdnea, se forma en el punto de moculacién un absceso que
posteriormente se ulcera, se infartan los ganghos hinfiticos regionales y al
cabo de pocas semanas el antmal muere por diseminactén generalizada de la
tuberculosis S1 esta misma experiencia se realiza en un amimal con previa
exposicién a tuberculosis en lugar de una ulcera se forma una escara que
cicatnza, no aparecen adenopatias y el amimal no muere es decir que si
sobrevive a la pnmera infeccidn es capaz de presentar un cierto grado de
resistencia frente a posteriores agresiones lo que le permute al menos
localizar la enfermedad e impedir su disemmacién Esto explica, en gran
parte las diferentes caractenisticas de la pnmoinfeccion y de la tuberculosis

posprimaria en el hombre 5
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3 TRATAMIENTO

Antes que existieran drogas efectivas la mitad de los pacientes con
tuberculosis pulmonar morian en 2 aflos y sélo 25% se curaban Con el
advenimiento de la quumioterapia los tratamientos con largos periodos de
reposo en cama, aislamiento prolongado y colapsoterapia, se tornaron
innecesarios El tratamiento de la tuberculosis se basa en conceptos muy
distintos a los de las demés infecciones bactenanas MTB tiene un tiempo
de generacién prolongado y la capacidad para entrar en pertodos de latencia
con una actividad metabolica hmitada, lo cual dificulta la acciéon de los
antimicrobianos ® Respecto al tratamiento existen poblaciones de bacilos
diferentes en funcién de su localizacién y actividad (Figura 4) Asi los
bacilos presentes en las cavidades pulmonares se multiplican de forma activa
en un ambiente aerobio los del intenor de los macréfagos lo hacen en un
ambiente microaerofilico que induce la latencia, y los que se encuentran en
el interior del caseum tienen sélo ocasionalmente un ciclo replicativo
(crecimiento intermitente) Por otra parte MTB puede multiplicarse en los
tepidos, donde la penetracién de los antibiéticos es fiacil o bien encontrarse
en cavidades pulmonares pus o matenal caseoso en donde la penetracion de
los antibibticos resulta més dificil Finalmente hay que sefialar que el pH
del matenal caseoso y el del intenor de los macréfagos es muy bajo lo cual

condiciona la actividad de los distintos firmacos @



Macréfagos
Macrdfagos Macrifagos ctena
en reposo actlvadg: muertos E’egﬁra" "ﬁi’}s cgemmo

Figura 4 Represeniacion esquematiza de la estructura de un foco caseoso
Tomado de Bentrup y Russell

Los farmacos antituberculosos presentan un perfil de actividad diferenciado
frente a cada una de estas localizaciones y poblaciones (Figura 4) y es
necesario asegurarse de que el tratamiento prescrito sea activo frente a todas
ellas
Las micobactenas presentan una resistencia natural a2 numerosos
antibactenanos Considerando ademds que aunado a la resistencia natural
se ha i1dentificado la resistencia primana y la resistencia secundana, como
se descnibe a continuacién
¢ Resistencia natural Aparece sin que la cepa bactenana haya estado
expuesta al fairmaco Es causada por mutaciones que ocurren al azar

en poblaciones bacterianas numerosas Para evitarla se utilizan vanos
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farmacos por lo improbable de la aparicién de resistencia natural a mas
de un farmaco

Resistencia Pnmana Es cuando la infeccién se produce por el
contagio con un bacilo que ya era resistente al antimicrobiano Es
causada por la disemmnacién de bacilos resistentes  Para evitarla se
crean medidas higiénicas que eviten la diseminacién de bacilos
resistentes a partir de enfermos sin tratar o en el transcurso del
tratamiento

Resistencia Secundana Se desarrolla en bacilos que son sensibles al
1micio y se vuelven resistentes durante el tratamiento Es causada por
monoterapias tratamientos mnadecuados tratamientos incompletos
Para evitarla se emplean vanos firmacos La multiterapia reduce la

posibilidad de que aparezcan mutantes

Como Mycobacterium tuberculosis posee una pared compleja, muy

hidréfoba, con una permeabilidad reducida para un gran numero de

compuestos ¢l tratamiento de la tuberculosts se realiza con antimicrobianos

especificos (con actividad antituberculosa) G0

Firmacos de Primera Linea

La tuberculosis tiene un tratamiento eficaz que asegura, en los casos no

complicados una tasa de curacién supenor al 95%  El exito de este
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tratamiento se basa en la asociacién de firmacos y en su larga duracion

1somacida (hidracina del dcido isonicotinico INH) nfampicina (RIF) y
pracinamida (amida del 4cido pirocinoico PZA) los primeros D meses e
INH y RIF hasta completar los 6 meses de tratamiento ¢>3¥ Debe afladirse
un cuarto firmaco en aquellas zonas con una incidencia de resistencia
pnmana a la INH supenor al 4% cuando el paciente ha sido previamente
tratado con antimicobactenianos cuando el paciente es de un pais con una
elevada incidencia de tuberculosis resistente o cuando existe el antecedente
de contacto con un paciente con tuberculosis resistente conocida Este cuarto
farmaco sena ctambutol (ETB) para los adultos y estreptomicina (STR) para
los mifios en quenes no es posible monitorizar la agudeza visual Los
farmacos mencionados se conocen como farmacos de pnimera linea para ¢l
tratamiento de la tuberculosis ¢9

Isomacida (INH)

La INH es activa tan sélo frente a los bacilos en replicacién activa, siendo su
papel muy hhmitado en las poblaciones que replican lentamente como las del
caseum o en las poblaciones latentes como las del internior de los
macrdfagos G

Rifampicina (RIF}

RIF tiene un efecto bactencida sobre las células de M tuberculosis
metabélicamente activas y también posee una excelente accién estenlizante

de las bactenas en estado de latencia (que sélo presentan ocasionalmente
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actividad metabolica) tanto en los focos necréticos como en el intenor de
los macréfagos 44

Piracinamida (PZA)

Es un denvado sintético de la nicotnamida Posee un potente efecto
estenihzante sobre los bacilos tuberculosos latentes en el interior de los
macréfagos que permite cuando se usa asociada a Ia RIF acortar a 6 meses
el tratamiento de la tuberculosis sensible Pero carece de actividad frente a
las deméds micobacterias incluyendo otros componentes del complejo
tuberculosis 9

Etambutol (EMB)

Etilen-diamino-dibutanol es un producto isomérico dextrogiro denvado de
la etilendiamina Es activo frente a células en crecumiento acive Tiene una
actividad vanable sobre las demds especies de micobacterias de crecimiento
lento y su actividad es mucho menor en las especies de crecimiento rapido
Inhibe de forma especifica la biosintesis de la pared micobacteriana ¢4
Estreptomicina (STR)

La STR es un atimético ammnoglucésido que interfiere en la sintesis proteica
bloqueando la traduccién del ARNm tanto en su micio como en la
mcorporacién de nuevos aminodcidos a la cadena polipeptidica Activo

frente a bacilos extracelulares ¢4
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Féirmacos de Segunda Linea

Existen también otros farmacos de segunda linea o de reciente desarrollo que
constituyen como veremos alternativas para el tratamiento en determinadas
situaciones en donde el paciente presenta resistencia a los firmacos de
pnimera lmea, principalmente a INH y RIF que son las dos drogas més
importantes para en el tratamiento antifimico Un paciente resistente a INH
¥y RIF es considerado multi droga resistente (MDR) y requiere de un esquema
de tratamiento con farmacos de segunda linea, més costosos con més efectos
secundanos y con una duracién més extendida del tratamiento ¥ Algunos
de estos farmacos son

Etionamida (ETH)

La etionamida (Etil tio-isoncotinamida) y la protionamida (propil tio

isonicotinamida) son denvados del acido 1somicotinico con una potente
actividad frente a M tuberculosis y otras micobactenas La ETH mhibe la
sintesis de dcidos micolicos y estimula las reacciones de oxidorreduccion

Su mecamismo de acci6n es parecido al de la INH Por consiguiente las
mutaciones en ¢l gen k4 que conficren una resistencia de bajo nivel a la
INH también producen resistencia a la ETH ©9

Amicacina kanamicina capreomicinay viomicina

La amicacina y la kanamicina, junto con la estreptomicina, son
ammoglucdsidos similares estructuralmente y poseen actividad

antituberculosa La capreomicina y la viomicina son antimicrobianos
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peptidicos basicos que comparten el mecamsmo de accién con los
aminoglucésidos No se absorben por via oral siendo de admimistracién
intramuscular

Cicloserina

LaD cicloserina (4 amino-3 1soxazolidinona) es un andlogo de la D alanina
que mnhibe de forma competitiva, las enzimas D alanil D alanina sintetasa,
alanina racemasa y alanina permeasa, interfinendo con la sintesis de la pared
micobacteniana @9 Es activa frente a todas las micobacterias asi como
frente a otros microorganismos

Fluoroquinolonas

La actividad de las quinolonas tiene lugar a nivel de las topoisomerasas de
tipo Il y fundamentalmente sobre la ADN girasa compuesta de dos
suburmidades A y dos subumdades B codificadas por los genes gyrd y gyrB
respectivamente

Acido paraaminosalicilico (PAS)

PAS es activo frente a M tuberculosis mientras que las demés micobactenas
son resistentes Es activo frente a la poblacién de crecimento extracelular
El mecanismo de accién del PAS no se conoce con exactitud Se la ha
atnbuide inhibicién de la sintes:s de acido félico del metabolismo del 4cido

salicilico y del transporte de hierro



La paradoja del tratamiento de la tuberculosis es que cuando se cumplen 50
afios de la introduccién de una quimioterapia eficaz, el numero de casos de
la enfermedad a escala mundial es mayor y lo que es més alarmante
aumenta el numero de infecciones por cepas resistentes a los farmacos
antituberculosos Un tercio de la poblacién mundial estd infectada
aproximadamente existen 9 millones de nuevos casos de la enfermedad por
afio y 2 5 millones de muertes 7 3® A esta situacién han contribuido la
pandemia por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) ©? Ila
reduccién de la financiacién de los programas de control de la enfermedad,
los movimientos migratorios a partir de paises con gran mcidencia de

tuberculosis y el incremento de la incidencia de cepas multiresistentes “041



Figura 5
FARMACOS CONTRA M. tuberculosis
Cell Wall Synthesis

Isoniazd
Ritampin |
|
Inhibits RNA
synthesis _ @0

DNA Coiling, Transcription,

ATP Synthesis

Tomado de Curiosidades de la Microbiologia (http://cunosidadesdelamicrobiologia.blogspot.com/2012/03/como-buscar-nuevos-

objetivos-para-un.html)
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31 Mecamsmo de accibn y mecanismo de resistencia de los dos
prmcipales firmacos del tratamiento antifimco Isomacida y
Rifampicina

311 Isomacida
3111 Mecanismo de acciéon de la Isomacida

Desde que se conoci6 la actividad clinica de la 1somacida (forma hidracida
del scido 1somcotinico INH) por Robitzek y Selikoffen 1952 2 hasido la
droga mis comunmente utilizada contra Mycobacterium tuberculosis La
INH esti conformada por un anillo de pindina y un grupo hidrazida (Figura
6) Y es un andlogo de mcotinamida estructuralmente relacionado a otras

drogas antifimicas como la ettonamuda y pirazinarmda ©%

Isontand

Figura 6

Estructura quimzca de la Isomacida

Por su potencia y actividad bactericxda forma parte del esquema de drogas

de primera linca contra M tuberculosis Sin embargo la resistencia a INH



ha sido reportada con una incrementada frecuencia, con las tasas mas

elevadas en el sudeste de Asia y la Federacién Rusa (449

INH parece penetrar con facilidad las células del hospedero 647y difundirse
a traves de la membrana de M tuberculosis “® 4 La INH es una pro-droga
y requiere de una activacién oxidativa por la enzima catalasa peroxidasa
codificada por el gen katG en M tuberculosis Aunque se ha reportado que
los metabohtos activos de INH inhiben multiples vias celulares esenciales
incluyendo la sintesis de acidos nucleicos ®? y fosfolipidos ¢V parece que la

principal ruta inhibida es la sintesis de acidos micéhicos ©%39)

Los 4dcidos micéhicos son &cidos grasos ramificados de cadena muy larga
(hasta 90 itomos de carbono) constituyen uno de los componentes
principales de la envoltura de la célula micobacteriana y contribuyen en gran
medida a su impermeabilidad De los cas1 4000 genes que conforman el
genoma de M tuberculosis llama la atencién la elevada proporcion de su
capacidad codificante destinada a la expresiéon de enzimas imphcadas en
lipogénesis y lipolisis Pocas bactenias son capaces de sintetizar una gama

de moléculas lipofilicas tan vaniada como M tuberculosis

Uno de los genes presente dentro del cromosoma de este patégeno (as1 como
también de otras especies de micobactenas) codifica para una enzima que
contiene todos los dominios funcionales requeridos para la sintesis de dcidos
grasos denominada sintetasa de 4cidos grasos de tipo I o FASI (Fassy Accid
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Synthase I) Lo llamativo de la presencia de esta enzima en micobacterias
es que es la msma que sintetiza 4dcidos grasos en eucanotas desde la

levadura S cereviseae hasta el ser humano ©° 36 57 58 39)
31 1 2 Genes involucrados en los mecanismos de resistencia a 1sonmacida
Gen inhA

La identificacién del blanco de accién de INH en micobactenas fue
realizada, en su mayor parte por el grupo de W R Jacobs y contribuyé no
solamente a aclarar el mecanismo de accién de la INH sino también a
comprender la ruta biosintética de los &cidos micdlicos  El grupo de Jacobs
aislé cepas mutantes de la micobacteria no patégena de crecimiento ripido
M smegmats resistentes a INH, y cloné e identificé el gen responsable Este
gen tambien presente con alto grado de homologia en M tuberculosis y M
bovis BCG fue denommado mnhd y se vio que mostraba gran sumihtud con
el genfabl de E coli involucrado en la sintesis de dcidos grasos de bactenas
mediada por FASII (Figura 7) Esta informaci6n adquiere relevancia si se
recuerda que INH causa inhibicién de la sintesis de los 4cidos mic6licos en
micobacterias pero no afecta la sintesis de los dcidos grasos de cadena més
corta producidos por FASI Al mismo tiempo podna estar sefialando la
existencia de dicho sistema en micobacterias dado que fab/ es parte de
FASII Esta posibilidad estana sustentada por la necesidad de contar con un
sistema de sintesis para los dcidos mic6licos con lo cual las micobactenas
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tendrian sistemas especificos para la sintesis de acidos grasos "normales”

(necesarios para la sintesis de membrana citoplasmatica) y “extra-largos™.

La secuenciacion del gen mutado en cepas de M. smegmatis INHR mostro
que el cambio del aminoacido Serina 94 por Alanina (Ser94Ala) era el
responsable de la resistencia a INH. Asimismo se demostro que esta cepa
mutante presentaba resistencia cruzada a la droga antifimica de segunda linea
etionamida®’, la que también actia inhibiendo la sintesis de acidos
micolicos®”. Sin embargo, numerosos aislamientos clinicos resistentes a
isoniacida (INHR) eran etionamida sensible (ETHS), lo que sugiere blancos

distintos.

Figura 7

Esquema de la ruta biosintética de los acidos grasos y acidos micoélicos
en micobacterias
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Estudios llevados a cabo por Ortiz de Montellano y otros investigadores
mostraron recientemente que la etionamida es también una prodroga
activada por una monooxigenasa denomnada EthA©>636 y esto justificana
la proporcion de aislamientos chmcos INHR ETH®  El hecho de que cepas
chnicas mostraran resistencia tanto a INH como a ETH indicaba un
mecanismo de resistencia compartido lo que fue confirmado al clonar y
secuenciar el gen k4 en cepas INHR katG (+) y ETHR ethA (+) En todas
las cepas analizadas se encontraron mutaciones en inh4 que eran suficientes
para impedir la umén de INH activado y ETH activado 6566676369 [ 3
identificacién de mhA como blanco de accién de INH en micobactenas llevéd
a la secuenciacién del gen mh4 en numerosos aislamientos climcos y se
encontr6 que las mutaciones mas frecuentes eran de dos tipos 1) en la regién
promotora de inhA (este gen esta ubicado cornente abajo del gen mabA con

el cual forma un operén y 2) en la regi6n codificante de inhA
Gen katG

La resistencia a INH entre aislados clinicos de M tuberculosis ha estado
asociada con pérdida de actividad de la enzima catalasa peroxidasa ™ En
general hay una relacién inversa entre el grado de resistencia a INH y la
actividad de la catalasa " Zhang y colegas demostraron que la deficiencia
en katG el cual codifica la enzima catalasa peroxidasa de M tuberculosis

estd relacionada con la resistencia a INH en aslados clinicos de M
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tuberculosis ™) Mutaciones en katG reducen la capacidad de la enzima
de activar la pro-doga INH lo que conduce a la resistencia El gen 4atG en
M tuberculos:s esta situado en una region altamente vanable e inestable del
genoma, quizés debido a la presencia de secuencias repetiivas de ADN (54)
predisponiendo potencialmente de este modo a una alta frecuencia de
mutaciones en katG Mutaciones puntuales en katG son mas comunes que
las delecciones en aislados clinicos resistentes a INH La mutacién puntual
que resulta en una substitucion de treomna por serina en el cod6én 315
(S315T) se presenta en la mayona de los aislados clinicos resistentes a INH
(175) La mutaci6n S315T est4 asociada con una reduccién del 50% en la
actividad catalasa peroxidasa y con un alto mvel de resistencia (MIC=5

10pg/ml) 6™  Se espera que estudios de cristalografia de la catalasa
peroxidasa de M tuberculosis ™ permita una interpretacion mas exacta de
la estructura y los efectos funcionales causados por las mutaciones en

aislados clinicos resistentes a INH
Oftros genes

El rol de las mutaciones en kasA4 ¢l cual codifica a B ketoacyl ACP sintasa
del sistema sintasa de 4cidos grasos tipo II es controversial Reportes
iniciales 1dentificaron una asociacién entre resistencia chmica de INH y
cuatro mutaciones independientes en kas4 ™ pero estudios posterores

reportaron la presencia de 3 de estas mutaciones en cepas senstbles a INH de
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M tuberculosis ®°8") A pesar de que se ha reportado un incremento de hasta
cinco veces en la concentracién inhibitona minima (CIM) de INH luego de
la sobreexpresi6n de kasA en M tuberculosis ® también se ha reportado que
la sobreexpresion de kasA confind resistencia a tiolactomicina, un conocido
inhibidor de kas4 pero no incremento la resistencia a INH en M smegmatis
M bovis BCGy en M tuberculosis ® Utilizando INH radioactiva, Mdluh
y colaboradores reportaron que kasA esta covalentemente asociada con INH
y ACP en M tuberculosis ™ pero Kremer y colaboradores usaron
anticuerpos ant: kasA para demostrar que el tratamiento con INH en
micobactena no resulta en un secuestro significante de Kas4 y también
demostraron en un ensayo i vitro que la INH activada no mnhibe la
actividad de kas4 ¥ Aunque la prevalencia de evidencia sugiere que inhA
y no kasA es el pnmer blanco de INH en la ruta de sintesis de los 4cidos
micolicos el rol de las mutaciones de kasA en la resistencia a INH de aislados

clinicos requiere més mvestigacién

Mutaciones en ndh (que codifica NADH deshidrogenasa) demostraron
conferir resistencia a INH y etionamida en M smegmatis Tales mutaciones
reducen la actividad de NADH deshidrogenasa generando multiples
fenotipos resistencia cruzada a INH y ETH letalidad termo sensible y

auxotrofia (®* Dichas mutaciones se han detectado en el 10% de aislados



clinicos resistentes a INH los cuales no conteman mutaciones en katG inhA

o0 kasA &0

Se ha observado que mutaciones en la regi6n promotora de ahpC conducen
a una sobreexpresi6n de la alquil hidroperéxido reductasa en M tuberculosis
resistente a INH ®® Estas mutaciones raramente se observan en cepas
resistentes a INH sin mutacién en katG ®7 Sin embargo estin presentes en
cepas resistentes a INH por mutacién en KatG presumiendo que esto se deba
a un mecamismo compensatorio por la pérdida de acuividad de la catalasa
peroxidasa en tales cepas 2 2 Parece que aipC no juega un rol directo en
resistencia a INH, porque la sobreexpresién de ahpC en cepa tipo salvaje de
referencia de M tuberculosis no muestra apreciable incremento de la CIM
para INH, por lo que mutaciones en la regién promotora de ahpC pueden
servir como un util marcador para deteccién de resistencia a INH

A pesar de la 1dentificacién de vanas mutaciones genéticas asociadas con
resistencia a INH, cas: un cuarto de todos los aislados clinicos resistentes a
INH no presentan mutaciones en ninguno de los genes antes descritos
suginendo otros mecanismos alternativos de resistencia a INH

312 Rifamicinas

Las nfamicinas fueron primero aisladas en 1957 de Amycolatopsis
(antenormente Streptomyces) mediterrane: como parte de un programa de

detecci6n de antibibticos en Italia ®@  Su descubnimiento y uso extendido
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ha revolucionado la terapia antituberculosa permitiendo la reduccién de la
duracién del tratamiento de 18 meses a 9 meses ® Aunque la actividad
bactenicida temprana de las rifamicinas es infertor a la de la INH @299 las
nimaficinas son los agentes esterilizadores més potentes dispombles en el
tratamiento contra TB mata los bacilos persistentes a lo largo de toda la
duracin de la terapia %499

Las nfamicinas se caracterizan por una unica estructura quimica que consiste
de un nucleo aromitico umdo en ambos lados por un puente alifithco ©9
Aunque los cambios estructurales en posiciones C21 C23 C80 C1
pueden reducir significativamente la actividad microbiolégica,

modificaciones en C 3 no alteran la actividad microbiolégica

Las nfamicinas estin altamente umdas a proteinas en el plasma, pero
difunden ficilmente por la membrana celular de M tuberculosis debido a su
naturaleza lipofilica " La actividad bactericida de las nfamicinas ha sido
atnbuida a su capacidad para inhibir la sintesis de ARNm por la unién con

una alta afimdad a la polimerasa ARN bactenana dependiente de ADN %D

La Rifampicina es un antibiético de amplio espectro y es la nfamicina mas
ampliamente usada para tratar tuberculosis La Rifabutina es otra
rnfamicina con reducida induccién del sistema enzimético hepético

citocromo P-450 onigialmente demostré ser efectiva para la profilaxis &9



y tratamiento @7 de la infeccién por el complejo M avium intracellulare en
personas con una avanzada enfermedad del VIH

Otra nfamicina con propiedades farmacocinéticas favorables es la
Rifapentina la cual presenta una mayor concentracién en suero y una vida
media prolongada, lo cual permite una terapia altamente mtermitente para
pacientes VIH negativos quienes no tienen cavitacién en la placa toraxica y

quienes tienen cultivo de esputo negativo despues de los dos meses de terapia

(%8)

3121 Mecamsmo de accién de Rifampicina

La estructura central de la ARN polimerasa comprende las subumdades
o2Bp @ evolutvamente conservada entre procariotas lo cual explica la
achvidad antimicrobiana de las nfamicinas contra un amplio rango de
bacternas La cnstalografia de rayos X exammando la mnteraccién de
Rifampicma y ARN polimerasa de Thermus aquaticus revelé que la
nfampicina ejerce su efecto al unirse a las dos subumdades B de la ARN
polimerasa bloqueando directamente la ruta de elongacién del ARN

transcrito (02

Aunque el blanco moelecular de la nfampicina ha sido bien caractenzado el
mecamsmo preciso por el cual esta interaccién conduce a la muerte de

micobactenas aun no esté claro
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3122 Gen mnvolucrado en ¢l mecanismo de resistencia a
Rifampicina

Gen rpoB

Aunque la resistencia s6lo a INH es comun en M tuberculosis la resistencia
solo a RIF no es comun y més porque el 90% de los aislados resistentes a
RIF son también resistentes a INH Por lo tanto resistencia a RIF ha sido
usada como un marcador indirecto para detectar tuberculosis multidroga

resistente (19

Como en E colt (%105 |a resistencia a RIF en M tuberculosis surge de
mutaciones en rpoB el cual codifica la subumdad B de la ARN polimerasa
(106) La mayona de los aislados clinicos resistentes a RIF contienen
mutaciones puntuales agrupadas en una regién de 81 pares de bases entre los
codones 507 y 533 del gen rpoB (17719 Aunque al menos de 35 vanantes
alélicas han sido descntas %7 las sustituciones de aminoécidos en una de
las dos posiciones (Serss; 0 Hisszs) representan la mayona de las mutaciones
que confieren resistencia clinica a RIF (19610819 Congstente con los datos
chinicos la seleccién espontéinca de resistencia a nfampicina i vitro en la
cepa de laboratono de referencia M tuberculosis H37Rv muestra mutaciones
en rpoB solamente en Serss; 0 Hissys, predommando la mutacién Serss; Leu
(119 T as cepas con las mutaciones puntuales CAC — TAC (His —Tyr) en

el codon 526 y TCG — TTG (Ser — Leu) en el codon 531 responsable del



30% y 25% respechvamente de 1a resistencia a RIF en aislados climcos en
los Estados Umidos 'V En otros paises estas mismas mutaciones
representan 12% y 47% de los casos resistentes a RIF lo cual sugiere una
vaniacion en la frecuencia de apanicién de mutaciones en 7poB en regiones
geograficas diferentes (19 A diferencia de las mutaciones en los codones
531 y 526 los cuales confieren un alto nmivel de resistencia a RIF
(MIC>32pg/ml) y resistencia cruzada para todas las nfamicinas (/00
mutaciones en los codones 511 516 y 522 estin asociados con bajo o alto
mivel de resistencia a nfampicina y nfapentina (MIC 2 32ug/ml) pero con
sensibilidad a nfabutina y a la nueva nfamicina, nfalazl '2''3 Mutaciones
raras en M tuberculosis han sido también reportadas en la regién 5 del gen
rpoB y una de estas mutaciones en V176F confiere una resistencia de

intermedha a alta a RIF (114119

Vanias cepas de micobactenas de rdpido crecumiento M smegmafis M
chelonae M flavescens y M vaccae son capaces de mnactivar RIF por
nbosilacién conduciendo a una resistencia inherente a este antibidtico
(16117 Sin embargo este mecanismo de resistencia a RIF no ha sido
descnito en M tuberculosis No obstante un pequefio porcentaje de aislados
resistentes a RIF (<5%) no presentan ninguna mutacién en el gen rpoB

sugiriendo un mecanismo molecular de resistencia a RIF en M tuberculosis
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como por ejemplo una permeabilidad alterada a RIF o mutaciones en otras

subunidades de la ARN polimerasa.

Figura 8

Mecanismo de accion de la Rifampicina

Rifampin (1966)

DNA Coiling, Transcription,
and Translation
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METODOLOGIA
1 Tipo de estudio Descriptivo — retrospectivo

2 Umverso El umverso estaba conformado por todas las muestras de esputo
con cultivo positivo para Micobacterium tuberculosis que se recibieron en
el Departamento de Micobacteniologia del Laboratono Central de Referencia
de Salud Publica — Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudio de la Salud,

durante los afios 2001 al 2011

3 Muestras Las muestras seleccionadas fueron todas las muestras con
cultivo positivo para Micobactersum tuberculosis que luego de realizar el
método de las proporciones multiples de Canett resultaron resistentes a INH
y RIF Fueron en total 66 aislados TB MDR panamefios recolectados desde
el 2001 hasta el afio 2010 Y 31 muestras sensibles como control negativo

recolectados entre 2009 y 2010
4 Cnteno de mclusién
Grupo experimental Aislados TB MDR recolectados entre 2001 y 2010

Grupo control Aislados de TB sensibles recolectados entre 2009 y 2010

5 Cntenos de exclusién
Grupo experimental Aislados de TB sensibles

Grupo control Asslado de TB MDR
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6 Métodos
Se realizaron los siguientes procedimientos
1 Identificacion del complejo Mycobacterium tuberculosis amvel
molecular con el kit comercial AccuProbe Gen Probe
2 Extracciéon del ADN genémico
3 Amphficacién de los genes katG inhA inhA mabA y rpoB
involucrados en la resistencia a Isomacida y Rifampicina,
respectivamente
4 Secuenciacién de los genes involucrados en la resistencia a
Rifampicina e Isomacida de las cepas en estudio e
ident:ificacion de las mutaciones

5 PCR Multiple alelo especifico

61 IDENTIFICACION A NIVEL MOLECULAR DE LAS CEPAS EN
ESTUDIO UTILIZANDO EL KIT COMERCIAL ACCUPROBE -
GEN PROBE

El pnmer objetivo especifico de este proyecto fue realizar nuevamente la
identificacion pero a nivel molecular empleando el Kit comercial AccuProbe
de Gen Probe para identificacién a partir de cultivo del complejo

Mycobacterium tuberculosis

Principio 1os ensayos que utilizan hibridaci6n de 4cidos nucleicos se basan

en la capacidad de las cadenas complementanas de los acidos nucleicos para
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unirse de modo especifico formando complejos bicatenanos estables El
método ACCUPROBE utiliza una sonda de DNA monocatenario conjugado
con un marcador quumioluminmiscente complementario del RNA nbosémico
(RNAr) del organismo diana Cuando el RNAr del orgamismo diana es
hiberado la sonda se hibnda con este para formar un complejo DNA RNA
estable El reactivo de seleccidn permite diferenciar las sondas hibridadas de
las no hibndadas El luminémetro GEN PROBE permite medir la sefial
luminosa emmitida por los hibridos DNA RNA El resultado es positivo s1 el
lummnémetro sndica un valor supenor o igual al valor umbral es negativo s1

indica un valor infenior
Procedimiento

A Identificacién a partir de cultivo en medio séhdo

1 Lamuestra se obtuvo con un asa metélica a partir del medio de culuvo
2 En la medida de lo posible se evité que la muestra incluyera medio

de cultivo junto con las micobactenas

B Preparacién del matenal

1 Se llené el somicador con agua suficiente hasta aproximadamente 1cm del

borde



2 El agua del bafio de ultrasomdos fue cuidadosamente desgasificada antes
de la manipulaci6n con el fin de optumizar la transferencia de energia de los
ultrasonidos Para desgasificar a fondo el agua, se puso a funcionar el
sonicador durante 15 minutos antes de ser utthzado en cada lote de pruebas

3 Se empled un bloque a 95° + 5°C y un bafio mana a 59 - 61°C

4 Se utihzé el lummoémetro S de GEN PROBE Venficando que la
cantidad de Reactivos de Deteccién 1 y II era sufictente para realizar las

pruebas

C Controles

Como control positivo se utthizé la cepa Amenican Type Culture Collection
(ATCC 25177) de M tuberculosis y un cultivo de M avium del College

Amencan Patology (CAP) como control negativo

D Preparacién de la muestra

1 Se identificaron los tubos de lisis con los correspondientes numeros de ID
de cada cepa Se trabajaron en grupos de 11 a 13 incluyendo en cada grupo
¢l control negativo y positivo

2 Se transfiné con micropipeta 100pul de Reactivo 1 (Reactivo de Lisis) y

100l de Reactivo 2 (Tampon de Hibridacién) en todos los tubos de hisis
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3 Se transfiné la muestra provemente del medio sélido al tubo de lisis
agitando el asa en la soluci6n para poner las células en suspension
4 Una vez tapados los tubos de hisis se agitaron brevemente con ayuda de un

vortex

E Laisis de la muestra

1 Los tubos de hisis se introdujeron en el portatubos del sonicador de manera

que la muestra, en el fondo de los tubos qued6 sumergida manteniendo los

tapones fuera del agua

2 Se procedio con la sonicacion durante 15 minutos
3 Luego se colocaron los tubos de lisis en el bloque calefactor a 95° + 5°C

durante 10 minutos

F Hibndacién

1 Una vez retirados los tubos de lisis del bloque calefactor se rotularon igual
cantidad de tubos de Reactivo Sonda con los correspondientes numeros de
identificacion

2 Después se tom6 100ul de muestra de los tubos de lisis y se transfiné a su

correspondiente tubo de Reactivo Sonda



4 Tapados los tubos de Reactivo Sonda fueron incubados durante 15

minutos a 59 5° 61°C en bafio mana

G Seleceibn

1 Retirados los tubos de Reactivo Sonda del bafio mana se afiadié 300ul de
Reactivo 3 (Reactivo de Seleccién) en cada tubo Tapados los tubos fueron
agitados con un Vortex para obtener una mezcla homogenea

2 Se mncubaron los tubos de Reactivo Sonda durante 10 mnutos a 59 5°
61°C al bafio maria

3 Retirados los tubos de Reactivo Sonda del bafio mana se dejaron a
temperatura ambiente durante al menos 5 mmutos Se leyeron los resultados

dentro de los 15 minutos siguientes

H Deteccién

1 Se selecciond el protocolo # 4 para ACCUPROBE en el Luminémetro
2 Se hmpi6 la superficie de los tubos con papel absorbente

3 Los tubos se colocaron los tubos en el Lummémetro y se procedié a

obtener la lectura de cada muestra



I Interpretacién de los resultados

Los resultados del test accuprobe para identificacion a partir de cultivo del
complejo Mycobacterium tuberculosis son interpretados en funcién de un
valor umbral Las muestras que producen una sefial luminosa de valor
supentor o igual a este umbral son consideradas positivas Las sefiales
luminosas mferiores a este umbral son consideradas negativas Cuando el
resultado se situa en una zona de incertidumbre la prueba debe repetirse Si
un segundo andhsis sigue dando resultados dudosos debe sembrarse

nuevamente la cepa con ¢l fin de venficar su pureza

ACCUPROBE/Lunminémetro Sh
Tabla 2
RLU Interpretacién
<20000 NEGATIVO

20000 — 29999 ZONA DE INCERTIDUMBRE

>6= 30000 POSITIVO
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6 2EXTRACCION DE ADN GENOMICO UTILIZANDO EL KIT
COMERCIAL DE QIAGEN

1 Se transfineron 20pl de Protemasa K en el fondo del tubo de
microcentrifuga de 1 S5ml

2 Se afiadieron 200l de muestra al tubo del paso antenor

3 Se afladieron 200ul de buffer AL a la muestra, vortex por 15s

4 Se incubé a 56°C por 10 minutos

5 Se procedi6 a centnfugar brevemente para remover las gotas que
estaban en la tapa

6 Se afiadieron 200u1 de etanol (96 100%) a la muestra y vortex por 15s
Después del vortex centnfugar brevemente el tubo de microcentnfuga
para remover las gotas de la tapa

7 Se procedi6 a agregar cuidadosamente la mezcla del paso 6 a la
columna QIAamp Mim spin que viene con su tubo de coleccién de
2ml Luego se procedio a centrifugar a 8000rpm por 1 min Luego se
descartd el tubo de coleccion que contiene el filtrado y se colocé la
columna en un nuevo tubo de coleccié6n de 2ml

8 Cuidadosamente se destapd la columna y se afiadié 500u1 del buffer
AWI1 a la columna Se centrifugé por 8000rpm por 1 minuto y se

procedi6 a descartar el filtrado



10

12

Se afiadi6 a la columna 500u! de buffer AW2  Sé centnfugo a
méxima velocidad (14000rpm) por 3 minutos y se descartd el tubo de
coleccién con el filtrado

Se colocé la columna QIAamp M spin en un nuevo tubo de
coleccion y se centnfugd por 2 mmnutos a méxmma velocidad
(14000rpm)

Se colocé la columna QIAamp Mini spin en un tubo de 1 5 de
microcentnifuga impto y se afiadi6 a la misma 200ul de buffer AE o
agua destilada Se incubd a temperatura ambiente (15 25°C) por 2
minutos y luego se centrifugé (8000rpm) por 2 minutos

Se conservo el ADN extrasdoa 20 C

6 3AMPLIFICACION DE LOS GENES KATG, INHA, INHA-MABA Y

RPO INVOLUCRADOS EN LA RESISTENCIA A ISONIACIDA Y
RIFAMPICINA, RESPECTIVAMENTE

Se amplificaron regiones especificas de los genes KatG inh4d imhA mabA 'y

rpoB involucrados en la resistencia a INH y RIF respectivamente en las 66

cepas TB MDR y de las 31 cepas de M tuberculosis sensibles a los

antifimicos (control negativo) Los cebadores y las condiciones para la

amplificaci6n y secuenciacién de los genes involucrados en la resistencia de

M tuberculosis fueron adoptados de estudios previos ('*!19 (Cuadro 4)
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Cuadro 4

Gen Primer (5°-37)

Longitud del producto de
PCR (pb)

Ciclo de amplificacion

KatG

KatGOF  GCAGATGGGGCTGATCTACG

KatG4R  AACGGGTCOCGGGATGGTG

InhA

inhAF GTATGGGCCACTGACACAACAC
InhAR CCGCCGAACGACAGCAGCAGGA

mabA-inhA:-15

inhAPF AATTGCGCGGTCAGTTCCACAC
inhAPR  (TGUGCGATGCCCGTTGAGC
RpoB

ROF GTCGCCGCGATCAAGGA

RIR TGACCCGCGCGTACAC

435

648

96°C 3 min, 25 X (95°C 50s,
68°C 40s, 72°C 1mun), 72°C
10min

94°C | mn, 26 X (94°C 30s,
68°C 30s, 72°C 1 min 30s), 72°C
Tmin

94°C Imin, 26 X (94°C 30s,
68°C 30s, 72°C Tomin 10s), 72°C
Tmin

96°C 3min, 25 X (95°C 50s,
65°C 40s, 72°C 20s), 72°C 3min
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La mezcla de reacci6n se describe a continuaciéon

Tabla 3
Reactivo Volumen (pul) | Concentracién

MgCl; 10 50mM
DNTPs 15 10mM
Tag Pol 05 S5UNl
Buffer 25 10X
Primer F 05 10pM
Pnmer R 05 10uM
ADN 30

H0 155

6 3 1 Electrofores:s en gel de agarosa

Los productos de las amplificaciones fueron corndos en gel de agarosa al
0 5% en TBE 0 5X La electroforesis se realizé a 100V por una hora y los
productos de la amplificacion fueron visuahizados en un transiluminador UV

a 300nm
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Los resultados de la commda fueron registrados mediante una foto con el
fotodocumentador para evaluar los productos obtenidos en relacién a la

escalera de peso molecular y al tamafio esperado

6 3 2 Punficacién de productos de PCR

Las muestras que amphficaron fueron punficadas por el método

AgarAceTM de Promega  El procedimiento se realizé igual como lo

especifica el fabncante en el boletin técnico AgarAce®Agarose Digesting

Enzyme No 228

Cuantificacién de productos punficados

Una vez purificados los productos fueron cuantificados

La cuantificacién se realiz6 utilizando un espectrofotémetro (biofotometro)

y diluyendo las muestra 1/50 para su medicién
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6 4SECUENCIACION DE LOS GENES INVOLUCRADOS EN LA

RESISTENCIA A RIFAMPICINA E ISONIACIDA DE LAS
CEPAS _EN ESTUDIO E IDENTIFICACION DE LAS
MUTACIONES

En la reaccion de secuenciacion de cada gen se utihizaron los mismos
cebadores de laamphficacién La secuenciacién se realiz6 usando el reactivo
de BigDye Terminator v3 1 de Apphed Biossytem Los volumenes de la
muestra vanaron en la mezcla de reaccién de acuerdo a la concentracién en

cada muestra El volumen final de la reaccién fue de 20pl (Tabla 4)

TABLA 4
Buffer | Big Dye | Pnmer | H:O | Muestra | Volumen
5X Total
KatGOF 3 2 1 12 20 20
KatG4R 3 2 1 12 20 20
mhAF 3 2 1 125 15 20
inhAR 3 2 1 125 15 20
mhAPF 3 2 l 125 15 20
mhAPR 3 2 1 125 15 20
ROF 3 2 1 12 20 20
RIR 3 2 1 12 20 20
PGEM 3 2 1 13 1 20

1 Edici6n de Secuencias
Las muestras amplificadas y secuenciadas se editaron utilizando el software
de andhsis Sequencher para eluminar las ireas que no se podian leer

claramente y para evaluar la base nucleotidica presente en la secuencia  Se
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examinaron las secuencias para ver la presencia de cambios nucleotidicos en

comparacion a la cepa de referencia H37RV.

2.  Analisis de los productos de secuenciacion
Los datos de secuenciacion fueron analizados y comparados con la cepa de

referencia H37Rv (GenBank accession number NC 000962.2) usando

ClusterW multialignment.

6.5PCR MULTIPLE ALELO ESPECIFICO
Se realizO0 PCRMAS a todas las muestras en estudio, a partir del ADN

extraido utilizando los siguientes cebadores adoptados de estudios previos

(18119 (Cuadro 5).
Cuadro §
Mutaciones blancos Primers alelo especifico (5°-3°) Longitud del producto de
PCR

KatG 315 KatGSR 292
ATACGACCTCGATGLCCGC
KatGOF
GCAGATGGGGCTGATCTACG

mabA-inhA:-15 InhAP-15 270

GCGCGGTCAGTTCCACA
InhAPF2
CACCCCGACAACCTATCG
rpoB516 rpoB516 218
CAGCTGAGCCAATTCATGGA
RIRm
TTGACCCGCGCGTACAC
rpoB526 rpoB526 185
CTGTCGGGGTTGACCCA
RIRmM
TTGACCCGCGCGTACAC
rpoB531 rpaB531 170
CACAAGCGCCGACTGTC
RIRm
TTGACCCGCGCGTACAC
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La mezcla de reaccion para PCRMAS: El volumen final de la mezcla de
reaccion fue de 24.6pl con las siguientes concentraciones que se muestran a
continuacion:

Tabla 5§
Reactivo Concentracion Volumen (ul)

rpoB516 10uM 0,1
rpoB526 10uM 0,5
rpoB531 10uM 3,25
RIRm 10uM 3,0

| KatgOF 10umM 0,1
Katg5R 10pMm 0,1
inhAP-15 10pM 0.6
InhAPF 10uM 0,6
Taq 5U/pl 0,1
DNTPs 10Mm 0,5

__ﬁ!!Clz 50mM 2,0
PCR Buffer 10X 2,5
DNA - 1,0
H:0 - 10,25

1.  Ciclo de amplificacion
El ciclo de amplificacion de PCRMAS fue: 96°C 3min, 23 ciclos de

95°C 50s, 68°C 40s, 72°C 1min y una extension final a 72°C 7min.

2. Deteccion

Los productos de PCR-MAS fueron detectados en electroforesis en gel de
agarosa al 2.5% con Buffer Tris —Borato-EDTA al 1X, durante una hora
cuarenta y cinco minutos. Cada pocillo del gel fue cargado con 20pul (15pl

de muestra mas 5ul de loading buffer).

Interpretacion de los resultados en el gel de agarosa: El extremo 3 terminal

de cada cebador alelo especifico anidard por complementariedad con la
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segunda base del respectivo codén en estudio Por lo que s1 en el ADN
blanco no hay mutaciones en estas bases o sitios blancos el cebador amidara
y la polimerasa extenderi la cadena ddndose un producto de amphficacion
Sin embargo cuando el ADN en estudio presente una mutacién puntual de
las descritas anterniormente el cebador alelo especifico no podré ser extendido
por la ADN polimerasa por lo que no habré producto de amphficacién para

€sa region

6 6COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR
PCRMAS CON LOS OBTENIDOS A TRAVES DEL METODO DE

REFERENCIA.

Con los resultados obtemidos de esta comparacién se calculara la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo

negativo de la técmca PCRMAS
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RESULTADOS

> IDENTIFICACION A NIVEL MOLECULAR DE LOS
AISLADOS EN ESTUDIO UTILIZANDO EL KIT
COMERCIAL ACCUPROBE — GEN PROBE

El kit comercial AccuProbe Gen Probe confirmé la identificacién
broquimica previa (prueba de niacina, reduccién de mitrato e mhibicién de la
catalasa) realizada a cada uno de los 98 aislados en estudio Valores de RLU
superiores a 30000 corroboraron la presencia del complejo Mycobacterium

tuberculosis en cada una de las muestras analizadas

Identificacién molecular del complejo M tuberculosis del grupo de
aislados para control negativo

Auslados sensibles
—— ) # Sample Cepas Identificacién
N W Ieosa; sensibles | del complejo M
SOFTWRE Revidioy 0 20 O o M tuberculosis
SYSTDN BERIAL MmPEER 1 _Ctil POS | POSITIVO
e 2 Cii NEG | NEGATIVO
NA h— bl A LA —
PIY oy ey - 3 7 POSITIVO
FYCOLAYTERIOLIGI —LCRep 4 75 POSITIVO
_ 5 85 POSITIVO
REPORT MG —HRESMOLDG 8 a1 POSITIVO
m;a:m 20000 7 92 POSITIVO
|eEnes NECATIVE 8 137 POSITIVO
20000 o % POSITIVE 9 157 POSITIVO
- - 10 191 POSITIVO
N w e 1 211 POSITIVO
. 42080 POz 12 233 POSITIVO
2 ™ 13 235 POSITIVO
1 555922 Pos
5 ] 54 3526 PoB
[ 1 523159 pos
1 J95.6 POB
] 830 & POS
9 5541
10 1 517595 POB
1 95 95 POS
2 6 6567 POS
13 1 185238 P08 |
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Nota

Ctrl NEG Control Negativo = Micobacterium avium (CAP)

Ctrl POS Control Positivo = Micobacterium tuberculosis ATCC25177

Aislados sensibles

PROTOOOL AP MYCODAC
THRSDAY JulY 29 2010 5 &M
SOFTWARE REVISION Gl 3
“VTTEM SERIAL mMUMEER
TYPE DA JOUAL
COUNT TIME ? SEC
Kl OT7 saey

BELOW 20000 NEGAT IVE
BETMEEN 20000 ND 29999
30000 POSITIVE
Fm REPL R FLAG
1 216 Pea
2 1303 NEG
3 t 95057 roB
1 500200 POS
5 02 S
[ 51 07} ™3
563 02 POD
] 2651 P0B
9 1 515482 PO8
] 80284 POS
1 516048 P03
2 I:WaTH8
21028 Poa |
Nota
Nota

# Sample Cepas Identficacién
sensibles | del complejo M
tuberculosis
1 Ci POS | POSITIVO
| 2 CHINEG | NEGATIVO
3 287 POSITIVO
4 268 POSITIVO
5 270 POSITIVO
[} 327 POSITIVO
| 7 330 POSITVO
B 333 POSITIVO
9 358 POSITIVO
10 as3 POSITIVO
11 368 POSITIVO
| 12 a7 POSITIVO
13 382 POSITIVO

Ctrl NEG Control Negativo = Micobactertum avium (CAP)

Ctrl POS Control Positivo = Micobacterium tuberculosis ATCC25177
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Aislados sensibles

PROTOCOL AP HYCOBAC
THURSDAY JULY 29 201
SOFTWARE REVISIon 0 S
SYSTEM SERIAL ma@eR .
vPE
o T o 10v
KIT LOT R SE

OPERATOR MVCOBACTERIGLOGIA LCRSP

PEPORT NG rRESHOLDS

SAMPLE
BELOW 20000 NEGAT
BETWEEN 20000 AND 29399 Ve
30000 POSITIVE
|SNPLE REPL RLU FLAC
| 1 485911 POS
2 H 159%4 NEG
2 1 515556 POS
1 276390 Pos
5 1 547021 POS
[ 1 218185 POS
7 1 2 6
8 1 73174 POS
9 1 0 938 POS
10 1 305861 PoB
1 1 01311 PO
12 1 72636 POS
13 1 83947 POS |
Nota

# Sample Cepas Identficacidn
sensibles | del compiejo M
_ tuberculosis
1 Ctd POS | POSITIVO
2 Cird NEG | NEGATIVO
3 ans POSITIVO
4 397 POSITIVO
| 6 388 POSITIVO
6 400 POSITIVO
7 402 Zona de
incertidumbre
8 404 POSITIVO
9 406 POSITIVO
10 408 POSITIVO
14 414 POSITIVO
12 415 POSITIVO
13 425 POSITIVO

Ctrl NEG Control Negativo = Micobacterium avium (CAP)

Ctrl POS Control Positivo = Micobacterium tuberculosis ATCC25177




Aislados sensibles

REPORTING HRESHOLDS
SAMLE
BELOW 0e o NELATIVL
BETVELN 200
ADOVLERUAL 10800 POCITIVE]
MPLE  REPL R FLAC
1 m oz PO~
2 1 1i% NEC
7 1 5 253 POS
g 1 06910 P05
1 3882 POS|
6 1 001g pos|
7 1 7 636 [0
8 1 129329 OS]
1 6 67 PO~
10 1 7083 pos
1 i 7nt pee
2 [1] POS
Nota

# Sample Cepas dentficacidn
sensibles | del complejo M
tuberculosis
1 Ctd POS | POSITIVO
2 CHNEG [NEGATVO |
3 427 POSITIVO
| 4 432 POSITIVO
5 437 POSITIVO
8 441 POSITIVO
7 482 POSITIVO
8 485 POSITIVO
9 471 POSITIVO
10 472 POSITIVO
11 474 POSITIVO
12 498 POSITIVO

Cutrl NEG Control Negativo = Micobacterium avium (CAP)

Ctrl POS Control Positivo = Micobacterium tuberculosis ATCC25177




Identificaci6n molecular del complejo M tuberculosis del grupo de

aislados MDR
Aislados MDR
Wk wd ¥ FNAEN  DONNIBOONNCDOONNNNNN #_Sample Identificacion
MDR del complejo M
WTOCOL 4 AP MYCOBAC tuberculosis
TUESDAY JULY 20 2010 S 15 1 0201 POSITVO
FTWARE REVISION 1 9 061 2 0202 POSITIVO
Eem'm SERIAL NUMBER 203368 3 0203 POSITIVO
TYPE DNA 1GUAL 4 0204 POSITIVO
ﬁ#'{o}"f 2 SEC 5 0205 POSITIVO
MVCOBACTERIOLOGIA LCRSP | 6 POSITIVO
OPERATOR 7 0207 POSITIVO
8 0208 POSITIVO
REPORTING THRESHOLDS ) 0209 POSITIVO
SeoLE 10 0301 POSITIVO
20000 NEGAT IVE 11 0313 P0§|TIVO
N 20000 AND 29999 + 12 0305 | POSITIVO
BOVE/EQUAL 30000 POSITIVE| [13 Cti NEG__| NEGATVO
- 14 Cir1 POS | POSITIVO
BAMPLE REPL RLU FLAG
1 1 203786 POS
2 ! 394807 POS
3 1 379855 POS
4 1 550026 POS
S 1 410688 POS
6 1 511384 POS
7 1 322270 POS
8 1 403445 POS
9 1 477042 POS
10 i 474986 POS
1 1 384806 PoS
12 1 337003 POS
13 H 719 NEG
14 | 410210 pog
Nota

Ctrl NEG Control Negativo = Micobacterium avium (CAP)

Ctrl POS Control Positivo = Micobacterium tuberculosis ATCC25177
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Aislados MDR

SRMMUAN 4 FANP WM NN F MU NN AN
PPOTOCOL 4 AP MYCOBAC
MONDAY JULY 26 2010 3 36 MM

[# Sample Cepas ldentificacibn
MDR del compiejo M
tuberculosis
1 CHPOS_| POSTIVO
2 Cti NEG | NEGATIVO
3 0308 POSITVO
4 0307 POSITIVO
5 0308 POSITIVO
G 0309 POSITIVO
7 0311 POSITIVO
8 0313 POSITIVO
9 0314 POSITIVO
10 0315 POSITIVO
11 0316 POSITVO
(12 0317 POSITIVO
13 0403 POSITIVO

SOFTWARE REV!ISION GPi 30
EYSTEM SERIAL NUMBER 20336
TYPE DNA 1QUAL
COUNT TIME 2 SEC

KIT LOT NUMBER
OPERATOR MYCOBACTERIOLOGIA LCRSP
REPORTING THRESHOLDS
SAMPLE
BELOW 20000 NEGATIVE
BETWEEN 20000 AND 29999 +/
|aBOVE EQUAL 30000 POSITIVE
SAMPLE REPL RLU FLAG
I 1 282847 POS
2 1 1679 NEG
3 1 516458 POS
4 i 519110 POS
5 1 486450 POS
6 1 522515 POS
7 H 134059 POS
8 1 a73977 PoS
9 1 320276 POS
10 1 492203 POS
1" 1 403662 POS
12 1 459644 POS
13 1 241890 POS
Nota

Ctrl NEG Control Negativo = Micobacterium avium (CAP)

Ctrl POS Control Positivo = Micobacterium tuberculosis ATCC25177
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Aislados MDR

AP MYCOBAC

| JEDNESDAY JULY 2t 2010
“TWARE REVISION
SNETEN SERIAL MMEER

PROTOCGL

COUNT TIME
KIiT LOT NUMBER
OPERATOR

REPORTING THRESHOLDS

SAMP.E

BELOW
BETWEEN
ABOVE EQUAL

20000
20000 AND

SHGPLE REPL RLU
1 1 371231
2 1 5051

Q

83052
65168
474596
497195
462210
3992 1

o a

Bow-
- b

] Ax
8 10 AM
GP1

DA 1QUAL

MYCOBACTERIOLOGIA LCRSP

29999
30000 POSITIVE

-— -

3 06
8
2 9

J

NEGATIVE

FLAG
POS

# Sample Identficacion
MDR del complejo M
tuberculosis
1 Cri POS | POSITIVO
2 CiiNEG [ NEGATIVO
3 0401 POSITIVO
| 4 0402 POSITIVO
5 0404 POSITIVO
8 0410 POSITIVO
7 0505 POSITIVO
8 0601 POSITIVO
9 0602 POSITIVO
10 0604 POSITIVO

BEEREER

Nota

Ctrl NEG Control Negativo = Micobacterium avium (CAP)

Ctrl POS Control Positivo = Micobactersum tuberculosis ATCC25177




Aislados MDR

WEDNESDAY JULY 28 2010
SOFTWARE REVISION Al

== & —= ] | 5veTEM smRIAL mrmER 2033
PROTOCOL 4 ap TYPE
HYCOBAC COUNT TIME ""“2‘3&‘“‘
mresmgv JUY 28 2010 ¢ 19 pm KIT LOT NUMEER
mﬁmsm| Nr_s:on GPI 306 OPERATOR MYCOBACTERIOLOGIA LCRSP
TYPE - _ -
COUNT TIME ”'“,'2'.:5“‘ g -
XIT LoT m REPORTING THRESHOLDS
OPERATOR BACTERIOLOGIA LCRSP SAMPLE
- EELOW 20000 NEGATIVE
- — BETWEEN 20000 AND 29999
REPORTING HRESHOLDS ABOVE-EQUAL 20000 Pos;'rws
SAMPLE
HELOW 20000 -
BETWEEN 20000 AND 29999 NEGATIVE
ABOVE-EQUAL 30000 POSITIVE | |SAMPLE  REPL RLY FLAG
_ 1 1 438467 POS
- 2 I 520315 POS
leveie L RLu e a 1 488971 PoS
1 96747 pos 4 1 44571} POS
2 I 16528 MEG 5 H 440227 POS
6 | 416244 POS
7 1 553949 P8
8 1 446047 POB
9 1 458620 POS
10 1 449903 POS
11 1 537002 POS
# Sample Cepas Identificacién
MDR de! complejo M
tuberculosis
1 Ctd POS | POSITIVO
2 Ctrdl NEG NEGATIVO
1 0405 POSITIVO
2 0407 POSITIVO
5 0408 |POSTNVO |
4 0411 POSITIVO
5 0412 POSITIVO
6 0501 POSITIVO
7 0503 POSITIVO
[] 0506 POSITIVO
9 0603 POSITIVO
10 0605 POSITIVO
1 0808 POSITIVO
Nota

Ctrl NEG Control Negativo = Micobacterium avium (CAP)

Ctrl POS Control Postivo = Micobacterium tuberculosis ATCC25177
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Aislados MDR

X X W RARARRARK RN ARK AN

[proTOCOL 4 AP MYWOOBAC
VEDNESDAY JULY 28 2010 6 47 MM

OOFTWARE REVISION Gl 306
SYSTEM SERIAL NUMEER 203368
TYPE DNA IGUAL
COUNT TIME 2 85

KIT LOT MUMBER

OPERATOR MYCORNCTERIOLOGIA LCREP

REPURTING HRESHOLDS

BAMPLE
310w 20000 NEGRTIV™
BETWEEM 20000 AKT 29939
ADOVE-EQLAL “0000=POSITIVE

t
l

Ry
559218
2i22
468964
198116
50 967
531570
511090
497731
499744

A% |

323332458 @

515701

@Qﬂﬂubﬂﬂ-i
U,

Nota

Ctrl NEG Control Negativo = Micobacterium avium (CAP)

# Sample Cepas Identficacién
MDR del complejo M

| tuberculosis

1 Ctri POS | POSITIVO

2 Cti NEG | NEGATIVO

3 0807 POSITIVO

4 0608 POSITIVO

5 0609 POSITIVO

6 0702 POSITIVO

7 0703 POSITIVO

8 0707 POSITIVO

9 0708 POSITIVO

10 0801 POSITIVO

11 0802 POSITIVO

12 0803 POSITIVO

13 0804 POSITIVO

Ctrl POS Control Positivo = Micobacterium tuberculosis ATCC25177







» EXTRACCION DE ADN GENOMICO UTILIZANDO EL KIT
COMERCIAL DE QIAGEN

Se empled el Kit comercial de columna de QlAamp DNA Mim Kit para la

extracci6n del matenal genético de cada uno de los aislados

La extraccién se realizd por grupos de 11 aislados mis el control de

extraccidn negativo

Cuatro (4) grupos para los aislados sensibles (control negativo) Y seis (6)

grupos para los aislados MDR

AISLADOS SENSIBLES (CONTROL NEGATIVO)

Grupo N°1 775 8591 92 137 157 191,211 233 235
Grupo N°2 267 268 270 327 330 333 356 303 368 377 382
Grupo N°3 386 397 398 400 402 404 406 408 414 415 425

Grupo N4 427 432 437 441 462 465 471 472 474 498
AISLADOS MDR

GrupoN 1
0201 0202 0203 0205 0206 0207 0208 0209 0301 0303 0305
Grupo N"2
0306 0307 0308 0309 0311 0313 0314 0315 0316 0317 0401
Grupo N°3

0402 0403 0404 0405 0407 0409 0410 0411 0412 0501 0503
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Grupo N°4
0505 0506 0601 0602 0603 0604 0605 0606 0607 0608 0609
Grupo N°5
0702 0703 0708 0707 0801 0802 0803 0804 0902 0903 0904
Grupo N°6

0905 0906 0907 0909 0705 0908

Luego de la extraccién se determuné la concentracidén de ADN (260/280nm)
presente en cada una de las muestras usando el equpo BioPhotometer

Eppendorf (Tabla 6)



TABLA 6

CONCENTRACIONES DE ADN
D [pe/w | ID [pug/w ]| IO [ pg/pl]

0201 |51 |0603 [129 |7 [149
0202 |72 0604 (401 |91 |124
0203 {38 | 0605 1206 [92 117
0205 |24 |0606 (405 [137 [227
0206 |213 |0607 |344 [157 [112
0207 [137 |0609 451 [191 [112
0208 |43 0610 [67 [211 [141
0209 [688 |0611 |39 [235 |273
0301 |33 0702 233 [267 |319
0303 |48 o703 |58 [268 [110
0304 |71 o704 |82 [270 [341
0305 |303 |0705 {41 327 |a54
0306 |33 0706 |66 [330 [134
0307 |92 |o0707 [377 [333 [301
0308 902 |o0708 [73 [363 |175
0309 [525 |0801 {64 377 [128
0311 |148 |0802 {372 [382 [173
0313 [287 |0803 [365 |38 |707
0314 |88 0804 (419 |397 [138
0315 [62_ |0805 [45 [400 [392
0316 |222 |0902 |88 |402 |685
0317 {42 0303 [129 [404 [854
0401 |51 |0%04 [118 406 |[1045
0402 (178 | 0506 (291 [425 |111
0403 | 208 | 0907 235 [427 |195
0404 |174 |0%08 [133 [432 |734
0405 [364 |0909 [171 |437 226
0407 136 (1005 [110 [441 [218
0408 |46 [1006 [129 [a62 [377
0410 |423 | 1007 114 [465 |282
0411 [465 |1101 152 |498 |751
0412 181

0501 245

0503 [156

0505 |162

0601 393

0602 | 203




» AMPLIFICACION DE LOS GENES kafG, inhA, inhA-mabA Y
rpoB INVOLUCRADOS EN LA RESISTENCIA A ISONIACIDA
Y RIFAMPICINA, RESPECTIVAMENTE
Los productos de amplificacion de cada uno de los genes en estudio de los
98 aislados fueron evaluados en base a su peso molecular en gel de agarosa
al 1%y TBE 0 5X
A continuacién los mismos pueden diferenciarse uhlizando el marcador de

peso molecular como se observa en la Figura 8

—— Genes PM
— InhA 885
= inhA mabA | 648
= KatG 435
g RooB 250

AGAR ACK
TREOAX AGCARSSA 1%

Figura8 Productos de amphificacién de los genes nhA nhA mabA katG y rpoB
Carnl 1 marcador de peso (100bp DNA Ladder / Promega)

Caml 5 gen inhA 885pb

Carnl 6 gen inhA mabA 648pb

Carnl 7 katG 435 pb

Carnl 8 rpoB 250pb



» SECUENCIACION DE LAS REGIONES ESPECIFICAS DE
LOS GENES rpoB, katG, inhA, mhA-mabA INVOLUCRADOS
EN LA RESISTENCIA A RIFAMPICINA E ISONIACIDA DE
LOS AISLADOS EN ESTUDIO E IDENTIFICACION DE LAS

MUTACIONES

A continuacién se presentan las secuencias de las regiones especificas de
cada uno de los genes en estudio katG rpoB inhA inhA mabA de la cepa
de Referencia H37Rv y de los aislados MDR 0202 0208 0402 0409 0605
0708 0801 1005 representativos de cada una de las mutaciones
identificadas

Muestra Cepa de Referencia H37Rv
Gen katG
Wiid Type

>H37Rv_Katq

GTGCCCGAGCAACACCCACCCATTACAGAAAC CACCACCGGAGCCGCTAGCAACGGCTGTCCCETCRTGE
GTCATATGAAATACCCCGTCGAGGECGGCGGAACCAGGAC TEGTEECCCAACCGGCTCAATCTGAAGGT
ACTGCACCAAAACCCGGCCGTCGCTGACCCGATGEETGLGGCGTTCRAL TATGCCGCGGAGGTCGCGACC
ATCGACGTTGACGCCCTGACGCGGGACATCGAGGAAGTGATGACCACCTCGCAGCCGTGGTGECCCGCCE
ACTACGGCCACTACGGGCCGCTGTTTATCCEGATGGCGTGGCACGCTGCCGGCACCTACCGCATCCACGA
CGGCCGLGELGRLGLCEEEEELEGECATGCAGLGGTTCGCECCGE TTAACAGC TGGCCCGACAACGCCAGC
TTGGACAAGGCGCGLCGEL TGCTGTGGLCGETCAAGAAGAAGTACGGCAAGAAGC TC TCATGEGCEGACC
TEATTGITTTCGCCGGCAAC TGLGCGCTGGAATCGATGGECTTCAAGACGTTCGGGTTCGGLTTCGGCCG
GGTCGACCAGTGGGAGCCCGATGAGGTCTATTGGGGCAAGGAAGL CACCTGGC TCGGCGATGAGCGTTAL
AGCGGTAAGCGEGATCTGGAGAACCCGL TGECCGLGETGCAGATGRGEGL TGATC TACGTGAACCCGGAGG
GGCCGAACGGCAACCCGGACCCCATRGLCGCGGCGETCGACATTCGCGAGACGTTTCGGCGCATGGCCAT
GAACGACGTCGAAACAGCGGLGCTGATCGTCGGCGETCACACTTTCGGTAAGACCCATGGCGCCGGECCG
GCOGATCTGGTCGGCCCCGAACCCGAGGL TGL TCCGCTGGAGCAGATGGGC TTGGEL TGRAAGAGC TCGT
ATGGCACCGGAACCGGTAAGGAC GCGATCACC AGC sGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAA
ATGGGACAACAGTTTCCTCGAGATCC TGTACGGC TACGAGTGGGAGCTGACGAAGAGCCCTECTGGCRCT
TGGCAATACACCGCCAAGGACGGCGCCGGTGCCGGCACCATCCCGRACCCGTTCGRCGGGCCAGGGCGLT
CCCCGACGATECTGGCCAC TGACCTC TCGL TGCGGGTGGATCCGATC TATGAGCGGATCACGLGTCGLTG
GCTGGAACACCCCGAGGAATTGGCCGACGAGT TCGCCAAGGCC TGETACAAGC TGATCCACCGAGACATG
GGTCCCGTTGCGAGATACC TTGGGECCGCTGGTCCCCAAGCAGAL CCTGCTGTGGCAGGATCCGETCCCTG
CGGTCAGCCACGACCTCETCGECGAAGCCGAGATTGCCAGCCTTAAGAGCCAGATCCGGGCATCGGGATT
GACTGTCTCACAGCTAGTTTCGACCGCATGRGLGELGECETCGTCETTCCGTGGTAGCGACAAGCGLEEC
GGCGCCAACGGTGGTCGCATCCGLCTGCAGCCACAAGTCGGGTGEEAGGTCAACGACCCCGACGEGGATC
TGCGCAAGGTCATTCGCACCCTGGAAGAGATCCAGGAGTCATTCAACTCCGCGGCGCCGEGEAACATCAA
AGTGTCCTTCGCCGACCTCGTCGTGCTCGETGGC TGTGCCGCCATAGAGAAAGC AGCAAAGGCGGC TGEC
CACAACATCACGGTGCCCTTCACCCCGRGCCGCACGGATGLGTCGCAGRAACAAACCGACGTGGAATCCT
TTGCCGTGCTGGAGCCCAAGGCAGATGGCTTCCGAAAL TACC TCGGAAAGGGCAACCCGTTGCCGGCCGA
GTACATGCTGCTCGACAAGGCGAACCTGCTTACGCTCAGTGCCCCTGAGATGACGETGC TGETAGGTGGL
CT6CGCGTCCTCGGCGCAAAC TACAAGCGL TTACCGCTGGRCGTGTTCACCRAGGCCTCCGAGTCACTEA
CCAACGACTTCTTCGTGAACCTGCTCGACATGGGTATCACC TEGGAGCCCTCGCCAGCAGATGACGGGAC
CTACCAGGGCAAGGATGGLAGTGGCAAGGTGAAGTGGACCGECAGCCGLGTEEACCTGGTCTTCGEGTCC
AACTCGGAGTTGCGEGCGL TTGTCGAGGTC TATGGCGCCGATEACGCGCAGCCGAAGTTCGTGCAGGACT
TCGTCGCTECCTGEGACAAGGTGATGAACC TCGACAGGTTCGACGTGCGCTGA
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Auslado 0202
Gen katG
Mutacién wild type

>fedora®202c_KatG
GTGCCCGAGCAACACCCACCCATTACAGAAACCACCACCGRAGCCGCTAGCAACGGCTGTCCCGTCGTGE
GTCATATGAAATACCCCOTCGAGGGLGGLORAAAC CAGGAL TGETGGCCCAACCGGCTCAATCTGAAGGT
ACTGCACCAAAACCCGGCCGTCGC TGACCCRATGEETGCOEIGTTCGACTATGCCGCGRAGLTCGCGACC
ATCGACGTTGACGCCCTGACGCGGGACATCGAGGAAGTGATGACCACCTCGCAGCCGTGGTRGCCCGLCE
ACTACGGCCACTACGGGCCGCTGTTTATCCGGATGECGTORCACGI TGCCGGCACCTACCGCATCCACGA
CGGCCGCEGLGELGCCGEEELLGLCATGCAGCGRTTCGLGCCGLTTAACAGCTGGCCCGACAACGCCAGC
TTGGACAAGGCGCGCCGECTGCTETGELCGGTCAAGAAGAAGTACGGCAAGAAGCTCTCATGEGCGGALT
TGATTGTTTTCGLCGGCAACTGCGCGC TGGAATCGATGEGC TTCAAGACGTTCGEETTCGGCTTCGGL(G
GGTCGACCAGTGGGAGCCCGATGAGGTCTATTGGGGLAAGGAAGC CACCTGGC TCGGCGATGAGCGTTAL
AGCGGTAAGCGGGATCTGGAGAACCCGCTGRCCGLGGTGLAGATGRGGC TGATCTACGTGAACCCGGAGG
GGCCGAACGGCAACCCGRACCCCATGRLCGLGEIGATCRACATTCGCGAGACGTTTCGGCGCATGGCCAT
GAACGACGTCGAAACAGCGGCGCTGATCGTCGRCGATCACACTTTCGGTAAGACCCATGGCGLCGGLCCG
GCCGATCTGGTCGGLCCCGAACCCRAGGCTGLTCCGCTGRAGCAGATGEEL TTGGGCTGGAAGAGCTCGT
ATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCACC AGCGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAA
ATGGGACAACAGTTTCCTCGAGATCCTGTACGGCTACGAGTGGRAGCTGACGAAGAGCCCTGCTGGLGCT
TGGCAATACACCGCCAAGGACGGLGCCGETGCCGGCACCATCCCGGACCCGTTCGGLGGRCCAGGRCGLT
CCCCGACGATGCTGGCCATTGACCTCTCGC TGCEGATGEATCCEGATCTATGAGCGGATCACGLGTCGLTG
GCTGGAACACCCCGAGRAATTGGCCGACGAGTTCGCCAAGGCC TGRTACAAGCTGATCCACCGAGACATG
GGTCCCGTTGCGAGATACCTTGGGCCGCTGETCCCCAAGCAGALCCCTRLTATGGCAGGATCCGGTCCCTG
CGGTCAGCCACGACCTCGTCGGCGAAGCCGAGATTGCCAGCCTTAAGAGCCAGATCCGGGCATCGGRATT
GACTGTCTCACAGCTAGTTTCGACCGCATGOGCGECEECGTCRTCRTTCCGTGGTAGCGACAAGCGCGGL
GGCGCCAACGGTGRTCGCATCCGCCTGCAGCCACAAGT(GERTGGGAGGTCAACGACCCCGACGEGGATC
TGCGCAAGGTCATTCGCACCCTGGAAGAGATCCAGGAGTCATTCAACTCCGCGGCGCCGORRAACATCAA
AGTGTCCTTCGCCGACCTCGTCGTGCTCRGTGECTGTGCCGCCATAGAGAAAGCAGCAAAGGLGELTGEL
CACAACATCACGGTGCCCTTCACCCCGRGLCGCACGGATGCGTCGCAGGAACAAACCGACGTGGAATCCT
TTGCCGTGCTGGAGCCCAAGGCAGATGGC TTCCGAAACTACCTCGGAAAGGGCAACCCGTTGCCGGCCGA
GTACATGC TGCTCGACAAGGCGAACCTGCTTACGCTCAGTGCCCCTGAGATGACGGTGCTGGTAGGTGGC
CTGCGCRTCCTCGGLGCAMCTACAAGLGCTTACCGCTGRGCOTATTCACCGAGGCCTCCGAGTCACTGA
CCAACGACTTCTTCGTGAACCTGCTCGACATGGGTATCACCTGGGAGCCCTCGCCAGCAGATGAC GGGAC
CTACCAGGGCAAGGATGGCAGTGGCAAGGTGAAGTGGACCGECAGCCOCGTGRACCTGRTCTTCGGETCC
AACTCGGAGTTGCGGGCGCTTGTCGAGGTCTATGRCGLCGATGACGCGCAGCCGAAGTTCGTGCAGGACT
TCGTCGCTGCCTGGGACAAGGTGATGAACCTCGACAGGTTCRACGTGCGLTGA
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Aislado 0208
Gen katG
Mutacién wild type

>fedora®208e_KatG
GTGCCCGAGCAACACCCACCCATTACAGAAACCACCACCGGAGCCGCTAGCAACGGLTGTCCCGTCGTGG
GTCATATGAAATACCCCGTCGAGGGLGGCGGAAACCAGGACTGGTEGCCCAACCGGCTCAATCTGAAGGT
ACTGCACCAAAACCCGGCCGTCGCTGACCCRATRGRTGLGGCGTTCGACTATGCCGLGGAGSTCGCGACC
ATCGACGTTGACGCCCTGACGLGGGACATCGAGGAAGTGATGACCACCTCGCAGCCGTGETGGICCGCG
ACTACGGCCACTACGGGCCGCTGTTTATCCGGATGGCGTEGCACGL TGCCGGCACCTACCGCATCCACGA
(GGCCGLGRLGGLGLCGLEEECGGCATGCAGCGOTTCGCGCCGCTTAACAGCTGGCCCGACAACGCCAGC
TTGGACAAGGCGCGCCGGCTRLTATGGCCGGTCAAGAAGAAGTACGGCAAGAAGCTCTCATGRGLGGACC
TGATTGTTITCGCCGGCAACTGCGCGL TGRAATCGATGGGEC TTCAAGACGTTCGEGTTCGGCTTCGGCCG
GGTCGACCAGCGGGAGL CCGATGAGGTCTATTGGGGCAAGGAAGL CACCTGGC TCGGUGATGAGCGTTAC
AGCGGTAAGCGGGATC TGGAGAACCCGCTGGCCGLGRTGCAGATGGGGC TGATC TACGTGAACCCGGAGG
GGCCGAACGGCAACCCGGACCCCATOGCCGCGGCGRTCGACATTCGCGAGACGTTTCGGCGCATGGCCAT
GAACGACGTCGAAACAGLGGLGCTGATCGTCGGCGGTCACACTTTCGGTAAGACCCATGGCGCCGRCCCG
GCCGATCTGGTCGGCCCCGAACCCGARGCTGL TCCGCTGRAGCAGATGGGCTTGEGC TGGAAGAGCTCGT
ATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCACCAGC JGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAA
ATGGGACAACAGTTTCCTCGAGATCCTGTACGRCTACGAGTGGGAGC TRACGAAGAGLCCTGCTGGCGLT
TGGCAATACACCGCCAAGGACGGCGCCGETGCCGECACCATCCCGGACCCGTTCGECGLGCCARGLLGLT
CCCCGACGATGC TGGCCACTGACCTCTCGCTGCGGETGGATCCGATC TATGAGCGGATCACGLGTCGCTG
GCTGGAACACCCCGAGGAATTGGCCGACGAGTTCGCCAAGGCCTGGTACAAGCTGATCCACCGAGACATG
GGTCCCGTTGCGAGATACCTTGGGCCGCTGGTCCCCAAGCAGACCCTGCTGTGGCAGGATCCGRTCCCTG
CGGTCAGCCACGACCTCGTCGGLGAAGCCGAGATTGLCAGCCTTAAGAGC CAGATCCGGGCATCGGGATT
GACTGTCTCACAGCTAGTTTCGACCGCATGGGCGECGGCGTCOTCETTCCGTGGTAGCGACAAGCGLGGL
GGLGCCAACGGTGGTCGLATCCGCCTGCAGLCACAAGTCGOETOGGAGGTCAACGACCCCGACGGGGATC
TGCGCAAGGTCATTCGCACCCTGGAAGAGATCCAGGAGTCATTCAACTCCGLGGCGCCGGGGAACATCAA
AGTGTCCTTCGCCGACCTCGTCGTGCTCGRTGGCTGTGCCGCCATAGAGAAAGCAGCAAAGGCGGCTGGL
CACAACATCACGGTGCCCTTCACCCCGGGCCGCACGBATGLOTCGCAGGAACAAACCGACGTGRAATCCT
TTGCCGTGCTGGAGCCCAAGGCAGATGGC TTCCGAAACTACCTCGGAAAGGGCAACCCGTTGCCGGCCGA
GTACATGCTGC TCGACAAGGCGAACCTGCTTACGC TCAGTGCCCCTGAGATGACGGTGCTGGTAGGTGGC
CTGCGCGTCCTCGGCGCAAACTACAAGLGCTTACCGCTGGGCGTGTTCACCGAGGCCTCCGAGTCACTGA
CCAACGACTTCTTCGTGAACCTGCTCGACATGGGTATCACCTGGGAGCCCTCGCCAGCAGATGACGGGAC
CTACCAGGGCAAGGATGGCAGTGGCAAGGTGAAGTGRACCGGLAGCCGCGTERACCTGRTCTTCGGGTCC
AACTCGGAGTTGCGGGLGCTTGTCGAGGTCTATGGCGCCGATRACGCGCAGCCGAAGTTCGTGCAGGALT
TCGTCRCTGLCTGGRACAAGGTGATGAACCTCGACAGGTTCGACGTGCGCTGA
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Aislado 0402
Gen_katG
Mutacién_wild type

>fedora0402_KatG
GTGCCCGAGCAACACCCACCCATTACAGAAACCACCACCGGAGCCGCTAGCAALGGCTGTCCCGTCGTG
GTCATATGAAATACCCCGTCGAGGGCGGCGGAAACCAGGACTGGTGGCCCAACCGGCTCAATCTGAAGGT
ACTGCACCAAAACCCGGCCGTCGCTGACCCGATGROTGCGGCGTTCRACTATGCCGCGGAGGTCGLGACC
ATCGACGTTGACGCCCTGACGCGGGACATCGAGGAAGTGATGACCACCTCGCAGCCGTGRTGGCCCGLCG
ACTACGGCCACTACGGGCCGCTGTTTATCCGRATEGCGTGGCACGCTGCCGGCACCTACCGCATCCACGA
CGGCCGCGECEHCGLLGRGEGIGECATGCAGCGETTCGCGCCGLTTAACAGL TGGCCCGACAACGCCAGC
TTGGACAAGGCGCGCCGGCTGC TGTGGCCGGTCAAGAAGAAGTACGGCAAGAAGL TCTCATGGGCGGACC
TGATTGTTTTCGCCGGRCAACTGLGLGCTGRGAATCGATGGGCTTCAAGACGTTCGGGTTCGECTTCGGCCG
GGTCGACCAGTGGGAGCCCGATGAGGTCTATTGGGGCAAGGAAGCCACCTGGCTCGGCRGATGAGCGTTAC
AGCGGTAAGCGGGATCTGGAGAACCCGCTGRCCGCGRTGCAGATGEGGCTGATCTACGTGAACCCGGAGG
GGCCGAACGGCAACCCGGACCCCATGRLCGCGGCGRTCGACATTCGCGAGACGTTTCGGLGCATGGCCAT
GAACGACGTCGAAACAGCGGCGCTGATCGTCGGCGETCACACTTTCGGTAAGACCCATGGCGCCGGCCCG
GCCGATCTGGTCGGCCCCGAACCCGAGGLTGCTCCGLTGRAGCAGATGGGC TTGEGCTGGAAGAGCTCGT
ATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCAC( AGCGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAA
ACGGGACAACAGTTTCCTCGAGATCCTGTACGGCTACGAGTGGGAGC TGACGAAGAGCLLTGCTGGCGLT
TGGCAATACACCGCCAAGGAC GGCGCCGETGCCGGCACCATCCCGGACCCRTTCGECGRGCCAGGGCGLT
CCCCGACGATGCTGGTCACTGACCTCTCGCTGCGGGTGGATCCGATCTATGAGCGGATCACGCGTCGLTG
GCTGGAACACCCCGAGGAATTGGCCGACGAGTTCGCCAAGGLCTGGTACAAGCTGATCCACCGAGACATG
GGTCCCGTTGCGAGATACCTTGEGCCGCTGRTCCCCAAGCAGACCCTGCTETGGCAGGATCCGRTICCTG
CGGTCAGCCACGACCTCGTCGGCGAAGCCGAGATTGCCAGCCTTAAGAGCCAGATCCGGGCATCGGGATT
GACTGTCTCACAGCTAGTTTCGACCGCATGGGCGGLGECETCRTCGTTCCGTGETAGCGACAAGCGLGGL
GGCGCCAACGGTGGTCGCATCCGLCTGCAGCCACAAGTCGGGTGREAGGTCAACGACCCCGACGGGGATC
TGCGCAAGGTCATTCGCACCCTGGAAGAGATCCAGGAGTCATTCAACTCCGCGECGCCGGGGAACATCAA
AGTGTCCTTCGCCGACCTCGTCGTGCTCGGTGGLTETGCCGCCATAGAGAAAGCAGCAAAGGLGGLTGGL
CACAACATCACGGTGCCCTTCACCCCGGGCCGCACGGATGCGTCGCAGGAACAAACCGACGTGGAATCCT
TTGCCGTGCTGGAGCCCAAGGCAGATGGC TTCCGAAAC TACCTCGRAAAGGGCAACCCGTTGLCGGCCGA
GTACATGCTGCTCGACAAGGCGAACCTGCTTACGCTCAGTGCCCCTGAGATGACGGTGCTGGTAGGTGGC
CTGCGCGTCCTCGGCGCAAACTACAAGCGCTTACCGCTGGGCGTGTTCACCGAGGCCTCCGAGTCACTGA
CCAACGACTTCTTCGTGAACCTGCTCGACATGGGTATCACCTGGGAGCCCTCGLCAGCAGATGACGGGAC
CTACCAGGGCAAGGATGGCAGTGGCAAGGTGAAGTGGACCGGCAGCCGLGTGGACCTGETCTTCGGRTCC
AACTCGGAGTTGCGGGCGCTTGTCGAGGTCTATGGCGCCGATGACGCGCAGCCGAAGTTCGTGCAGGACT
TCGTCGCTGCCTEREACAAGGTGATGAACCTCGACAGGTTCGACGTGCGCTGA



Aislado 0409
Gen_katG
Mutacién S315T (AGC —ACC)

>fedorafd09_KatG
GTGCCCGAGCAACACCCACCCATTACAGAAACCACCACCGRAGCCGCTAGCAACGGCTGTCCCGTCGTGE
GTCATATGAAATACCCCGTCGAGGGCGGCGGAAACCAGGACTGGTGGCCCAACCGGCTCAATCTGAAGGT
ACTGCACCAAAACCCGGCCGTCGLTGACCCGATGGGTGCGGCGTTCGACTATGCCGCGGAGGTCGLGACC
ATCGACGTTGACGCCCTGACGCGGGACATCGAGGAAGTGATGACCACCTCGCAGCCGTGGTGGLCCGLCG
ACTACGGCCACTACGGGCCGCTGTTTATCCGGATGGCGTGGCACGCTGLCGGCACCTACCGCATCCACGA
CGRCCGLGGLGELGLCGEEGEECGGCATGCAGCGGTTCGCGCCGCTTAACAGCTGGCCCGACAACGCCAGC
TTGRACAAGGCGLGCCGGCTGL TGTGGCCGGTCAAGAAGAAGTACGGCAAGAAGCTCTCATGGGLGGACC
TGATTGTTTTCGCCGGCAACTGLGC GCTGGAATCGATGGGC TTCAAGACGTTCGGRTTCGGCTTCGGLCG
GGTCGACCAGTGGGAGCCCGATGAGGTC TATTGGGECAAGGAAGCCACCTGGCTCGGCGATGAGCGTTAC
AGCGGTAAGCGGGATCTGGAGAACCCGL TGGLCGCGOTGCAGATGEGGCTGATCTACGTGAACCCGGAGG
GGCCGAACGGCAACCCGGACCCCATGGLCGCGGCGGTCGACATTCGCGAGACGTTTCGGCGCATGGCCAT
GAACGACGTCGAAACAGCGGCGCTGATCGTCGGCGGTCACACTTTCGGTAAGACCCATGGLGLCGRLCCG
GCCGATCTGETCGGCCCCGAACCCGAGGL TGCTCCGCTGGAGCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGT
ATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCACCACC SGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAA
ATGGGACAACAGTTTCCTCGAGATCCTGTACGGCTACGAGTGGGAGC TGACGAAGAGCCCTGLTGGCGLT
TGGCAATACACCGCCAAGGACGGCGCCGGTGCCGGCACCATCCCERACCCRTTCGELGGGCCAGGLCGLT
CCCCGACGATGCTGGCCACTGACCTCTCGCTGCGGETGRATCCGATCTATGAGCGGATCACGCGTCGCTG
GCTGGAACACCCCGAGGAATTGGCCGACGAGTTCGCCAAGGCCTGGTACAAGCTGATCCACCGAGACATG
GGTCCCGTTGCGAGATACCTTGGGCCGCTGGTCCCCAAGCAGACCCTGLTGTGGCAGGATCCGOTCCCTG
CGGTCAGCCACGACCTCGTCGGCGAAGCCGAGATTGCCAGCCTTAAGAGCCAGATCCGGGCATCGGGATT
GACTGTCTCACAGCTAGTTTCGACCGCATGRGLGGLEGCETCGTCGTTCCGTGGTAGCGACAAGCGLGGC
GGCGCCAACGGTGGTCGCATCCGCCTGCAGLCACAAGTCGGGTGGGAGGTCAACGACCCCGACGGGGATC
TGCGCAAGGTCATTCGCACCCTGGAAGAGATCCAGGAGTCATTCAACTCCGCGGCGCCGGGGAACATCAA
AGTGTCCTTCGCCRACCTCRTCRTGCTCGETEGCTGTGCCGLCATAGAGAAAGCAGCAAAGGLGLLTEEL
CACAACATCACGGTGCCCTTCACCCCREGLCGCACGRATGCGTCGCAGGAACAAACCGACGTGRAATCCT
TTGCCGTGCTGGAGCCCAAGGCAGATGGC TTCCGAAACTACCYCGGAAAGGGLAACCCGTTGCCGGLCGA
GTACATGCTGCTCGACAAGGCGAACCTGCTTACGC TCAGTGCCCCTGAGATGACGGTGL TGO TAGGTGGC
CTGCGCGTCCTCGGCGCAAACTACAAGCGCTTACCGCTGGGCGTGTTCACCGAGGCCTCCGAGTCACTGA
CCAACGACTTCTTCGTGAACCTGCTCGACATGGGTATCACCTEGGAGCCCTCGCCAGCAGATGACGGGAC
CTACCAGGGCAAGGATGGCAGTGGCAAGGTGAAGTGGAL CGGCAGCCGCGTGRACCTGGTCTTCGGGTCC
AACTCGGAGTTGCGGGCGCTTGTCGAGGTCTATGGLGLCGATGACGCGCAGCCGAAGTTCGTGCAGGACT
TCGTCGCTGCCTGGGACAAGGTGATGAACCTCGACAGGTTCGACGTGCGCTGA
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Aislado 0605
Gen katG
Mutacién S315T (AGC —ACC)

>fedoraBb@5_KatG
GTGCCCGAGCAACACCCACCCATTACAGAAACCACCACCGGAGCCGCTAGCAACGGCTGTCCCGTCGTGG
GTCATATGAAATACCCCGTCGAGGGLGGLGGAMCCAGGAC TGGTGGCCCAACCGGCTCAATCTGAAGGT
ACTGCACCAAAACCCGGCCGTCGCTRACCCGATGGGTECGGCGTTCGACTATGLCGCGGAGGTCGCGACC
ATCGACGTTGACGCCCTGACGCGGGACATCGAGGAAGTGATGACCACCTCGCAGCCGTGOTEGLCCGLCE
ACTACGGCCACTACGGGCCGCTGTTTATCCGGATGGCGTGGCACGCTRCCGGCACCTACCGCATCCACGA
CGGCCGLGGLGELGLCGREEECAGCATGCAGCGGTTCRCGCCGCTTAACAGCTGGCCCGACAACGCCAGC
TTGGACAAGGLGCGCCGGCTGCTGTGGCCGGTCAAGAAGAAGTACGGCAAGAAGCTC TCATGGGLGRACC
TGATTGTTTTCGCCGGCAACTGCGCGCTGRAATCGATGGGC TTCAAGACGTTCGGRTTCGGLTTCGGCCG
GGTCGACCAGTGGGAGCCCGATGAGGTCTATTGGGGCAAGGAAGCCACCTGGCTCGGCGATGAGCGTTAC
AGCGGTAAGCGGGATCTGGAGAAL CCGCTGGCCGCGGTGCAGATGGGECTGATCTACGTGAACCCGGAGG
GGCCGAACGGCAACCCGGACCCCATGGLCGCGGLGOTCRACATTCGCGAGACGTTTCGGLGCATGGCCAT
GAACGACGTCGAAACAGCGGCGCTGATCGTCGGCRGTCACACTYTCGGTAAGACCCATGGCGCCGGLCCG
GCCGATCTGETCGGCCCCGAACCCGAGGCTGCTCCGC TGRAGCAGATGGGC TTGRGCTGRAAGAGCTCGT
ATGGCACCGRAACCGGTAAGGACGCGATCACT ACCI,GCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAA
ATGGGACAACAGTTTCCTCGAGATCCTGTACGGCTACGAGTGGGAGL TGACGAAGAGCCCTGLTGGLGCT
TGGCAATACACCGCCAAGGACGGLGCCGATGCCGGCACCATCCCGRACCCRTTCGGCGRGCCAGGGLGLT
CCCCGACGATGCTGGCCACTGACCTCTCGCTGCGGATGGATCCGATCTATGAGCGGATCACGCGTCGCTG
GCTGGAACACCCCGAGGAATTGGC CGACGAGTTCGCCAAGGCCTGGTACAAGCTGATCCACCGAGACATG
GGTCCCGTTGCGAGATACCTTGGECCGCTGGTCCCCAAGCAGACCCTGCTGTGGCAGGATCCGGTCCCTG
CGGTCAGCCACGACCTCGTCGGCGAAGCCGAGATTGCCAGCCTTAAGAGCCAGATCCTGGCATCGGGATT
GACTGTCTCACAGCTAGTTTCGACCGCATGGGLGGLGECETCGTCATTCCGTGGTAGCGACAAGLGLGGL
GGCGCCAACGGTGGTCGCATCCGCCTGCAGCCACAAGTCGGGTGRRAGRTCAACGACCCCGACGGGGATC
TGCGCAAGGTCATTCGCACCCTGGAAGAGATC CAGGAGTCATTCAACTCCGCGGCGCCGGGGAACATCAA
AGTGTCCTTCGCCGACCTCGTCGTGCTCGETGRCTEGTGCCGCCATAGAGAAAGCAGCAAAGGLGGCTGGC
CACAACATCACGGTGCCCTTCACCCCGGGCCGCACGRATGCGTCGCAGGAACAAALCGACGTGGAATCCT
TTGCCGTGCTGGAGCCCAAGGCAGATGGC TTCCGAAACTACCTCGRAAAGGGCAACCCGTTGCCGGCCGA
GTACATGCTGCTCGACAAGGCGAACCTGCTTACGCTCAGTGCCCCTGAGATGACGGTGCTGGTAGGTGGT
CTGCGCGTCCTCGGCGCAAACTACAAGCGC TTACCGLTGEGCGTGTTCACCGAGECCTCCGAGTCACTGA
CCAACGACTTCTTCGTGAACCTGCTCGACATGGGTATCACCTGGGAGCCCTCGCCAGCAGATGACGGGAC
CTACCAGGGCAAGGATGGCAGTGGCAAGGTGAAGTGGACCGGCAGCCGCGTGGACCTGGTCTTCGGGTCC
AACTCGGAGTTGCGGGCGLTTGTCGAGGTCTATGGCGCCGATGACGLGCAGCCGAAGTTCGTGCAGGACT
TCRTCGCTGCCTGERACAAGGTGATGAACCTCGACAGGTTCGACGTGCGLTGA



Aislado 0708
Gen_katG
Mutacién wild type

>fedorad768c_KatG
GTGCCCGAGCAACACCCACCCATTACAGAAACCACCACCGRAGCCGCTAGCAACGGLTGTCCCGTCGTGG
GTCATATGAAATACCCCGTCGAGGGCGGCGGAAACCAGGAC TGGTGGCCCAACCGGCTCAATCTGAAGGT
ACTGCACCAAAACCCGGCCGTCGCTGACCCRATGGGTGCGGCATTCGACTATGCCGCGGAGGTIGCGACC
ATCGACGTTGACGCCCTGACGCGGGACATCGAGGAAGTGATGACCACCTCGCAGCCGTGGTGGCCCGLCG
ACTACGGCCACTACGGGCCGCTGTTTATCCGGATGGCGTGGCACGLTGCCGGCACCTACCGCATCCACGA
CGGCCGCGECGGCGLCGEEEELGRCATGCAGCGGTTCGCGCCGC TTAACAGCTGGCCCGACAACGCCAGC
TTGGACAAGGCGLGCCGGCTGC TGTGGCCGGTCAAGAAGAAGTACGECAAGAAGCTCTCATGLGCGGACC
TGATTGTTTTCGCCGGCAACTGCGCGCTGGAATCGATGRGCTTCAAGACGTTCGGGTTCGGCTTCGGCCE
GGTCGACCAGTGGGAGCCCGATGAGGTC TATTGGGGCAAGGAAGC CACCTGGCTCGGCGATGAGCGTTAC
AGCGGTAAGCGGGATC TGGAGAACCCGCTGGCCGLGRTGCAGATGRGGL TGATCTACGTGAACCCGGAGG
GGCCGAACGGCAACCCGGACCCCATGGCCGCGGCGGTCGACATTCGCGAGACGTTTCGGCGCATGGCCAT
GAACGACGTCGAAACAGCGGCGCTGATCGTCGGCGGTCACACTTTCGGTAAGACCCATGGCGLCGGLCCG
GCCGATCTGRTCGGCCCCGAACCCGAGGCTGCTCCGCTGGAGCAGATGGGCTTGEGC TGGAAGAGCTCGT
ATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCACK AGC sGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAA
ATGGGACAACAGTTTCCTCGAGATCCTGTACGGC TACGAGTGGGAGC TGACGAAGAGCCCTGLTRGIGCT
TGGCAATACACCGCCAAGGACGGCGLCGRTGLCGGCACCATCCCGGACCCRTTCRGRCGGGLCAGGLIGLT
CCCCGACGATGCTGGCCACTGACCTCTCGLTGCGGGTGGATCCGATCTATGAGCGGATCACGLGTCGLTG
GCTGGAACACCCCGAGGAATTGGCCGACGAGTTCGCCAAGGCCTGGTACAAGCTGATCCACCGAGACATG
GGTCCCGTTGCGAGATACCTTGGGCCGCTGGTCCCCAAGCAGACCCTGLTGTGGCAGBATCCGGTCCCTG
CGGTCAGCCACGACCTCGTCGGCGAAGCCGAGATTGCCAGCCTTAAGAGCCAGATCCGGGCATCGGGATT
GACTGTCTCACAGCTAGTTTCGACCGCATGGGCGECGRLGTCGTCOTTCCGTGGTAGCGACAAGLGLGGC
GGLGCCAACGGTGGTCGCATCCGCCTGCAGCCACAAGTCGGGTEEEAGGT CAACGACCCCGACGOGGATC
TGCGCAAGGTCATTCGCACCCTGGAAGAGATCCAGGAGTCATTCAACTCCGLGGCGCCGGGGAACATCAA
AGTGTCCTTCGCCGACCTCGTCGTGCTCGGTGGC TATGCCGCCATAGAGAAAGLAGCAAAGGCGGCTGGC
CACAACATCACGGTGCCCTTCACCCCGGGCCGCACGGATGCGTCGCAGGAACAAACCGACGTGGAATCCT
TTGCCETGCTGGAGCCCAAGGCAGATGGC TTCCGAAAC TACCTCGGAAAGGGCAACCCGTTGCCGGCCGA
GTACATGCTGCTCGACAAGGCGAACCTGC TTACGC TCAGTGCCCCTGAGATGACGGTGCTGGTAGGTGGC
CTGCGCGTCCTCGGCGCAAACTACAAGCGCTTACCGCTGEGCGTGTTCACCGAGGCCTCCGAGTCACTGA
CCAACGACTTCTTCGTGAACCTGCTCGACATGGGTATCACCTGGGAGCCCTCGLCAGCAGATGACGGGAC
CTACCAGGGCAAGGATGGCAGTGGCAAGGTGAAGTGRACCGRCAGCCGCGTGGACCTGRTCTTCGGGTCC
AACTCGGAGTTGCGGGCGCTTGTCGAGGTCTATGGCGLCGATGACGCGLAGCCGAAGTTCGTGCAGGACT
TCGTCGCTGCCTGGGACAAGGTGATGAACCTCGACAGGTTCGACGTGCGCTGA
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Aislado 0801
Gen_katG
Mutacién_wild type

>fedorad8alc_KatG
GTGCCCGAGCAACACCCACCCATTACAGAAACCACCACCGGAGCCGCTAGCAACGGCTGTCCCGTCETGE
GTCATATGAAATACCCCGTCGAGEGCGECGGAACCAGGACTGGTGGCCCAACCGGCTCAATCTGAAGGT
ACTGCACCAAAACCCGGCCGTCGCTGACCCGATGGETECGECGTTCGACTATGCCGCGGAGGTCGCGACC
ATCGACGTTGACGCCCTGACGCGGGACATCGAGGAAGTGATGACCACCTCGCAGCCGTGGTGECCCGLCG
ACTACGGCCAC TACGGGCCGCTETTTATCCGGATGGCGTEGCACGCTGCCGGCACCTACCGCATCCACGA
CGGLCGLE6CEEC6CCEEE6GCGECATGCAGCGGTTCGCGCCGCTTAACAGC TGGCCCGACAACGCCAGC
TTGGACAAGGCGCGCCGCTECTETEECCGETCAAGAAGAAGTACGGCAAGAAGCTCTCATGGGCGRACC
TGATTGTTTTCGCCGGCAACTECGCGCTGRAATCGATGGGC TTCAAGACGTTCGGGTTCGGCTTCGGCCG
GGTCGACCAGTGGGAGCCCGATGAGGTCTATTGGGGCAAGGAAGCCACCTGGCTCGGCGATGAGCGTTAC
AGCGGTAAGCGGGATC TGGAGAACCCGCTGGCCGCEGTGCAGATGGGGC TGATCTACGTGAACCCEGAGG
GGCCGAACGGCAACCCGGACCCCATGECCECGECGETCGACATTCGCGAGACGTTTCGGCGCATGGCCAT
GAACGACGTCGAAACAGCGGCGCTGATCGTCGECGETCACACTTTCGGTAAGACCCATGGLGCCGECCCE
GCCGATCTGGTCGGCCCCGAACCCGAGGCTGCTCCGC TGGAGCAGATGGGCTTGGGC TGGAAGAGCTCGT
ATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCACK AGC':GCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAA
ATGGGACAACAGTTTCCTCGAGATCCTGTACGGCTACGAGTGGGAGC TGACGAAGAGCCCTGCTGGCGCT
TGGCAATACACCGCCAAGGACGGCGCCGGTGCCGECACCATCCCGGACCCETTCGGLEEECCAGGGLGLT
CCCCGACGATGCTGGCCACTGACCTCTCGCTGCGGGTGGATCCGATCTATGAGCGGATCACGCGTCGLTG
GCTGGAACACCCCGAGGAATTGGCCGACGAGTTCGCCAAGGCCTGGTACAAGCTGATCCACCGAGACATG
GETCCCGTTGCGAGATACCTTGGECCGCTGETCCCCAAGCAGACCCTGCTGTGGCAGGATCCGGTCCCTG
CGGTCAGCCACGACCTCGTCGGCGAAGCCGAGATTGCCAGCC TTAAGAGCCAGATCCGGGCATCGGGATT
GACTGTCTCACAGCTAGTTTCGACCGCATGEGCGECGECGTCGTCGTTCCGTGETAGCGACAAGCGCGEC
GGCGCCAACGETGETCGCATCCGCC TGCAGCCACAAGTCGGGTGEGAGGTCAACGACCCCGACGGGGATC
TGCGCAAGGTCATTCGCACCC TGGAAGAGATCCAGGAGTCATTCAAC TCCGCGGCGCCEREEAACATCAA
AGTGTCCTTCGCCGACCTCETCGTGCTCGETGECTGTGCCGCCATAGAGAAAGCAGCAAAGGCGGCTGGE
CACAACATCACGETGCCCTTCACCCCGEECCGCACGGATGCGTCGCAGGAACAAACCGACGTGGAATCCT
TT6CCGTECTEGAGCCCAAGGCAGATGGCTTCCGAAACTACCTCGGAAMGGGCAACCCGTTGCCGGCCGA
GTACATGCTGCTCGACAAGGCGAACCTGCTTACGCTCAGTGCCCCTGAGATGACGGTGCTGGTAGGTGGC
CTGC6CGTCCTCEECECAAAC TACAAGCGCTTACCGC TGGGCGTGTTCACCGAGGCCTCCGAGTCACTGA
CCAACGACTTCTTCGTGAACCTGCTCGACATGGGTATCACCTGGGAGCCCTCGCCAGCAGATGACGGGAC
CTACCAGGGCAAGGATGGCAGTGGCAAGGTGAAGTGGACCGGCAGCCGCGTGGACCTGGTCTTCGRGTCC
AACTCGGAGTTGCGGGCGCTTGTCGAGGTCTATGGCGCCGATGACGCGCAGCCGAAGTTCGTGCAGGACT
TCGTCGCTECCTEEEACAAGGTGATGAACCTCGACAGGTTCGACGTGCGCTGA



Aislado 1005
Gen_katG
Mutacién S315T (AGC —ACA)

sfedorp1685_KatG
GTGCCCGAGCAACACCCACCCATTACAGAAACCACCACCGGAGCCGCTAGCAACGGCTGTCCCGTCGTGE
GTCATATGAAATACCCCGTCGAGGGCGGCGEAAACCAGGAL TEETGGCCCAACCGGCTCAATCTGAAGGT
ACTGCACCAAAACCCGGCCGTCGCTGACCCGATGEGETGCGGCGTTCGAC TATGCCGCGGAGETCGCGALC
ATCGACGTTGACGCCCTGACGCGGGACATCGAGGAAGTGATGACCACCTCGCAGCCGTGETGGCCCGLCE
ACTACGGCCACTACGGGCCGCTETTTATCCGGATGECGTGECACGCTGCCGGCACCTACCGCATCCACGA
CGGCCECGELGECECCEEEEECCECATGCAGCGETTCECGCCGCTTAACAGC TEEGCCGACAACGLCARC
TTGGACAAGGCGCGCCGGC TGCTETGGCCGETCAAGAAGAAGTACGGCAAGAAGC TCTCATGGGCGGACC
TGATTGTTTTCGCCGGCAACTECGCGCTGRAATCGATGEGCTTCAAGACGTTCGEETTCGGCTTCEGCCE
GGTCGACCAGTGGGAGCCCRATGAGGTCTATTGGGGCAAGGAAGCCACCTGGC TCGGCGATGAGCGTTAC
AGCGGTAAGCGGGATC TGGAGAACCCGCTGGCCGCGGTGCAGATGGGGCTGATCTACGTGAACCCGGAGG
GGCCGAACGGCAACCCGGACCCCATEGCCGCRGCGETCGACATTCGCGAGACGTTTCGGCGCATGGCCAT
GAACGACGTCGAAACAGCGGCGCTGATCGTCGGCGGTCACACTTTCGETAAGACCCATGGCGCCEECCCE
GCCGATCTGGTCGECCCCGAACCCRAGGCTRCTCCGCTGRAGCAGATGGGCTTGEGCTGGAAGAGCTCET
ATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCACC ACALGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAA
ATGGGACAACAGTTTCCTCGAGATCCTGTACGGC TACGAGTGGGAGCTGACGAAGAGCCCTGCTGECGLT
TGGCAATACACCGCCAAGGACGGCRCCGETECCGECACCATCCCGRACCCGTTCEECGEGCCAGGGCGCT
CCCCGACGATGCTGGCCACTGACCTC TCGCTGCGGGTGEATCCGATCTATGAGCGGATCACGCGTCGCTG
GCTGGAACACCCCGAGGAATTGECCGACGAGTTCGCCAAGGCCTGGTACAAGC TGATCCACCGAGACATG
GGTCCCGTTGCGAGATACCTTGEGCCGCTGETCCCCAAGCAGACCCTGC TGTGGCAGGATCCGGTCCCTG
CGGTCAGCCACGACCTCGTCGGCGAAGCCGAGATTGCCAGCC TTAAGAGCCAGATCCGGGCATCGGGATT
GACTGTCTCACAGCTAGTTTCGACCGCATGGECGECGECGTCRTCGTTCCGTGGTAGCGACAAGCGCGGL
GGCGCCAACGGTGETCGCATCCGCCTGCAGCCACANGTCGEETGGEAGGTCAACGACCCCGACGGGGATC
TGCGCAAGGTCATTCGCACCC TGGAAGAGATCCAGGAGTCATTCAACTCCGCGGCGCCGEEGAACATCAA
AGTGTCCTTCGCCRACCTCGTCETECTCGETGRCTETGCCGCCATAGAGAAAGCAGCAAAGGLGGCTGGC
CACAACATCACGETGCCCTTCACCCCGRECCGCACGGATGCGTCGCAGGAACAAACCGACGTGGAATCCT
TTGCCGTGCTGGAGCCCAAGGCAGATGGC TTCCGAAMCTACCTCGGAAAGGGCAACCCGTTGCCGGCCGA
GTACATGCTGCTCGACAAGGCGAACCTGCTTACGCTCAGTGCCCCTGAGATGACGGTGCTGETAGGTGGC
CTGCGCGTCCTCGGCGCAAACTACAAGCGCTTACCGCTGGGCGTGTTCACCGAGGCCTCCGAGTCACTGA
CCAACGACTTCTTCGTGAACCTGCTCGACATGGGTATCACCTEEEAGCCCTCGCCAGCAGATGACGGGAL
CTACCAGGGCAAGGATGGCAGTGGCAAGGTGAAGTGGAL CGGCAGCCGCGTGGACCTEETCTTCGGETCC
AACTCGGAGTTGCGEGCGCTTGTCGAGETCTATGGCGCCGATGACGCGCAGCCGAAGTTCGTGCAGGACT
TCGTCGCTGCCTGGGACAAGGTGATGAACCTCGACAGGTTCGACGTGCGCTGA



ALINEAMIENTO MULTIPLE DE LAS SECUENCIAS DEL GEN katG
UTILIZANDO LA HERRAMIENTA CLUSTAL W

H37Rv_KatG
fedorad4d?2_KatG
fedoraB2B2c_Kath
fedorad208e_KatG
fedorad788¢c_KatG
fedoratflc_KatG
fedoradd09_KatG
fedoraled5_Katt
fedoraB6d5_KatG

ARGAGCTCGTATGECACCGGAACCGGTARGGACGCGATCACCAGCGRCATCGAGETCGTA
AAGAGCTCGTATGECACCGEAACCGETAAGGACGCGATCACCASCGRCATCGAGGTCETA
ARGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTA
AAGAGCTCGTATGECACCEGAACCGRTANGGACGCGATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTA
AAGAGCTCGTATEECACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCACCAGCGGCATCGAGETCGTA
AAGAGCTCGTATEGCACCGGAACCGRTAAGGACGCGATCACCAGCGRCATCGAGRTCGTA
AAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGRTAAGGACGCGATCACCACCGRCATCGAGGTCGTA
AAGAGCTCETATGECACCGGAACCGRTANGGACGCGATCACCACAGGCATCGAGGTCGTA
MAGAGCTCGTATEGCACCGEANCCGGTAAGGACGCGATCACCACCGRCATCGAGGTCGTA
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Muestra H37Rv
Gen rpoB
Wild Type

>H37Rv_RpoB
TTGGCAGAT TCCCECCAGAGCAAAACAGCCGCTAGTCC TAGTCCGAGTCGCCCECAAAGTTCCTCGAATA

ACTCCGTALCCGGAGCGCCAAACCGGETCTCCTTCGCTAAGL TGCGCGAACCACTTGAGGTTCCGGGALT
CCTTGACGTCCAGALCGATTCETTCGAGTGGCTGATCGGTTCELLGCGLTGRCGCGAATCCGCCGCCGAG
CGGEGTGATGTCAACCCAGTGGGTGGCC TGRAAGAGGTGC TCTACGAGCTGTCTCCRATCGAGGACTTCY
CCGGETCGATETCGTIGTCGTTCTCTGACCCTCGTTTCGACGATGTCAAGGCACCCGTCGALGAGTGCAA
AGACAAGGACATGACGTACGLGGC TCCALTGT TCGTCACCGCCGAGTTCATCAACAACAALACCGGTGAG
ATCAAGASTCAGALGGTGTTCATGGGTGACTTCCCGATGATGACCGAGAAGGGCACGTTCATCATCAALG
GGACCGAGCGTGTGGTGETCAGCCAGCTGGTGLGETCGCCCGGGGTETACTTCGACGAGACCATTGALAA
GTCCACCRACAAGACGCTGCACAGCGTCAAGGTGATCCCGAGCCGLGRCGLGTGGCTCGARTTTGACGTC
GACAAGCGCGACACCGTCGGCGTGLGCATCGACCGLAAAL GLCGECAACCGGTCACCGTGLTGCTCAAGG
CGCTOEGLTGEACCAGCGAGCAGAT TG TCGAGLGGTTCGGETTCTCCGAGATCATGCGATCGACGCTGGA
GAAGGACAACACCGTCGGLACCGACGAGGL GCTGTTGGALATC TACCGCAAGC TECETCCERGLGAGLCC
CCGALCAAAGAGTCAGCGCAGALGCTETTGGAAACTTGTTCT TCAAGGAGAAGL GCTACGACCTGGCCC
GCGTCGGTCGCTATAAGG TCAACAAGAAGCTCGEGLTGCATGTCGGIGAGCCCATCACGTCGTCGACGLT
GACCGAAGAAGALGTCGTGRCCACCATCGAATATC TGGTCCGCTTGCACGAGGETCAGAL CACGATGALC
GTTCCGGGELGECETCGAGGTGLCGGTGGAAAL L GACGACATCGACCACTTCGGCAACCGCCGLCTGCGTA
CGGTCGGLGAGCTGATCCAAAML CAGATCCGGGTCGGCATGTC GLGGATGGAGL GGG TGGTCCGEGAGLG
GATGACCACCCAGGACGTGRAGGCGATCACALCGCAGAL GTTGATCAACATCCGGLCGRTEATCGICGLG
ATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCAATTCATC GACL AGAACAACCCGCTRTCGGRGTTGA
€ CACMECGCCGAC T TCG sCGCTGEGECCCGOLGETCTETLALLTGAGCGTGLCGRGLTGEAGGTCLG
CGACGTGCACCCGTCGLACTACGGCCGGATGTGLCCGATCGAAALCCCTGAGGGELCCAACATCELTCTG
ATCGGCTCGLTETCGATGTACGLGLGGGTCAACCCGTTCGGGT TCATCGAAACGLCGTACCGCAAGGTGG
TCGALGGLGTGGTTAGC GALGAGATCGTGTALCTGACCGLCGACGAGGAGGACCGCCACGTGGTGGLACA
GECCAATTCGLCGATCRATGLGGAL GG TCGLTTCGTCGAGLCECGCGTECTGGTCCGCCOGCAAGGLEGGL
GAGGTGGAGTACGTGCCCTCGTCTGAGGTGGAL TACATGGACGTCTCGCCCCELCAGATEGTGTCGLTGG
CCALCGCGATGATTCCCTTCCTGGAGCACGAL GACGCCAACCGTGCCCTCATGGGGGCAAALATGLAGCG
CCAGGCGETELCGCTGETCCGTAGCGAGGLCCCGL TRGTGRGLACCGGEATGRAGL TELGLGLGGLGATL
GACGCCGGCEALGTCGTCGTCGCUGAAGAAAGL GGLGTCATCGAGGAGGTGTCGGLCGACTACATCALTG
TGATGCACGACAACGGCACCCEGLGTACC TACCGGATGLGCAAGT TTGCCCGRTCCAACCACGGCACTTE
CGCCAACCAGTGLCCCATCOTRRALGLGGGCGACCGARTCGAGBCCGOTCAGGTGATCGLCGACGRTCCC
TGTACTGACGAL GGCGAGATGECGLTGGGCAAGAAL CTGCTGETGECCATCATGCCGTGGGAGGGCCACA
ACTACGAGGAL GCGATCATCCTGTCCAALCGCCTGGTCGAAGAGGAL GTGCTCACCTCGATCCACATCGA
GGAGCATEAGATCGATECTCGLGACACCAAGCTGGGTGLGGAGGAGATCACCCGCGACATCCCGAACATC
TCCGALGAGGTGCTCGLCGACCTGGATGAGCGEGGCATCGTGCGCATCGRTGCCGAGGTTCGLGALCGLGG
ACATCCTEGTCSGCAASGTCAL CCCGAAGGGTGAGAC CGAGC TRACGLCGGAGGAGC 6GCTGCTGOGTGC
CATCTTCGGTGAGAAGGL CCGCGAGGTGLGCGACAL TTCGLTGAAGGTGLCGCACGGLGAATCLGGCAAG

GTGATCGGCAT TCGGETGTTTTCCCGLGAGGACGAGGALGAGTTGLCGECCGGTGTCAACGAGLTGLTGL

GTGTGTATGTGGCTCAGAAACGCAAGATC TCCGAL GG TGACAAGC TGGCCGGCCGGLACGOCAACAAGGG

CETGATCGGCAAGATCC TGCCGETTGAGGACATGL CGTTCCTTGCCGACGGCACCCCGRTGRACATTATT

TTGAACACCCACGGCGTGLCGUGALGGATGAACATCGGCCAGAT TTTGGAGACCCACCTGERTTGOTGTG

CCCACAGCGGCTGGAAGGTCGALGCCGCCAAGGGEGTTCCGEALTGGGCCGCCAGGL TGCCCGACGAALT

GCTCGAGGCGCAGCCGAAM GCCATTGTGTCGALGCCGGTGT TCGALGGLGCCCAGGARGLCGAGLTGCAG

GECCTGTTGTCGTGCALGL TGLCCAALCGLGALGRTGALGTGLTGRTCGACGCCGALGGCAAGGL CATGC

TCTTCGALGEGLGLAGLGGCGAGLCGTTCCCETACCCGGTCACGETTGGC TACATGTACATCATGAAGCT

GCACCACCTGGTGGACGAL AAGAT CCACGCCCGL TCCACCGGECCGTACTCGATGATCACCCAGCAGLCG

CTGGGLGETAAGGLGLAGTTCGETEECCAGCGGTTCGGLGAGATGGAGTGCTGGGLCATGLAGGLCTALG

GTGCTGCCTACACCCTGCAGGAGL TGTTGACCATCAAGTCCGATGACACCGTCGGLCGCGTCAAGGTGTA

CGAGGCGATCGTCAAGGGTGAGAALATCCCGRAGCCGGGCATCCCCGAGTCGTTCAAGGTGLTGCTCAAA

GAACTGCAGTCGCTGTGCC TCAACGTCGAGGTGC TATCGAGTGACGGTGCGGLGATCGAACTGLGCGAAG

GTGAGGAL GAGGACC TGRAGCGGECCGLGGLCAACCTGGGAATCAATCTGTCCCGCAACGAATCCGCARG

TETCGAGGATCTTGCGTAA
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Asslado 0202
Gen rpoB
Mutacién D516F (GAC—TTC)

»fedora®202c_RpoB

TTGGCAGATTCCCGLCAGAGL AAMALCAGCCGCTAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGCAAAGTTCCTCGAATA
ACTCCRTALCCGGAGCGL CAAACCGGATCTCCTTCGLTAAGC TGCGCGAACCACTTGAGGTTCCGGRALT
CCTTGACGTCCAGACCGATTCGTTCGAGTGGC TGATCGGTTCGLCGLGLCTGLLGLGAATCCGLCGLCGAG
CGEGGTGATGTCAACCCAGTGGGTGGLCTGGAAGAGGTGCTC TACGAGC TGTCTCCGATCGAGGACTTCT
CCGGGTCRATGTCGTTGTCGTTCTCTGACCC TCGTTTCGALCGATGTCAAGGCACCCGTCGACGAGTGCAA
AGACAAGGACATGACGTACGCGGL TCCACTGTTCGTCACCGLCGAGTTCATCAACAACAACACCGGTGAG
ATCAAGAGTCAGACGGTGTTCATGGGTGACTTCCCGATGATGACCGAGAAGGGCACGTTCATCATCAALG
GGACCGABCGTGTGLTGGTCAGCCAGC TEGETGLGGTCGCCCGLAGTGTACTTCGACGAGACCATTGACAA
GTCCACCGACAAGAL GCTGCACAGC GTCAAGGTGATCCCGAGL(GLGLLGCGTGECTCGAGTTTGALGTC
GACAAGL GCGAC AL CGTCGGLGTGLGCATCGACCGCAAACGLCCGGLAACCGGTCALCGTGLTGCTCAAGG
CGLCTGGGL TGGALCAGCGAGCAGATTGTCGAGCGGTTCGGET TCTCCGAGATCATGLGATCGALCGCTGGA
GAAGGACAACACCGTCGECACCGACGAGGCGLTGTTGRACATCTACCGUAAGCTGLGTCCGLGCGAGCCC
CCGACCAAAGAGTCAGCGCAGALGC TGTTGGAAAAL TTGTTC TTCAAGGAGAAGCGC TACGACCTGGCCC
GCGTCGOTCGCTATAAGGTCAACAAGAAGCTCGGGL TGLATGTCGGLGAGCCCATCALGTCGTCGACGLT
GACCGAABAAGALGTCGTGGCCACCATCGAATATCTEGTCCGLTTGCACGAGGGTCAGACCACGATGACC
GTTCCERGCGGRLGTCGAGGTGCCGGTGGAAAL CGACGACAT CGACCACTTCGGLAACCGLCGLCTGCGTA
CGGTCGGLGAGCTGATCCAAAALCAGATCCGGGTCGGLATGTCGCGGATGGAGLGEGTGGTCCGGGAGCG
GATGACCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACALCGCAGACGTTC ATCAACATCCGGLCGGTGGTCGLCGLG
ATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATI TTC AGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGA
CCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTGGRGGCCCGECGETC TGTCACGTGAGLGTGCLGGGLTGRAGGTCCG
CGACGTGCACCCGTCGCACTACGGLCGGATGTGCCCGATCGAAACCCCTGAGGGGCCCAACATCGGTCTG
ATCGGLTCGCTGTCGETATAL GCGCGGGTCAALCCGTTCGGGT TCATCGAAALGCCGTACCGLAAGGTGE
TCGALGGLGTGETTAGCGAL GAGATCGTGTACCTGALCGCCGALGAGGAGGACCGC CACGTGGTGGCACA
GGLCAATTCGCCGATCGATGLGGACGGTCGCTTCGTCGAGCCECGLGTGCTGRTCCGCCGLAAGGLGEGL
GAGGTGGAGTACGTGCCCTCGTCTGAGGTGGAL TACATGGACGTCTCGLCCCGLCAGATGGTGTCGLTGG
CCACCGCGATGATTCCCTTCC TEGAGCACGACGACGCCAACCGTGCCCTCATGGRGGLAAACATGCAGCG
CCAGGLGETGLCGCTGRTCCGTAGCGAGGLLCCGCTGRTGLGLACCOGGATGEAGL TGCGCGLGGLGATC
GALGLCGGCGACGTCGTCGTCGCCGAAGAAAGL GGCGTCATCRAGGAGGTGTCGGCCGACTACATCACTG
TGATGCACGACAAL GGLACCCGGLGTACCTACCGGATGCGCAAGTTTGLCCGGYTCCAACCACGGCACTTG
CELCAACCAGTGCCCCATCGTGGALCGLGOGLGACCEAGTCGAGGCCOGETCAGGTGATCGLCGALGGTCCC
TGTACTGACGALGGL GAGATGGCGL TEEGCAAGAACCTGL TGGTGGCCATCATAC CGTGGRAGGGCCACA
ACTACGAGGACGLCGATCATCCTGTCCAACCGLCTGETCGAAGAGGACGTGC TCACCTCGATCCACATCGA
GGAGCATGAGATCGATGCTCGCGACACCAAGCTGGGTGCGGAGGAGATCACCCGLGACATCCCGAACATC
TCCGACGAGGTEL TCGLCGACCTGGATGAGL GGGGCATCGTGCGCATCGGTGLCGAGGTTCGLCGALCGGLG
ACATCCTGGTCGGCAAGGTCACCCCGAAGGG TGAGAL CRAGL TGACGLCGGAGGAGLGGL TGC TGLGTGEL
CATCTTCGGTGAGAAGECCCGCGAGGTGCGLGACAL TTCGLTGAAGG TGCCGCACGELGAATCCGGCAAG
GTGATCGGCATTCGGGTGTTTTCCCGCGAGGACGAGGACGAGTTGCCGGCCGGTGTCAACGAGL TGGTGL
GTGTGTATGTGGC TCAGAAACGCAAGATCTCCGACGRTGACAAGL TGGLCGOLCGLLACGGLAACAAGGG
CGTGATCGGLAAGATCCTECCGGTTGAGGACATGCCETTCCTTGCCGACGGCACCCCGGTGGACATTATT
TIGAALAL CCACGGLGTGLCGCGALGGATGAACATCGGCCAGATTTTGGAGALCCACCTGRGTTGGTGTG
CCCACAGCGECTGGAAGGTCGACGCCGLCAAGGOGOTTCCGGAL TREGCCGLCAGGLTGCCCGACGAALT
GCTCGAGGCGCAGCLGAACGCCATTGTGTCGALGCCGGTGTTCGACGEGLGLCCAGGAGGCCGAGCTGCAG
GGCCTGTTGTCGTGCACGC TG CCAACCGLGALGOTGALGTGL TGO TCGALGLCGALGGCAAGGCCATEL
TCTTCGALGGGLGLAGL GG GAGLCCOTTCCCGTACCCGGTCACGGTTGGE TACATGTACATCATGAAGCT
GCACCACCTGGTGGACGACAAGATC CACGCCCRCTCCACCGGRCCGTACTCGATGATCACCCAGCAGCLG
CTGEGCGETAAGGCGCAGTTCGGTGGCCAGCGGTTCGGGRAGATGEAGTGCTGGGLCATGCAGGLCTALG
GTGCTGCCTACACCCTGLAGGAGC TGTTGACCATCAAGTCCGATGACACCGTCGGCCGCGTCAAGGTGTA
CGAGGCGATCGTCAAGEGTGAGAACATCCCGRAGCCEGGCATCCCCGAGTCGTTCAAGGTGCTGCTCAAA
GAACTGCAGTCGLTGTGLCTCAACGTCGAGGTGC TATCGAGTGAL GG TGLGGLGATCGAALTGLGCGAAG
GTGAGGAL GAGGALCC TGRAGLGGGCCGCGGLCAACCTGGRAATCAATCTGTCCCGLAACGAATCCGCAAG
TGTCGAGGATCTTGCGTAA
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Aislado 0208
Gen rpoB
Mutacién D516F (GAC—TTC)

>fedo a8208e_RpoB
TTGGCAGATTCCCGCCAGAGCAAAACAGCCGCTAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGCAAAGTTCCTCGAATA
ACTCCGTACCCGGAGCGCCAAACCGGGTCTCCTTCGCTAAGCTGCGCGAACCACTTGAGGT TCCRGRACT
CCTTGACGTCCAGACCGATTCGTTCGAGTGGL TGATCGGTTLGLCECGLTRRLELGAATCCGLCGLCGAG
CGEGETGATGTCAALCCAGTGGATGGL CTGRAAGAGGTGC TCTACGAGL TRTC TCCGATUGAGGACTTCT
CCGGETCGATGTCGTTGTCGTTC TCTGACCCTCRTTTCGACGATGTCAAGECACCCGTCGALGAGTGCAA
AGACAAGGACATGACGTACGCGGL TCCACTGTTCATCACCGCCGAGTTCATCAACAACAACACCGGTGAG
ATCAAGAGTCAGACGETGT TCATGGGTGAC TTCCCGATGATGACCGAGAAGGGCACGTTCATCATCAALG
GRALCGAGCGTGTGGTGGTCAGCCAGCTGETGLGETCGLCCEEGGTGTACTTCGACGAGACCATIGACAA
GTCCACCGACAAGACGCTGCACAGCGTCAAGGTGATCCCGAGCCGLGECGLGTORLTCGARTT TGALGTL
GACAAGCGCGALACCGTCGGLGTGCGCATCGACCGCAAACGCCGGCAMCCGGTCACCGTEGLTGCTCAAGG
CGCTGEGCTEGALCCAGCGAGCAGATTGTCGAGCGRTTCGEGTTCTCCGAGATCATGCGATCGACGCTGGA
GAAGGACAALACCGTCGGCACCGACGAGELGCTGTTGRACATC TACCGCAAGL TGLETCCGGGIGAGLCC
CCGACCAAAGAGTCAGCGCAGACGLCTGTTGGAAAACTTGTTCTTCAAGGAGAAGLGCTACGACCTEGCCC
GCGTCGETCGCTATAAGGTCAACAAGAAGC TCGEGCTGCATGTCGGCGAGCCCATCACGTCGTCGACGLT
GACCGAAGAAGAL GTCGTGGCCACCATCGAATATCTGGTCCGCTTGLALGAGGGTCAGACCACGATGACC
GTTCCGGRLEGCGTCGAGGTGLCGATGGAAAC CGALGACATCGACCACTTCGGCAACCGLCGLCTGLGTA
CGGTCGECGAGCTGATCCAAAAL CAGATCCGGGTCGGCATGTCGCGRATGRAGCGEETGETC CLGLAGLG
GATGALCACCCAGGACGTGGAGGLGATCACACCGCAGACGTTGATCAACATCCGGLCGGTGETCRLCGLG
ATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCAATTCATC TTC .AGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGA
CCCACAAGCGCCGAL TRTCEECGLTGEGGLCCGRCGOTC TETCACGTRAGLGTGCCGEGCTGGAGGTCCG
CGACGTGCACCCGTCGLAL TAL GGLCGGATGTGCCCGATCGAAACCCCTGAGGGGLCCAACATCGRTCTG
ATCGECTCGLTGTCGG TGTACGL GLGEGTCAACCCGTTCGGEGTTCATCGAAACGCCGTACCGCAAGGTGG
TCGACGGCGTGGTTAGCGACGAGATCGTGTACCTGALCGCCGACGAGGAGGAL CGCCALGTGGTEGLACA
G6GCCAATTCGCCGATCRATGLGEALGRTCGLTTCGTCGAGCCGLGCGTELTGETCCGLCGLAAGGLGGGL
GAGGTGGAGTACGTGCCCTCGTC TGAGGTGGAL TACATGGACGTCTCGCCCCGCCAGATGGTGTCGGTGG
CCACCGCRATGATTCCCTTCCTGGAGCAC GACGACGCCAACCGTGCCCTCATGEGGGCAAACATGLAGLG
CCAGGLGRTGCCGCTGRTCCGTAGCGAGGCCCCELTGETORECACCGGRATGGAGC TGLGLGCGLLGATC
GALGLCGECGACGTCGTCGTCGCCGAAGAAAGCGGCGTCATCGAGGAGGTGTCEGGCCGALTACATCALTG
TGATGCACGACAACGGCACCCGECGTACCTALCGGATGCGCAARTTTGCCCAGTCCAACCACRGCACTTG
CGCCAALCAGTGLCCCATCGTGRALGLGGGLGACCGAGTCGAGGLCGETCAGGTGATCGLCGACGGTCLC
TGTACTGACGACGGL GAGATGGLGL TGGGCAAGAACCTGLTGGTGGLCATCATGCCGTGLGAGGLLCACA
ACTACGAGGAL GLGATCATCCTGTCCAACCGCCTGGTCGAAGAGGACGTGCTCACCTCGATCCACATCGA
GGAGCATGAGATCGATGL TCGCGACACCAAGC TGGGTGC GLAGGAGATCAC CCGLGACATCCCGAACATC
TCCGACGAGGTGCTCGCCGACCTGGATGAGCGEGGCATCGTGLGCATCGETGLCGAGGT TCGLEACGELG
ACATCCTGGTCGGLAAGGTCACCCCGAAGGG TGAGACCGAGCTGACGCCGRAGGALLGGLTGCTGLGTGL
CATCTTCRGTGAGAAGGL CCGCGAGGTECGLGACACTTCGCTGAAGGTGL CGCACGGCGAATCCGRLAAG
GTGATCGECATTCGGGTGTTT TCCCGLGAGGACGAGGACGAGTTGCCGECCGOTGTCAACGAGLTGGTGL
GTGTGTATGTGGL TCAGAAACGLAAGATCTCCGACGE TGACAAGCTGGCCGGCCGGCACGGLAACAAGRG
CETGATCGGCAAGATCC TGLCGGTTGAGGACATGCCGTFCCTTGCCGALGGCACCCCGRTGGACATTATT
TTGAACACCCACGGECGTGCCGCGACGGATGAACATCGGCCAGATTTTEGAGACCCACCTGRGTTGRTGTG
CCCACACGGCTGGAAGETCGALCGCCGCCAAGGGLGTTCCGGACTGOGCCGLCAGGL TGCCCGACGAACT
GCTCGAGGCGCAGLCGAACGCCATTGTRTCGALGCCGGTGTTCGACGGCGCCCAGGAGGL CGAGL TGCAG
GGCCTGTTGTCGTGCACGL TGCCCAALCGLGALGGTGACGTGLTGGTCGACGCCGACGGLAAGGCCATGL
TCTTCGACGRGCGCAGLGGCGAGLCGTTCCCGTALCCGGTCACGGTTERCTACATGTACATCATGAAGCT
GCACCALCTGRTGGALGACAAGATCCALGCCCGLTCCACCGRGCCGTACTCGATGATCACCCAGCAGCCG
CTGGGCGGTAAGGCGCAGT TCGGTGGLCAGCGLTTCGGGGAGATGGAGTGL TGGGCCATGLAGGLCTALG
GIGCTGCCTACACCCTGCAGGAGCTGT TGACCATCAAGTCCGATGACACCGTCGGCCGLGTCAAGGTGTA
CGAGGCGATCGTCAAGGGTGAGAACATCCCGGAGC CGGGCATCCCCGAGTCGTTCAAGGTGLTGCTCAAA
GAACTGCAGTCGCTGTGCCTCAACGTCGAGGTGCTATCGAGTGACGGTGLGGLGATCGAACTGLGCGAAG
GTGAGGALGAGGAL CTGGAGCGGGL CGLGGCCAAL CTGGGAATCAATCTGTCCCGCAACGAATCCGLAAG
TGTCGAGGATCTTGLGTAA
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Aislado 0402
Gen_ rpoB
Mutacién SS31IL (TCG—TTG)

>fedoraddo2_RpoB

TTGGCAGATTCCCGCCAGAGCAAAACAGCCGL TAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGCAAAGTTCCTCGAATA
ACTCCGTACCCGGAGCGCCAAACCGGGTCTCCTTCGCTAAGCTGCGCGAACCACTTGAGGTTCCGGGALT
CCTTGACGTCCAGACCGATTCGTTCGAGTGGL TGATCGETTCGLCGCGCTGGCECGAATCCGLCGLCGAG
CGGGGTGATGTCAACCCAGTGGGTGGLCTGGAAGAGGTGC TCTACGAGL TGTCTCCGATCGAGGACTTCT
CCGGGTCRATGTCGTTGTCGTTCTCTGALCCTCGTTTCGACGATGTCAAGGCACCCGTCGACGAGTGCAA
AGACAAGGACATGALGTALGCGGCTCCACTGTTCGTCACCGCCRAGTTCATCAACAACAACACCGGTGAG
ATCAMGARTCAGACGGTGTTCATGEGTGAC TTCCCGATGATGAC CGAGAAGGGCACGTTCATCATCAALG
GGACCGAGCGTETGGTGGTCAGLCAGL TGETGLGLTCGLCCGGGGTGTACTTCGACGAGACCATTGACAA
GTCCACCGACAAGALCGCTGCAC AGCGTCAAGGTGATCCCGAGLCGLGELGCGTGGCTCGAGTTTGACGTC
GACAAGCGLGACALCGTCGGCGTGCGCATCGACCGCAAACGLCGGCAACCOGGTCACCGTGCTGCTCAAGG
CGCTGEGL TEGRACCAGCGAGCAGATTGTCGAGCGGTTCGGGTTCTCCGAGATCATGCGATCGALGCTGGA
GAAGGACAACACCGTCGGCACCGACGAGGLGL TGTTGRACATC TACCGLAAGCTGCGTCCGGGEGAGLCC
CCGACCAMGAGTCAGCGCAGACGCTGTTGGAAAACTTGTTC TTCAAGGAGAAGCGCTACGACCTGECLCC
GCGTCGGTCGCTATAAGGTCAACAAGAAGL TCGGGL TGCATGTCGGCGAGCCCATCACGTCGTCGACGCT
GACCGAAGAAGALGTCGTGGLCCACCATCGAATATCTGGTCCGCTTGCACGAGGETCAGAC CACGATGACC
GITCCGGGLGGCGTCGAGGTGLCGATGGAAALC CGACGACATCGALCALTTCGGCAALCGLCGLCTELGTA
CGGTCGGCGAGCTGATC CAAAALCAGATCCGOGTCEGCATGTCGCGGATGGAGLGGLTGLTCCGGRAGCE
GATGACCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACAL CGCAGACGTTGATCAACATCCGGLCGGTGGTCGLCGLG
ATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGRACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGA
CCCACAAGCGCCGACTITTG SCGCTGGGECCCEGCEGTCTGTCACGTGAGLGTGCCGGGE TGRAGETCCE
CGACGTGCACCCGTCGCAC TALGGLCGGATGTGCCCGATCGAAACCCCTGAGGGGCCCAACATCGGTCTG
ATCGGCTCELTGTCGGTGTACGCGLGEETCAALCCGTTCGGOTTCATCGAAACGCCGTACCGCAAGGTGG
TCGALGGLGTGGTTAGCGACGAGATCGTGTALC TGACCGCCGACGAGBAGGALCGCCACGTGGTGGCACA
GGLCAATTCGCCGATCGATGCGGACGETCGC TTCETCGAGCLGLGLGTGL TEETCCGLCGCAAGGLGGAL
GAGGTGGAGTACGTGLCCTCGTCTGAGRTGGAL TACATGGACGTCTCGCCCCGCCAGATGGTGTCGGTGG
CCACCGCGATGATTCCCTTCCTGRAGCAC GACGACGCCAACCGTGLCCTCATGGGEGLAMCATGCAGLG
CCAGGCGGTGCCGCTGGTCCETAGLGAGGLCCCGLTGLTGGGLACCGEEATGGAGL TGCGLGCGGLGATC
GALGLCGGLGACGTCGTCGTCGCCGAAGAAAGL GECGTCATCGAGGAGGTGTCGGCCGAC TACATCACTG
TGATGCACGACAACGGCALCCCGGCGTACC TACCGGATGCGCAAGTTTGCCCGGTCCAACCACGELALTTG
CGCCAMCCAGTGCCCCATCGTGRALGLGLGCGACCGAGTCGAGGL CGETCAGGTGATCGCCGALGGTCCC
TGTAL TGALGACGGCGAGATGGCGLTGORCAAGAACCTGC TG TGGCCATCATGCCGTGGGAGGGCCACA
ACTACGAGGACGCGATCATCCTGTCCAACCGLCTGGTCGAAGAGGACGTGCTCACCTCGATCCACATCGA
GGAGCATGAGATCGATGL TCGCGACACCAASCTGEGTGCGGAGGAGAT CACCCGCGACATCCCGAACATC
TCCGACGAGGTGL TCGCCGALC TGGATGAGLGOGGCATCGTGLGCATCGETGCCGAGGTTCGCGACGLRGE
ACATCCTGGTCGGCAAGGTCACCCCGAAGGGTGAGAL CGAGL TGAL GLCGGAGGAGL GGL TECTGLGTGL
CATCTTCGETGAGAAGGL CCOLGAGGTGLGLGACACTTCGCTGAAGGTGCCGCACGGLGAATCCGGLUAAG
GTGATCGGCATTCGGGTGTTTTCCCGCGAGGAL GAGGACGAGTTGCCGGLCGRTGTCAALGAGLTGGTGC
GTGTGTATGTGGCTCAGAAACGCAAGATCTCCGALGGTGACAAGCTGGCCGGCCGGLACGGCAACAAGEG
CGTGATCGGCAAGATCCTGCCGGT TGAGGACATGLCGTTCCTTGCCGACGGCACCCCGGTGGACATTATT
TTGAACACCCACGGLGTGLCGLGACGGATGAACATCGGCCAGATTTTGGAGALCCALCTGLGTTGGTGTG
CCCACAGCGGCTGGAAGGTCGACGCCGCCAAGGGGGT TCCGGACTGGOLCGCCAGGL TGCCCGACGAALT
GCTCGAGGCGCAGCCGAACGLCATTGTGTCGACGCCGGTGTTCGALGGLGLCCAGGAGGC CGAGCTGCAG
GGCCTGTTGTCGTECALGCTGLCCCAAL CGLGALGGTGACGTECTGGTCGALGCCGACGGLAAGGLCATGL
TCTTCGACGORGCGLAGL GGLGAGCCGTTCCCGTACCCGATCALGRTTGEL TACATGTACATCATGAAGCT
GCACCACCTGGTGGACGACAAGATCCACGLCCGCTCCALCGEECCGTACTCGATGATCACCCAGCAGLCG
CTGGGLGGTAAGGCGCAGTTCGGTGGCCAGLGLT TCGGGGAGATGRAGTEGL TGEGLCATGCAGGCCTACG
GTGCTGCCTACACCCTGCAGGAGCTGTTGACCATCAAGTCCGATGACACCGTCGGLCGLGTCAAGGTGTA
CGAGGCGATCGTCAAGGG TGAGAACATCCCGRAGCCGGGCATCCCCGAGTCGTTCAAGETGCTGCTCAAA
GAACTGCAGTCGCTGTGCCTCAACGTCGAGGTGC TATCGAGTRAC GG TG GLCGATCGAACTGCGCGAAG
GTGAGGACGAGGACC TGGAGLGEGLCGCOGLCANCCTGGRAATCAATCTGTCCCGCAALGAATCCGCAAG
TGTCGAGGATCTTGCGTAA

104



Auslado 0409
Gen rpoB
Mutactén S531L (TCG—TTG)

»fedo 20409_RpoB

TTGGCAGATTCCCGCCAGAGCAAAALAGCCGC TAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGLAAAGTTCCTCGAATA
ACTCCGTACCCGGAGCGLCAAACCGGATCTCCTTCECTAAGC TGLECGAACCACTTGAGGTTGCGGGALT
CCTTEACGTCCARACCGATTCGTTCGAGTGEL TGATCGGTTCGCCGLGCTGGLGLGAATCCGLCGLCGAG
COGGATGATGTCAACCCAGTGGGTEGLCTEGAAGAGETGC TCTACGAGCTGTCTCCRATCGAGGALTTCT
CCGGGTCGATGTCGTTGTCGTTCTCTGACCC TCETT TOGACRATGTCAAGGCACCCGTCGACGAGTGCAA
AGACANGGACATGACGTALGCGGCTCCACTGT TCRTCACCGLCGAGTTCATCAACAACAACACCGGTGAG
ATCAAGAGTCAGACGGTETTCATGGETGAC TTCCCGATGATGACCGAGAAGEGCACGTTCATCATCAALG
GGACCGAGCGTGTGETGETCAGLCARC TEGTGLEGTCALCCGRGETRTACTTCGACGAGALCATTGACAA
GTCCACCGACAAGAL GC TECACAGCGTCAAGETGATCCCGARCCGCGGCGLGTEELTCGAGTTTGACGTC
GACAAGCGCGACACCGTCE6( GTGLGCATCGACCGCAAALGCCGRCAALCEETCALCRTGLTGLTCAAGG
CGCTGEGCTGGALCAGLGAGCAGATTGTCGAGCGGTTCGGGTTCTCCGAGATCATGUGATCGACGLTGGA
GAAGGACAACAC CGTCGGCAL CGACGAGGC GCTGTTGGACATCTACCGLAAGCTGCGTCCGGGLGAGCCC
CCGACCAAAGAGTCAGCGLAGAL GCTGTTEGAAAACTTGT TCTTCAAGGAGAAGCGCTACGACCTRGCCC
GCETCGGTCGCTATAAGG TCAACAAGAAGCTCGGGCTGCATGTCGEC GAGC CCATCACGTCRTCGACGLT
GACCGAAGAAGAC GTCGTGELCACCATCGAATATCTGGTCCGCTTGLACGAGGGTCAGACCACGATGALC
GTTCCRGGCGALGTCGARGTGCCGGTGRAANC CGACGACATCGAC CACTTCGECAACCGLCGLCTGCGTA
CGETCEECGAGCTRATCCAAAAL CAGATCCEGGTCGGCATETCGLGEATEEAGLGEGTGATCCGRRAGLG
GATGACCAL CCAGGALGTGGAGGCGATCACAC CGCAGAC GTTGATCAACATCCGECCOATGRTCGLCGLG
ATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTRAGCCAATTCATGGAL CAGAACAALCCGCTGTCGGGGTTGA
CCCACAAGCGCCGALT "TTG 2( GLTGEEGCCCGGCGATCTETCACGTGAGLGTGLCERGLTGLAGGTCCG
CGACETGCACCCGTCGCACTACGLL CGRATGTGCCCGATCGAAACCLCTGAGGEGLCCAACATCGGTCTG
ATCGGCTCGCTGTCGETGTACGCELGEATCAACCCOTTCGGGTTCATCGAANCGCCETACCGLAAGGT GG
TCGACGGLGTGGTTAGLGACGAGATCGTGTACCTGAL CGLCGACGAGRAGGACCGCCACGTGRTGRCACA
GGCCAATTCGCCRATCGATGLGGACGRTCGLTTCGTCGAGCLGCGLGTECTGATCCGCCGCAAGGLGGGC
GAGGTGEAGTACGTGCCCTCGTCTGAGGTGRAL TACATGRACGTCTCELCCCGCCAGATGGTGTCGLTGG
CCACCGCGATRATTCCCTTCCTGGAGCACGACGAL GCCAACCGTGLCCTCATGGGGECAAACATGCAGLG
CCAGECGETGLCGL TGRTCCGTAGLGAGECCCCGL TRETHEGCAL (GARATGRAGCTELGLGCGGCGATC
GACGCCERCGALGTCGTUGTCGLCRAAGAAGCGECGTCATCGAGGAGE TG TCGGLCGACTACATCACTG
TGATGCACGACAACGRCACCCGGLGTACCTACCGRATGLGCAAGTTTGUCCGRTCCAACCACGLLALTTG
CGCCAACCARTGLCCCATCGTGGACGCGEECGACCOAGTCGAGGCCGGTCAGGTGATCGCCGALGRTCLL
TGTACTGACGALGGLGAGATGGLGL TEEGLAAGAAL CTGLTEGTGGLCATCATGLLGTGRGAGGGCCACA
ACTACGAGRACGLGATCATCCTGTCCAALCGCCTEETCGAAGAGGACGTECTCACCTCGATCCACATCGA
GGAGCATGAGATCGATGL TCGUGACACCAAGL TGGRTGCGGAGGAGATCAL CCGCGACATCCCGAACATC
TCCGAL GAGGTGC TCGLCGALCTGRATRAGCEGLGCATCGTGCGCATC GETGCCGAGGTTCGLGACGGHE
ACATCCTGETCGGCAAGGTCACCCCGAAGGETGAGACCGAGL TGALGLCGRAGBAGLGGLTRLTGLGTGL
CATCTTCGGTGAGAAGGCC (GCGAGETGCGCGACAL TTCGLTGAAGGTGCCGLACGGLGAATCCGGLAAG
GTGATCGGCATTCEEETGTTTTCCCGLGAGGACGAGGACGAGTTGCCGGLCGRTGTCAAL GAGCTGGTGL
GTGTGTATGTGGC TCAGAAALGCAAGATC TCCGACGGTGACAAGC TGGCLGGLCGGCACGGCAACAAGGG
CETGATCGGCAAGATCCTGLCGGTTGAGGACATECCGTTCCTTGLCGALGGCACCCCGGTGGACATTATT
TTGAALACCCACGELETGLCGLGACGRATGAACATCGGCCAGATTTTGRAGALCCALCTGGGTTGGTGTG
CCCACAGLGGCTGEAAGG TCGALGL CGLCAAGEGGGT TCCGRAC TGGGLCGCCAGECTGLCCGACGAACT
GCTCGAGGCGCAGL CGAACGCCATTGTGTCGACGLCGGTGTTCGACGRCGLCCAGGAGGLLGAGLTECAG
GGLCTETTGTCETGCACGL TECCCAAL CGOGAL GETGALGTGCTEGTCGALGLCGACGGLAAGGC CATGL
TCTTCGALGRGLGCAGCGGLGAGLCGT TCCCGTACCCGRTCALGRTTGGCTACATGTACATCATGAAGCT
GCACCACCTEGTGGAC GACAAGATCCACGCCCGCTCCACCGRGLCGTACTCGATGATCALCCAGCAGLCG
CTGGGLGETAAGECGLAGTTCGATGRCCAGCGETTC GGGGAGATGGAGTGLTGEGLCATGCAGGLCTACG
GTGCTGLCTACACCCTGCAGGAGL TETTGACCATCAAGTCCGATGACACCETCGGLCGLGTCAAGGTGTA
CGAGGCGATCGTCAAGGG TEAGAACATCCCERAGCCGRGLATCCCCGARTCGTTCAAGGTGLTGCTCAAA
GAALTGCAGTCGCTGTELCTCAALGTCGARGTGL TATCGAGTRALGGTGL GGCGATCGAALTGCGCGAAG
GTGAGGALGAGGAL C TGGAGLGEGL CREGELCAAL CTGGGAATCAATCTGTCCCGLAACGAATCCGCAAG
TGTCGAGGATCTTGCGTAA
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Aislado 0605
Gen rpoB
Mutacién H526D (CAC—GAC)

»Fedorad6e@5_RpoB
TTGECAGATTCCCGCCAGAGCAAACAGCCECTAGTCCTAGTCCEAGTCGLCCGCAAABTTCCTCGAATA
ACTCCGTACCCGEAGCGCCAAAC CGEGTCTCCTTCGCTAAGCTGCGCGAACCAC TTGAGGTTCCEGGACT
CCTTGACGTCCAGALCGATTCGTTCGAGTGECTEATCEGTTCECCGLGCTRECGCRAATCCGCCELCGAG
CGGGGTGATGTCAACCCAGTGGGTEGCCTGRAAGAGGTGL TCTACGAGCTGTCTCCGATCGAGGACTTCT
CCGEETCRATETCETTGTCATTCTCTRACCCTCRTTTCGACGATGTCAABGC ACCCGTCGACGAGTGLAA
AGACAAGGACATGACGTACGLGECTCCACTETTCGTCACCGCCGAGTTCATCAACAACANCACCGGTGAG
ATCAAGAGTCAGACGGTGTTCATEGGTGACTTCCCGATGATGACCGAGAAGGECACGTTCATCATCAACG
GGACCGAGCGTGTEGTGETCAGCCAGCTGETGLGETCECCCGGEETGTACTTCGACGAGACCATTGACAA
GTCCACCGACAAGACGCTGCACAGCGTCAAGGTGATCCCGAGCCGLGECGCETGGC TCGAGTTTGACETC
GACAAGCGCGACACCETCEGL6TECGCATCGACCGCAAC GLCGECAACCGETCACCGTGCTGCTCAAGG
CGCTEEGCTGRACCAGCGAGCAGATTGTCGAGCGGTTCEGGT TCTCCGAGATCATGCGATCGACGCTEGA
GAAGGACAACAL CGTCEGCACCGALGARGCGCTGTTGGACATCTACCGCAAGCTGCGTCCGRGLEAGCCE
CCGACCAAAGAGTCAGCGCAGACGCTGTTGGAAAACTTGTTCTTCAAGGAGANGCGLTACGACCTGGCCC
GCGTCEETCGCTATAAGGTCAACAAGAAGC TCGEGLTGCATGTCEGCGAGCCCATCACGTCGTCGACELT
GACCGAAGAAGACGTCGTEGCCACCATCGAATATCTGETCCGCTTGCACGAGGGTCAGACCACGATGACC
GTTCCEEGLGECGTCGAGETGC CGETGEAAACCGACGACATC GACCACTTCGGCAACCGCCGLCTGCGTA
CGETCEECEAGCTEATCCAAMACCAGATCCEEETCEGCATGTCECGRATGEAGL GGG TEGTCCGEGAGLG
GATGACCACCCAGGACGTGRAGGC GATCACAC CGCAGACGTTGATCAACATCCGECCEETGETCECCGLG
ATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCAATTCATGGACCAGARCAAC CCELTETCGRGETTGA
C GAC VAGCGCCEACTGTCGGLGCTEGEGCCCOECGETCTGTCACGTEAGCGTRCCEEECTERAGETCCE
CGACGTECACCCGTCGCACTACGGCCGBATETELCCRATCGAAACCCCTRAGEGGLCCAACATCRRTCTE
ATCGECTCECTGTCRETGTALGLGCGEETCAACCCGTTCGEGTTCATCGAAACGCCGTACCGCAAGGTGE
TCGACGGCETEGTTAGCGAC GABATCETGTACCTGACCECCGACGAGGAGGACCGCCACGTGGTGGCACA
GGLCAATTCGCCGATCRATGCGRACGETCEC TTCGTCRAGCCECECETGLTEETCCECCGLAAGECGGGE
GAGGTGBAGTACETECCCTCGTCTRAGGTGRACTACATGRACGTCTCGC CCCGCCABATGGTGTCGGTGE
CCACCECGATGATTCCCTTCCTEGAGCACGACGACGCCAACCGTGCCCTCATGGGGRLAAACATGCAGLE
CCAGGCEGTGOCGLTEETCCETAGCGAGGCCCCEL TGGETGGGCACCEEEATERAGCTGCGCGCGGCGATC
GALGCCGGCGACGTCGTCGTCGCCOAAGAANGCGGCGTCATCGAGGAGGTGTCGGCCGACTACATCACTG
TGATGCACGACAACGGCACCCGGCGTACC TACCEGATGCGCAAGTTTGCCCGGTCCAACCACGGCACTTG
CGCCAACCAGTGCCCCATCGTGGACECGEECEACCGAGTCGAGBCCGETCAGGTGATCGCCGACGGTCCC
TGTACTGACGACGGCGAGATGGCEL TEEGCAAGAAC CTGCTGETGGL CATCATGCCGTGGGAGGGCCACA
ACTACGAGGACGCGATCATCCTGTCCAACCGCCTEGTCGAAGAGGACGTGCTCACCTCGATCCACATCGA
GGAGCATGAGATCGATECTCGCGACACCAAGCTGGGTGC GGAGGAGATCACCCGCGACATCCCGAACATC
TCCGACGAGGTECTCBCCRAC CTEGATGAGCGEE6CATCETGLECATCGETECCEAGETTCGCGACGGEG
ACATCCTGETCGGCAAGGTCACCCCGAAGGGTGAGACCGAGC TGACGCCERAGGAGCGECTGCTGLGTEC
CATCTTCGETEAGAAGGCCCGCGAGGTECECGACAC TTCEC TGAAGETECCGCACGGCGAATCCGELAAG
GTGATCEGCATTCGGETGTTTTCCCGCRAGGACGAGGACGAGTTGCCEGCCGGTETCAAL GAGCTEGTEL
GTGTGTATGTGGCTCAGAAACGCAAGATC TCCGACGETGACARGL TGECCGGLCGGCACGGCAACAAGGG
CGTGATCGGLAAGATCCTGCCGGTTGAGGACATELCGTTCCTTECCGACEGCACCCCGGTGGACATTATT
TTGAACACCCACGGLETECCGCGACGRATGAACATCGECCAGATTTTGGAGACCCACCTGRGTTGRTETG
CCCACAGCGECTGGAAGGTCEACECCGLCANGEEEGTTCCGRAL TERGCCGLCAGGCTGCCCGACGAACT
GCTCGAGGCECAGCCGAACGCCATTGTGTCGACGECGGTGTTCGAL GELECCCAGGAGGLCGAGCTGCAG
GGLCTGTTGTCGTGCACECTECCCAAL CGLGACGETGACETECTGETCGACGCCGACGECAAGGCCATEL
TCTTCGACGRGLGLAGLGGLGAGCCGTTCCCGTACCCEETCACGETTGGCTACATGTACATCATGAAGCY
GCACCACCTRETGGACGACAAGATCCACGCCCGLTCCACCEGGLCETACTCGATGATCACCCAGCAGCCG
CTGEGCEGTAAGGCGCAGTTCGGTEGC CAGCOGTTCEGEEAGATGRAGTGL TGRGCCATGCAGGLCTACG
GTGCCRCCTACAC CCTECAGGAGCTGTTGACCATCAAGTC CGATGACACCGTCGGCCGCGTCAAGGTGTA
CGAGGLGATCETCAAGGETGAGAACATCCCGGAGCCEEGLATCCCCGARTCGTTCAAGETGCTGC TCAAA
GAACTGECAGTCGCTGTGCCTCAACGTCGAGETGCTATCGAGTGAC GGTECGECEATCGAACTGCGLGAAG
GTGAGGACGAGGALC TGGAGCGEGCCGIGECCAACCTGEGAATCAATCTGTCCCECAACGAATCCGCAAG
TGTCGAGGATCTTGCGTAA

106



Aislado 0708
Gen rpoB
Mutacién H526D (CAC—GAC)

>Fedorad708c_RpoB
TTGGCAGATTCCCGCCAGAGCAAMACAGC CGCTAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGCAAAGTTCCTCGAATA
ACTCCGTACCCGGAGCGCCAAACCGEGETCTCCTTCGCTAAGCTGLGCGAAL CACTTGAGGTTCCGRRACT
CCTTGACGTCCABACCGATTCETTCGAGTGGLTEATCGETTCECCELGCTGECGLGAATCCGCCGLLGAS
CGERGTGATGTCAACCCAGTGEETGGCCTGGAAGAGGTGCTCTACGAGCTGTCTCCGATCGAGGALTYCT
CCGBGTCGATETCETTETCETTCTCTGACCCTCGTTTCGACGATGTCAAGECACCCGTCGACGAGTECAA
AGACAAGGACATGACGTAL GCGECTCCACTGTTCGTCACCGCCGAGTTCATCAACAACAACACCEETGAG
ATCAAGAETCAGACGGTGTTCATGGGTGACTTCCCGATGATGACCGAGAAGGECACGTTCATCATCAALG
GBACCGABCGTETGETGETCAGCCAGE TGETGCGETCGLCCGEGETGTACTTCGACGAGACCATTGACAA
GTCCACCGACAAGACGCTGCACAGCETCAAGGTGATCCC GAGCCGCGELGLGTGECTCGAGTTTGACGTC
GACAAGCGCRACACCGTCGECGTGLGCATCGACCGCAAACGCCGGLAACCGGTCACCGTGCTECTCANGE
CGCTGGGCTGRACCAGCGAGCAGATTGTC GAGCGETTCGGGTTCTCCGAGATCATGCGATCGACGCTGEA
GAAGGAC AACACCGTCGECACCOACGAGGCGCTETTGEACATCTACCGCAAGCTECETCCGEGCGABCCC
CCEACCAAGAGT CAGC GCAGACGCTGTTGGAAAACTTGTTCTTCAAGGAGAAGCGCTACGALCTRECCC
GCETCEGTCGL TATAAGGTCAACAAGAAGL TCGEGCTGCATGTCGGLGAGCCCATCACGTCETCRACGCT
GACCGAAGAAGACGTCGTEGCCACCATCGAATATC TGETCCGCTTECACGAGGGTCAGACCACGATGACC
GTTCCEE6CE6CETCEAGGTECCGETGRAAC CGACGACATCRAC CACTTCGECAACCGCCGCCTGEGTA
CGETCEGCGAGCTGATCCAAMAC CAGATCCGEGTCGGCATG TCGCEGATGEAGCGEETCETCCGERAGLE
GATGACCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACACCGCAGAC GTTGATCAACATCCGGLCGGTGETCECCGLE
ATCAAGGAGTTCTTCGECACCAGCCAGC TEAGCCAATTCATGEACCAGAACAACCCGCTETCEGEETTGA
€1 GAC. AGCECCGACTETCGGCGCTGEEGCCCGECEETCTETCACGTEAGCGTGLCGEGCTERABLTCCG
CGACGTGCACCCGTCGCACTACGGLCEGATGTGCCCGATCGAAAL CCCTGAGEGEC CCAACATCGGTCTG
ATCGGCTCGLTETCEGTGTACGCGLGEETCAACCCETTCGGGTTCATCGAAACGCCGTACCGLAAGGTGE
TCGACGGCETGGTTAGCGACGAGATCGTGTACCTGACCGCCGACGAGGAGGACCGCCACGTGETGGCACA
6GCCAATTCGCCGATCGATECGGACGGTCGCTTCGTCRAGCCGCELGTRCTGGTCCGCCGCAAGELEREC
GAGETGGAGTACGTGCCC TCETCTRAGGTGRACTACATGRACGTC TCGCCCCGCCAGATEGTETCGETEE
CCACCGLGATGATTCCCTTCC TGGAGCACGACGACGCCAACCGTGECCTCATEGEGGCAAACATGCAGCE
CCAGGCGGTECCGCTGETCCETAGCGAGGCCCCEE TEGTGEGCACCEGGATGGAGE TECELGLGECEATC
GALGCCGGCGACGTCGTCGTCGCCGAAGAAAGCGECGTCATCGAGGAGGTGTCGGCCEACTACATCACTG
TEATGCACGACAAL GGCACCCEGCETACCTACCGOATGCGCAAGTTTGCCCGGTCCAACCACBGCACTTE
CGCCAACCAGTGCCCCATCGTGGACGCGGECGACCGAGTCGAGGLCGETCAGGTGATCGCCGACGRTLCC
TETACTGACGACGGC GAGATGGLGC TERGCANGAN C TGCTGGTGECCATCATGLCGTGRGAGGECCACA
ACTACGAGGACGCGATCATCCTETCCAACCGLCTGGTCGAAGAGGACGTGCTCACCTCGATCCACATCGA
GGAGCATGAGATCGATGCTCGCGACACCAAGCTGGGTGCGGAGGAGATCACCCGCGACATCCCGAACATC
TCCGACGAGETGCTCEC CGACCTGEATGAGC GGEGCATCGTECGLATC6GTELCEAGETTCECGACGEEG
ACATCC TGGTCRECAAGETCACCCCGAAGGGTGAGACCGARCTGACGL CGEAGGAGL GECTELTELETGL
CATCTTCGETEAGAAGEL CCGLGAGH TG GCGACALCTTCGLTGAAGGRTGL CGCACGGC GAATCCGGCAAG
GTGATCGGCATTCEGGTGTTTTCCCGCGAGGACGAGGACGAGTTGLCGECCOETETCAACGAGCTGETGC
GTGTGTATGTGGL TCAGAAACGCAAGATCTCCGACGGTGACAAGE TERGLLGGLCOGCACGGLAALAAGGEG
CGTGATCGECAAGATCCTECCGGTTGAGGACATGCCGTTCCTTGCCOACGGCACCCCGETGGACATTATT
TTGAACACCCACGGCGTGCCGCGACGGATGAACATCGGCCAGATTTTGGAGACCCACCTGEGTTGGTGTG
CCCACAGCGGC TGGAAGGTCEACGLCGCCANGGGGEGTTCCGGACTGEGCCGCCAGGCTECCCGACGAACT
GCTCGAGGLECAGCCGAACGCCATTGTGTCEACGLCGETGTTCGACEGCECCCAGGAGGLCCAGCTGCAG
GECCTGTTGTCRTGCACGCTGLCCAALCECGACGGTGACGTGLTEGTCGACGCCGACGECAAGGCCATGE
TCTTCBACGEECECAGUGECEAGCCETTCCCGTACCCGETCACGGTTGECTACATGTACATCATGAAGCT
GCACCACCTEETGGACGACAAGATC CACGCCCGE TCCACCGEECCGTACTCGATGATCACCCAGCAGCLG
CTGGGC GG TAAGGCGCAGTTCGETGGCCAGCGGTTCGEGEAGATGGAGTGCTEGGCCATGLAGGCCTACG
GTECTGCCTACACCCTELAGGAGCTGTTGACCATCAAGTCCGATGACACCGTCGRCCGCGTCAAGGTGTA
CGAGECRATCGTCAAGGGTGAGAACATCCCEBAGCCEGECATCCCCGAGTCGTTCAAGETGCTGCTCAAA
GAACTGCAGTCGCTGTECCTCAACGTCGAGGTGC TATCGAGTGACGETELGGCGATCGAAL TGCGCGAAS
GTGAGGACGAGGAC CTGGAGLGGGLCGLEGCCAM CTGGGAATCAATCTGTCCCGCAACGAATCCGCAAG
TGTCGAGGATCTTGCGTAA
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Asslado 0801
Gen_rpoB
Mutacién Wild type

>fedorad891c_RpoB

TTGOCAGATTCCCGCCAGAGCAAAALCAGCCGC TAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGCAAAGTTCCTCGAATA
ACTCCGTACCCGGAGCGCCAAALCGGGTCTCCTTCGCTAAGCTGCGCGAACCACTTGAGGTTCCGGGALCT
CCTTGACGTCCAGACCGATTCGTTCGAGTGGC TGATCGETTCGCCGLGCTOGLGCGAATCCGLLGCCGAG
CGGGGTGATGTCAACCCAGTGGGTGGCCTGRAAGAGGTGCTCTACGAGC TGTCTCCGATCGAGGACTTCT
CCGLGTCGATGTCGTTGTCGTTCTCTGATCCTCGTTTCGACGATGTCAAGGCALCCGTCGACGAGTGLAA
AGACAAGGACATGACGTACGCGGCTCCACTGTTCGTCACCGCCGAGTTCATCAALAACAALACCGGTGAG
ATCAAGAGTCAGACGGTGTTCATGGGTGACTTCCCGATGATGACCGAGAAGGGLACGTTCATCATCAACG
GGACCGAGCGTGTGGTGGTCAGCCAGL TGGTGLGGTCGLCCGGGGTGTACTTCGACGAGACCATTGACAA
GTCCACCGACAAGACGC TGCACAGCGTCAAGGTGATCCCGAGCCGCGGLGLGTEGLTCGAGTTTGACETC
GACAAGCGCGACACCGTCGGCGTGCGCATCGAL CGCAAALGCCGGCAACCGGTCACCGTGL TGCTCAAGG
CGLTGGEGL TGRACCAGCGAGCAGATTGTCGAGCGGTTCGGGTTC TCCGAGATCATGCGATCGACGLTEGA
GAAGGACAACACCGTCGGCACCGACGAGGCGL TGTTGRACATC TACCGCAAGCTGCGTCCOGGLGAGLCC
CCGACCAAAGAG TCAGCGCAGACGCTGTTGGAAAAC TTGTTCTTCAAGGAGAAGCGC TACGACCTGGLCC
GCGTCGGTCGCTATAAGGTCAACAAGAAGL TCGGGCTGCATGTCGGCGAGCCCATCACGTCGTCGALCGCT
GACCGAAGAAGACGTCGTGGCCACCATCGAATATCTGLTCCGCTTGCACGAGGGTCAGACCACGATGACC
GTTCCGGGLEGLGTCRAGGTGLCGLTGLAAAC CGALGACATCGACCACTTCGGCAACCGCCGLCTGCGTA
CGGTCOGCGAGCTGATCCAAAACCAGAT CCOGLTCOECATGTCGLGRATGGAGCGLGTGGTCCGGGAGLG
GATGALCACCCAGGALGTGGABGLGATCACACCGCAGACGTTI ATCAACATCCGGLCEGTGGTCGLCGCE
ATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGL TGAGCCAATTCATLGAC LAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGA
C{ CACAAGCGCCGACTOTCG ALGCTGEGGLCCEGRLGRTCTG LALGTGAGCGTECCGEEL TGGAGGTCLG
CGALGTGCACCCGTCGCAL TACGGCCGRATGTGCCCOATCGAAACCCCTGAGGGGLCCCAACATCGGTCTG
ATCGECTCECTGTCGGTGTACGLGLGELTCAACCCGTTCGOOTTCATCGAAACGLCGTACCGLAAGRTGE
TCGALGGCGTEGTTAGCGAL GAGATCGTGTACCTGACCGCCGACGAGGAGGACCGCCACGTGGTGGCACA
G6CCAATTCGCCGATCGATGLGGALGGTCGCTTCGTCGAGCCGLGCETGCTGETCCGCCGLAAGGLGGGL
GAGGTGGAGTACGTGCCCTCGTCTGAGGTGGAL TACATGGACGTCTCGCCCCGLCAGATGGTGTCGGTGE
CCACCGCGATGATTCCCTTCCTGGAGCACGALGACGCCAACCGTGCCCTCATGGGGGCAAALATGLAGLG
CCAGGCGGTGLCGCTGATCCGTAGLGAGGCCCCGLTGATGLGCACCGERATGRAGLTGCGCGCGGCGATC
GACGCCGGCGACGTCGTCGTCGLCGAAGAAAGCGECGTCATCGAGGAGETGTCGGCCGACTACATCACTG
TGATGCACGACAAL GGCACCCGGLGTACCTACCGRATGLGCAAGTTTGLCCGGTCCAACCACGGCACTTG
CGCCAACCAGTGCCCCATCGTGRACGCGGGCGACCGAGTCGAGGCCGGTCAGGTGATCGCCGALGLTCCC
TGTACTGALGAL GGCGAGATGGCGCTGGLCAAGAACCTGE TGGTGHCCATCATGCCGTGGGAGGGLCACA
ACTACGAGGALCGCGATCATCCTGTCCAACCGLCTRETCGAAGAGGALGTGCTCACCTCGATCCACATCGA
GGAGCATGAGATCGATGCTCGCGACACCAAGC TGEGTEGLGGAGGAGATCACCCGCGACATCCCGAACATC
TCCGACGAGRTGC TCGLCGACCTGRATGAGCGGGGLATCGTGLGCATCGGTGLCGAGGTTCGLGALGLGE
ACATCCTGGTCGGCAMGGTCACCCCGAAGGGTGAGACCGAGCTGALGCCGRAGGAGL GGCTGCTGCG TG
CATCTTCGGTGAGAAGGLCCGLGAGGTGCGCGACACTTCGCTGAAGGTGLCGCACGGCGAATCCGGCAAG
GTGATCGGCATTCGGGTGTTTTCCCGCGAGGAL GAGGACGAGTTGCCOGLCERTGTCAALGAGLTGETGC
GTGTGTATGTGGC TCAGAAACGCAAGATC TCCGACGGTGACAAGL TGGLCGGLCGRLACGGCAACAAGGG
CGTGATCGGCAAGATCCTGCCGGTTGAGGAL ATGCLGTTCCTTGCCGACGGCACCCCGGTGRACATTATT
TTGAACACCCALGGL GTOCCGCGACGGATGAACATCGGC CAGATTTTGGAGACCCALCTGGGTTGGTETG
CCCACAGCGGCTGGAAGGTCGALGLCGCCAAGLGGGTTCCGGAC TGERGCCGLCAGGLTGCCCGACGAALT
GCTCGAGGCGCAGC CGAACGCCATTGTGTCGACGCCGETGTTCGALGGCGCCCAGGAGGLCGAGLTGCAG
GGCCTETTGTCGTGCACGL TGLCCCAACCGCGALGLTGACGTGC TGGTCGACGCCGACGGCAAGGLCATGL
TCTTCGALGEGLGCAGCGECGAGCCGTTCCCGTALCCGATCACGGTTGGL TACATGTACATCATGAAGCT
GCACCACCTGGTGGACGACAAGATCCACGLCCGLTCCACCGGGCCGTACTCGATGATCACCCAGCAGLLG
CTGGGLGGTAAGGLGCAGTTCGGTGGCCAGCGGTTCGLGRAGATGGAGTGL TRGLCCATGCAGGLCTACG
GTGLCTGCCTACACCCTGCAGGAGC TGTTGACCATCAAGTCCGATGACACCGTCGGLCGCGTCAAGGTGTA
CGAGGCGATCGTCAAGGGTGAGAACATCCCGGAGCCGOLCATCCCCRAGTCGTTCAAGGTGCTGCTCAAA
GAACTGCAGTCGL TGTGCCTCAACGTCGAGGTGC TATCGAGTGALGGTGLGGCGATCGAACTGCGCGAAG
GTGAGGACGAGGALC TGGAGLGGGL CGLGOCCAALCTGGGAATCAATCTGTCCCGCAACGAATCCGLAAG
TGTCGAGGATCTTGCGTAA
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Aislado 1005
Gen_rpoB
Mutacién H526Y (CAC—TAC)

>fedoraléd5 RpoB
TTGGCAGATTCCCGLCAGAGCAAAACAGCCGL TAGTCCTAGTCCRAGTCGCCCGCAMGTTCCTCGAATA
ACTCCRTACCCGRAGCGLCAAALCGGETCTCCTTCGCTAAGCTGCGCGAACCACTTGAGGTTCCGGGALT
CCTTGACGTCCAGACCGATTCRTTCGARTGGC TEATCGGTTCGLUGCGCTGELGLGAATCCELCGLCGAG
CEGGGTGATGTCAALCCAGTERGTEGCCTGRAAGAGGTGC TC TALGAGCTGTCTCCGATCGAGGACTTCT
CCGGETCRATGTCGTTGTCGTTCTCTGALCCTCRTTTCGACGATGTCAAGGCACCCGTCGACGAGTGCAA
AGACAAGGACATGALGTACGCGGCTCCACTGTTCGTCACCGLCRAGTTCATCAACAACAACALCGRTGAG
ATCAAGAGTCAGALGGTGTTCATGGGTGACTTCCCGATGATEACCGAGAAGGGLALGTTCATCATCAACG
GGALCGAGLGTGTGETEGTCAGCCAGCTGETGCGGTCGLCCGLGATATACTTCGACGAGACCATTGACAA
GTCCACCGACAAGACGCTGCACAGCGTCAAGGTGATCCCRAGL L GLGECGLGTGGLTCGAGTTTGALGTC
GACAAGCGLGACALCGT(GGLGTGCGCATCGACCGCAAACGCCGGCAACCGRTCALCGTGCTGLTCAAGG
CGCTGGGCTGRACCAGL GAGCAGATTETCGAGLGATTCGGGTTCTCCGAGATCATGLGATCGACGLTGGA
GAAGGACAACACCGTCGGCACCGACGAGGCGL TGTTGRACATCTACCELAAGCTGLGTCCGRGCGAGCCC
CCGACCAAAGAGTCAGCGCAGALGCTERTTGGAAAACTTGTTCTTCAAGGAGAAGL GCTACGACCTGGLCC
GLGTCGGTCGCTATAAGGTCAACAAGAAGC TCGGAL TGCATETCGGLGAGCCCATCACGTCRTCGACGLT
GACCGAAGAAGACGTCGTGGCCAC CATCGAATATCTGETCCGLTTGCACGAGGRTCAGACCACGATGALC
GTTCCGGELGGCGTCGAGGTGCCGETORAAAL CGAL GACATCGAL CACTTCGGCAACCGCCGCCTGCGTA
CGETCGGCGAGCTGATCCAAAACCAGATCCGGGTCGGCATGTCGLGRATGEAGCGEGTGGTCCGLEAGLE
GATGAC CALCCAGGAL GTGRAGGL GATCACACCGLAGACGTTGATCAACATCCGGLCGRTERTCGLCELG
ATCARGGAGT TC TTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGRAL CAGAACAACCCGLTGTCGGOGTTGA
€ TAC MAGCGCCGALTGTCGGLGLTARGEOLCCGELGETCTETCACGTGAGCGTGLLGGGLTGGAGGTCCG
CGACGTGCACCCGTCOCACTACGGLCGRATGTGCCCRATCRAML CCCTRAGGGGCCCAACATCGGTCTG
ATCGGCTCRCTGTCGETGTACGUGLGOGTCAALCCGTTCGOGTTCATCGAAACGL CGTACCGCAAGRTGE
TCGALGGLGTGGTTAGCGAC GAGATCATGTACCTGACCGCCGAL GAGGAGBAL CGLCACGTEETGGCACA
GGLCAATTCGCCGATCGATGLGGALGETCGL TTCOTCGAGL CGLGLGTRCTGETCCGLCGCAAGGLEEEL
GAGGTGGAGTALGTGCCCTCGTCTGAGETGGACTACATGGACGTCTCAL CCCGCCAGATGRTETCGRTGE
CCACCGCGATGATTCCCTTCCTGRAGCACGACGAL GCCAACCOTGCCCTCATGEGGGCAAACATGCAGLG
CCAGGCGETGLLGLTEGTCCOTAGLGAGGLLCCEL TGRTGGGCALCGGRATGRAGCTGLGLGCGGLGATC
GALGCCGECGALGTCGTCGTCELCGAAGAAAGL GELGTCATCGAGGAGGTGTCGECCGACTACATCACTG
TEATGCACGACAALGGCACCCRGLGTACCTACCGRATGL GCAAGTTTGLCCGGTCCAACCACGECACTTG
CGCCAACCAGTGCCCCATCGTEGACGLGGGLGACCGAGTCGAGGL CGRTCAGGTGATCGCCRACGRTCCC
TETACTGACGACGECGAGATGELGL TRAGCAABAALCTECTGGTGGL CATCATGCCGTGGGAGGGLCACA
ACTACGAGGACGCEATCATCCTGTCCAACCGCCTGGTCGAAGAGGALGTGCTCACCTCGATCCACATCGA
GGAGCATGAGATCGATGCTCGCGACACCAAGC TGGETGC GRAGGAGATCACCCGCGACATCCCGAACATC
TCCGACGAGGTGCTCGCCGACCTGRATGAGCGGEGCATCGTGLGCATCGGTGCCGAGGTTCGLGALGGGG
ACATCCTGGRTCGGCAAGGTCACCCCGAAGGGTGAGAL CGAGCTGALGLCGRAGGAGCGGLTGCTGCGTGL
CATCTTCRGTGAGAAGGCCCGCGAGGTGL GLGACACTTCGC TGAAGRTGCCGCACGGCGAATCCGGLAAG
GTGATCGGCATTCGGGTETTTTCCCGLGAGGACGAGRACGARTTGCCGELLEATETCAALGAGCTGGTE
GTGTGTATGTGGC TCAGAAACGCAAGATC TCCRACGRTGACAAGL TGRLCGRLCGOCACGGLAACAAGGG
CGTRATCGGLAAGATCCTGCCGRTTGAGGACATGLCGTTCCTTGCCGACGRCACCCCGGTGRACATTATT
TTGAACACCCACGGCGTGCCGCGAL GGATGAACATCGECCAGAT TTTGGAGALCCACCTGRGTTGGTGTG
CCCACAGCERCTGGAAGGTCGACGCCGCCAAGGGERTTCCGGACTGEGLCGCCAGGCTGCCCGACGAALT
GCTCGAGGCGCAGCCGAACGL CATTGTGTCGACGLCGATGTTCRALGELGLLCAGGAGGL CGAGCTGCAG
GGCCTGTTGTCRTGCACGCTGLCCAACCGCGACGLTGACGTGC TERTCGACGLCGAL GGLAAGGCCATGL
TCTTCGACGRGCGLAGCGGLGARCCGTTCCCATACCCAOTCALGRTTGRCTACATGTACATCATGAAGCT
GCACCACCTGATORACGACAAGATCCACGCCCECTCCACCGOGLCGTALCTCGATGATCACCCAGCAGLCG
CTGGGLGETAAGGL GCAGTTCGETGGCCAGL GG TTCGGGGAGATGGAGT 6L TGEECCATGCAGGLCTACG
GTGCTGLCTACACCCTGCAGGAGC TGTTGACCATCAAGTCCRATRACACCGTCGGCCGCGTCAAGGTGTA
CGAGRCGATCGTCAAGGGTGAGAACATCCCGGAGLCGEGCATCCCCGAGTCRTTCAAGRTRLTGCTCAAA
GAACTGCAGTCECTGTGLCTCAACGTCGAGGTGCTATCGAGTGACGGTEL GELGATCGAACTGLGCGARG
GTGAGGALGAGGAC CTGGAGLGGRGCCGCOGCCAACCTGGGAATCAATCTRTCCCOCAACGAATCCGLAAG
TGTCGAGGATCTTGCGTAA
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ALINEAMIENTO MULTIPLE DE LAS SECUENCIAS DEL GEN rpoB
UTILIZANDO LA HERRAMIENTA CLUSTAL W

Mutacién 531

fedorabb085_RpoB
fedora@708¢_Rpob
fedoral805_RpoB
fedora®8b1c_Rpob
fedorzBdB2 RpoB
fedoraB489 RpoB
H3TRv_RpoB
fedorad202c_RpoB
fedora@268e_Rpob

Mutaci6n 526

fedora605_RpoB
fedorad788c_Rpob
fedora10@s_RpoB
fedore@8@1c_Rpob
fedorad4d2_RpoB
fedorad4e9_RpoB
H37Rv_RpoB
fedoraB282¢_RpoB
fedorad288e_RpoB

Mutacién 516

fedorabd605_RpoB
fedora®783¢_Rpob
fedoral985_RpoB
fedorad$dlc_RpoB
fedorafi82_RpoB
fedorad489 Rpob
H37Rv_RpoB
fedoraf282c_RpoB
fedorab208e RpoB

ATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGT TCCAGAACAACCLGLTG
ATCAAGGAGTTCT TCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGTTCCAGAACAACCCGLTG
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Muestra H37Rv
Gen_inhA
Wild Type

>H37Rv_InhA
ATGACAGGACTGCTGGACGGCAAACGGATTCTGGTTAGCGGAATCATCACCGACTCGTCRATLGLGTTTC
ACATCGCACGGGTAGCCCAGRAGCAGGGCGCCCAGLTGETGL TCACCGGGTTCGACCERCTELGRLTRAT
TCAGCGCATCALCGACCGGLCTGLCGECAAAGGCCCCGCTGCTCGAACTCGACGTGCAAAACGAGGAGCAL
CTGGLCAGCTTGGCCGGCCGERTGACCGAGGL GATCGGGGCGGGCAACAAGC TCGACGGGGTGRTGCATT
CGATTGGGTTCATGCCGCAGACCGGGATGGGCATCAACCCGTTCTTCGACGCGLCCTACGUGGATGTGTC
CAAGGGCATCCACATCTCGGCGTATTCGTATGC TTCGATGGCCAAGGCGCTGCTGCCGATCATGAACCCC
GGAGGTTCCATCGTCGGCATGGACTTCGACCCGAGCCGEGLGATGLCGGCCTACAACTGGATGACGLTCG
CCAAGAGCGCGTTGGAGTCGETCAACAGGT TCGTGGCGCGCGAGGLCGGCAAGTACGGTGTGCGTTCGAA
TCTCGTTECCGCAGGCCCTATCCGGACGLTGGCGATGAGTGCGATCGTCGLCGLTECECTCCLIGAGGAG
GCCGGCGCCCAGATCCAGCTGCTCGAGGAGGGL TGGGATCAGCGCGCTCCGATCGGCTGGAACATGAAGG
ATGCGACGCCGGTCGLCAAGACGRTETGCGCGLTGLTGTCTRAL TGCTGCCGGCGACCACGLETGACAT
CATCTACGCCGACGGCGGCGCGCACACCCAATTGCTCTAG

Aislado 0202
Gen_inhA
Mutacién Whld Type

>fedorad282¢_InhA

ATGACAGGAC TGCTGEACGGCAAACGGATTCTGGTTAGCGGAATCATCACCGACTCGTCGATCGCGTTTC
ACATCGCACGGGTAGCCCAGGAGCAGGECGCCCAGCTGETGC TCACCGGGTTCGACCGGCTGCGGCTGAT
TCAGCGCATCACCGACCGGC TGCCGECAAAGGC CCCGCTGCTCGAACTCGACGTGCAAAACGAGGAGCAC
CTGGCCAGCTTGGCCEGCCGEGTGACCGAGGCGATCGEGGCGGEECAACAAGCTCGACGGGGTGGTGCATT
CGATTGGGTTCATGCCGCAGACCGEGATGGGCATCAACCCGTTCTTCGACGCGCCC TACGCGGATGTGTC
CAAGGGCATCCACATCTCGGCGTATTCGTATGCTTCGATGGCCAAGGCGCTGCTGCCGATCATGAACCCC
GGAGGTTCCATCGTCGGCATGGAC TTCGACCCGAGCCGGGCGATGCCGGCCTACAAC TGGATGACGETCG
CCAAGAGCGCGTTGGAGTCGGTCAACAGGTTCGTGGCGCGCGAGGCCGGCAAGTACGGTGTGCGTTCGAA
TCTCGTTGCCGCAGRL CCTATCCGGACGCTGGCGATGAGTGCGATCGTCGGCGGTGCECTCGRCGAGGAG
GCCGGCGCCCAGATCCAGCTGCTCGAGGAGGGCTGGEATCAGCGCGCTCCGATCGGCTGGAACATGAAGG
ATGCGACGCCGGTCGCCAAGACGGTGTGCGCGCTELTGTCTGAC TGECTGLCGECGACCACGGGTGACAT
CATCTACGCCGACGGCGGCGCGCACACCCAATTGCTCTAG
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Aislado 0208
Gen inhA
Mutacién Wild Type

s>fedora®268e_InhA

ATGACAGGACTGCTGGACGGCAAACGGAT TCTGGTTAGCGGAATCATCALCGACTCGTCGATCGLGTTTC
ACATCGCACGGGTAGCCCAGGAGCAGGGL GCCCAGCTGETGC TCACCGGGTTCGACCGGCTGCGGCTGAT
TCAGCGCATCACCGACCGGCTGLCGRCAAAGGLCCCGCTGLTCGAACTCGACGTGCAAAACGAGGAGCAL
CTGGCCAGCTTGGCCGGCCGGGTRACCGAGGCGAT(GGGELGEGCAACAAGC TCGACGLGGTGGTGCATT
CGATTGGGTTCATGCCGCAGACCGOGATGGGCATCAACCCGTTCTTCGACGCGLCCCTACGCGGATGTGTC
CAAGGGCATCCACATCTCGGCGTATTCGTATGL TTCGATGGCCAAGGCGCTGCTGCCGATCATGAACCCC
GGAGGTTCCATCGTCGGCATGGAC TTCGACCCGAGCCGGELGATGCCGGCCTACAACTGGATGACGGTCG
CCAAGAGCGCGTTGGAGTCGGTCAACAGGTTCGTGECGCGCGAGGCCGGCAAGTACGGTGTGCGTTCGAA
TCTCGTTGCCGCAGGLCCTATCCGGACGC TGGCGATGAGTGCRGATCGTCGGLGATGLGCTCGLGAGGAG
GCCGRCGCCCAGATCCAGL TECTCGAGGAGGEL TGGRATCAGLGCGC TCCGATCGECTGRAACATGAAGG
ATGLGALGCCGGTCGCCAAGACGRTGTGCGCGCTECTGTCTGACTGGC TECCGGCGACCACGRGTGACAT
CATCTACGCCGACGGCGGCGCGCACACCCAATTGCTCTAG

Aislado 0402
Gen inhA
Mutacién Wild Type

>fedoraB402_InhA
ATGACAGGACTGCTGRACGGCAAACGGATTCTGGTTAGCGGAATCATCACCGACTCGTCGATCGCGTTTC
ACATCGCACGGGTAGCCCAGGAGCAGGGL GCCCAGCTGETGC TCACCGGGTTCGACCGRL TGCGGCTGAT
TCAGCGCATCACCGACCGGRCTGLCGGCAAAGGL CCCGCTGCTCGAACTCGACGTGCAAAACGAGGAGCAC
CTGGCCAGCTTGGLCOGLCGGATGACCGAGGLGATCGGEGL GEGLAACAAGC TCGACGEGGTGGTGCATT
CGATTGGGTTCATGCCGCAGACCGORATGRGCATCAACCCGTTCTTCGACGCGCCCTACGCGRATGTGTC
CAAGGGCATCCACATCTCGRCGTATTCGTATGC TTCGATGGCCAAGGLGCTGCTGCCGATCATGAACCCC
GGAGGTTCCATCGTCGGCATGGAC TTCGACCCGAGCCGGGCGATGCCGELCTACAACTGGATGALGGTCG
CCAAGAGLGCGTTGGAGTCGGTCAACAGGTTCGTGECGLGCGAGGCCGECAAGTACGGTGTGLGTTCGAA
TCTCGTTGCCECAGGCCCTATCCGGACGCTGGCGATGAGTGLGATCGTCGLLGLTGLGLTCGELGAGGAG
GCCGRCGCCCAGATCCAGCTGCTCGAGGAGGGCTGERATCAGLGLGCTCCGATCGGCTGGAACATGAAGG
ATGCGACGCCGETCGCCAAGALGGTGTGLGCGCTGCTGTCTGACTGECTGLCOGCGACCACGGGTGACAT
CATCTACGCCGACGGCGGCGCGLACACCCAATTGCTCTAG
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Aisslado 0409
Gen_inhA
Mutacién Wild Type

>fedoradd@9_InhA

ATGACAGGACTGC TGGACGGCAAACGGATTCTGRTTAGCGGAATCATCACCGACTCGTCGATCGLGTTTC
ACATCGCACGGGTAGCCCAGGAGCAGGGCGCCCAGCTGGTGCTCACCGGGTTCGACCGGCTGLGGCTGAT
TCAGCGCATCACCGACCGGCTGLCGGCAAGGCCCCGLTGCTCGAACTCGACGTGCAAAALGAGGAGLAL
CTGGCCAGCTTGGLCGGCL GGG TGAL CRAGGCGATCGEGECGEECAACAAGCTCGACGGOGTGGTGCATT
CGATTGGGTTCATGCCGCAGACCGGGATGGGCATCAACCCGTTCTITCGACGCGCCC TACGCGGATGTGTC
CAAGGGCATCCACATCTCGGCGTATTCGTATGC TTCRATGGCCAAGGLGC TGCTGCCGATCATGAACCCC
GGAGGTTCCATCGTCGGCATGGAC TTCGACCCGAGCCGGGCGATGCCGGLCTACAACTGGATGACGGTCG
CCAAGAGCGCGTTGGAGTCGGTCAACAGGTTCGTGGCGCGCGAGGCCGGCAAGTACGGTGTGCGTTCGAA
TCTCGTTGCCGCAGGCCCTATCCGRACGL TGGCGATGAGTGCGATCGTCGELGETGCGLTCGGIGAGGAG
GCCGGCGCCCAGATCCAGCTGCTCGAGGAGGGL TGGGATCAGCGLGL TCCGATCGGCTGGAACATGAAGG
ATGCGACGCCGRTCGLCAAGACGGTRTGCGLGCTGCTGTCTGACTGGCTGCCGGLGACCACGGGTGACAT
CATCTACGCCGACGGCGGCGCGCACACCCAATTGCTCTAG

Aislado 0605
Gen_inhA
Mutacién Wild Type

>fedorad6@5_InhA

ATGACAGGACTGC TGGACGGCAAACGGATTCTGGTTAGCGGAATCATCACCGACTCGTCGATCGCGTTTC
ACATCGCACGGGTAGCCCAGGAGCAGGGLGCCCAGCTGETECTCACCGGGTTCGACCGGCTGCGGCTGAT
TCAGCGCATCACCGACCGGCTGCCGGCAAAGGL CCCELTGCTCGAACTCGACGTGCAAAACGAGGAGCAC
CTGGCCAGC TTGGCCGGLCGGETGAC CGAGGLGATCGGGELGGGLAACAAGCTCGACGGGGTGRTGCATT
CGATTGGGTTCATGCCGCAGACCGGRATGGGCATCAACCCGTTCTTCGACGCGCCCTACGCGGATGTGTC
CAAGGGCATCCACATCTCGGCGTATTCGTATGCTTCGATGGLCAAGGCGCTGCTECCGATCATGAACCCC
GGAGGTTCCATCGTCGGCATGGACTTCGACCCGAGLCGGGLGATGCCGGLCTACAACTGRATGACGGTCG
CCAAGAGCGCGTTGGAGTCGGTCAACAGGTTCGTGGCGCGCGAGGL CGGCAAGTACGGTGTGCGTTCGAA
TCTCGTTGLCGCAGGCCC TATCCGGACGCTGRCGATGAGTGCGATCGTCEGCGGTGLGCTCGGLGAGGAG
GCCGGLGCCCAGATCCAGCTGCTCGAGGAGGGL TGEBATCAGLGCGCTCCGATCGGL TGRAACATGAAGG
ATGCGALGLCGGTCGCCAAGACGGTGTGCGLGCTGCTGTCTGACTGOL TGCCGGCGACCACGGGTGACAT
CATCTACGCCGACGGCGGCGCGCACACCCAATTGCTCTAG
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Aislado 0708
Gen_inhA
Mutacién Wild Type

>fedorad708c_InhA
ATGACAGGACTGCTGGACGGCAAACGGATTCTGGTTAGCGGAATCATCACCGACTCGTCGATCGLGTTTC
ACATCGCACGGGTAGCCCAGGAGCAGGRCGCCCAGLTGGTGC TCACCGGGTTCGACCGGCTGLGGLTGAT
TCAGCGCATCALCGAC CGGCTGCCGGCAAAGGCCCCGCTGCTCGAAC TCGACGTGCAAAACGAGGAGCAC
CTGGCCAGCTTGGLCGGCCOLETGACCGAGGLGATCGEGGLGELLAACAAGCTCGACGGGGTGGTGCATG
CGATTGGGTTCATGLCGCAGACCGGGATGGGCATCAACCCRTTCTTCGACGCGCCCTACGCGRATGTGTC
CAAGGGCATCCACATCTCGGCGTATTCGTATGCTTCGATGGL CAAGGLGCTGCTGCCGATCATGAACCCC
GGAGGTTCCATCGTCGGCATGRAL TTCGACCCGAGCCGEGLGATGLCGGLCTACAACTGGATGACGLTCG
CCAAGAGCGCGTTGGAGTCGGTCAACAGGTTCGTGGCGCGCGAGGCCGRCAAGTACGGTGTGCGTTCGAA
TCTCGTTGCCGCAGGCCCTATCCGGACGL TGGCGATGAGTGLGATCGTCGGCGETGLGLTCGGLGAGGAG
GCCGGCGCCCAGATCCAGCTGCTCGAGGAGGGL TGGGATCAGCGCGCTCCGATCGGL TGGAACATGAAGG
ATGCGALGCCGGTCGLCAAGALGLTGTGLGCELTGCTARTCTGACTGRCTGCCGGCGALCACGGGTGACAT
CATCTACGCCGACGECGGCGCGCACACCCAATTGCTCTAG

Aislado 0801
Gen inhA
Mutacién Wild Type

>fedorad88ic_InhA

ATGACAGGAL TGCTGGACGGCAAACGGATTCTGGTTAGCGGAATCATCACCGACTCGTCGATCGCGTTTC
ACATCGCACGGGTAGCCCAGGAGCAGGGCGCCCAGCTGGTGCTCACCGGGTTCGACCGELTGCGGLTGAT
TCAGCGCATCACCGACCGGLTGCCGGCAAAGGL CCCGCTGCTCGAACTCGACGTGCAAAALGAGGAGCAC
CTGGCCAGL TTEGCCGGCCGGATGACCGAGGL GATC GGG GGGCAACAAGC TCGACGEGGTGGTGCATT
CGATTGGGTTCATGCCGCAGACCGGGATGEGCATCAACCCGTTCTTCRACGLGCCCTACGCGGATGTGTC
CAAGGGCATCCACATCTCGGLGTATTCGTATGCTTCGATGGCCAAGGLGCTGCTGCCGATCATGAACCCC
GGAGGTTCCATCGTCGGCATGGACTTCGALCCGAGCCGGLRCGATGL CGGLCTACAACTGGATGACGETCG
CCAAGAGCGCGTTGGAGTCGGTCAACAGRTTCGTGGLGLGCBAGGL CGGCAAGTACGGTGTGLGTTCGAA
TCTCGTTGCCGCAGGLCCTATCCGRACGLC TGGCGATGAGTGCGATCGTC GG GGTGCGCTCGGLGAGGAG
GCCGGCGCCCAGATCCAGCTGL TCGAGGAGGGL TGGRATCAGCGLGLTCCGATCGGL TGGAACATGAAGG
ATGCGACGLCGGTCGCCAAGALGGETGTGCGCGCTGCTGTCTGACTGGL TGLCGGCGACCACGGGTGACAT
CATCTACGCCGACGGCGGCGCGCACACCCAATTGCTCTAG

114



Aislado 1005
Gen_inhA

Mutacién Wild Type

»>fedoral@85_InhA
ATGACAGGACTGCTGGACGGCAAACGGATTCTGETTAGCGGAATCATCACCGACTCGTCGATCGLGTTTC
ACATCGCACGGGTAGCCCAGGAGCAGGGLGCCCAGCTGGTGCTCACCGGGTTCGALCGECTGCOECTGAT
TCAGCGCATCACCGACCGGC TGCCGGCAAAGGCCCCGLTGCTCGAACTCGACGTGCAAAACGAGGAGCAC
CTGGCCAGCTTGGCCGGC CGERTGACCGAGGCGATCGRGG( GGGLAACAAGC TCGACGELGTGGT! GCATT|
CGATTGGGTTCATGCCGCAGACCGGGATGGGCATCAACCCGTTCTTCGACGLGCCCTACGLGGATGTGTC
CAAGGGCATCCACATCTCGGCGTATTCGTATGC TTCGATGGLCAAGGCGCTGC TGCCGATCATGAACCCC
GGAGGTTCCATCGTCGGCATGRACTTCGACCCGAGCCGGGCRGATGLCGGCCTACAACTGGATGACGGTCG
CCAAGAGCGCGTTGRAGTCGGTCAACAGRTTCGTGECGLGCGAGGCCGGCAAGTACGGTGTGCGTTCGAA
TCTCGTTGCCGCAGGCCCTATCCGGACGC TGGCGATGAGTGLGATCGTCGGCELTECGC TCGELGAGGAG
GCCGGLGCCCAGATCCAGCTGCTCGAGGAGGGC TGGGATCAGCGLGC TCCGATCGGL TGGAACATGAAGG
ATGCGACGCCGGTCGCCAAGACGGTGTGLGCRCTGCTGTCTGACTGGC TGCCGGCGACCALGGGTGACAT
CATCTACGCCGACGGCGGCGCGCACACCCAATTGCTCTAG

Muestra H37Rv
Gen_inhA mabA
Wild Type

>H37Rv_MabA promoter
GTGGACATACCGATTTCGGLCCGGLCGLGGCGAGACGATAGGTTGTCGGG

Muestra 0202
Gen inhA mabA
Mutacién _c 15t

>fedora®202c_MabA_promoter
GTGGACATACCGATTTCGGCCCGGCCGCGELGAGATGATAGGTTGTC GGG

Muestra 0208
Gen inhA mabA
Mutacién ¢ 15t

>fedorad288e_MabA_promoter
GTGGACATALCGATTTCGGCCCAGLCELGGCGAGATGATAGGTTGTCGGG
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Muestra 0402
Gen_inhA mabA

Mutacién_ Wild type

>fedoraddd2_MabA_ promoter
GTGGACATACCGATTTCGGL CCGGCCGCGECGAGACGATAGGTTGTCGGE

Muestra 0409
Gen_inhA mabA
Mutacién Wild type

>fedoraB469_MabA promoter
GTGGACATACCGATTTCGGCCCGGCCGLGGCGAGACGATAGGTTGTCGEE

Muestra 0605
Gen_inhA mabA
Mutacién c 15t

>fedorab605_MabA_promoter
GTGGACATACCGATTTCGGLCCGGCCGCGGLGAGATGATAGGTTGTCGGG

Muestra 0708
Gen mhA mabA
Mutacién ¢ 15t

>fedora@708c_MabA_promoter
GTGGACATALCGATTTCGGCCCGGLCGLGGCGAGATGATAGGTTGTCGGG

Muestra 0801
Gen_inhA mabA
Mutacién  Wild type

>fedora@801c_MabA promoter
GTGGACATACCGATTTCGECCCGGLCGLGGLGAGACGATAGGTTGTCGGG

Muestra 1005
Gen_inhA mabA
Mutacién  Wild type

>fedoral@85_MabA_promoter
GTGGACATACCGATTTCGGCCCEGLCGCGGLGAGACGATAGGTTGTCGGG
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ALINEAMIENTO MULTIPLE DE LAS SECUENCIAS DEL GEN inh4

mabA motor) UTILIZANDO LA HERRAMIENTA CLUSTAL W

H37Rv  GTGGACATACCGATTTCGGCCCGGCCGCGGCGAGACGATAGGTTGTCGGS
fedor0202¢c GTGGACATACCGATTTCGGCCCGGCCGCGGUGAGATGATAGGTTGTCGGG
fedor0208e GTGGACATACCGATTTCGGCCCGGCCGCGGCGAGATGATAGGTTGTCGGG
fedor0402 GTGGACATACCGATTTCGGCCCGGCCGCGGCGAGACGATAGGTTGTCGGG
fedor0409 GTGGACATACCGATTTCGGCCCGGCCGCGGCGAGACGATAGGTTGTCGGG
fedor0805 GTGGACATACCGATTTCGGCCCGGCCGCGGCGAGATGATAGGTTGTCGGG
fedor0708c GTGGACATACCGATTTCGGCCCGGCCGCGGCGAGATGATAGGTTGTCGGG
fedor0801c GTGGACATACCGATTTCGGCCCGGCCGCGGCGAGACGATAGGTTGTCGGG
fador1005 GTGGACATACCGATTTCGGCCCGGCCGCGGCGAGACGATAGGTTGTCGGG
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De manera resumida la Tabla 7 muestra las mutaciones no sinénimas
identificadas en los productos de secuenciacioén de los 67 aislados MDR

TABLA 7 AISLADOS MULTIDROGA RESISTENTE (MDR)

MUTACION

ID Provincla inhA | KatG rpoB

0201 | CHIRIQUI — | S315T | S531L
0202 | COLON C15T | — D516F
0203 | COMARCA NGOBE BUGLE C 15T | S315T |S531L
0205 | COLON — | S315T | S531L
0206 | PANAMA ESTE C15T | — §531L
0207 | COLON —— | $315T | S531L
0208 | COLON C15T | — D516F
0209 | CHIRIQUI — | S315T | S531L
0301 | PANAMA OESTE — | S315T | SS31L
0303 | PANAMA ESTE Ci15T | —— S531L
0304 | COMARCA NGOBE BUGLE —— | S315T | S531L
0305 | SAN MIGUELITO — e $531L
0306 | COLON —- | S315T | S531L
0307 | COLON — | $315T | SS31L
0308 | COLON — | S315T | S531L
0309 { PANAMA METRO C15T | — D516F
0311 | COLON —— | $315T | S531L
0313 | CHIRIQUI — | $315T | S531L
0314 | COLON — | 5315T | §531L
0315 | PANAMA METRO Ci15T | — $531L
0316 | CHIRIQUI — | S315T | S531iL
0317 | COLON —-- | §315T | S531L
0401 | COLON — | $315T | S531L
0402 | PANAMA METRO — — S531L
0403 | CHIRIQUI — — S531L
0404 | CHIRIQU — | 53157 | S531L
0405 | SAN MIGUELITO — | $315T | S531L
0407 | COLON ---- | $315T | SS31L
0408 | VERAGUAS e e S531L
0409 | BOCAS DEL TORO ---- | §315T | SS31L
0410 | PANAMA METRO — | 5315T | S531L
0411 | PANAMA METRO — | 5315T {S531L
0412 | COLON — | S315T |(S531L
0501 | COLON — | S315T | S531L
0503 | BOCAS DEL TORO — | $315T | S531L
0505 | COLON — | S315T | S531L
0601 | COLON —--- | S315T | S531L
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TABLA 7 AISLADOS MULTIDROGA RESISTENTE (MDR)

MUTACION

iD Provindia inhA | KatG rpoB
0602 | COMARCA NGOBE BUGLE —_— | — S531L
0603 | COLON —- | S315T | S531L
0604 | COLON — | S315T |]S531L
0605 | PANAMA METRO C 15T | S315T | H526D
0606 | PANAMA METRO — | S315T | SS31L
0607 | COCLE — | S315T7 | S531L
0609 | COLON - | S315T |S531L
0610 | PANAMA METRO — | S315T | S531L
0611 | SAN MIGUEUTO —— | S315T | H526D
0702 | PANAMA METRO —— | S315T | S531L
0703 | COLON C15T | — H526D
0704 | PANAMA METRO ——— —_— HS526D
0707 | COLON — 1S315T | SS531L
0708 | PANAMA METRO Ci5sT | — H526D
0801 | SAN MIGUELITO — —_— —
0802 | PANAMA METRO — | 5315T | S531L
0803 | PANAMA METRO — | S315T | S531L
0804 | PANAMA OESTE —~— | S315T |S531L
0805 | PANAMA METRO —_— — H526D
0902 | PANAMA METRO C 15T | S315T | S531L
0903 | CHIRIQUI - | 5315T | S531L
0904 | COLON — | S315T | S53iL
0906 | PANAMA METRO _ ———— H526D
0907 | PANAMA METRO C15T | — S531L
0908 | PANAMA METRO —_ — S531L
0909 | COLON — | 53157 | S531L
1005 | CHIRIQUI — | $315T | H526Y
1006 | PANAMA METRO — | 53157 | S531L
1007 | PANAMA METRO — —_— H526D
1101 | PANAMA METRO C 15T | S315T | D516V
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También se analizaron los productos de secuenciacién de los 31 aslados

sensibles en los cuales no se observé mnguna mutacién no sinémima (Tabla

8)

TABLA 8 AISLADOS SENSIBLES

MUTACION
rpoB

g

1D Provincia

7 PANAMA METRO
91 PANAMA METRO
92 PANAMA METRO
137 PANAMA METRO
157 | COLON

191 PANAMA METRO
211 PANAMA METRO
235 PANAMA METRO
267 | PANAMA METRO
268 PANAMA METRO
270 | PANAMA METRO
327 | PANAMA METRO
330 | PANAMA METRO
333 PANAMA METRO
363 PANAMA ESTE
377 | COLON

382 PANAMA METRO
386 | PANAMA METRO
397 | PANAMA METRO
400 | PANAMA METRO
402 PANAMA METRO
404 { PANAMA METRO
406 | PANAMA METRO
425 PANAMA METRO
427 PANAMA METRO
432 PANAMA METRO
437 PANAMA METRO
441 | PANAMA METRO
462 | COLON

465 | COLON

498 | PANAMA METRO
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> PCR MULTIPLE ALELO ESPECIFICO
Luego de realizar PCRMAS a 66 aislados MDR y 31 aislados sensibles
utilizando la mezcla de reaccién de la Tabla 6 los productos de
amplificacién fueron detectados a través de electroforesis en gel de agarosa
al 2 5% La presencia de amplificactén observada a través de una banda de
peso molecular correspondiente al gen estudiado se interpreta como ausencia
de la mutacién en la muestra Por el contrano si1 no se produce la banda se
nterpreta como presencia de la mutacién en la muestra ya que los cebadores

estdn diseflados para detectar el wild type Como se muestra en la Figura 9

PCRMAS

CODONES Una mutacxin en este coddn
confiere rexstencia &
——— KOIG315
ey ISONIACIDA
[ ]

Figura 9
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PCRMAS Electrofores:s en gel de agarosa 2 5%
Figura 10
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Figura 10 Electrofores:s de los productos de amplificacién de PCRMAS
Camnl 1, Marcador de peso molecular (100pb DNA Ladder / Promega)

Camil 2 H37Rv Cepa de referencia ATCC25177 no presenta mutaciones
S315T katG c 15t inhA mabA rpoB516 rpoB526 rpoB531

Camnl 3 aislado 377 no presenta mutaciones S315T katG ¢ 15t inhA
mabA rpoB516 rpoB526 rpoB531

Carril 4 asslado 0205 mutaci6n S315T katG + rpoB531
Caml 5 aislado 0309 mutacién ¢ 15t inhA mabA + rpoB516

Carnl 6 aslado 382 no presenta mutaciones S315T katG ¢ 15t inh4
mabA rpoB516 rpoB526 rpoB531

Caml 7 aislado 397 no presenta mutaciones S315T katG c 15t inhA
mabA rpoB5S16 rpoB526 rpoB531

Caml 8 aislado 0907 mutacién ¢ 15t inh4 mabA + rpoB531

Carnl 9 aislado 1006 mutacién S315T katG + rpoB531
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Figurall Electroforesis de los productos de amplificiacién del PCRMAS

Carnl 1 Marcador de peso molecular (100pb DNA Ladder / Promega)
Caml 2 aislado 330 no presenta mutaciones en S315T katG c 15t inhA
mabA rpoB516 rpoB526 m en rpoB531

Carnl 3 aislado 363 no presenta mutaciones en S315T katG ¢ 15t inhA
mabA rpoB516 rpoB526 m en rpoB531

Carnl 4 aslado 386 no presenta mutaciones en S315T katG ¢ 15t inhA
mabA rpoB516 rpoB526 m en rpoB531

Carnl 7 Marcador de peso molecular (100pb DNA Ladder / Promega)
Caml 8 aislado 7 no presenta mutaciones en S315T katG ¢ 15t inh4d
mabA rpoB516 rpoB526 m en rpoB531

Caml 9 aislado 91 no presenta mutaciones en S315T katG c 15t inhAd
mabA rpoB516 rpoB526 m en rpoB531

Caml 10 aslado 0201 mutacién S315T katG + rpoB531

Carril 11 aslado 0202 mutacién ¢ 15t izh4 mabA + rpoB516

Carnl 12 aislado 92 no presenta mutaciones en S315T katG ¢ 15t inhA
mabA rpoB516 rpoB526 m en rpoB531

Carril 13 aislado 137 no presenta mutaciones ¢n S315T katG ¢ 15t inhA
mabA rpoB516 rpoB526 m en rpoB531

Caml 14 aslado 0203 presenta mutacién ¢ 15t mmhA mabA + rpoB531
Carnl 15 aislado 0205 presenta mutacién S315T katG + rpoB531

Carnil 16 aislado 157 no presenta mutaciones en S315T katG c 15t inhA
mabA rpoB516 rpoB526 m en rpoB531

Caml 17 aislado 191 no presenta mutaciones en S315T katG c 15t inhA
mabA rpoB516 rpoB526 m en rpoB531

Carril 18 aislado 268 no presenta mutaciones en S315T katG ¢ 15t inhA
mabA rpoB516 rpoB526 mi en rpoB531
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Las siguientes Tablas (9 y 10) muestran las mutaciones identificadas al
realizar PCRMAS a cada uno de los 97 aislados en estudio

Tabla 9 AISLADOS MULTIDROGA RESISTENTE (MDR)

MUTACION
ID Provinda InhA KatG rpo8
0201 | CHIRIQWI — | $315T SS31L
0202 | COLON C 15T — D516F
0203 | COMARCA NGOBE BUGLE C 15T — $S31L
0205 | COLON — | s335T $531L
0206 | PANAMA ESTE C1ST —_ SS31L
0207 | COLON e | 5315T S531L
0208 | COLON C 15T —_— D516F
0200 | cHiRQU —— | 5315T SS31L
0301 | PANAMA OESTE — | $315T SS31L
0303 | PANAMA ESTE C 15T —_ S531L
0304 COMARCA NGOBE BUGLE — | s315T SS31L
0305 | SAN MIGUEUTOD —_ — SS31L
0306 | COLON — [ s31sT S531L
0307 | COLON -— | s3isT SS31L
0308 | COLON — | s315T S531L
0309 | PANAMA METRO C 15T —— D516F
0311 | COLON w | S31ST S531L
0313 | CHIRIQUI — [ saist $531L
0314 | COLON — | S315T §531L
0315 | PANAMA METRO C 15T - S531L
0316 | CHIRIQMH — | s315T SS31L
0317 | COLON — | S315T $531L
0401 | COLON — | s315T S531L
0402 | PANAMA METRO —— —_ SS3iL
0403 | CHIRIQUI - —_ SS31L
0404 | CHIRIQUI — | s315T S531L
0405 | SAN MIGUELITO —- | $315T $S31L
0407 | COLON — | s315T SS31L
0408 | VERAGUAS —_ — $S31L
0410 | PANAMA METRO — | S315T S531L
0411 | PANAMA METRO — | s315T S531L
0412 | COLON — | S315T S531L
0501 | COLON — | S315T S531L
0503 | BOCAS DEL TORO — | s31sT S531L
0505 | COLON — | S315T $S31L
0601 | COLON — | s315T §531L
0602 | COMARCA NGOBE BUGLE —_ — $531L
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Tabla 9 AISLADOS MULTIDROGA RESISTENTE (MDR)

MUTACION
iD Provinda inhA | KatG rpoB
0603 | COLON —— | S315T | S531L
0604 | COLON — | s315T |S531L
0605 | PANAMA METRO C 15T | S315T | H526D
0606 | PANAMA METRO $315T | S531L
0607 | COCLE S315T | S531L

0610 | PANAMA METRO §315T | SS31L
0611 | SAN MIGUEUTO $315T | H526D

0609 | COLON — | $315T |S531L

0702 | PANAMA METRO $315T | S531L
0703 | COLON C157 | --— | H526D
0704 | PANAMA METRO — — H526D
0707 | COLON - | §315T | S531L
0708 | PANAMA METRO C15T | — H5260D

0801 | SAN MIGUELITO meaen — ————
0802 | PANAMA METRO —-- | $315T | S531L
0803 | PANAMA METRO - | S315T | S531L

0804 | PANAMA OESTE S315T | S531L
0805 | PANAMA METRO — H526D
0902 | PANAMA METRO C 15T | S315T | SS31L
0903 | CHIRIQUI — | S315T | S531L
0904 | COLON —— | 5315T | S531L
0906 | PANAMA METRO — | o= H526D
0907 | PANAMA METRO C15T | — S531L
0908 )| PANAMA METRO _— | — S531L
0909 | COLON —— | §315T | S531L
1005 | CHIRIQUI —- | S315T | H526Y
1006 | PANAMA METRO —— | S315T | S531L
1007 | PANAMA METRO —— | —— H526D
1101 { PANAMA METRO C 15T | $3157 | b516V
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Tabla 10 AISLADOS SENSIBLES
AISLADOS SENSIBLES
PCRMAS

MUTACION

3

L TP
Lo g

iD Provindia

7 PANAMA METRO
91 PANAMA METRO
92 PANAMA METRO
137 PANAMA METRO
157 COLON

191 PANAMA METRO
211 PANAMA METRO
235 PANAMA METRO
267 PANAMA METRO
268 PANAMA METRO
270 PANAMA METRO
327 PANAMA METRO
330 PANAMA METRO
333 PANAMA METROD
363 PANAMA ESTE
377 COLON

382 PANAMA METRO
386 PANAMA METRO
397 PANAMA METRO
400 PANAMA METRO
402 PANAMA METRO
404 PANAMA METRO
406 PANAMA METRO
425 PANAMA METRQ
427 PANAMA METRO
432 PANAMA METRO
437 PANAMA METRO
441 PANAMA METRO
462 COLON

465 COLON

498 PANAMA METRO

Cabe sefialar que no se pudo realizar PCRMAS al aislado 0409 debido a
cantidad msuficiente de ADN Por lo que en total fueron analizados por
PCRMAS 66 aislados MDR més los 31 aislados sensibles como control
negativo
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» COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR
PCRMAS CON LOS OBTENIDOS A TRAVES DEL METODO

DE REFERENCIA
Para calcular la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo de la técnica PCRMAS se comparé los resultados con
los obtenidos por el método de referencia método de las proporciones

multiples de Canett: Los andlisis se realizaron para cada una de las drogas

de interés Rifampicina (gen rpoB) e Isomacida (genes katG inhA mabA)

Evaluaciéon de PCRMAS versus Gold Standard

Resistencia a Rifampicina

Sensibilidad de PCRMAS en la deteccién de mutaciones para Rifampicina
S =[VP/(VP+FN)] * 100

S=[66/(66+1)]* 100

$=985%

En donde

S sensibilidad

VP verdaderos positivos segun el Gold Standard

FN falsos negativos
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Especificidad de PCRMAS en la deteccién de mutaciones para Rifampicina
E=[VN/(VN+FP)]* 100

E=[31/(31+0)]* 100

E =100%

En donde

E especificidad

VN verdadero negativo segun Gold Standard

FP falso positivo

Valor Predictivo Positivo y Valor Predictivo Negativo de PCRMAS en la

deteccion de resistencia a Rifampicina

Célculo del Valor Predictivo Positivo
VPP=[VP/(FP + VP)} * 100
VPP=[66/ (0 + 66)] * 100

VPP= 100%

En donde

VPP valor predictivo positivo

VP verdaderos positivos

FP falsos positivos
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Cilculo del Valor Predictivo Negativo
VN=[VN/(VN+FN)] * 100
VN=[31/(31+1)]* 100

VN=968%

Evaluacién de PCRMAS versus Gold Standard

Resistencia a Isomacida

Sensibilidad de PCRMAS en la deteccién de mutaciones para Isomacida
S=[VP/(VP +FN)] * 100

S=[66/(66+11)] * 100

$S=857%

En donde

S sensibilidad

VP verdaderos positivos segun ¢l Gold Standard

FN falsos negativos

Especificidad de PCRMAS en la deteccién de mutaciones para Isomacida
E=[VN/(VN+FP)] * 100
E=[31/(31+0)]* 100

E =100%
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En donde
E especificidad
VN verdadero negativo segun Gold Standard

FP falso positivo

Valor Predictivo Positivo y Valor Predictivo Negativo de PCRMAS en la

deteccion de resistencia a Isoniacida

Ciélculo del Valor Predictivo Positivo
VPP=[VP/(FP + VP)] * 100
VPP=[66/ (0 + 66)] * 100
VPP=100%

En donde

VPP valor predictivo positivo

VP verdaderos positivos

FP falsos posiivos

Cilculo del Valor Predictivo Negativo
VN =[VN/ (VN + FN)] * 100
VN=[31/(31+11)]* 100

VN=738%
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DISCUSION

Este estudio ha identificado por pnmera vez las mutaciones més comunes
que confieren resistencia a Isoniacida y Rifampicina en aislados clinicos
panamefios TB MDR Ademis hemos evaluadoy confimado la
sensibilidad y especificxdad de la técnica PCRMAS como prueba molecular
ripida y econémica que permitird la reduccién en la demora del diagnéstico
actual de los casos MDR en Panamé
Se detectd en 70 1% de los aislados TB MDR panameiios resistentes a INH
presentaron la mutacion S315T/G en el gen katG y en un 19 4% la mutacién

15C—T en el operén mabA nhA Estos datos son similares a estudios
reahzados en otras regiones geogrificas los cuales reportan una frecuencia
de 60 4 — 93 6% para katG en el codén 315y 1 8 — 50% para mutaciones en
la postcion 15 del operén mabA imhA (12 12123 124 119 125 126 127 128 129) Eg
importante sefialar que un 16 4% (11) de los aislados TB MDR resistentes a
INH no mostraron mutaciones en nminguno de los genes analizados en este
estudio (katG inhA mabA imhA) lo cual puede sugenr otros posibles
mecamsmos de resistencia (menos frecuentes) en otros genes como ndh
mC efpA ahpC kasAy otros Esto sigmifica que las muestras (0305 0402
0403 0408 0602 0704 0801 0805 0906 0908 1007) senan detectados
como aislados sensibles a INH por cualquier técnica molecular existente
actualmente en ¢l mercado En estos casos los métodos microbiologicos

convencionales de sensibilidad estandar (el método de las proporciones
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miltiples de Canetti u otro método convencional como el método de la
nitratasa), son las tinicas pruebas capaces de detectar la resistencia, ya que la
misma es resultado de otros mecanismos menos frecuentes.

Una de las ventajas de identificar las mutaciones genéticas individuales es
que permiten determinar el nivel de resistencia al farmaco, asi como la
probable resistencia cruzada con otros farmacos que estén dentro del
esquema de tratamiento. En base a estudios previos 7" se puede inferir
que el 70% de los aislados TB-MDR en Panama durante la década pasada
presentaron un alto nivel de resistencia a INH. Aunado a esto, un 19% de
los casos TB-MDR tenian un alto grado de probabilidad de mostrar
resistencia cruzada con etionamida, firmaco empleado en el esquema de

tratamiento de segunda linea (65-66.67.68.69)

Mutaciones mas frecuentes que confieren resistencia a INH en aislados

MDR
~ Figura 12 i B
inhA-pr + katG
6% (4/67)
DESCONOCIDO
16% (11/67)
inhA-pr
13% (9/67)
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En relacion a las mutaciones que confieren resistencia a Rifampicina se
detectoé que el codon 531 en el gen rpoB fue el sitio mutado mas frecuente
dentro de los aislados en este estudio (79.1%). Estos resultados son
consistentes con otros estudios que han reportado mutacion en este sitio en
un rango de 40.1 — 82.4% en aislados provenientes de México, Brasil, Cape
Town, China, Rusia, Korea, Georgia, Vietnam, India, Paises del Este
Asiatico y Sudéfrica (12! 122,123,124, 119,125,126,127, 128.129)  E] resto de los aislados
presentaron mutacion en un 13.4% en el codén 526 y 6.0% en el codon 516,
muy similar a lo que se ha reportado también en estos sitios (5.9 -40%y 2.9
— 16.7%, respectivamente).

Estos resultados permiten inferir que la mayoria de los pacientes con TB-
MDR (79%) presentaron un alto nivel de resistencia a RIF y probable

resistencia cruzada a todas las rifamicinas (rifabutina y rifapentina) !0,

Mutaciones mas frecuentes que confieren resistencia a RIF en aislados
MDR
Figura 13

rpoB 516
6% (4/67)

1.5% (1/67)

rpoB 526
13.5% ?\
(9/67) .
rpoB 531 .
79%
(53/67)
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Un caso en particular (0801) fue resistente a RIF por el método
convencional gold estdndar (método de las proporciones multiples de
Canett) sin embargo no presenté mutacién en el gen rpoB que es el
responsable del 96 98% de la resistencia a RIF suginendo que podna
tratarse de otro mecamismo de resistencia menos frecuente a nfampicina

Se puede sugenr que las diferentes cepas de MTB que circulan en Panama,
pueden deberse a diferentes eventos de importacién provenientes de diversas

partes del mundo por nuestra posicién geogrifica, econémica y tunstica

Al evaluar la técnica molecular PCRMAS empleada también en otros paises
con alta carga de casos MDR encontramos un 100% de reproducibilidad al
compararse con los resultados de secuenciacién y un 85 7% y 98 5% de
sensibilidad en la deteccion de resistencia a INH y RIF respectivamente al

ser comparado con el método de las proporciones multiples de Canetti

Cuarenta y cuatro de los 67 casos analizados en este estudio correspondian a

muestras de hombres con un rango de edad de 14 a 81 afios (Figura 17)
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Figura 14

Rangos de edad versus género de los aislados en estudio
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Se detecté una mayor distribucion geografica de los casos en las provincias
de Colén (23) y Panama Metro (21). Estos resultados corresponden con lo
presentado en un estudio previo (2002-2004) que reportaron un alto
porcentaje de TB-MDR en el drea Metropolitana de la ciudad de Panama y
Colén (20,

La informacion epidemioldgica de cada uno de estos aislados data de hace
diez afios y fue incompleta en la mayoria de los casos, esto no permitié
determinar o identificar el caso indice. Sin embargo, al analizar la frecuencia

de casos por area geografica a través de los 10 afios, se observo que en los
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afios 2002-2003 la frecuencia de casos MDR era alta en la provincia de
Colén. Durante los afios subsiguientes fueron apareciendo casos en Panama
Metro y pocos en otras dreas, con una disminucion simultanea de los casos

en la ciudad de Colon.

Figura 15

Porcentaje de casos MDR por aiio y distribucién geogrifica
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CONCLUSIONES

Esta investigacion ha permitido identificar y determunar la frecuencia
de las mutaciones que confieren resistencia a los dos principales

farmacos antifimicos 1sonmizacida y nfampicina

Las mutaciones més comunes en el gen rpoB son las responsables de
cast el 100% de resistencia a nfampicina en los aislados TB MDR

panameiios

La gran mayona de la resistencia a 1somacida en Panam4 se debe a

mutaciones en el gen katG y en ¢l promotor inhA

Las ventajas de conocer la frecuencia de las mutaciones que confieren
resistencia en los aislados TB MDR que circulan en nuestro pais es
que nos permite elegir ¢ implementar una técnica molecular que
reduce e¢! iempo de diagnostico en las instalaciones de salud y
ademas permute inferir el nivel de resistencia a los farmacos o la
presencia de resistencia cruzada con otros farmacos del esquema de

tratamiento para tuberculosis
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La técmica PCRMAS es un método molecular sensible especifico
ripido y econémico que puede ser utihizado para la deteccién de las 5
mutaciones més frecuentes y puede ser empleada como una técnica
prelimmar mientras transcurren las 4 semanas de incubacién del
metodo de Canetti (técnica Gold Standard de sensibihdad en TB) que

confirmard el resultado
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RECOMENDACIONES

» La Orgamzacién Mundial de la Salud sugiere cada vez mis el uso de
técnicas moleculares para la deteccién de la tuberculosss resistente  El
Programa Nacional contra la Tuberculosis de Panamé debe asunur
este reto ya que estos metodos reducen considerablemente el iempo
de diagndstico lo cual representa una interrupcién oportuna de la

cadena de transmisién de esta enfermedad

» Se requiere de otros estudios para poder dilucidar los mecanismos de
resistencia presentes en los aislados que no mostraron las mutaciones
més frecuentes que confieren resistencia a nfampicina y a 1somacida

en los genes previamente descritos

» Es necesano realizar investigaciones empleando técnicas de
epidemiologia molecular que permitan esclarecer la dindmica de la
transmisién de la tuberculosis en nuestro pais y a su vez evaluar las
medidas de control que realiza el programa de tuberculosis a mvel

nacional
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