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RESUMEN 

Tuberculosis muladroga resistente (TB MDR) se define como la resistencia 

de Mycobacternorn tuberculosos a los dos pnncipales fármacos del 

tratamiento anal:Maco de pnmera linea, Isornactda y Rtfampicma TB MDR 

representa una amenaza al control global de la TB ya que para su tratamiento 

se utilizan fármacos de segunda lmea, los cuales son menos efectivos más 

caros y más tóxicos Por lo tanto un diagnóstico rápido y la prevención de 

la TB MDR en la comunidad es indispensable 

Actualmente se han logrado grandes avances tecnologicos en el desarrollo 

de pruebas moleculares rajadas para el diagnóstico oportuno de TB MDR 

debido a que existe una mejor comprensión de los mecanismos geneticos de 

drogo resistencia en M tuberculosa Una de las grandes ventajas de utilizar 

pruebas moleculares en la detección de resistencia es que acorta el tiempo de 

diagnóstico significativamente lo que hace posible interrumpir la cadena de 

transmisión de manera oportuna 

Pohmorfismos de nucleótido simple es la pnncipal causa de drogo 

resistencia y a nivel mundial se han descnto las mutaciones más comunes 

que confieren resistencia a los principales famiacos antifunicos 

Aunque la frecuencia de mutaciones genéticas individuales que confieren 

resistencia ha sido reportada en algunos paises de América, no encontramos 
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al momento de la realización de nuestro estudio publicaciones similares en 

América Central 

El principal objetivo de este estudio es identificar las mutaciones presentes 

en una colección de aislados TB MDR recolectados durante los años 2001 

2011 en el Departamento de Micobactenologia 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 técnica molecular 

denominada reacción en cadena de la polimerasa multiple alelo especifico 

en la detección de resistencia debido a que es una técnica economica y rápida 

utilizada en paises con alta carga de TB MDR 

Los resultados obtenidos en este estudio nos permitiran tener una mejor 

comprensión de la tuberculosis resistente que circula en nuestro pais (dada 

su posición geográfica como ruta de tránsito) y a la vez servirán como base 

en la elección de una técnica molecular capaz de detectar la mayor cantidad 

de mutaciones prevalentes en nuestro pais 

2 



INTRODUCCION 

La tuberculosis multidroga resistente (TB MDR) se define como aquel caso 

donde el paciente excreta bacilos resistentes a isomacida (INH) y nfampicina 

(RIF) (2)  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 epidemia de TB con opciones 

terapéuticas restnngidas La Organización Mundial de la Salud (OMS) 

estima que cada atto 424 000 personas adquieren TB MDR, una forma de 

TB que no responde al tratamiento estándar (2)  

En el 2010 se estimaron unos 6 200 casos de TB MDR entre los casos de TB 

notificados en la región de las Américas Siete paises representaron más de 

80% de los casos de TB MDR en la región (Peru, Brasil México Ecuador 

Haiti Republica Dominicana y Colombia) ( I )  

Datos del 2007 de la OMS demuestran que en Panamá la TB MDR 

representa 15% de los casos nuevos y 97% de los casos previamente 

tratados 
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Ante esta realidad los esfuerzos por reducir el tiempo de detección de los 

casos TB MDR adqineren a nivel mundial y local gran importancia El 

manejo de la TB MDR se centra en la expansión de las medidas de control 

de la TI) MDR (capacitación gimas) a nivel de pais la cobertura de la prueba 

de sensibilidad a medicamentos la detección de casos de TB MDR y el 

tratamiento de segunda 'mea 

En Panamá la detección de estos casos la realiza de manera normativa y 

operacional la sección de Mwobactenologia del Laboratono Central de 

Referencia de Salud Publica del Instituto Conmemorativo Gorgas de 

Estudios de la Salud (LCRSP 1CGES) El método utilizado es el método 

estándar de las proporciones multiples de Canetti Rist y Grosset, método 

que emplea medios de cultivos convencionales que requieren de largos 

penodos de incubación (13°)  

En comunicado de prensa de la OMS en el 2010 en materia de reforzamiento 

de los laboratonos se notificó que es necesano ampliar y acelerar 

urgentemente en los paises el acceso a tecnologias nuevas y rápidas que 

puedan diagnosticar la TB MDR en dos chas en lugar de los métodos 

tradicionales que llegan a tardar hasta cuatro meses (2)  
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Con la finalidad de ampliar y fortalecer los conocimientos en znatena de TB 

MDR a nivel nacional nos proponemos en este trabajo identificar las 

mutaciones más frecuentes que confieren resistencia a nfampictna e 

isonlacida mediante la secuenciación de los genes rpoB keaG mhA e inhA 

mabA respectivamente La mformación generada permitirá determuiar las 

mutaciones presentes en las cepas resistentes de tuberculosis que circulan en 

nuestro pais y su frecuencia 

Una vez identificadas las mutaciones más frecuentes se evaluará la 

utilización de la Reacción en cadena de la polunerasa multiple alelo 

especifico (PCRMAS) en la detección de las mutaciones que circulan en 

nuestro pais 
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OBJETIVO GENERAL 

Identificar las mutaciones más frecuentes que confieren resistencia a 

nfampicina e normada en una colección de cepas de tuberculosis 

multulroga resistente de Panamá que data de los años 2001 2011 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1 Amplificar los genes IcatG Sta mita maba y rpoB involucrados en 

la resistencia a mamada y nfampicina, respectivamente 

2 Secuenctar los productos de amplificación de los genes katG mitA 

mita maba y rpoB Reconocer en las secuencias dónde se presentan 

los cambios 

3 Comparar los resultados obtenidos con la prueba PCRMAS con los 

obtenidos por el método de referencia 
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FUNDAMENTACIÓN TEÓRICA 

1 GENERALIDADES DE Mycobactenuon tuberculosos 

11 Deseubnnuento de Mycobactersoun tuberculosos 

Robert Koch medico y cientifico aleman presentó el 24 de Marzo de 1882 su 

descubrimiento de Mycobacternon tuberculosis (MTB) agente causal de la 

enfermedad conocida como tuberculosis (IB) Koch comenzó recordando 

a la audiencia de las estachsticas aterradoras Si la importancia de una 

enfermedad para la humanidad se mide por el numero de muertes que 

provoca, la TB debe ser considerada mucho más importante que las 

enfermedades infecciosas más temidas la peste el cólera y similares Uno 

de cada siete de todos los seres humanos muere de Tl3 Y si sólo se tiene en 

cuenta a los grupos de mediana edad productiva, la tuberculosis representa 

mucho más de un tercio (3)  La conferencia de Koch considerada por 

muchos como la más importante en la historia cianea, era tan umovadora, 

inspiradora y profunda, que sentó las bases para los procedimientos 

cientificos del siglo XX Él describió cómo habla mventaclo un nuevo 

método de oración y lo demostró durante la audiencia Koch llevó todo su 

laboratorio a la sala de conferencias microscopios tubos de ensayo con 

cultivos portaobjetos de vidrio con bacterias teñidas colorantes reactivos 

frascos de vidrio con las muestras de tejido etc Él quena que la audiencia 
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revisara por si misma sus conclusiones Koch mostró disecciones de tejidos 

de los conejillos de indias que fueron infectados lamben de pulmones de 

monos infectados de cerebro y pulmones de seres humanos que hablan 

muerto de TB de las lesiones en los pulmones de los pacientes con infección 

crónica y de las cavidades del abdomen de ganado Infectado con TB En 

todos los casos la enfermedad que se habla desarrollado en los conejillos de 

indias infectados experimentalmente era la misma, y los cultivos de bacterias 

tomadas de los conejillos de indias infectados eran idénticos El publico se 

quedó atónito Poco a poco la gente se levanto y comenzó a buscar en los 

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

Un año antes el 18 de Agosto de 1881 en su laboratorio durante una Unción 

con azul de mettleno (de material procedente de tubérculos recién formados) 

Koch descubrió unas estructuras de forma alargada, que no podia ver si no 

aplicaba ese colorante Para mejorar el contraste decidió añadir marrón de 

Bismarck, descubriendo que las estructuras se volvian brillantes y 

transparentes Y mejoró la técnica empleando álcali hasta determinar la 

concentración idónea para la visualización de los bastones Koch haba dado 

con la combinación que permitas teñir la pelicula cubierta del bacilo de la 

TB una mezcla de Lesna y =luna, cuyas propiedades básicas pennitian 

visualizar al microorganismo 
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Mas tarde en Alemania Franz Zielh y Fnednch Neelsen mejoran el método 

de unción para MTB y a partir de entonces se conocerá como la Tinción de 

Ziehl Neelsen (3)  

12 Caracteristmas morfológicas y taxonomía de Mycobacteruun 

tuberculosis 

Mycobacterium tuberculosa tiene un tamaño de 0,2 a 06 x 1 a 10 micras 

alcohol ácido resistente (BAAR) frecuentemente incolora y aeróbica 

estricta Su crecimiento está subordinado a presencia de oxigeno y al pH 

circundante Es muy resistente al fno congelación y desecación Es muy 

sensible al calor luz solar y luz ultravioleta Su multiphcación es muy lenta 

Se divide cada 16 a 20 horas Ante circunstancias adversas puede entrar en 

estado latente y retrasar su multiplicación por algunos duts hasta vanos años 

El reservono natural de MTB es el ser humano tanto el sano infectado como 

el enfermo 

La enfermedad se puede manifestar en cualquier órgano del cuerpo Lo más 

frecuente es la infección en los pulmones y puede propagarse a otros órganos 

por via sangumea o hasta (4)  

Las micobactenas pertenecen al orden de los actmomicetales (bactenas con 

formas de hongos) y son consideradas formas de transición entre las 

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

Clasificación segun el Bergey's Manual of Systeinatic Bactenology 

Dominio Bacteria 

Phylum Filian BXIV Actmobactena 

Clase Actmobactena 

Sub Clase Actmobactendae 

Orden Actmornycetales 

Sub orden Corynebacterumae 

Familia Mycobactenaceae 

Género Mycobactenurn 

Especie Tuberculosis 

En 1950 Tunpe y Runyon propusieron una clasificación util del genero 

Mycobcatenum en cuatro grupos que se basaba en la velocidad de 

crecimiento (rápido o lento segun sea supenor o inferior a una semana) 

producción de pigmento en presencia o ausencia de luz (fotocromógeno 

escotocromógeno y no cromógeno) y caractensticas coloniales En el 

Cuadro 2 se presenta la clasificación modificada de Runyon que incluye los 

miembros del género Mycobactenum (5)  
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Cuadro 2 

Clasificacion de micohactenas que causan frecuentemente 
infecciones en humanos (Runson 1959) 

M rubí st ahms en:11pin 
Al Fuma 'calmo% 
Al N» I% 

Al «fi tt asma 
Al le pral 
%Lob t‘kn ts di. l.n.onnt.nto lento (ni t. dt. 7 di N) 

Al Latnasa ifotot.rontobenos brupo I ch. Run} un I 
Al 	IIIIIIII 

Al vaciante( (em.ototmtuóbeno% grupo II) 
Al st '<Oda .. in: 
Al atinar Lompli.x (no LID:nobelio% bit:pa III) 

Al at aun 
Al What l Fallan 
Al w o Ottawa,' 

Al Ft nat tomplet 
Al sol« num 
Al u tuyo 

Mit.oh «ten 1, de Lreonuento r pido (brupo IV de Rumon) 
hl la: montos 
Al t la lona( 
Al 44 t %sus 

Run% n EH An In int u in% 11 Re o ni puhn n in dum. ha M d C lin N nh 
%In My 41 ,71 .011 r in.td 1 i (nlInIn N Illt 7  

Actualmente el genero Mycobacternan mcluye más de cien especies 

divididas para fines didácticos en tres grupos complejo tuberculosis 

complejo lepra y otras micobactenas (6)  

• Complejo tuberculosis 

El complejo tuberculosis está conformado por las especies que causan la 

enfermedad de TB en humanos y en animales Mycobacternan tuberculosis 

M mueran M afilcanurn M bovis M canea: M caprae M pinnipedin 
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M mungi M mygis (Cuadro 3) M tuberculosis es la especie más 

frecuentemente aislada en humanos (6)  Estudios de homologas muestran que 

todas las especies que conforman el complejo tuberculosis tienen una 

similitud del 95 100% en su ADN 

Mycobacternim tuberculosis 

Es la bactena responsable de la mayor cantidad de casos de TB en el mundo 

Descnta por prunera vez el 24 de Marzo de 1882 por Robert Koch El 

reservono natural de M tuberculosis es el ser humano tanto el sano 

infectado como el enfermo Puede causar enfermedad en cualquier órgano 

del cuerpo siendo la infección en los pulmones la más frecuente De alli por 

vas sangumea o lmfática se propaga a otros órganos 

Mycobacterium micra: 

Los reservonos naturales de esta bactena son pequeños roedores gatos y 

otros mainiferos domésticos Es de muy lento crecimiento En humanos se 

han reportado casos de enfermedad pulmonar ganglionar abdominal y 

me:afliges Se ha usado como modelo para Investigar posibles vacunas contra 

la TB 
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Mycobacternan czfricanum 

Responsable de más del 50% de los casos con baciloscopla positiva en Africa 

Occidental La enfermedad producida por M africanum no se diferencia 

clmicamente de la causada por M tuberculosis 

Mycobacterzurn boya 

Es prácticamente indiferenctable de M tuberculosis La forma de 

transmisión 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 clínicamente es idéntica a la causada por 

M tuberculosis 

La vacuna Bacdlus de Calmette y Guenn (BCG) contra la TB se prepara a 

partir de extracto atenuado de Mycobacternim bovis que ha perdido su 

virulencia, manteniendo su poder antigéruco 

Mycobactenum canea, 

Los casos de TB producidos por esta especie son de África y la presentación 

es usualmente pulmonar 

Mycobactenum caprae 

Aislada en 1999 de cabras con enfermedad tuberculosa diseminada Se ha 

encontrado también en cerdos salvajes y vacas 
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Mycobactenum purrupedu 

Se considera a los pmrupedos como su hospedero natural pero también 

produce enfermedad en roedores tapires vacas y en el humano La via de 

transmisión parece ser la aérea La presentación de la enfermedad es diversa 

pudiendo afectar un área o ser diseminada Se ha descnto zoonosis desde 

lobos mannos a humanos 

Mycobactenum mung, 

Fue descnta en el 2010 en suncatos africanos en quienes la enfermedad 

afecta el tracto respiratono supenor Aun no se conoce con exactitud su ciclo 

biológico y forma de transmisión 

Mycobactenurn orygm 

Aislada 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 
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Cuadro 3 

Complejo Mycobacternem tuberculosa 

Bacterias del complejo 

Mycobactenum tuberculosos Koch 1882 
Mycobactenum mocroto Wells 1937 
Mycobactenum afncanum Castets 1968 
Mycobactenum bows Lessel & Karlson 1970 
Mycobactenum canetti vanSoolingen 1997 
Mycobactenum caprae Arana 1999 
Mycobactenum pmnipedn Cousms 2003 
Mycobactenum muno! Alexander 2010 
Mycobactenum orna vanIngen 2012 

• 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 mtracelular y pleomórfica, aunque 

usualmente tiene forma de bastón (6)  

• Otras oncobactenas 

En este grupo encontramos las micobactenas atipicas o ambientales que 

están ampliamente distnbuidas en el medio ambiente fundamentalmente en 

el agua y en la tierra, sus pnnciptdes reservonos La transmisión persona a 
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persona es rara, en la afeccion respiratoria el mecanismo de transmision más 

aceptado son los aerosoles en el medio ambiente y la mgesta por via 

digestiva Durante muchos años la descripción de estas enfermedades 

producidas por nucobactenas ambientales denominadas en su conjunto 

micobactenosis era un hecho ocasional y casi anecdótico la gran mayona 

de las veces ligado a situaciones de mmunodeficiencia. Sin embargo en los 

ultimos años ha pasado a ser una patologia relativamente frecuente sobre 

todo condicionada a la aparición de la epidemia de SIDA lo que ha 

conllevado un incremento paralelo en la investigacion y conocimientos de 

estas micobactenas (6)  

1 3 Componentes de la envoltura de Mycobaaeruun tuberculosis y 

su rol en la mmunopatogénems 

La envoltura de MTB es compleja, constituida por cápsula, pared celular y 

membrana plasmática (7)  La cápsula es la capa externa de la envoltura de 

las micobactenas y sirve de protección contra multiples factores externos 

Por tanto tiene una interacción directa con los elementos de la respuesta 

inmune (8)  Sus caractensticas y composición vanan en las diferentes 

especies y cepas de micobactenas Entre los principales componentes se 

encuentran el ácido micóhco y glicolipidos Estos glicol:rudos junto con 

algunas protemas son responsables de las caractensticas antigénicas de la 

bactena (7 9)  
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La pared nucobactenana se localiza por debajo de la cápsula separada por 

un espacio penplásnuco posee un elevado contenido en l'indos (50-60%) 

que le confieren un caracter ludrofóbico y la hace refractaria al ataque por 

hidrólisis enzunática (Ro Es una efectiva barrera frente a muchos de los 

agentes antinucroblanos convencionales y está constituida por el complejo 

macromolecular formado por ácidos m'eólicos arabmogalactano 

peptidoglucano (mAGP) (") Los ácidos nucólicos son ácidos grasos 

complejos de gran importancia taxonómica para mwobactenas y bactenas de 

géneros relacionados como Nocardia y Connebactenum en el caso de las 

micobactenas los ácidos m'eólicos tienen de 70 80 carbonos y se les 

atribuye el carácter tudrofóbico de la envoltura (9)  

La membrana celular tiene las caractensticas biológicas y bioquimicas de 

cualquier membrana, aunque en las nucobactenas los derivados de los 

fosfolipidos se caracterizan por estar altamente ghcosilados dando lugar a 

moléculas como la hpoarabmomanana (LAM) que tienen un papel 

fundamental en la patogénesis de la TB (7)  

1.3 1 Componentes estructurales 

Las micobactenas presentan una gran diversidad de estructuras glicosiladas 

complejas con enlace de tipo O glicosidico Algunos de estos 

g,hcoconjugados son de importancia estructural como el pepticloglicano (PG) 
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y los polisacándos El PG es una molécula estructural mientras que los 

polisacándos protegen a la bacteria de la liso por el complemento (12)  

Los componentes mayoritarios de la envoltura de las micobactenas son 

hpidos asociados a carbohidratos (glicol:palos) fosfolipidos glicosilados o 

carbohidratos complejos sustituidos con ácido m'eólico o péptidos Las 

porciones ghcosiladas de estas moleculas son importantes en la mteraccion 

con los componentes de la respuesta inmune innata y especifica del 

hospedero (13)  

Se estima que el 25% del peso seco de las micobactenas corresponde a 

l'Indos o glicolipidos el 40% de ellos son moleculas de ácidos micoltcos 

unidos al disecando trehalosa, que es un disecando de a D glucosa formado 

por residuos de a D gluco piranosil (1 1)—a glueoptranosa La trehalosa es 

un antigeno presente en numerosas moléculas de micobactenas y existen 

vanas moléculas que contienen este disacándo las cuales se clasifican en 

micolatos de trehalosa y sulfolipidos de tramlosa (14)  

Los oucolatos de trehalosa son ácidos m'eólicos unidos a una trehalosa, 

cuando están acetilados constituyen parte de la trehalosa dinucolato (TDM) 

o factor cuerda o parte del fthicerol dimicocerosato (D1M) (14)  

El factor cuerda (trehalosa 6 6 — dontcolato) es una molécula mixta que se 

encuentra en la capa penfénca de la envoltura Es abundante en todas las 

micobactenas patógenas Recibe ese nombre porque en los cultivos los 
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microorganismos forman agregados semejantes a cordones Esta molécula 

presenta pequeñas vanaciones en ciertos grupos quimicos las que son 

caractensticas en las diversas especies de micobacterlas y cepas (1 8)  El factor 

cuerda está formado por un conjunto de tres macromoléculas peptidoglicano 

(PG) arabmogalactano (AG) y micolatos En condiciones normales el 

factor cuerda estimula la actividad de la enzima que hidroliza el dmucleótido 

de nicotinamida y adema (NADasa) en el hospedero lo que trae como 

la disminución en la cantidad de la coenzima NAD (16)  Esta 

coenzima es comun en las reacciones catabólicas de óxido reducción y la 

ausencia de NAD mterrumpe la cadena resptratona en la mitocondna El 

factor cuerda es mmunogénico y se ha intentado usarlo en la prevención de 

la tuberculosis (16.17)  además su naturaleza qumuca favorece la mflamación 

crónica y ocasiona la formación de granulomas en el pulmón 01  La 

formación del granulo= es producto de una serie de mecanismos de la 

respuesta inmune que da por resultado una activación y diferenciación de los 

macrófagos mediada principalmente por el factor de necrosis tumoral alfa 

(TNF a) conteniendo la diseminación de la bacteria 09)  El factor cuerda 

también se ha asociado a la mtubición de la fusión de los Ilsosomas con los 

fagosomas en los macrófagos fenómeno que se considera clave para la 

supervivencia de M tuberculosis en estas células (8)  
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Fthicerol dimwocerosato (DÍA!) es una molécula que contiene trehalosa, es 

un ácido graso de 35 carbonos y tiene sustituciones con grupos menlos y dos 

ácidos grasos (ácidos nueocerósidos) Esta molécula es caractenstica de las 

cepas patógenas y forma una barrera que impide la permeabilidad de la 

envoltura de las nucobactenas 01  

Los sulfohpidos de trehalosa (SL) son llamados tambien sulfatidos son 

ácidos m'eólicos unidos al disacándo trehalosa, pero sustitwdos por grupos 

sulfatos y se localizan en la periferia de la pared celular y parecen ser factores 

de virulencia En Mycobactenum tuberculosis estos sulfolipidos de 

trehalosa funcionan como evasmas es decir moléculas que facilitan que la 

bacteria escape a la acción de los macrófagos inhibiendo la fusión del 

fagosoma con el Itsosoma, lo cual puede explicar el éxito como parásitos 

intracelulares (9 1°)  Los sulfoltpidos son responsables de las caractensticas 

de tinción de las micobactenas (9)  y se unen a los receptores basurero -  de 

clase A (SeR) o receptores scavenger en macrófagos lo que favorece la 

entrada de la bactena a la celula hospedera. 00  Además evita la maduración 

del fagosoma del macrófago cuando está infectado por la mwobactena 

porque inhiben a la protema C cutasa (PKT) o» y como consecuencia de esto 

también se ve inhibida la producción de óxido nítrico y de cnosmas pro 

utflamatonas (2° 21)  
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Los ghcolipdos con trehalosas acetdadas son abundantes en la cápsula de 

las micobactenas y se clasifican en fenoglicohmdas (PGL) 

glicopeptidolipidos (GLP) y hpooligosacándos (LOS) 00  

El PGL tiene una porción sacandica altamente mmunogémca y esta presente 

en las cepas patógenas de micobactenas Estas moléculas le proporcionan 

propiedades antigétucas en la cápsula de M tuberculosis y se asocian con la 

patogénesis de la TB razón por la que se utilizan en el serodiagnóstico de la 

enfermedad (18 22)  

Los GLP son antigenos muy abundantes en la cápsula, presentan diferencias 

antigénicas entre especies de nucobactenas Están compuestas por 

moléculas de fenol tiocerol estenficado con dos ácidos grasos 

multirranuficados (micocerósico o tiocerámco) y a diferencia de todos los 

anteriores los residuos sacandicos están O metilados y asociados a la 

morfologm lisa de algunas cepas de micobactenas y tienen un papel 

importante en la supervivencia Intracelular de las nucobactenas Se ha 

observado in vivo e in varo que los GLP inhiben la proliferación de celulas 

mononucleares estimuladas con mitógenos (11  

Los hpoohgosacaridos (LOS) son aquellos constituidos por ácidos grasos de 

cadena larga con un nucleo sacandico de poliacil trehalosa y un alto 

contenido de manos& La cantidad y tipo de residuos de carbohidratos dan 

lugar a una variedad de LOS capsulares con diferencias antigénicas 00  
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Estas diferencias en los residuos sacarídicos tienen valor taxonómico y 

diagnóstico. (17)  

Figura 1 

Representación esquemática de la pared celular de M. tuberculosis 

Tomado dc Gorocica P y cok ("' 

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. Además 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 neutralización de los 

radicales libres de oxígeno citotóxicos producidos por los macrófagos, la 
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unlubición de la proteína quinasa C y la inducción de genes de respuesta 

temprana (23)  

¡AM se smtehza mediante la adición de residuos de manosa a fosfoinositol 

por una sene de manosiltransferasas para producir 

fosfatidilinositohnamSsidos (PIM) y lipomannan (LM) PIM y LM son 

entonces glicosilados con arabmano para formar LAM LAM se sabe tiene 

tres dominios estructurales principales Estos incluyen un anclaje de 

glicosilfosfatidil que une la molécula a la pared celular un nucleo D manan° 

que sirve como un esqueleto de hidratos de carbono y un terminal D 

arabinano Muchas cadenas laterales arabinofilranosil ramifican el nucleo 

de manos& Las modificaciones covalentes a este terminal D arablnano crea, 

diversas estructuras LAM con sus propias funciones unicas para mediar la 

supervivencia bactenana dentro de un huésped La presencia y la estructura 

de la nivelación permiten una clasificación de moléculas de LAM en tres 

clases pnncipales ManLAM PILAM y AraLAM (23)  

LAM manosdada (ManIAII9 se caracteriza por la presencia de tapones 

manosilo en el terminal D arabutano Estos tipos de modelos de área 

limitada se encuentran más comunmente en más especies patógenas tales 

como Mycobacternon tuberculosis M leproe y M boya ManLAM ha 

demostrado ser una molécula antunflamatona que inhibe la produccion de 

TNF a e EL 12 por las células dendnhcas y macrófagos humanos in varo 

23 



para modular la apoptosis inducida por macrófagos mediante la unión a 

receptores de manosa. (23)  

PILAM son LAMs cubiertos con fosfoinosttol y se encuentran tipicamente 

en las especies no patógenas como M smegmans En contraste con 

ManLAMs PILA/vis son pro infiamatonas CD14 un receptor presente en 

el reconocimiento por macrófagos asociado con Toll hice receptor 2 se 

descnbe como un receptor para PILAM La unión de PILAM al receptor 

provoca la activación de una cascada de seftalización intracelular que activa 

los factores de transcnpción que inician la transcripción de genes de 

citoqumas promfiamatonas Induciendo a TNF a, IL 8 IL 12 y la activación 

y apoptosis de los macrófagos " 

AraLAIll se caracteriza por cadenas laterales 1 3 manosilo en lugar de la 12 

que se encuentra comunmente en otras especies de nucobactenas Ciertas 

especies de bactenas de crecimiento rápido como M chelonae y cepas de 

laboratono contienen modelos de área limitada que están ausentes de las dos 

capas de manosa y phosphomosital Estas formas se consideran más potentes 

que la ManLAM manosa-capsu lado en la inducción de las funciones 

asociadas con la activación de macrófagos Además de la estimulacion de 

los genes tempranos tales como c fos KC y JE AraLAM induce la 

transcnpción del ARNm para citoquinas caractensticamente producidos por 

los macrófagos Proto oncogenes c fos y c myc están involucrados en la 
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regulación de la transcripción génica, mientras que JE y KC son citoqumas 

peptidicos que sirven como quimmatrayentes espeaficos para los neutrófilos 

y los monocitos La activación de TNF a crea manifestaciones patológicas 

de la enfermedad, tales como la necrosis del tejido daño a los nervios y la 

inmunidad protectora Grupos O salo de la fraccion de ambmomanano 

pueden ser responsables de la actividad de TNF inductor que causa los 

=domas de fiebre pérdida de peso y necrosis Sin embargo la presencia de 

ManLAMs dismmuye la actividad de AraLAM y la supresión de una 

respuesta inmune (23)  

1 312  Componentes ricos ea Arabmosa y Galaetosa 

El &sacando arainnogalactana (AG) es un antigeno presente en vanas 

macromoléculas de bactenas taxonónucamente relacionadas En las 

bacterias del orden de los actinomicetales como las micobactenas representa 

cerca del 35% de la composición de la pared celular (24)  AG está compuesta 

por los azucares D galactofiiranosa y D arabmofuranosa, que son raros en la 

naturaleza. 

El pepticloglzcano (PG) es una capa ngida que confiere resistencia a la 

preston osmótica interna y actua de soporte para otras moléculas de la pared 

celular El PG está compuesto al igual que en otras bactenas por unidades 

de N acetil glucosamma (NAO) y de N acetilmurámtco (NAM) aunque 

presenta gran cantidad de residuos de N glicohl muránuco Los residuos de 
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INMUNOPATOGÉNESIS DE A TUBERCULOSIS PULMONAR 
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NAM están unidos a una cadena peptídica formada por alanina (Ala), 

glutámico (Glu) y ácido meso-diaminopimélico (DAP) (L-Ala-D-Glu-DPA-

D-Ala). Los enlaces interpeptídicos más frecuentes se dan entre DAP y D-

Ala. Algunas enzimas que participan en la biosíntesis del complejo se han 

inhibido con fármacos como la fosfomicina. El estudio de estas enzimas es 

importante para el desarrollo de nuevos fármacos contra micobacterias. 

Figura 2 

Inmunopatogénesis de la Tuberculosis pulmonar 

Tomado del V Congreso virtual Hispanoamericano de anatomla patológica. (http://conganatuninetedu/conferencias/C0  I 3/) 
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1 4 Genoma de Mycobacterium tuberculosos 

En 1998 se publicó 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, laten= y 

posibles genes dianas para la acción de fármacos Pi )  

Se estima que el genoma de MTB tiene un contemdo importante en 

citosma/guanum (65 5%) relativamente constante a lo largo de toda la 

secuencia, alberga alrededor de 4000 genes (3924 ORFs identificados) 

Llama la atención la elevada proporción de genes que codifican para la 

expresión de enzimas implicadas en hpogénerds y lipólnis De hecho 

pocas bactenas son capaces de sintetizar una gama de moléculas lipofílicas 

tan vanada como MTB y destaca el hecho de que el genoma codifique 

Incluso para sistemas enzimáticos de blosmtesis hpidica propios de plantas 

y de mamiferos Si se compara el numero de enzimas implicados en el 

metabolismo de los ácidos grasos de E col: venus MTB contrasta los 50 de 

E col: frente a los 250 genes de MTB Es importante destacar que la mayor 

parte de los genes implicados en el metabolismo de ácidos grasos están 

destinados a la lipólisis más que a la lipogénesis En efecto la degradación 

de hpidos propios de las membranas celulares o vacuolares del huésped, 

resulta decisiva para la patogema, asi como para la obtención de enerva 11  
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El hecho de que la proporción 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 

horizontal de islas de patogenia No obstante se observan regiones con una 

proporción de C/G superior a la media y que son secuencias pertenecientes 

a una gran familia de genes que incluyen PGRSs (polymoipluc (ii-C nch 

secuences) (25)  

Por otro lado el genoma de MTB difiere del resto de las bacterias por poseer 

dos nuevas familias de proteinas ncas en glicina, cuya estructura repetitiva 

proporciona una fuente importante de vanabilidad antigétuca Se calcula que 

un 10% de la capacidad codfficante de MTB esta destinada a esta familia 

multigénica, cuyos genes se hallan organizados en forma de cluster Es un 

genoma rico en ADN repetitivo especialmente en forma de secuencias de 

Inserción como la IS6110 de la que se han hallado 16 copias pero también 

son fuentes de repetición las nuevas familias multigénicas y genes 

housekeeputg duplicados Pese a que la tasa de duplicación es similar a la 

de otros microorganismos (el 51% de sus secuencias codificantes han 

surgido a partir de un proceso de duplicación) como E col: o B subtilis 

difiere respecto a ellos en el hecho de que el grado de conservación es 

considerablemente superior es decir al proceso de duplicacion no le ha 

seguido un fenómeno de divergencia, lo cual constituye una evidencia más 
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que confirma la hipótesis de que M tuberculosa ha surgido de un proceso 

de especiación relativamente reciente o bien que se halla ante un cuello de 

botella 

Los 3924 ORFs identificados suponen un 91% de capacidad codificante del 

genoma, esto es una densidad alta El 40% de los ORFs predichos se les ha 

atnbwdo una función precisa por comparacion con secuencias depositadas 

en bases de datos en Genbank Un 44% son secuencias con similitud o 

información relacionada. El 16% restante alberga genes de funcion 

desconocida, entre los que se deben encontrar genes con funciones 

especificas de Mycobactenum (25)  

En cuanto a la composición aminoacidica, los datos guardan coherencia con 

el contando elevado en guanina/atosma, en efecto predominan 

aminoácidos del tipo s'ama, glicina, prolum, arguuna y triptófano puesto 

que son los codificados por codones ricos en G/C frente a unos ammoác idos 

menos representados como son la asparagma, isoleucuia, lama, fenilalanina 

y broma. (25)  

Dos nuevas familias de protemas las PE (motivos Pro Glu a nivel del 

extremo N terminal) y las PPE (Pro Pro-Glu) se caracterizan precisamente 

por ser ricas en ghcma, y su elevado grado de polunorfismo hace pensar en 

ellas como potenciales antigenos El hecho de que se les atribuya un papel 
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inmunológico no sólo se debe a la Importante fuente de variación 

(antigauca) que suponen sino porque se cree que podnan interferir en la 

respuesta inmune via inhibición del procesamiento antigénico tan necesario 

para la presentación de antigeno posterior (25)  

La familia PE por ejemplo se compone de 90 miembros que comparten un 

dommio en el extremo N terminal muy conservado consistente en 110 

residuos ammoacidicos 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 

familia en distintos grupos siendo el más numeroso el de las PGRS cuyo 

contemdo en glicina supera el 50% y se distribuye en forma de repeticiones 

en tándem del motivo (Uy Gly Ala/Asn Existe cierto paralelismo entre las 

protemas PGRS y los antagenos del virus nuclear Epstem Barr (EBNAS) 

Los EBNAS actuan bloqueando la acción del proteosoma, impidiendo asi la 

presentación de antigenos de clase 1 05)  

Al completar la secuencia del genoma de M tuberculosa 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 (25)  
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2 PATOGENIA DE LA TUBERCULOSIS 

El contagio con MTB se produce habitualmente por vía aerógena a partir de 

pacientes baciliferos con lesiones pulmonares Al toser se generan aerosoles 

de pequeñas particulas liquidas en cuyo intenor se encierran uno o dos 

bacilos Al evaporarse queda tan sólo 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 tamaño superior 

a 1 Opm quedan retenidas en la barrera mucosa de las mas respiratorias 

supenores y son eliminadas por el sistema defensivo mucooltar pero las de 

menor tamaño (entre 1 y 5jun) tienen la capacidad de llegar hasta los 

alvéolos y desencadena la pnmonifección (26)  

Otras posibles vats de contagio han dejado de tener importancia 

epidemiológica. Tal es el caso de la transmisión digestiva por la leche de 

vacas enfermas (Mycobactenum bov:s) controlada gracias al procedimiento 

de pasteurización sistemático de la leche 

En la mayona de las ocasiones los escasos bacilos que llegan hasta los 

alveolos son fagocitados y destruidos por los macrófagos Sólo un pequeño 

porcentaje de las personas infectadas (aproximadamente el 10%) llegará a 

desarrollar la enfermedad la mitad de ellos tempranamente a los pocos 

meses de la mfeccion mientras que el otro 5% necesitará de un largo 

intervalo (a veces de vana décadas) para que se produzca la reactivación 
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endógena de lesiones aparentemente curadas que albergan en su mtenor 

micobactenas en condiciones metabólicas adversas pero potencialmente 

viables (26)  

La aspiración de M tuberculosis hasta los alveolos desencadena una sene de 

respuestas tisulares e mmunológicas conocidas como pnmomfección 

tuberculosa En pnmer lugar se produce un foco de alveolitis exudativa los 

macrófagos eliminan un determinado numero de micobactenas y si la 

invasión no ha sido masiva, muchas veces no se pasa esta fase local Cuando 

la mfección se propaga por las vos linfáticas mtrapulmonares hasta los 

ganglios regionales paratraqueales o mediastmicos da lugar al llamado 

complejo bipolar (fofo pulmonar y adenopatias) En esta fase es habitual que 

se produzcan pequeñas diseminaciones hambres por vta hematogena a los 

segmentos aptcales pulmonares riñones limado y huesos que por lo general 

suelen controlarse localmente y que no tienen trascendencia chnica alguna 

En las 2 10 semanas postenores a la infección se pone en marcha una 

respuesta mmunológica celular desencadenada por los antigenos de la 

membrana y del citoplasma de las micobacterias Los macrófagos reconocen 

y procesan dichos antsgenos y los muestran a los Imfocitos T para que 

estimulen mediante liberación de linfocinas la transformacion de un gran 

numero de macrófagos en células que están altamente especializadas en la 

lucha contra las micobactenas (células epiteliales y gigantes de Langhans) 
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Los linfocitos activadores de los macn5fagos las células epiteloides 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 

infección y una vez cumplido su cometido se reabsorbe dejando tan sólo una 

pequeña cicatriz fibrosa que pan mayor segundad acostumbra a 

calcificarse En estas circunstancias es posible que la pnmoinfección haya 

sido asintomática y que incluso no deje secuelas detectables en la radiografía 

de tórax lo que si queda es la memona mmunológica que se pondrá de 

manifiesto con la prueba de la tuberculina y permitirá diferenciar los 

individuos infectados (tuberculina positivos) de los no infectados 

(tuberculina negativos) (26)  As pues segun el balance inicial entre el sistema 

annitimtario del huésped y las micobactenas tuberculosas se distinguen tres 

situaciones diferentes exposición Sin infección infección sin enfermedad o 

estado de laten= y enfermedad activa (Figura # 3) 

2 1 Exposición san infección 

Esta condición no desarrolla respuesta mmunitana (reacción de la 

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

En cualquier área donde el bacilo se localice provocará una reacción 

mfiamatona que constituye el chancro de inoculación habitualmente 

pulmonar y mucho menos frecuentemente digestivo cutáneo o mucoso 

Alrededor del bacilo se agrupan una serie de células mononucle,adas 

linfocitos y macrófagos 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 destrucción de las micobactenas 

y la maca evidencia de infección es un test cutáneo de hipersensibilidad a la 

tuberculina positivo y otras veces los bacilos pueden persistir en forma 

latente En una minona de casos los antigenos en el complejo pnmano (foco 

pulmonar inicial más el ganglio linfático regional) alcanzaran una 

concentración suficiente de hipersensibilidad que resultana en una necrosis 

y calcificación visible rachológicamente Junto con el desarrollo de 

hipersensibilidad pueden asociarse manifestaciones alérgicas como entona 

nodoso o queratoconjuntwito flictenular La mayoría de estos CASOS 

quedan en esta pnmomfección 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 diseminación de la infección en curso Esta 

Inmunidad fallará bajo alguna circunstancia que produzca inmunodepresión 

provocando una enfermedad tuberculosa meses o altos después de la 
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infección por el mamo bacilo remfección endógena o por remfeccion 

exógena (adquisición de un nuevo bacilo del extenor) 

23 Enfermedad 

Se manifiesta por un gran pohmorfismo con variadas localizaciones ya sean 

pulmonares o extrapulmonares (menos frecuentes) La tuberculosis 

pulmonar puede ser aguda, neumónica o bronconeumónica Puede provocar 

una diseminación hematógena con afectación millar o meningea, asi como 

tambien complicación bronquial debido a adenopatias mediastinales que 

pueden ocasionar atelectaslas por comprimir el árbol bronquial Las 

bactenas de la tuberculosis se activan si el sistema mmunitano no puede 

detener su crecimiento Cuando las bacterias de la tuberculosis están activas 

(multiplicándose en el cuerpo de la persona) se le denomina enfermedad de 

la tuberculosis Las personas enfermas de tuberculosis pueden también 

transmitir las bacterias a otras personas En muchas personas la infección 

de tuberculosis latente nunca se convertirá en la enfermedad Algunas 

personas se enferman de tuberculosis poco después de contraer la infección 

(en las semanas siguientes) antes de que las defensas del sistema u:mundano 

puedan combatir a las bacterias Otras personas se enferman años después 

cuando su sistema inmunitano se debilita por otras causas Para las personas 

con sistemas mmurutanos debilitados especialmente las que tienen la 
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Cómo 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. 

LAS ceiulas del 
sistema inmuratario 
encierran la 
badana en un 

Iacter 	J"tubérculo" 
*11~ 

La persona inhala 
las bacterias 

'olidas en el aire 
por la persona con 
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El sistema inmune atiC.1 
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en sellados 
sentan 

Usaos da 
liaeswia 
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illealph debido al 
sida, los tuberculos se 
rompen, dejando 
escapar la bacteria y 
aparecen los untomas. 

infección 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 

Tomado de: linp://www.iuberculosís.pekontent/infografia-ataca-tuberculosis 
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Tabla 1 
DIFERENCIAS ENTRE LA INFECCIÓN DE TUBERCULOSIS 

LATENTE Y LA ENFERMEDAD DE TUBERCULOSIS fro 

Una pernea ce la afead d nitrado* latente Usa penosa esa la enfennedad de tuberadosb 

N nene magan ahitada Presenta ~os que puede lodo 

O 	tos mana que dura 3 seermas mis 

O 	dolor en I pedes 

O 	tos enn sangre apios 

O 	debilidad 	foga 

O 	ptribila de peso 

O 	tido de apead 

O 	esed fries 

O 	febre 

O 	sudond amarnos 

No se siente mal Per lo general, lie neme mal 

N pede Int:~ las boxeres de la tubulado= 
dna penaos 

Puede nansoub las becteos de la tubereukeas 
personas 

aras 

Fuel general, d resultado d la prueba ceden 	dele 
prueba de samae Sial que tiene iza 	fine Si por 
tutea lora 

Per b general d resultado de la pamba cetina 
prueba de and edad que nato una ate é 
tutacdoss 

dele 
po 

~te una radsognde de Sra Dental y un resultado 
~ano al frota de esputo 

Puede a a niega de dm anormal 
resultado posado al frotas d adtwo de epa 

un 

Meada natura la 	recodo de tubaeolosas latente para 
mar que se avine enflasnedad de tuberadons 

Necead tratos la enfennedad de toboculosas 

231  Manifestaciones clamas de la Enfermedad 

La tuberculosis pospnmana, también conocida como secundaria o 

tuberculosis de tipo adulto es la forma chnico radiográfica mas frecuente 

aunque en general el individuo no tiene constancia de la pnmouifeccion 

previa por las caractensticas de ser asintomática o poco aparente 
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En algunos casos sobre todo en los paises con alta prevalencia de 

tuberculosis la tuberculosis pospnmana se debe a una ranfección exógena 

pese al relativo grado de inmunidad del sujeto infectado No obstante lo 

más comun es la reinfección endógena por micobactenas latentes capaces de 

resistir en el intenor de algunas células o en pequeños focos caseosos en 

condiciones metabólicas adversas en un continuo equilibno con las defensas 

orgánicas que se rompe tras muchos anos por alteraciones transitonas o 

persistentes de la ~unidad 

De cualqtuer forma, la respuesta será distinta en el individuo remfectado que 

en el previamente sano como ya puso de manifiesto Koch con un clásico 

expenmento si se inocula a un cobayo sano bacilos de MTB por via 

subcutánea, se forma en el punto de inoculación un absceso que 

posteriormente se ulcera, se n'afanan los ganglios linfáticos regionales y al 

cabo de pocas semanas el animal muere por diseminación generalizada de la 

tuberculosis Si esta misma experiencia se realiza en un animal con previa 

exposición a tuberculosis en lugar de una ulcera se forma una escara que 

cicatnza, no aparecen adenopatias y el animal no muere es decir que si 

sobrevive a la primera infección es capaz de presentar un cierto grado de 

resistencia frente a posteriores agresiones lo que le pemute al menos 

localizar la enfermedad e impedir su diseminación Esto explica, en gran 

parte las diferentes caractensticas de la pnmomfección y de la tuberculosis 

pospnmana en el hombre (26)  
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3 TRATAMIENTO 

Antes que existieran drogas efectivas la mitad de los pacientes con 

tuberculosis pulmonar monan en 2 años y sólo 25% se curaban Con el 

advenimiento de la quimioterapia los tratamientos con largos penodos 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 demás infecciones bactenanas MTB tiene un tiempo 

de generación prolongado y la capacidad para entrar en penodos de laten= 

con una actividad metabolica limitada, lo cual dificulta la acción de los 

antimicrobianos (28)  Respecto al tratamiento existen poblaciones de bacilos 

diferentes en función de su localización y actividad (Figura 4) Asf los 

bacilos presentes en las cavidades pulmonares se multiplican de forma activa 

en un ambiente aerobio los del interior de los macrófagos lo hacen en un 

ambiente microaerofilico que induce la latencia, y los que se encuentran en 

el interior del caseum tienen sólo ocasionalmente un ciclo replicativo 

(crecimiento intermitente) Por otra parte MTB puede multiplicarse en los 

tejidos, donde la penetración de los antibióticos es fácil o bien encontrarse 

en cavidades pulmonares pus o matenal caseoso en donde la penetracion de 

los antibióticos resulta más difícil Fmahnente hay que señalar que el pH 

del matenal caseoso y el del ¡Menor de los macrófagos es muy bajo lo cual 

condiciona la actividad de los distintos fármacos (29)  
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Figura 4 

figura 4 Representacidn esquematiza de la estructura de un foco caseoso 
Tomado de Bentrup y Russell 

Los fannacos 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 a numerosos 

antlbactenanos Considerando además que aunado a la resistencia natural 

se ha identificado la resistencia primaria y la resistencia secundaria, como 

se describe a continuación 

• Resistencia natural Aparece sin que la cepa bacteriana haya estado 

expuesta al fármaco Es causada por mutaciones que ocurren al azar 

en poblaciones bacterianas numerosas Para evitarla se utilizan varios 
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farrnacos por lo Improbable de la aparición de resistencia natural a más 

de un fármaco 

• Resistencia Pnmana Es cuando la infección se produce por el 

contagio con un bacilo que ya era resistente al antunicrobiano Es 

causada por la diseminación de bacilos resistentes Para evitarla se 

crean medidas higiénicas que eviten la diseminación 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 

inicio y se vuelven resistentes durante el tratamiento Es causada por 

monoterapias tratamientos inadecuados tratamientos incompletos 

Para evitarla se emplean varios *micos La multiterapia reduce la 

posibilidad de que aparezcan mutantes 

Como Mycobactenum tuberculosa posee una pared compleja, muy 

hidrófoba, con una permeabilidad reducida para un gran numero de 

compuestos el tratamiento de la tuberculosis se realiza con antimicroblanos 

espeaficos (con actividad antituberculosa) (3°)  

Fármacos de Pnmera Línea 

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

complicados una tasa de curación superior al 95% 	El eruto de este 
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tratamiento se basa en la asociación de fármacos y en su larga duracion 

isomacida (ludracina del ácido Isonicotuuco INH) nfampicma (RIF) y 

piracmamida (anuda del ácido pirocmoico PZA) los primeros 09  meses e 

INH y RIF hasta completar los 6 meses de tratamiento 02, 33)  Debe añadirse 

un cuarto fármaco en aquellas zonas con una mcidencia de resistencia 

pnmana a la INH supenor al 4% cuando el paciente ha sido previamente 

tratado con antunicobactenanos cuando el paciente es de un país con una 

elevada mcidencia de tuberculosis resistente o cuando existe el antecedente 

de contacto con un paciente con tuberculosis resistente conocida Este cuarto 

fármaco sena etambutol (ETB) para los adultos y estreptonucma (STR) para 

los niños en quienes no es posible monitonzar la agudeza visual Los 

fármacos mencionados se conocen como farmacos de primera linea para el 

tratamiento de la tuberculosis (34)  

Isonzanda (INI9 

La INH es activa tan sólo frente a los bacilos en repite-ación activa, siendo su 

papel muy limitado en las poblaciones que replican lentamente como las del 

caseum o en las poblaciones latentes como las del intenor de los 

macrófagos (34)  

Rrfampocona (RIF) 

RIF nene un efecto bactencida sobre las células de M tuberculosos 

metabólicamente activas y también posee una excelente acción estenlizante 

de las bactenas en estado de laten= (que sólo presentan ocasionalmente 
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actividad metabohca) tanto en los focos necróticos como en el uitenor de 

los macrófagos (34)  

Procuran:ida (PZA) 

Es un derivado sintético de la mconnamida Posee un potente efecto 

estenhzante sobre los bacilos tuberculosos latentes en el intenor de los 

macrófagos que permite cuando se usa asociada a la RIF acortar a 6 meses 

el tratamiento de la tuberculosis sensible Pero carece de actividad frente a 

las demás nucobactenas incluyendo otros componentes del complejo 

tuberculosis (34)  

Etambutol (EMB) 

Etilen-chammo-dibutanol es un producto isoménco deztrógiro denvado de 

la etilendiamma Es activo frente a células en crecimiento activo Tiene una 

actividad variable sobre las demás especies de micobactenas de crecimiento 

lento y su actividad es mucho menor en las especies de crecimiento rápido 

Inhibe de forma especifica la biosintesis de la pared micobactenana (34)  

Estreptomicina (STR) 

La STR es un atibiónco ammoglucósido que interfiere en la =tesis proteica 

bloqueando la traducción del ARTIm tanto en su Inicio como en la 

incorporación de nuevos aminoácidos a la cadena polipeptidica Activo 

frente a bacilos extracelulares (34)  
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Fármacos de Segunda Línea 

Existen también otros fármacos de segunda línea o de reciente desarrollo que 

constituyen como veremos alternativas para el tratamiento en determinadas 

situaciones en donde el paciente presenta resistencia a los fármacos de 

primera linea, principalmente a INH y RIF que son las dos drogas más 

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 famiacos de segunda linea, más costosos con más efectos 

secundarios y con una duración más extendida del tratamiento 04)  Algunos 

de estos fármacos son 

Etsonamula (ETH) 

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

isonicotinamida) son derivados del acido isonicotinico con una potente 

actividad frente a M tuberculosis y otras micobactenas La ETH inhibe la 

suitesis de ácidos micolicos y estimula las reacciones de orudoneduccion 

Su mecanismo de acción es parecido al de la INH Por consiguiente las 

mutaciones en el gen inliA que confieren una resistencia de bajo nivel a la 

INH también producen resistencia a la ETH (35)  

Anucacina kananucina capreoinicina y ~mana 

La amicacura y la lcanamicum, junto con la estreptomicina, 	son 

ammoglucósidos 	similares 	estructuralmente 	y 	poseen 	actividad 

antituberculosa La capreonucum y la viomicina son antunicrolmanos 
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peptidicos básicos que comparten el mecanismo de acción con los 

ammoglucósidos No se absorben por vla oral siendo de administración 

intramuscular 

Czcloserina 

La D cicloserma (4 anuno-3 isoxazolidmona) es un análogo de la D alarma 

que inhibe de forma competitiva, las enzimas D alarul D alarma smtetasa, 

alanina racemasa y alanina penneasa, interfiriendo con la sintesis de la pared 

micobactenana 13  e Es activa frente a todas las micobactenas as: como 

frente a otros microorganismos 

Fluoroquinolonas 

La actividad de las qumolonas tiene lugar a nivel de las topoisomerasas de 

tipo II y fundamentalmente sobre la ADN girasa compuesta de dos 

subunidades A y dos subunidades B codificadas por los genes gyrA y gyrB 

respectivamente 

Acido paraanunosalicilico (PAS) 

PAS es activo frente a M tuberculosis mientras que las demás micobactenas 

son resistentes Es activo frente a la población de crecimiento extracelular 

El mecanismo de acción del PAS no se conoce con exactitud Se la ha 

atribuido inhibición de la smtesis de acido fálico del metabolismo del ácido 

sahcilico y del transporte de hierro 
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La paradoja del tratamiento de la tuberculosis es que cuando se cumplen 50 

dios de la introducción de una quimioterapia eficaz, el numero de casos de 

la enfermedad a escala mundial es mayor y lo que es más alarmante 

aumenta el numero de infecciones por cepas resistentes a los fármacos 

anutuberculosos Un tercio de la población mundial está infectada 

aproximadamente existen 9 millones de nuevos casos de la enfermedad por 

año y 25 millones de muertes (37 38)  A esta situación han contribuido la 

pandemia por el virus de la mmunodeficiencia humana (VIII) (39)  la 

reducción de la financiación de los programas de control de la enfermedad, 

los movimientos migratorios a partir de paises con gran incidencia de 

tuberculosis y el incremento de la incidencia de cepas multiresistentes (4040  
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FARMACOS CONTRA M. tuberculosis 
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3 1 Mecanismo de acción y mecanismo de resistencia de los dos 
principales fármacos del tratamiento antifInuco Isonmada y 
Rifampiana 

3 1 1 Isonianda 
3111  Mecanismo de acción de la homicida 

Desde que se conoció la actividad cluuca de la isoniacula (forma ludracida 

del ácido isonmotuuco INH) por Rolutzek y Sehlcoff en 1952 (42)  ha sido la 

droga más comunmente utilizada contra Mycobacternon tuberculosis La 

INH está conformada por un mullo de pindma y un grupo ludranda (Figura 

6) Y es un análogo de mcotinamida estructuralmente relacionado a otras 

drogas antifunicas como la etionamida y pirazinamida (43)  

Isoniand 

Figura 6 

Estructura química de la honutada 

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

de pnmera linea contra M tuberculosis Sm embargo la resistencia a INH 
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ha sido reportada con una incrementada frecuencia, con las tasas más 

elevadas en el sudeste de Asia y la Federación Rusa 

INH parece penetrar con facilidad las células del hospedero (46 47)  y difundirse 

a traves de la membrana de M tuberculosa 18 49)  La INH es una pro-droga 

y requiere de una activación oxidativa por la enzima catalasa peroxidasa 

codificada por el gen katG en M tuberculosis Aunque se ha reportado que 

los metabolitos activos de INH inhiben multiples mas celulares esenciales 

mcluyendo la sintesis de ácidos nucleicos (50)  y fosfolipidos (51)  parece que la 

principal ruta inhibida es la =dem de sucios m'eólicos (57" 53)  

Los ácidos m'eólicos son ácidos grasos ramificados de cadena muy larga 

(hasta 90 átomos de carbono) constituyen uno de los componentes 

pnncipales de la envoltura de la célula micobactenana y contribuyen en gran 

medida a su impermeabilidad De los casi 4000 genes que conforman el 

genoma de M tuberculosis llama la atención la elevada proporcion de su 

capacidad codificante destinada a la expresión de enzimas implicadas en 

lipogénesis y hpólisis Pocas bactenas son capaces de sintetizar una gama 

de moléculas hpofilicas tan vanada como M tuberculosis 

Uno de los genes presente dentro del cromosoma de este patógeno (asi como 

también de otras especies de micobactenas) codifica para una enzima que 

contiene todos los dominios funcionales requeridos para la sudas de ácidos 

grasos denominada smtetasa de ácidos grasos de tipo lo FMI (Fassy Accid 
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Synthase 1) Lo llamativo de la presencia de esta enzima en micobactenas 

es que es la misma que sintetiza ácidos grasos en eucanotas desde la 

levadura S cerevueae hasta el ser humano (55 56 57  " 56)  

3 11 2 Genes involucrados en los mecanismos de resistencia a nonada 

Gen rnhA 

La identificación del blanco de acción de 1NH en micobactenas fue 

realizada, en su mayor parte por el grupo de W R Jacobs y contnbuyó no 

solamente a aclarar el mecanismo de acción de la 1NH sino también a 

comprender la ruta biosmtétwa de los ácidos m'eólicos El grupo de Jacobs 

aisló cepas mutantes de la micobactena no patógena de crecimiento rápido 

M mermas resistentes a INH, y donó e identificó el gen responsable Este 

gen laminen presente con alto grado de hornologia en M tuberculosis y M 

bollos BCG fue denominado inhA y se vio que mostraba gran similitud con 

el gen fabl de E cola involucrado en la síntesis de ácidos grasos de bactenas 

mediada por FAS11 (Figura 7) Esta información adquiere relevancia si se 

recuerda que 1NH causa inhibición de la smtesis de los ácidos m'eólicos en 

micobactenas pero no afecta la mateas de los ácidos grasos de cadena más 

corta producidos por FAS! Al mismo tiempo podna estar señalando la 

existencia de dicho sistema en nneobactenas dado que jabí es parte de 

FAS11 Esta posibilidad estana sustentada por la necesidad de contar con un 

sistema de suitesis para los ácidos m'eólicos con lo cual las micobactenas 
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tendrían sistemas específicos para la síntesis de ácidos grasos "'normales -

(necesarios para la síntesis de membrana citoplasmática) y -extra-largos. 

La secuenciación del gen mutado en cepas de M smegmatis 1NHR mostró 

que el cambio del aminoácido Seria 94 por Alanina (Ser94A1a) era el 

responsable de la resistencia a INH. Asimismo se demostró que esta cepa 

mutante presentaba resistencia cruzada a la droga antifímica de segunda línea 

etionamidd", la que también actúa inhibiendo la síntesis de ácidos 

micólicos(61). Sin embargo, numerosos aislamientos clínicos resistentes a 

isoniacida (INHR) eran etionamida sensible (ETHs), lo que sugiere blancos 

distintos. 

Figura 7 

Esquema de la ruta biosintética de los ácidos grasos y ácidos micólicos 
en micobacterias 
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Estudios llevados a cabo por Ortiz de Montellano y otros mvestigadores 

mostraron recientemente que la etionamida es también una prodroga 

activada por una monooxigenasa denonunada EthA (67-63 64)  y esto justificana 

la proporción de aislamientos cluucos INHs ETHs El hecho de que cepas 

cluucas mostraran resistencia tanto a 1NH como a ETH indicaba un 

mecanismo de resistencia compartido lo que fue confirmado al donar y 

secuenciar el gen ;PM en cepas INHR katG (+) y ETH° ethA (+) En todas 

las cepas analizadas se encontraron mutaciones en inhA que eran suficientes 

para impedir la unión de INH activado y ETH activado (65 66 67 66 6" La 

identificación de inhA como blanco de acción de 1NH en micobactenas llevó 

a la secuenciación del gen inhA en numerosos aislamientos chnicos y se 

encontró que las mutaciones más frecuentes eran de dos tipos 1) en la región 

promotora de oda (este gen esta ubicado comente abajo del gen mabA con 

el cual forma un operón y 2) en la región codificante de inhA 

Gen katG 

La resistencia a INH entre aislados clmicos de M tuberculosis ha estado 

asociada con pérdida de actividad de la enzima catalasa peroxidasa (7°)  En 

general hay una relación inversa entre el grado de resistencia a INII y la 

actividad de la catalasa (71)  Zhang y colegas demostraron que la deficiencia 

en katG el cual codifica la enzima catalasa peroxtdasa de M tuberculosis 

está relacionada con la resistencia a 1NH en aislados cluucos de M 
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tuberculosos 9173)  Mutaciones en katG reducen la capacidad de la enzima 

de activar la pro-doga INH lo que conduce a la resistencia El gen katG en 

M tuberculosis esta situado en una región altamente variable e mestable del 

genoma, quizás debido a la presencia de secuencias repetitivas de ADN (54) 

predisponiendo potencialmente de este modo a una alta frecuencia de 

mutaciones en katG Mutaciones puntuales en katG son más comunes que 

las delecciones en aislados clinicos resistentes a INH La mutación puntual 

que resulta en una substitucion de treonma por senna en el codón 315 

(S315T) se presenta en la mayona de los aislados cluucos resistentes a 1NH 

(74 75)  La mutación S31 5T está asociada con una reducción del 50% en la 

actividad catalasa peroxplasa y con un alto nivel de resistencia (MIC=5 

10pg,/m1) (767»  Se espera que estudios de cnstalografia de la catalasa 

peroxidasa de M tuberculosis (78)  permita una interpretación más exacta de 

la estructura y los efectos funcionales causados por las mutaciones en 

aislados chicos resistentes a INH 

Otros genes 

El rol de las mutaciones en kasA el cual codifica a (3 ketoacyl ACP =tasa 

del sistema sintasa de ácidos grasos tipo II es controversia] Reportes 

iniciales identificaron una asociación entre resistencia chnica de INH y 

cuatro mutaciones Independientes en kasA (79)  pero estudios posteriores 

reportaron la presencia de 3 de estas mutaciones en cepas sensibles a INH de 
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M tuberculosis Os so A pesar de que se ha reportado un incremento de hasta 

cinco veces en la concentración inhibitoria mínima (CIM) de INH luego de 

la sobreexpresión de kasA en M tuberculosis oz también se ha reportado que 

la sobreexpresión de kasA confirió resistencia a tiolactomicina, un conocido 

mlubdor de kasA pero no mcrementó la resistencia a INH en M minora:u 

M boyes BCG y en M tuberculosis (83)  Utilizando INH radioactiva, Mdluli 

y colaboradores reportaron que kasA está covalentemente asociada con INH 

y ACP en M tuberculosis (79)  pero Kremer y colaboradores usaron 

anticuerpos ant, kasA pan demostrar que el tratamiento con INH en 

micobactena no resulta en un secuestro significante de KasA y también 

demostraron en un ensayo in vitro que la 1NH activada no inhibe la 

actividad de kasA aso Aunque la prevalencia de evidencia sugiere que inhA 

y no kasA es el primer blanco de INH en la ruta de =tesis de los ácidos 

=cólicos el rol de las mutaciones de kasA en la resistencia a INH de aislados 

cluucos requiere más investigación 

Mutaciones en ndh (que codifica NADH desludrogenasa) demostraron 

confenr resistencia a INH y etionammla en M smegniatis Tales mutaciones 

reducen la actividad de NADH deshidrogenasa generando multiples 

fenotipos resistencia cruzada a INH y ETH letalidad termo sensible y 

auxotrofia (85)  Dichas mutaciones se han detectado en el 10% de aislados 
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chrucos resistentes a INH los cuales no contentan mutaciones en katG ushA 

o kasA (8°)  

Se ha observado que mutaciones en la región promotora de ahpC conducen 

a una sobreexprestón de la alquil ludroperóxido reductasa en M tuberculosis 

resistente a INH (II Estas mutaciones raramente se observan en cepas 

resistentes a INH sin mutación en katG (87)  Sm embargo están presentes en 

cepas resistentes a INH por mutación en KatG presumiendo que esto se deba 

a un mecanismo compensatorio por la pérdida de actividad de la catalasa 

peroxidasa en tales cepas (88 89)  Parece que ahpC no juega un rol directo en 

resistencia a INH, porque la sobreexpresión de ahpC en cepa tipo salvaje de 

referencia de M tuberculosis no muestra apreciable incremento de la CIM 

para 1NH, por lo que mutaciones en la región promotora de ahpC pueden 

servir como un util marcador para detección de resistencia a INH 

A pesar de la identificación de vanas mutaciones genéticas asociadas con 

resistencia a INH, casi un cuarto de todos los aislados amos resistentes a 

INH no presentan mutaciones en ninguno de los genes antes descntos 

sugiriendo otros mecanismos alternativos de resistencia a INH 

3 1 2 Rifamannas 

Las nfamicmas fueron primero aisladas en 1957 de Amycolatopsu 

(anteriormente Streptomyces) mediterranel como parte de un programa de 

detección de antibióticos en Italia (9°)  Su descubrimiento y uso extendido 
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ha revolucionado la terapia antituberculosa permitiendo la reducción de la 

duración del tratamiento de 18 meses a 9 meses 01)  Aunque la actividad 

bactencida temprana de las nfamicinas es inferior a la de la INH (9293)  las 

nmaficmas son los agentes esterilizadores más potentes disponibles en el 

tratamiento contra TB mata los bacilos persistentes a lo largo de toda la 

duración de la terapia (94 95)  

Las nfamicmas se caracterizan por una unica estructura quimica que consiste 

de un nucleo aromático unido en ambos lados por un puente alifático (99)  

Aunque los cambios estructurales en posiciones C21 C23 C 8 o C 1 

pueden reducir significativamente la actividad microbiológica, 

modificaciones en C 3 no alteran la actividad nucrobológica 

Las nfamicmas están altamente unidas a protemas en el plasma, pero 

difunden fácilmente por la membrana celular de M tuberculosa debido a su 

naturaleza hpofilica «® La actividad bactencida de las nfamicinas ha sido 

atribuida a su capacidad para inhibir la sintesis de ARNm por la unión con 

una alta afinidad a la pohmerasa ARN bactenana dependiente de ADN (101)  

La Rifampicina es un antibiótico de amplio espectro y es la nfamicina mas 

ampliamente usada para tratar tuberculosis La Rifabutina es otra 

nfamicma con reducida inducción del sistema enzimático hepático 

citocromo P450 originalmente demostró ser efectiva para la profilaxis (96)  
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y tratamiento (97)  de la infección por el complejo M awum ontracellulare en 

personas con una avanzada enfermedad del 1/11-1 

Otra nfamicum con propiedades farmacoculticas favorables es la 

Rifapentina la cual presenta una mayor concentración en suero y una vida 

media prolongada, lo cual permite una terapia altamente intermitente para 

pacientes VIII negativos quienes no tienen cavilación en la placa torároca y 

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

(98) 

3 1 2 1 Mecanismo de acción de Rifampacina 

La estructura central de la ARN polunerasa comprende las subumdades 

a21113 ro evolutivamente conservada entre procanotas lo cual explica la 

actividad antmucroblana de las nfamicums contra un amplio rango de 

bacterias La cnstalografia de rayos X examinando la mteracción de 

Rifa:ni:nema y ARN pohmerasa de Thermus aquatzcza reveló que la 

nfampicum ejerce su efecto al unirse a las dos subtmidades fi de la ARN 

polimerasa bloqueando directamente la ruta de elongación del ARN 

transcrito "2)  

Aunque el blanco molecular de la nfarnpicma ha sido bien caractenzado el 

mecanismo preciso por el cual esta utteracción conduce a la muerte de 

nucobactenas aun no está claro 
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3122 Gen involucrado en el mecanismo de resistencia a 
Manque:mi 

Gen rpoB 

Aunque la resistencia sólo a INH es comun en M tuberculosis la resistencia 

solo a RIF no es comun y más 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 multulroga 

resistente (1 °3)  

Como en E col: (1" " la resistencia a RIF en M tuberculosis surge de 

mutaciones en rpo/3 el cual codifica la subinudad p de la ARN polunerasa 

(106) La mayona de los aislados ameos resistentes a RIF contienen 

mutaciones puntuales agrupadas en una región de 81 pares de bases entre los 

codones 507 y 533 del gen rpoB" mg)  Aunque al menos de 35 vanantes 

atléticas han sido descntas (104  las sustituciones de anunoácidos en una de 

las dos posiciones (Ser531 o His526) representan la mayona de las mutaciones 

que confieren resistencia cluuca a FtIF (106 1°8 10" Consistente con los datos 

cluucos la selección espontánea de resistencia a nfampicma m vitro en la 

cepa de laboratono de referencia M tuberculosis H37Rv muestra mutaciones 

en rpoB solamente en Ser531 o His526, predommando la mutación Ser531 Leu 

(110)  Las cepas con las mutaciones puntuales CAC —■ TAC (Hm —>Tyr) en 

el codon 526 y TCG — ■ TTG (Ser —+ Leu) en el codon 531 responsable del 
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30% y 25% respectivamente de la resistencia a RIF en aislados dimos en 

los Estados Unidos (In)  En otros paises estas mismas mutaciones 

representan 12% y 47% de los casos resistentes a RIF lo cual sugiere una 

variación en la frecuencia de apanción de mutaciones en rpoB en regiones 

geográficas diferentes (1°7)  A diferencia de las mutaciones en los codones 

531 y 526 los cuales confieren un alto zuvel de resistencia a RW 

(MIC>32p2M1) y resistencia cruzada para todas las nfamicirias 

mutaciones en los codones 511 516 y 522 están asociados con bajo o alto 

nivel de resistencia a nfiunplcina y nfapenhna (1141C 2 3211g/m1) pero con 

sensibilidad a nfabutma y a la nueva nfanucina, nfalazil (112' 113)  Mutaciones 

raras en M tuberculosis han sido también reportadas en la región 5 del gen 

rpoB y una de estas mutaciones en V176F confiere una resistencia de 

Intermedia a alta a RIF (114115)  

Vanas cepas de micobactenas de rápido crecimiento M smeginans M 

chelonae M flavescens y M vaccae son capaces de mactivar RIF por 

nbosilación conduciendo a una resistencia inherente a este antibiótico 

( "6 ')  Sin embargo este mecanismo de resistencia a RIF no ha sido 

descnto en M tuberculosis No obstante un pequeño porcentaje de aislados 

resistentes a RIF (<5%) no presentan ninguna mutación en el gen IpoB 

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 acción de la Rifampicina 
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METODOLOGÍA 

1 Tipo de estudio Descriptivo — retrospectivo 

2 Universo El universo estaba conformado por todas las muestras de esputo 

con cultivo positivo para tobacterrum tuberculosa que se recibieron en 

el Departamento de Micobactenologia del Laboratorio Central de Referencia 

de Salud Publica — Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudio de la Salud, 

durante los años 2001 al 2011 

3 Muestras Las muestras seleccionadas fueron todas las muestras con 

cultivo positivo para Mcobacterrum tuberculosis que luego de realizar el 

método de las proporciones multiples de Canetti resultaron resistentes a INH 

y RIF Fueron en total 66 aislados TB MDR panameños recolectados desde 

el 2001 hasta el año 2010 Y 31 muestras sensibles como control negativo 

recolectados entre 2009 y 2010 

4 Cnteno de inclusión 

Grupo experimental Aislados TB MDR recolectados entre 2001 y 2010 

Grupo control Aislados de TB sensibles recolectados entre 2009 y 2010 

5 Cntenos de exclusión 

Grupo experimental Aislados de TB sensibles 

Grupo control Aislado de TB MDR 
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6 Métodos 

Se realizaron los siguientes procedimientos 

1 Identificacion del complejo Mycobactenurn tuberculosis a nivel 

molecular con el kit comercial AccuProbe Gen Probe 

2 Extracción del ADN genómico 

3 Amplificación de los genes katG inhA inhA mabA y rpoB 

involucrados en la resistencia a IsomacKla y Rifampicina, 

respectivamente 

4 Secuenctación de los genes involucrados en la resistencia a 

Rifampicma e Isomacida de las cepas en estudio e 

alentificacion de las mutaciones 

5 PCR Mulhple alelo especifico 
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GEN PROBE 

El primer objetivo especifico de este proyecto fue realizar nuevamente la 

identificacion pero a nivel molecular empleando el Kit comercial AccuProbe 

de Gen Probe para identificación a partir de cultivo del complejo 

Mycobactentan tuberculosis 

Pronamo  Los ensayos que utilizan hibridación de ácidos nucleicos se basan 

en la capacidad de las cadenas complementarias 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 monocatenano conjugado 

con un marcador quinuolumuuscente complementarlo del RNA nbosómico 

(RNAr) del organismo diana Cuando el FtNAr del organismo diana es 

liberado la sonda se lubnda con este para formar un complejo DNA RNA 

estable El reactivo de selección permite diferenciar las sondas ndadas de 

las no hibndadas El luminómetro GEN PROBE permite medir la señal 

luminosa emitida por los híbridos DNA RNA El resultado es positivo si el 

lummómetro indica un valor supenor o igual al valor umbral es negativo si 

Indica un valor inferior 

Procedimiento  

A Identificación a partir de cultivo en medio sólido 

1 La muestra se obtuvo con un asa metálica a partir del medio de cultivo 

2 En la medida de lo posible se evitó que la muestra incluyera medio 

de cultivo junto con las micobactenas 

B Preparación del material 

1 Se llenó el sonicador con agua suficiente hasta aproximadamente lcm del 

borde 
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2 El agua del baño de ultrasonidos fue cuidadosamente desgasificada antes 

de la manipulación con el fin de optimizar la transferencia de enerva de los 

ultrasonidos Para desgasificar a fondo el agua, se puso a funcionar el 

mamador durante 15 minutos antes de ser utilizado en cada lote de pruebas 

3 Se empleó un bloque a 95° 1 5°C y un baflo mana a 59 — 61°C 

4 Se utilizó el luminómetro 501 de GEN PROBE Verificando que la 

cantidad de Reactivos de Detección I y II era suficiente para realizar las 

pruebas 

C Controles 

Como control positivo se utilizó la cepa Amencan Type Culture Collection 

(ATCC 25177) de M tuberculosis y un cultivo de M aviuni del College 

Amencan Patology (CAP) como control negativo 

D Preparación 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 

el control negativo y positivo 

2 Se transfirió con micropipeta 100W de Reactivo 1 (Reactivo de bus) y 

100W de Reactivo 2 (Tampon de Hibridación) en todos los tubos de lisis 
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3 Se transfinó la muestra proveniente del medio sólido al tubo de lisis 

agitando el asa en la solución para poner las células en suspension 

4 Una vez tapados los tubos de hm se agitaron brevemente con ayuda de un 

vortex 

E Lois de la muestra 

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

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

tapones hiera del agua 

2 Se procedio con la sonicacion durante 15 minutos 

3 Luego se colocaron los tubos de lois en el bloque calefactor a 95° 1 5°C 

durante 10 minutos 

F Ifilmdanda 

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 

identificación 

2 Después se tomó 100id de muestra de los tubos de hm y se transfinó a su 

correspondiente tubo de Reactivo Sonda 
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4 Tapados ke tubos de Reactivo Sonda fueron incubados durante 15 

minutos a 5950  61°C en baño mana 

G Selección 

1 Retirados los tubos de Reactivo Sonda del baño mana se añadió 300p1 de 

Reactivo 3 (Reactivo de Selección) en cada tubo Tapados los tubos fueron 

agitados con un Vortex para obtener una mezcla homogenea 

2 Se incubaron los tubos de Reactivo Sonda durante 10 minutos a 5950 

61°C al baño mana 

3 Retirados los tubos de Reactivo Sonda del baño mana se dejaron a 

temperatura ambiente durante al menos 5 minutos Se leyeron los resultados 

dentro de los 15 minutos siguientes 

H Detección 

1 Se seleccionó el protocolo # 4 para ACCUPROBE en el Lummómetro 

2 Se limpió la superficie de los tubos con papel absorbente 

3 Los tubos se colocaron los tubos en el Luminómetro y se procedió a 

obtener la lectura de cada muestra 
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I Interpretación de los resultados 

Los resultados del test accuprobe para Identificacion a partir de cultivo del 

complejo Mycobacterium tuberculosis son interpretados en función de un 

valor umbral Las muestras que producen una señal luminosa de valor 

supenor o igual a este umbral son consideradas positivas Las señales 

luminosas infenores a este umbral son consideradas negativas Cuando el 

resultado se situa en una zona de incertidumbre la prueba debe repetirse Si 

un segundo análisis sigue dando resultados dudosos debe sembrarse 

nuevamente la cepa con el fin de ven ficar su pureza 

ACCUPROBE/Luminómetro 50: 

Tabla 2 

FtLU Interpretación 

<20000 NEGATIVO 

20000 — 29999 ZONA DE INCERTIDUMBRE 

>é= 30000 POSITIVO 
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6 2EXTRACCIÓN DE ADN GENÓMICO UTILIZANDO EL IUT 
COMERCIAL DE OIAGEN 

1 	Se transfirieron 20p1 de Proteinasa K en el fondo del tubo de 

nucrocentnfuga de I 5m1 

2 	Se añadieron 200p1 de muestra al tubo del paso antenor 

3 	Se añadieron 200p1 de buffer AL a la muestra, vortex por 15s 

4 	Se mcubó a 56°C por 10 minutos 

5 	Se procedió a centrifugar brevemente para remover las gotas que 

estaban en la tapa 

6 	Se añadieron 200p1 de etanol (96 100%) a la muestra y vortex por 15s 

Después del vortex centnfugar brevemente el tubo de trucrocentrifiiga 

para remover las gotas de la tapa 

7 	Se procedió a agregar cuidadosamente la mezcla del paso 6 a la 

columna QIAamp Muu spin que viene con su tubo de colección de 

2m1 Luego se procedio a centrifugar a 8000rpm por 1 mm Luego se 

descartó el tubo de colección que contiene el filtrado y se colocó la 

columna en un nuevo tubo de colección de 2m1 

8 	Cuidadosamente se destapó la columna y se añadió 500111 del buffer 

AW1 a la columna Se centrifugó por 8000rpm por 1 minuto y se 

procedió a descartar el filtrado 
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9 	Se añadió a la columna 500p1 de buffer AW2 Sé centrifugo a 

máxima velocidad (14000rpm) por 3 minutas y se descartó el tubo de 

colección con el filtrado 

10 Se colocó la columna QIAamp Muu spin en un nuevo tubo de 

coleccion y se centrifugó por 2 minutos a máxima velocidad 

(1400Orpm) 

II Se colocó la colunuta QIAamp Mini spin en un tubo de 1 5 de 

microcentnfuga limpio y se añadió a la misma 200g1 de buffer AE o 

agua destilada Se incubó a temperatura ambiente (15 25°C) por 2 

minutos y luego se centrifugó (8000rpm) por 2 minutos 

12 Se conservó el ADN extraido a 20 C 

6 3AMPLIFICACIÓN DE LOS GENES RAM. INHA. INHA-MABA Y 

Se amplificaron regiones especificas de los genes KatG inizA inhA 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 

amplificación y secuenciación de los genes involucrados en la resistencia de 

M tuberculosis fueron adoptados de estudios previos (11811" (Cuadro 4) 
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Cuadro 4 

Gen 	Primer (5"-3') 	 Longitud del producto de Cielo  de amplificación 
PCR (pb) 

KatG 

KatGOF GCAGATGGGGCTGATCTACG 

KatG4R AACGGGTCCGGGATGGTG 

InhA 

435 96°C 3 min. 25 X 195°C 50s, 
68°C 40s, 72°C  I min ), 72°C 
10min 

inhA F 	GTATGGGCCACTGACACAACAC 	 885 	 94°C 1 mm, 26 X (94°C 30s, 
68°C 30s, 72°C 1 mm n 30s), 72°C 
7min 

InhAR CCGCCGAACGACAGCAGCAGGA 

mabA-inhA:-I 5 

in hA PF AATTGCGCGGTCAGTTCCACAC 	 648 	 94°C  Imin, 26 X  (94°C 30s, 
68°C 30s. 72°C I min I0s). 72°C 
7min 

inhA PR CTGCGCGATGCCCGTTGAGC 

RpoB 

ROF 	GTCGCCGCGATCAAGGA 	 250 	 96°C 3min, 25 X  (95°C 50s, 
65°C 40s, 72°C 20s). 72°C 3min 

RIR 	TGACCCGCGCGTACAC 
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La mezcla de reacción se descnbe a continuación 

Tabla 3 

Reactivo Volumen (pl) Concentración 

MgC12 1 0 50mM 

DNTPs 1 5 lOmM 

Taq Pol 05 51.11u1 

Buffer 25 10X 

Pnmer F 05 lOpM 

Pnmer R 05 1 OpM 

ADN 30 

1-120 155 

6 3 1 Electroforesis en gel de agarosa 

Los productos de las amplificaciones fueron comdos en gel de agarosa al 

O 5% en TBE O SX La electroforesis se realizó a 100V por una hora y los 

productos de la amplificación fueron visualizados en un transilummador Uy 

a 300nm 
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Los resultados de la comda fueron registrados mediante una foto con el 

fotodocumentador para evaluar los productos obtenidos en relación a la 

escalera de peso molecular y al tamaño esperado 

63 2 Purificación de productos de PCR 

Las muestras que amplificaron fueron punteadas por el método 

AgarAceTM de Promega El procedimiento se realizó igual como lo 

especifica el fabricante en el boletm técnico AgarAceRAg,arose Digesting 

Enzyme No 228 

Cuantificación de productos purificados 

Una vez punteados los productos fueron cuantificados 

La cuantificación se realizó utilizando un espectrofotómetro (lmofotometro) 

y diluyendo las muestra 1/50 para su medición 
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6 4SECUENCI4CIÓN DE LOS GENES INVOLUCRADOS EN LA 

MUTACIONES  

En la reaccion de secuenciación de cada gen se utilizaron los mismos 

cebadores de la amplificación La secuenciación se realizó usando el reactivo 

de BigDye Terminator y 3 1 de Apphed Biossytem Los volumenes de la 

muestra vanaron en la mezcla de reacción de acuerdo a la concentración en 

cada muestra El volumen final de la reacción fue de 20111 (Tabla 4) 

TABLA 4 

Buffer 
5X 

lbg Dye Primer II20 Maestra Volumen 
Total 

KatGOF 3 2 1 12 20 20 
KatG4R 3 2 1 12 20 20 
inhAF 3 2 1 125 15 20 
mhAR 3 2 1 125 15 20 
mhAPF 3 2 1 125 15 20 
inhAPR 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 	Edición de Secuencias 

Las muestras amplificadas y secuenciadas se editaron utilizando el software 

de análisis Sequencher para eliminar las áreas 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 nucleotídicos en 

comparación a la cepa de referencia 1-137RV. 

2. 	Análisis de los productos de secuenciación 

Los datos de secuenciación fueron analizados y comparados con la cepa de 

referencia H37Rv (GenBank accession number NC 000962.2) usando 

ClusterW multialignment. 

6.5PCR MÚLTIPLE ALELO ESPECÍFICO  

Se realizó PCRMAS a todas las muestras en estudio, a partir del ADN 

extraído utilizando los siguientes cebadores adoptados de estudios previos 

(118m9)  (Cuadro 5). 

Cuadro 5 
Mutaciones blancos Primers alelo especifico (5'-3') 	 longitud del producto de 

  

PCR 

 

KatG 315 	 KatGSR 	 292 
ATACGACCTCGATGCCGC 
KatGOF 
GCAGATGGGGCTGATCTACG 

mabA-inhA:-15 	 InhAP-1S 	 270 
GCGCGGTCAGTTCCACA 
InhAPF2 
CACCCCGACAACCTATCG 

rpol3516 	 rpoB516 	 718 
CAGCTGAGCCAATTCATGGA 
RIRm 
TTGACCCGCGCGTACAC 

rpoB526 	 rpoBS26 	 185 
CrGTCGGGGTTGACCC_A 
RIRm 
TTGACCCGCGCGTACAC 

rpoB531 	 rpoa531 	 170 
CACAAGCGCCGACTGTC 
RIRm 
TTGACCCGCGCGTACAC 
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La mezcla de reacción para PCRMAS: El volumen final de la mezcla de 
reacción fue de 24.6µ1 con las siguientes concentraciones que se muestran a 
continuación: 

Tabla 5 

Reactivo Concentración Volumen (a) 
rpo8516 101M 0,1 
rpol3526 10µM 0,5 
rpo8531 101M 3,25 
RIRm 10uM 3,0 
KatgOF 10µM 0,1 
Katg5R 10uM 0,1 
InhAP-15 10µM 0.6 
InhAPF 10mM 0,6 
Taq 5Uhtl 0,1 
DNTPs 10Mm 0,5 
Mgal  SOmM 2,0 
KR Buffer 10X 2,5 
DNA 1,0 
1420 10,25 

1. Ciclo de amplificación 

El ciclo de amplificación de PCRMAS fue: 96°C 3min, 23 ciclos de 

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

2. Detección 

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 20111 (1511 

de muestra más 5111 de loading buffer). 

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

de cada cebador alelo especifico anidará por complementariedad con la 
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segunda base del respectivo codón en estudio Por lo que si en el ADN 

blanco no hay mutaciones en estas bases o sitios blancos el cebador anidara 

y la polimerasa extenderá la cadena dándose un producto de amplificacion 

Sin embargo cuando el ADN en estudio presente una mutación puntual de 

las descritas antenormente el cebador alelo especifico no podrá ser extendido 

por la ADN polimerasa por lo que no habrá producto de amplificación para 

esa región 

6 

REFERENCIA.  

Con los resultados obtenidos de esta comparación se calculara la 

sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo 

negativo de la téctuca PCRMAS 
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RESULTADOS 

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

El kit comercial AccuProbe Gen Probe confirmó la identificación 

bioquimica previa (prueba de mama, reducción de nitrato e inhibición de la 

catalasa) realizada a cada uno de los 98 aislados en estudio Valores de RLU 

superiores a 30000 corroboraron la presencia del complejo Mycobactenum 

tuberculosis en cada una de las muestras analizadas 

Identificación molecular del complejo M tuberculosa del ampo de 

aislados para control negativo  

Aislados sensibles 

— 

• 
PPOTOCOL 	AP PVCOBAC 

THLOSOW 	JOU/ 29 200 
SOFTIOGE REVISION 	 5 O PM 
8113TD1 SERIAL ~SR 	

OPI 	3 06 
203360 

-IP 
Count TIC 	 DNA IOUAL 
Y1T -CIT PUSEP 	 2 13E0 
OPEROTOP 	rwaroornazomm inzep 

StieLE 
BEJM 20000 NEGATIVO SEMIE 20000 NO 29999 
ABOVECSIAL 30000 POSITIVO 

3PP1PLE 	CM RLU FLPG 
.12060 POS 

2 659 ICC 
3 521370 POS 

I 555922 PCS 
5 	1 54 526 POS 
6 	I 523159 POS 

I 395.4 POS 
0 9301 POS 
9 95541 POS 

10 	I 517595 POS 
a 95 55 POS 
2 6 659 POS 

13 	1 185230 POS 

8 Sample Cepas 
sensibles 

Identificación 
del complejo M 
tuberculosis 

1 Cid POS POSITIVO 
2 Ctrl NEG NEGATIVO 
3 7 POSMVO 
4 75 POSMVO 
5 85 POSITIVO 
8 91 POSITIVO 
7 92 POSITIVO 
8 137 POSITIVO 
9 157 POSITIVO 
10 191 POSITIVO 
11 211 POSITIVO 
12 233 POSITIVO 
13 235 POSITIVO 
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Nota 

Ctrl NEO Control Negativo = Mcobactenum avium (CAP) 

Ctrl POS Control Positivo = Mwobactenton tuberculosis ATCC25177 

Aislados sensibles 

_ 
11 

PROTOCOL 	AP INCOSIC 

THLOSDAY 	ZAS 19 	2010 	6 II DPI 
SOFILARE REVISION 	 Cal 	3 06 
{1f9111 SERIAL ~SER 	 203D61/ 

TYPE 	 DM ICIUM. 
COUNT TIRE 	 2 SEC 
K1 	41T NWODEP 
OPEINTOR 	OXIDAMERIOLOPI 	Lonsp 

— 	— 	-. 	— 

REpowmc narnce 

S/HULE 
BEL/361 	20000 	 NEW ¡VE 
BETWEEN 	21110I10 	10 	29999 
ABOVE•19201. 	 30000 POSITIVO 

— 

SIMPLE 	NEM. 	 RL 	FLAG 
IRIS 	 POS 

2 	 I3e3 	NEO 
3 	I 	95057 	 PC43 

I 	500203 	 POS 
5 	 302 	 POS 
6 	 54 093 	 P03 

	

563 02 	 PCI3 
O 	 3651 	 POS 
9 	I 	515482 	 POS 
O 	 eine. 	POS 

I 	516049 	 POS 
2 	 304798 	 P00 

27920 	 POS 

O Sarnple Cepas 
sanables 

Identificación 
del complejo M 
tubereubsis 

1 Ctrl POS POSITIVO 
2 Ctrl NEG NEGATIVO 
3 287 POSITIVO 
4 288 POSMVO 
5 270 POSITIVO 
8 327 POSITIVO 
7 330 POSITIVO 
8 333 POSITIVO 
9 358 POSITIVO 
10 383 POSMVO 
11 388 POSITIVO 
12 377 POSITIVO 
13 382 POSMVO 

Nota 

Ctrl NEO Control Negativo = Micobactenum avium (CAP) 

Ctrl POS Control Positivo = Alwobactenum tuberculosis ATCC25177 
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Aislados sensibles 

- 

X 4 4 
PROTOCOL 	AP MYCOSAC 

THURSEAV 	JILV 29 2010 	e or pm sormARE REVISION 	 GPI 	3 06 Sn'TDI SERIAL AMBER 	 203368 
lYPE 

DNA 10IAL ~Kr TIME 	 2 SEC KIT LOT 	INGER 
OPERATOR 	NVCOBACTERIOLOCIA 11:23p 

-- 

REPORT MG ARE:MOLES 

SAMPLE 
DELOV 	20000 	 NEGAT1VE 867WEEN 20000 AND 	29999 As3vEnoott

30000 POSITIVE 

SANPLE 	REPL 	MI 	FLAG 
I 485911 	 POS 
2 1594 	NEO 
3 515556 	 POS 

276390 	 POS 
5 547021 	 POS 
6 218185 	 POS 
7 26 
e 75174 	POS 
9 0938 	 POS 

10 305E161 	 POS 
II 01311 	 PC1" 
12 72636 	 POS  
13 83947 	 POS 

# Solivie Cepas 
sensibles 

Identificación 
del complejo M 
tuberculosis 

1 Cid POS POSMVO 
2 Cb1NEG NEGATIVO 
3 388 POSITIVO 
4 397 POSITIVO 
5 398 POSITIVO 
8 400 POSITIVO 
7 402 Zona de 

incertidumbre 
8 404 POSITIVO 
9 408 POSITIVO 
10 408 POSITIVO 
11 414 POSITIVO 
12 415 POSITIVO 
13 425 POSITIVO 

Nota 

Ctrl NEC) Control Negativo = Mwobactenwn avizan (CAP) 

Ctrl POS Control Positivo = Micobactenurn tuberculosis ATCC25177 
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Aislados sensibles 

REPORTINS 1032104OLLO 

c21MPLe 
Mai 	 00 0 NEGAT 1V1 
DETLIED. 	100130 D 
AOOVUEDUAL 10000 PO-1710E 

— 	 — 

9/84PLE 	REPL R1 U 	FLAr 
I 101 2 	 PO" 
2 119. 	MEC 
1 5 253 	 POS 

1  06910 	 POS 
3812 

	
POS 

6 0019 	 PO5 
7 7 636 	 PO^ 
8 141320 	 POS 

6 6 / 	 Po" 
10 70E13 	 POS 
1 

7h81 
	 POt 

2 0 	 POS 

O Sample Cepas 
sensibles 

Identificación 
del complejo PA 
tuberculosis 

1 Ctrl POS POSITIVO 
2 CM NEG NEGATIVO 
3 427 POSITIVO 
4 432 POSITIVO 
5 437 POSITIVO 
6 441 POSITIVO 
7 462 - POSITIVO 
8 485 POSITIVO 
9 471 POSITIVO 
10 472 POSITIVO 
11 474 POSITIVO 
12 498 POSITIVO 

Nota 

Ctrl NEG Control Negativo = kficobacternam aman (CAP) 

Ctrl POS Control Positivo = Mocobactenum tuberculosas ATCC25177 
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Identificación molecular del completo M tuberculosis del muno de 

aislados MDR 

Aislados MDR 

«SX IN.< 	kW 	1eMs0111 AX11414800(MXXXXXXXXXXM 

P1OTOCOL 	4 	AP mYCCEMC 

TUESDAV 	JULV 	20 	2010 	5 15 PM 
SOFTWARE REVISION 	 (PI 	3 06 
SYSTEM SERIAL NUMBER 	 203368 

TVPE 	 DNA IGUAL 
COUNT TIME 	 2 SEC 
KIT LOT NUFEEP 
OPERATOR 	MVCOBACTERIOLOCIA LCRSP 

REPORTING THRESHOLDS 

SAMPLE 
3ELOW 	20000 	 NSGATIVE 
3ETWEEN 	20000 AND 	29999 	+, 
MOVE/D2UAL 	 30000 POSITIVE 
- 

3AMPLE 	REPL 	RLU 	FLAG 
I 203786 	POS 
2 394807 	POS 
3 379855 	POS 
4 550026 	POS 
5 410688 	POS 
6 511384 	POS 
7 322270 	POS 
8 403445 	POS 
9 477042 	POS 
10 474986 	POS 
11 384806 	POS 
12 337003 	POS 
13 719 	NEC 
14 410210 	POS 

• Simple Cepas 
MDR 

Identificación 
del complejo M 
tuberculosas 

1 0201 POSITIVO 
2 0202 POSITIVO 
3 0203 POSITIVO 
4 0204 POSITIVO 
5 0205 POSITIVO 
8 0208 POSITIVO 
7 0207 POSITIVO 
8 0208 POSITIVO 
9 0209 POSITIVO 
10 0301 POSITIVO 
11 0303 POSITIVO 
12 0305 POSITIVO 
13 Ctrl NEG NEGATIVO 
14 Ctrl POS POSITIVO 

Nota 

Ctrl NEO Control Negativo = Micobacteriwn amo: (CAP) 

Ctrl POS Control Positivo = Micobacteriurn tuberculosis ATCC25177 
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Aislados MDR 

4100000( IX MAK>XXXXXXAXXXXX>34000[444XXX1( 

PPOTOCOL 	4 	AP MYCOBAC 

MONDAY 	JULY 	26 	2010 	3 36 PM 
SOFTWARE REVISION 	 GPI 	3 06 
SYSTEM SERIAL NUMER 	 203368 

TYPE 	 DNA IGUAL 
COUNT TIME 	 2 SEC 
KIT LOT NIIIBER 
OPERATOR 	MYCOBACTERIOLOGIA LCRBP 

- 	 -_ 	_- 
- 	 _ 

REPORTING THRESHOLDS 

SAMPLE 
BELOw 	20000 	 NEGATIVE 
BETWEEN 	20000 AND 	29999 	+, 
ABOVE/BDUAL 	 30000 POSITIVE 

SAMPLE 	REPL 	RLU 	FLAG 
1 282847 	POS 
2 1679 	NEG 
3 516458 	POS 
4 519110 	POS 
5 486450 	POS 
6 522515 	POS 
7 134059 	POS 
8 473977 	POS 
9 320276 	POS 
10 492203 	POS 
11 403662 	POS 
12 459644 	POS 
13 241890 	POS 

O Sample Cepas 
MOR 

Identificación 
del complejo M 
tuberculosis 

1 Ctrl POS POSffIVO 
2 CM NEG NEGATIVO 
3 0308 POSITIVO 
4 0307 POSITIVO 
5 0308 POSITIVO 
8 0309 POSITIVO 
7 0311 POSITIVO 
8 0313 POSITIVO 
9 0314 POSITIVO 
10 0315 POSITIVO 
11 0318 POSITIVO 
12 0317 POSITIVO 
13 0403 POSITIVO 

Nota 

Ctrl NEG Control Negativo = Mwobactenum amura (CAP) 

Ctrl POS Control Positivo = Mwobactenurn tuberculosis ATCC25177 
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Aislados MDR 

4 	xx 	xx 

PROTOCOL 	APPIVCOSAC 

JEMES/AV JULV 21 2010 • 10 AM 
SITTWARE REVISION 	

CP1 3 06 

SYSTEM SERIAL NUCIER 	 203368 

TYPE 	
DNA IGUAL 

COUNT TIME 	 2 SEC 

KIT LOT NIMBER 
OPERMOR 	MYCORIACTERIOLOGIA LCIEW 

-- 	-- 
.1 

REPORTINO THROmoLys 

SAMP-E 
BELOu 	20000 	 NEGATIVE 

SEMEN 	20000 AND 	29999 

ABOYE BRIAL 	
301300 POSITIVO 

	

-- 	— 

SAMPLE 	REPL 	 RLU 	FLAG 

1 	: 	371231 	 POS 

2 1 5051 IQC 

3 i 2151 PCO 

(1  
80880 POS 

5 133052 POS 

6 65168 POS 

7 474596 PCS 

e 447195 POS 

9 462210 POS 

i0 3992 1 POS 

# Sarnple Cepas 
MDR 

Identificación 
die complejo M 
tuberculosos 

1 CM POS POSMVO 
2 Ctrl NEG NEGATIVO 
3 0401 POSMVO 
4 0402 POSITIVO 
5 0404 POSMVO 
8 0410 POSITIVO 
7 0505 POSITIVO 
8 0801 POSITIVO 
9 0802 POSITIVO 
10 0804 POSITIVO 

Nota 

Chi NEO Control Negativo = Micobacterium avium (CAP) 

Ctrl POS Control Positivo = Micobacterium tuberculosis ATCC25177 
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Aislados MDR 

xx 

PROTOCOL 4 AP mycORAC 

WEDNESDAY JULY 292010 	6 10 Pm SOFT:GIRE REIGEMON 	 GPi 3 06 IIMSTEPi SERIAL KW 	 203368 

TYPE 	 ora IGUAL COUNT TIME 	 2 SEC KIT IAT NUIREP 
OPERATOR 	MYCOBACTERIOLOGIA 1/103P 

— REPORT 1 MG MRESHOLDS 

SIMA 
BELCM 	20000 	 RECAME BETWEEN 	20000 APD 29999 
ABOVE•ELWAL 	 30000 POSITIVE 

— 

	

SweLE 	t 	 RLU 	FLAG 

	

96747 	 POS 

	

2 	i 	I6520 	MEG 

:salan • 	* X 	hinell 	xnmwai-WIWkioomi 

PROTOCOL 	4 	AP PWCOBAC 

BEDNESDAY 	JULIA. 	28 	2010 	6 23 PM 
SOFTWARE REVISION 	 GPI 	3 Of 
SYSTEM SERIAL NLPIBER 	 202136f 

TYPE 	 DNA IGUAL coumr TIME 	 2 SEC 
KIT LOT NIMBER 
OPERATOR 	PMADDBACTERIOLOGIA LCKSP 

-- 	 ___ 
REPORTING THRESIOLDS 

SAMPLE 
BELC41 	20000 	 tempo 
SEMEN 	20000 AND 	29999 	/ 
ABOVE/EGUAL 	 20000 POSITIVE 

_- - 

SAMPLE 	RFP1. 	 RLU 	FLAG 
a 438467 	 pes 
2 520315 	 POS 
3 488971 	 POS 
4 445711 	 POS 
5 440227 	 POS 
6 416244 	 POS 
7 553949 	 POS 
s 446047 	 POS 
9 458628 	 POS 

10 449903 	 POS 
11 537002 	 POS 

# Samoa° Cepas 
MDR 

Identificación 
del complejo AA 
tuberculosas 

1 CM POS POSITIVO 
2 CM NEO NEGATIVO 
1 0405 POSITIVO 
2 0407 POSITIVO 
3 0409 POSITIVO 
4 0411 POSMVO 
5 0412 POSITIVO 
e 0501 POSITIVO 
7 0503 POSITIVO 
8 0508 POSITIVO 
9 0803 POSMVO 
10 0805 POSITIVO 
11 0808 POSITIVO 

Nota 

Ctrl NEG Control Negativo = Micobacterium avium (CAP) 

Ctrl POS Control Positivo = Micobactenum tuberculosis ATCC25177 
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Aislados MDR 

N 	4 	MIL 	M*AXM.*flAAflfl Rfl  

	

PROTCCCL 	4 	AP MYCOBAC 

WEDNEEMAY JULY 	28 	2010 	6 47 PM 
SOFTWARE REVISION 	 CPI 	3 06 
manos SERIAL !AMBER 	 203368 

TYPE 	 DNA IGUAL 
COUNT TIME 	 2 SEC 
KIT LOT VILIGIER 
OPERATOR 	NYCOSACTERIOLOGIA LCRIEP 

-- 	— 	 -- 
--- — 	 ---- 

REPORTING NRESNOLDS 

SAM>LE 
MAN 	20000 	 NEGATIV- 
SITWEEL 	20000 AM 	29999 
ASOVEADE31. 	 10000.POSITIVE 

-- 	-- 	 ---- -- 

MOLE 	REIN- 	RLU 	FLAG 
I $59218 	POS 
2 2122 	NEG 
3 688964 	POS 
4 158116 	POS 
5 50 967 	POS 
6 531570 	POS 
7 511090 	POS 
e 497731 	 pos 
9 499744 	Pea 
10 703138 	POS 
II 515701 	POS 
12 73809 	POS 
13 52 252 	POS 

*Sample Cepas 
MOR 

Identificación 
del complejo M 
tuberculosis 

1 Ctrl POS POSITIVO 
2 Ctrl NEG NEGATIVO 
3 0807 POSITIVO 
4 0808 POSITIVO 
5 0809 POSITIVO 
8 0702 POSITIVO 
7 0703 POSITIVO 
8 0707 POSITIVO 
9 0708 POSITIVO 
10 0801 POSITIVO 
11 0802 POSITIVO 
12 0803 POSITIVO 

, 13 0804 POSITIVO 

Nota 

Ctrl NEO Control Negativo = Micobacterzum ay:~ (CAP) 

Ctrl POS Control Positivo = Micobacterium tuberculosis ATCC25177 
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PPOTOCQj. 4 	AP MzU' 

1IAV JLLY 28 2010 	7 06 P 
S0FT6 	'JI SI 0 	 GPI 	3 06 
SSTD EERIAL NuMM 	 203388 

TYPE 	 pm IQ1. 
courn-  TM 	 2 SEC 
IU? LOT Pj 
0P7QR 	PY0TR IOLOGI A LCRU  

REPORT 1 mG HF~Lw 

BELOIJ 	20000 	 IGAT!VE 
BETWEEX 	20000 ANZ 299" 
A8lE/EO%L 	 30000 P06lTVt 

S8LE REPI. mu Fi 
¡ ¡ 458569 P06 
2 1 1519 NW 
3 ¡ 1171 I 

4 1 460773 P06 
5 1 514355 P06 
6 ¡ 501458 POS 
7 1 96195 P06 
81 543431 P06 
9 1 479650 P06 
10 1 533840 P06 
II 1 4764 P06 

¡2 1 490331 POS 

Aislados MDR 

# Sample Cepas 
MDR 

Identificaón 
del corTlpiejoM 
tubercubsis 

1 cm POS posrrrvo 
2 ChI NEG NEGATIVO 
3 ChI NEG 

asa 
NEGATIVO 

4 Mono POSITIVO 
5 0902 POSITIVO 
8 0903 POSITIVO 
7 0904 POSITIVO 
8 0905 POSITIVO 
9 0906 POSITIVO 
10 0907 POSITIVO 
11 0908 POSITIVO 
12 0909 POSITIVO 

Nota 

CtrI NEG Control Negativo = Micobaclerium av,um (CAP) 

Ctrl POS Control Positivo = Mico baclenwn tuberculosis ATCC25 177 
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> EXTRACCIÓN DE ADN GENÓMICO UTILIZANDO EL IUT 
COMERCIAL DE OIAGEN  

Se empleó el Kit comercial de columna de QIAamp DNA Muu Kit para la 

extracción del material genético de cada uno de los aislados 

La extracción se realizó por grupos de 11 aislados más el control de 

extracción 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 7 75 85 91 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 N°4 427 432 437 441 462 465 471 472 474 498 

AISLADOS MDR  

Grupo N 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 extracción se determmó la concentración de ADN (260/280nm) 

presente en cada una de las muestras usando el eqwpo BloPhotometer 

Eppendorf (Tabla 6) 

88 



TABLA 6 

ID pg/p1 ID pg/p1 ID pg/p1 

0201 51 0603 129 7 149 

0202 72 0604 401 91 124 

0203 38 0605 120 6 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 0703 58 268 110 

0304 71 0704 82 270 341 

0305 303 0705 41 327 454 

0306 33 0706 66 330 134 

0307 92 0707 377 333 301 

0308 902 0708 73 363 175 

0309 525 0801 64 377 128 

0311 148 0802 372 382 173 

0313 287 0803 365 386 707 

0314 88 0804 419 397 138 
0315 62 0805 45 400 392 
0316 222 0902 88 402 685 

0317 42 0903 129 404 854 

0401 51 0904 118 406 104 5 

0402 178 0906 291 425 111 

0403 208 0907 235 427 195 

0404 174 0908 133 432 734 

0405 364 0909 171 437 226 
0407 136 1005 110 441 218 
0408 46 1006 129 462 377 

0410 423 1007 114 465 282 

0411 465 1101 _ 152 498 751 

0412 181 

0501 245 
0503 156 
0505 162 
0601 393 
0602 203 
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7> 

Y RIFAMPICINA, RESPECTIVAMENTE  

Los productos de amplificación 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 TI3E O 5X 

A continuación los mismos pueden diferenciarse utilizando el marcador de 

peso molecular como se observa en la Figura 8 

Figura 8 

Genes PM 
Ha 885 
uthA mabA 648 
KatG 435 
RpoB 250 

Futura 8  Productos de amplificación de los genes InhA inhA mabA IcatG y rpoB 
Caml I marcador de peso (100bp DNA Ladder / Promega) 
Caml 5 gen inhA 885pb 
Caml 6 gen inhA mabA 648pb 
Caml 7 IcatG 435 pb 
Carril 8 rpoB 250pb 
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A continuación se presentan las secuencias de las regiones especificas de 
cada uno de los genes en estudio katG rpol3 znizA u:U tnabA 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 
Wild Type 

>H379v KatG1 
GTGCCCGAInand-CCACCCATTACAGAAACCACCACCGGAGCCGCTAGCAACGGCTGTCCCGTCGTGG 
GTCATATGAAATACCCCGTCGAGGGCGGCGGAMCCAGGACTGGTGGCCCAACCGGCTCAATCTGAAGGT 
ACTGCMCAAAACCCGGCCGTCGCTGACCCGATGGGTGCGGCGTTCGACTATGCCGCGGAGGTCGCGACC 
ATCGACGTTGACGCCCTGACGCGGGACATCGAGGAAGTGATGACCACCTCGCAGCCGTGGTGGCCCGCCG 
ACTKGGCCACTACGraGCCGCTGMATCCGGATGGCGTGGCACGCTGCCGGCACCTACCGCATCCACGA 
CGGCCGCGGCGGCGCCGGGGGCGGCATGCAGCGGTTCGCGCCGCTTAKAGCTGGCCCGACAACGCCAGC 
1TGGACAAGGCGCGCCGGCTGOSTG6CCG6TCA4GAAGAAGTOLGGCAAGAAGCTCTCATGGGCGGACC 
TGATTGUTTCGCCGGCOACTGCGCGCTGGAATCGATGGGCTTCAAGACGTTCGGGTTCGGCTTCGGCCG 
GGTCGACCAGTGGGAGCCCGATGAGGTCTATTGGGGC.OAGGAAGCCACCTGGCTCGGCGATGAGCGTTAC 
AGCGGTOAGCGGGATCTGGAGOACCCGCTGGCCGCGGTGCAGATGGGGCTGATCTACGTGOACCCGGAGG 
GGCCGAACGGCAACCCGGACCCCATGGCCGCGGCGGICGACATTCGCGAGACGTTTCGGCGCATGGCCAT 
GAACGACGTCGAAACAGCGGCGCTGATCGTCGGCGGTCACACMCGGTAAGACCCATGGCGCCGGCCCG 
GCCGATCTGGTCGGCCCCGAACCCGAGGCTGCTCCGCTGGAGCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGT 
ATGGCACCGGAACCGEMAGGACGCGATCACC MC ACATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGOA 
ATGGGACAACAGMCCTCGAGATCCTGTACGGCTACGASIGGGAGCTGACGAAGAGCCCTGCTGGCGCT 
TGGC.OATACACCGCCAAraGAMGCGCCGGTGCCGGCACCATCCCGGACCCGTTCGGCGGGCCAGGGCGCT 
CCCCGACGATGCTGGCCACTGACCTCTCGCTGCGGGTGGATCCGATCTATGAGCGGATCACGCGTCGCTG 
GCTGGAACACCCCGAGGAATTGGCCGACGAGTTCGCCAAGGCCTGGTACOAGCTGATCCACCGAGACATG 
GGTCCCGTTGCGAGATACCTTGGGCCGCTGGTCCCCAAGCAGACCCTGCTGTGGCAGGATCCGGTCCCTG 
CGGTCAGCCACGACCTCGTCGGCGAAGCCGAGATTGCCAGCCTTAAGAGCCAGATCCGGGCATCGGGATT 
GACWCTCACAGUAGTTTCGACCGCATGGGCGGCGGCGTCGTCGTTCCGTGGTAGCGACOAraCGCGGC 
GGCGCCAACGGTGGTCGCATCCGCCTGCAGCCACAAGTCGGGTGGGAGGTCAACGACCCCGACGGGGATC 
TGCGCAAGGTCATTCGCACCCTGGAAGAGATCCAGGAGTCATTCAACTCCGCGGCGCCGGGGPACATCAA 
AGTGTCCTTCGCCGACCTCGTCGTGCTCGGTGGCTGTGCCGCCATAGAGAAAGCAGCMAGGCGGCTGGC 
CACOACATCACGGTGCCCTTCACCCCGGGCCGCACGGATGCGTCGCAGGAACAAACCGACGTGGAATCCT 
TTGCCGTGCTGGAGCCCAAGGUGATGGCTTCCGAMCTACCTCGGAAAGGGCAACCCGTTGCCGGCCGA 
GTACATGCTGCTCGACAAGGCGAACCTGCTTACGCTCAGTGCCCCTGAGATGACGGTGCTGGTAGGTGGC 
CTGCGCGTCCTCGGCGCAAACTACOAGCGCTTACCGCTGGGCGTGTTCACCGAGGCCTCCGAGTCACTGA 
CCAACGAMMCGTGOACCTGCTCGACATGGGTATCACCTGGGAGCCCTCGCCAGCAGATGACGGGAC 
CTKCAGGGCAAGGATGGCAGTGGUAGGTGAAGTGGACCOGCAGCCGCGTGGACCTGGTMCGGGTCC 
AACTCGGAGTTGCGGGCGCTTGTCGAGGTCTATGGCGCCGATGACGCGCAGCCGAAGTTCGTGCAGGACT 
TCGTCGCTGCCTGGGACAAGGTGATGOACCTCGACAGGTTCGACGTGCGCTGA 
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Aislado 0202 
Gen katG 
Mutación  wild type 

>fedora8202c KatG 
GTGCCCGAGCMCACCCACCCATTACAGAAACCACCACCGGAGCCGCTAGCAACGGCTGTCCCGTCGTGG 
GTCATATGAAATACCCCGTCGAGGGCGGCGGAAACCAGGACTGGTGGCCCA4CCGGCTCAATCTGAAGGT 
ACTGCACCAPAACCCGGCCGTCGCTGACCCGATGGGTGCGGCGTTCGACTATGCCGCGGAGGTCGCGACC 
ATCGACGTTGACGCCCTGACGCGGGACATCGAGGAAGTGATGACCACCTCGCAGCCGTGGTGGCCCGCCG 
ACTACGGCCACTACGGGCCGCTGTTTATCCGGATGGCGTGGCACGCTGCCGGCACCTACCGCATCCACGA 
CGGCCGCGGCGGCGCCGGGGGCGGCATGCAGCGGTTCGCGCCGCTTAACAGCTGGCCCGACOACGCCAGC 
TTGGACAAGGCGCGCCGGCTGCTGTGGCCGGTCAAGAAGAAGTACGGCAAGAAGCTCTCATGGGCGGACC 
TGATTGTTTTCGCCGGCPACTGCGCGCTGGAATCGATGGGCTTCPAGACGTTCGGGTTCGGCTTCGGCCG 
GGTCGACCAGTGGGAGCCCGATGAGGTCTATTGGGGCAAGGAAGCCACCTGGCTCGGCGATGAGCGTTAC 
AGCGGTAAGCGGGATCTGGAGPACCCGCTGGCCGCGGTGCAGATGGGGCTGATCTACGTGPACCCGGAGG 
GGCCGAACGGCA4CCCGGACCCCATGGCCGCGGCGGTCGACATTCGCGAGACGTTTCGGCGCATGGCCAT 
GAACGACGTCGAPACAGCGGCGCTGATCGTCGGCGGTCACACTUCGGTAAGACCCATGGCGCCGGCCCG 
GCCGATCTGGTCGGCCCCGSACCCGAGGCTGCTCCGCTGGAGCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGT 
ATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCAU AGO3GCATCGAGGTCGTAT6GACGAACACCCCGACGAA 
ATGGGACAACAGMCCTCGAGATCCTGTACGGCTACGAGTGGGAGCTGACGAAGAGCCCTGCTGGCGCT 
TGGUATACACCGCCPAGGACGGCGCCGGTGCCGraCACCATCCCGGACCCGTTCGGCGGGCCAGGGCGCT 
CCCCG.4CGATGCTGGCCATTGACCTCTCGCTGCGGGTGGATCCGATCTATGAGCGGATCACGCGTCGCTG 
GCTGGAACACCCCGAGGAATTGGCCGACGAGTTCGCCAAGGCCTGGTACMGCTGATCCACCGAraACATG 
GGTCCCGTTGCGAraATACMGGGCCGCTGGTCCCCAAGCAGACCCTGCTGTGGCAGGATCCGGTCCCTG 
CGGTCAGCCACGACCTCGTCGGCGAAGCCGAGATTGCCAGCMA4GA.GCCAGATCCGGECATCGGGATT 
GACTGTCTCACAGCTAGTTTCGACCGCATGGGCGGCGGCGTCGTCGUCCGTGGTAGCGACAAGCGCGGC 
GGCGCCA4CGGTGGTCGCATCC6CCTGCAGCCACPAGTCGGGTGGGAGGTCAACGACCCCGACGGGGATC 
TGCGCAAGGTCATTCGCACCCTGGAAGAGATCCAGGAGTCATTCAACTCCGCGGCGCCGGGGAACATCA4 
AGTGTCCTTCGCCGACCTCGTCGTGCTCGGTGGCTGTGCCGCCATAGAGAAAGCAGCA 6AGGCGGCTGGC 
CACAACATCACGGTGCCCTTCACCCCGGGCCGCACGGATGCGTCGCAGGA4CAAACCGACGTGGAATCCT 
TTGCCGTGCTGGAGCCCA4GGCAGATGGCTTCCG.44ACTACCTCGGAAAGGGCAACCCGTTGCCGGCCGA 
GTACATGCTGCTCGACSAGGCGAACCTGCTTACGCTCAGTGCCCCTGAGATGACGGTGCTGGTAGGTGGC 
CTGCGCGTCCTCGGCGCA4ACTACAAGCGCTTACCGCTGGGCGTGTTCACCGAGGCCTCCGAGTCACTGA 
CCAACGACUCTTCGTGA4CCTGCTCGACATGGGTATCACCTGGGAGCCCTCGCCAGCAGATGACGGGAC 
CTACCAGGGCAAGGATGGCAGTGGCAAGGTGAAGTGG.4CCGGCAGCCGCGTGGACCTGGTCMGGGTCC 
AACTCGGAGTTGCGGGCGMGTCGAGGTCTATGGCGCCGATGACGCGCAGCCGOAGTTCGTGCAGGACT 
TCGTCGCTGCCTGGGACAAGGTGATGAACCTCGACAGGTTCGACGTGCGCTGA 

92 



Aislado 0208 
Gen katG 
Mutación  va Id type 

>fedora8288e KatG 
GTGCCCGAGCAACACCCACCCAT1ACAGAAACCACCACCGGAGCCGCTAGCAACGGCTGTCCCGTCGTGG 
GTCATATGAAATACCCCGTCGAGGGCGGCGGAAACCAGGACTGGTGGCCCAACCGGCTCAATCTGAAGGT 
ACTGCACCAMACCCGGCCGTCGCTGACCCGATGGGTGCGGCGTTCGACTATGCCGCGGAGGTCGCGACC 
ATCGACGTTGACGCCCTGACGCGGGACATCGAGGAAGTGATGACCACCTCGCAGCCGTGGTGGCCCGCCG 
ACTACGGCCACTACGGGCCGCTGTTTATCCGGATGGCGTGGCACGCTGCCGGCACCTACCGCATCCACGA 
CGGCCGCGGCGGCGCCGGGGGCGGCATGCAGCGGTTCGCGCCGMAACAGCTGGCCCGACAACGCCAGC 
TTGGACAAGGCGCGCCGGCTGCTGTGGCCGGTCAAGAAGAAGTACGGCAAGAAGCTCTCATGGGCGGACC 
TGATTGTTTTCGCCGGCAACTGCGCGCTGGAATCGATGGGCTTCAAGACGTTCGGGTTCGGMCGGCCG 
GGTCGACCAGCGGGAGCCCGATGAGGTCTATTGGGGCAAGGPAGCCACCTGGCTCGGCGATGAGCGTTAC 
AGCGGTAAGCGGGATCTGGAGAACCCGCTGGCCGCGGTGCAGATGGGCCTGATCTACGTGAACCCGGAGG 
GGCCGAACGGCAACCCGGACCCCATGGCCGCGGCGGTCGACATTCGCGAGACGMCGGCGCATGGCCAT 
GMCGACGTCGAMCAGCGGCGCTGATCGTCGGCGGTCACACMCGGTAAGACCCATGGCGCCGGCCCG 
GCCGATCTGGTCGGCCCCGAACCCGAGGCTGCTCCGCTGGAGCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGT 
ATGGCACCGGAACCGGUAGGACGCGATCACCAGC aGCATCGAGGTCGTATGGACGA4CACCCCGACGAA 
ATGGGACAACAGMCCTCGAGATCCTGTACGGCTACGAGTGGGAGCTGACGAAGAGCCCTGCTGGCGCT 
TGGCAATACACCGCCA4GGACGGCGCCGGTGCCGGCACCATCCCGGACCCGTTCGGCGGGCCAGGGCGCT 
CCCCGACGATGCTGGCCACTGACCTCTCGCTGCGUTGGATCCGATCTATGAGCGGATCACGCGTCGCTG 
GCTGGAACACCCCGAGGAATTGGCCGACGAGTTCGCCAAGGCCTGGTACAAGCTGATCCACCGAGACATG 
GGTCCCGTTGCGAGATACCTTGGGCCGCTGGTCCCCMGCAGACCCTGCTGTGGCAGGATCCGGTCCCTG 
CGGTCAGCCACGACCTCGTCGGCGAAGCCGAGATTGCCAGCCTTA4GAGCCAGATCCGGGCATCGGGATT 
GACTGTCTCACAGCTAGMCGACCGCATGGGCGGCGGCGTCGTCGTTCCGTGGTAGCGACAAGCGCGGC 
GGCGCCA4CGGTGGTCGCATCCGCCTGCAGCCACAAGTCGGGTGGGAGGTCAACGACCCCGACGGGGATC 
TGCGCPAGGTCATTCGCACCCTGGAAGAGATCCAGGAGTCATTCA4CTCCGCGGCGCCGGGGAACATCAA 
AGTGTCMCGCCGACCTCGTCGTGCTCGGTGGCTGTGCCGCCATAGAGAAAGCAGCMAGGCGGCTGGC 
CACAACATCACGGTGCCCTTCACCCCGGGCCGCACGGATGCGTCGCAGGAACAAACCGACGTGGAUCCT 
TIZCCGTGCTGGAGCCCAAGGCAGATGGCTTCCGAPACTACCTCGGAAAGGGCAACCCGTTGCCGGCCGA 
GTACATGCTGCTCGACAAGGCGAACCTGCTTACGCTCAGTGCCCCTGAGATGACGGTGCTGGTAGGTGGC 
CTGCGCGTCCTCGGCGCMACTACAAGCGCTTACCGCTGGGCGTGTTCACCGAGGCCTCCGAGTCACTGA 
CCAACGACTTCTTCGTGPACCTGCTCGACATGGGTATCACCTGGGAGCCCTCGCCACCAGATGACGGGAC 
CTACCAGGGCAPtGGATGGCAGTGGCAAGGTGAAGTGGACCGGCAGCCGCGTGGACCTGGTCTTCGGGTCC 
PACTCGGAGTTGCGGGCGCTTGTCGAGGTCTATGGCGCCGATGACGCGCAGCCGOAGTTCGTGCAGGACT 
TCGTCGCTGCCTGGGACAAGGTGATGMCCTCGACAGGTTCGACGTGCGCTGA 
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Aislado 0402 
Gen katG 
Mutación  wild type 

>fedora0402 KatG 
GTGCCCGAGCAACACCCACCCATTACAGAAACCACCACCGGAGCCGCTAGCAACGGCTGTCCCGTCGTGG 
GTCATATGAAATACCCCGTCGAGGGCGGCGGAAACCAGGACTGGTGGCCCAACCGGCTC.A4TCTGAAGGT 
ACTGCACCAAAACCCGGCCGTCGCTGACCCGATGGGTGCGGCGTTCGACTATGCCGCGGAGGTCGCGACC 
ATCGACGTTGACGCCCTGACGCGGGACATCGAGGAAGTGATGACC.ACCTCGCAGCCGTGGTGGCCCGCCG 
ACTACGGCCACTACGGGCCGCTGTTTATCCGGATGGCGTGGCACGCTGCCGGCACCTACCGCATCCACGA 
CGGCCGCGGCGGCGCCGGGGGCGGCATGCAGCGGTTCGCGCCGCTTAACAGCTGGCCCGACAACGCCAGC 
TTGGACAAGGCGCGCCGGCTGCTGTGGCCGGTCAAGAAGAAGTACGGCAAGAAGCTCTCATGGGCGGACC 
TGATTGTTTTCGCCGGCAACTGCGCGCTGGAATCGATGGGCTTCAAGACGTTCGGGTTCGGMCGGCCG 
GGTCGACCAGTGGGAGCCCGATGAGGTCTATTGGGGCAAGGAAGCCACCTGGCTCGGCGATGAGCGTTAC 
AGCGGTAAGCGGGATCTGGAGAACCCGCTGGCCGCGGTGCAGATGGGGCTGATCTACGTGAACCCGGAGG 
GGCCGAACGGCAACCCGGACCCCATGGCCGCGGCGGTCGACATTCGCGAGACGTTTCGGCGCATGGCCAT 
GAACGACGTCGAAACAGCGGCGCTGATCGTCGGCGGTCACACMCGGTAAGACCCATGGCGCCGGCCCG 
GCCGATCTGGTCGGCCCCGAACCCGAGGCTGCTCCGCTGGAGCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGT 
ATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCAU AGO3GCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAA 
ACGGGACAACAGTTTCCTCGAGATCCTGTACGGCTACGAGTGGGAGCTGACGAAGAGCCCTGCTGGCGCT 
TGGCAATACACCGCCAAGGACGGCGCCGGTGCCGECACCATCCCGGACCCGTTCGGCGGGCCAGGGCGCT 
CCCCGACGATGCTGGTCACTGACCTCTCGCTGCGGGTGGATCCGATCTATGAGCGGATCACGCGTCGCTG 
GCTGGAACACCCCGAGGAATTGGCCGACGAGTTCGCCA4GGCCTGGTACAAGCTGATCCACCGAGACATG 
GGTCCCGTTGCGAGATACCTTGGGCCGCTGGTCCCCAAGCAGACCCTGCTGTGGCAGGATCCGGTCCCTG 
CGGTCAGCCACGACCTCGTCGGCGA4GCCGAGATTGCCAGCCTTAAGAGCCAGATCCGGGCATCGGGATT 
GACTGTCTCACAGCTAGTTTCGACCGCATGGGCGGCGGCGTCGTCGTTCCGTGGTAGCGACAAGCGCGGC 
GGCGCCAACGGTGGTCGCATCCGCCTGCAGCCACAAGTCGGGTGGGAGGTCAACGACCCCGACGGGGATC 
TGCGCAAGGTCATTCGCACCCTGGAAGAGATCCAGGAGTCATTCAACTCCGCGGCGCCGGGGAACATCAA 
AGTGTCCTTCGCCGACCTCGTCGTGCTCGGTGGCTGTGCCGCCATAGAGAAAGCAGCAAAGGCGGCTGGC 
CACAACATCACGGTGCCCTTCACCCCGGGCCGCACGGATGCGTCGCAGGAACAAACCGACGTGGAATCCT 
TTGCCGTGCTGGAGCCCAAGGCAGATGGCTTCCGAAACTACCTCGGPA4GGGCAACCCGTTGCCGGCCGA 
GTACATGCTGCTCGACAAGGCGAACCTGCTTACGCTCAGTGCCCCTGAGATGACGGTGCTGGTAGGTGGC 
CTGCGCGTCCTCGGCGCAAACTACAAGCGCTTACCGCTGGGCGTGTTCACCGAGGCCTCCGAGTCACTGA 
CCAACGACTTMCGTGAACCTGCTCGACATGGGTATCACCTGGGAGCCCTCGCC.AGCAGATGACGGGAC 
CTACCAGGGCAAGGATGGCAGTGGCA4GGTGAAGTGGACCGGCAGCCGCGTGGACCTGGTCTTCGGGTCC 
0ACTCGGAGTTGCGGGCGCTTGTCGAGGTCTATGGCGCCGATGACGCGCAGCCGAAGTTCGTGCAGGACT 
TCGTCGCTGCCTGGGACAAGGTGATGAACCTCGACAGGTTCGACGTGCGCTGA 
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Aislado 0409 
Gen katG 
Mutación  S315T (AGC —>ACC) 

>fedora$3409 KatG 
GTGCCCGAGCAACACCCACCCATTACAGAAACCACCACCGGAGCCGCTAGCAACGGCTGTCCCGTCGTGG 
GTCATATGAPATACCCCGTCGAGGGCGGCGGAAACCAGGACTGGTGGCCCAACCGGCTCAUCTGAAGGT 
ACTGCACCAAAACCCGGCCGTCGCTGACCCGATGGGTGCGGCGTTCGACTATGCCGCGGAGGTCGCGACC 
ATCGACGTTGACGCCCTGACGCGGGACATCGAGGAAGTGATGACCACCTCGCAGCCGTGGTGGCCCGCCG 
ACTACGGCCACTACGGGCCGCTGMATCCGGATGGCGTGGCACGCTGCCGGCACCTACCGCATCCACGA 
CGGCCGCGGCGGCGCCGGGGGCGGCATGCAGCGGTTCGCGCCGCTTAACAGCTGGCCCGACAACGCCAGC 
TTGGACAAGGCGCGCCGGCTGCTGTGGCCGGTCAAGAAGAAGTACGGCAAGAAGCTCTCATGGGCGGACC 
TGATTGTTTTCGCCGGCAACTGCGCGCTGGA4TCGATGGGCTTCAAGACGTTCGGGTTCGGCTTCGGCCG 
GGTCGACCAGTGGGAGCCCGATGAGGTCTATTGGGGCAAGGAAGCCACCTGGCTCGGCGATGAGCGTTAC 
AraCGGTAAGCGGGATCTGGAG.6ACCCGCTGGCCGCGGTGCAGATGGraGCTGATCTACGTGAACCCGGAGG 
GGCCGAACGGCAACCCGGACCCCATGGCCGCGGCGGTCGACATTCGCGAGACGTTTCGGCGCATGGCCAT 
GAACGACGTCGAPACAGCGGCGCTGATCGTCGGCGGTCACACMCGGTAAGACCCATGGCGCCGGCCCG 
GCCGATCTGGTCGGCCCCGAACCCGAGGCTGCTCCGCTGGAGCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGT 
ATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCACCACC 3GCATCGAGGTCGTATGC3ACGAACACCCCGACGAA 
ATGGGACAACAGTTTCCTCGAGATCCTGTACGGCTACGAGTGGGAGCTGACGAAGAGCCCTGCTGGCGCT 
TGGCA4TACACCGCCAAGGACGGCGCCGGTGCCGGCACCATCCCGGACCCGTTCGGCGGGCCAGGGCGCT 
CCCCGACGATGCTGGCCACTGACCTCTCGCTGCGGGTGGATCCGATCTATGAGCGGATCACGCGTCGCTG 
GCTGGAACACCCCGAGGAATTGGCCGACGAGTTCGCCAAGGCCTGGTACAAGCTGATCCACCGAGACATG 
GGTCCCGTTGCGAGATACCTTGGGCCGCTGGTCCCCAAGCAGACCCTGCTGTGGCAGGATCCGGTCCCTG 
CGGTCAGCCACGACCTCGTCGGCGAAGCCGAGATTGCCAGCCTTAAGAGCCAGATCCGGGCATCGGGATT 
GACTGTCTCACAGCTAGMCGACCGCATGGGCGGCGGCGTCGTCGTTCCGTGGTAGCGACAAGCGCGGC 
GGCGCCAACGGTGGTCGCATCCGCCTGCAGCCACAAGTCGGGTGGGAGGTCAACGACCCCGACGGGGATC 
TGCGCAAGGTCATTCGCACCCTGGA4GAGATCCAGGAGTCATTCAACTCCGCGGCGCCGGGGAACATCAA 
AGTGTCMCGCCGACCTCGTCGTGCTCGGTGGCTGT6CCGCCATAGAGAAAGCAGCMAGGCGGCTGfaC 
CACAACATCACGGTGCCCTTCACCCCGGGCCGCACGGATGCGTCGCAGGAAC.AAACCGACGTGGAATCCT 
TTGCCGTGCTGGAGCCCAAGGCAGATGGCTTCCGAPACTACCTCGGAAAGGGCAACCCGTTGCCGGCCGA 
GTACATGCTGCTCGACAAGGCGAACCTGCTTACGCTCAGTGCCCCTGAGATGACGGTGCTGGTAGGTGGC 
CTGCGCGTCCTCGGCGCAPACTACAAGCGCTTACCGCTGGGCGTGTTCACCGAGGCCTCCGAGTCACTGA 
CCAACGACTTCTTCGTGAACCTGCTCGACATGGGTATCACCTGGGAGCCCTCGCCAGCAGATGACGGGAC 
CTACCAGGGUAGGATGGCAGTGGCAAGGTGAAGTGGACCGGCAGCCGCGTGGACCTGGTCTTCGGGTCC 
AACTCGGAGTTGCGGGCGCTTGTCGAGGTCTATGGCGCCGATGACGCGCAGCCGAAGTTCGTGCAGGACT 
TCGTCGCTGCCTGGGACAAGGTGATGAACCTCGACAGGTTCGACGTGCGCTGA 
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Aislado 0605 
Gen katG 
Mutación  S315T (AGC -->ACC) 

>fedora0605_KatG 
GTGCCCGAGCAACACCCACCCATTACAGAAACCACCACCGGAGCCGCTAGCAACGGCTGTCCCGTCGTGG 
GTCATATGAAATACCCCGTCGAGGGCGGCGGAAACCAGGACTGGTGGCCCAACCGGCTCAATCTGAAGGT 
ACTGCACCAMACCCGGCCGTCGCTGACCCGATGGGTGCGGCGTTCGACTATGCCGCGGAGGTCGCGACC 
ATCGACGTTGACGCCCTGACGCGGGACATCGAGGAAGTGATGACCACCTCGCAGCCGTGGTGGCCCGCCG 
ACTACGGCCACTACGGGCCGCTGMATCCGGATGGCGTGGCACGCTGCCGGCACCTACCGCATCCACGA 
CGGCCGCGGCGGCGCCGGGGGCGGCATGCAGCGGTTCGCGCCGCTTAACAGCTGGCCCGACAACGCCAGC 
TTGGACAAGGCGCGCCGGCTGCTGTGGCCGGTCAAGAAGOAGTACGGCAAGAAGCTCTCATGGGCGGACC 
TGATTGTTTTCGCCGGCAACTGCGCGCTGGAATCGATGGGCTTCAAGACGTTCGGGTTCGGCTTCGGCCG 
GGTCGACCAGTGGGAGCCCGATGAGGTCTATTGGGGCPAGGAAGCCACCTGGCTCGGCGATGAGCGTTAC 
AGCGGTAAGCGGGATCTGGAGAACCCGCTGGCCGCGGTGCAGATGGGGCTGATCTACGTGAACCCGGAGG 
GGCCGAACGGCAACCCGGACCCCATGGCCGCGGCGGTCGACATTCGCGAGACGTTTCGGCGCATGGCCAT 
GAACGACGTCGAPACAGCGGCGCTGATCGTCGGCGGTCACACMCGGTAAGACCCATGGCGCCGGCCCG 
GCCGATCTGGTCGGCCCCGAACCCGAGGCTGCTCCGCTGGAGCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGT 
ATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCAO ACCI3GCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAA 
ATGGGACAACAGTTTCCTCGAGATCCTGTACGGCTACGAGTGGGAGCTGACGAAGAGCCCTGCTGGCGCT 
TGGCAATACACCGCCAAGGACGGCGCCGGTGCCGGCACCATCCCGGACCCGTTCGGCGGGCCAGGGCGCT 
CCCCGACGATGCTGGCCACTGACCTCTCGCTGCGGGTGGATCCGATCTATGAGCGGATCACGCGTCGCTG 
GCTGGAACACCCCGAGGAATTGGCCGACGAGTTCGCCAAGGCCTGGTACAAGCTGATCCACCGAGACATG 
GGTCCCGTTGCGAGATACCTTGGGCCGCTGGTCCCCAAGCAGACCCTGCTGTGGCAGGATCCGGTCCCTG 
CGGTCAGCCACGACCTCGTCGGCGAAGCCGAGATTGCCAGCMAAGAGCCAGATCCTGGCATCGGGATT 
GACTGTCTCACAGCTAGMCGACCGCATGGGCGGCGGCGTCGTCGTECCGTGGTAGCGACAAGCGCGGC 
GGCGCCAACGGTGGTCGCATCCGCCTGCAGCCACAAGTCGGGTGGGAGGRAACGACCCCGACGGGGATC 
TGCGCAAGGTCATTCGCACCCTGGAAGAGATCCAGGAGTCATTCAACTCCGCGGCGCCGGGGAACATCAA 
AGTGTCCTTCGCCGACCTCGTCGTGCTCGGTGGCTGTGCCGCCATAGAGAAAGCAGCAAAGGCGGCTGGC 
CACAACATCACGGTGCCCTRACCCCGGGCCGCACGGATGCGTCGCAGGAACAAACCGACGTGGAATCCT 
TTGCCGTGCTGGAGCCCAAGGCAGATGGCTTCCGAAACTACCTCGGAAAGGGCAACCCGTTGCCGGCCGA 
GTACATGCTGCTCGACAAGGCGAACCTGCTTACGCTCAGTGCCCCTGAGATGACGGTGCTGGTAGGTGGC 
CTGCGCGTCCTCGGCGCASACTACAAGCGCTTACCGCTGGGCGTGTRACCGAGGCCTCCGAGTCACTGA 
CCAACGACTTCTTCGTGAACCTGCTCGACATGGGTATCACCTGGGAGCCCTCGCCAGCAGATGACGGGAC 
CTACCAGGGCA4GGATGGCAGTGGCAAGGTGAAGTGGACCGGCAGCCGCGTGGACCTGGTCTTCGGGTCC 
AACTCGGAGTTGCGGGCGCTTGTCGAGGTCTATGGCGCCGATGACGCGCAGCCGOAGTTCGTGCAGGACT 
TCGTCGCTGCCTGGGACAAGGTGATGAACCTCGACAGGTTCGACGTGCGCTGA 
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Aislado 0708 
Gen katG 
Mutación wild type 

>fedora0708c1CatG 
GTGCCCGAGCAACACCCACCCATTACAGAAACCACCACCGGAGCCGCTAGCAACGGCTGTCCCGTCGTGG 
GTCATATGAAATACCCCGTCGAGGGCGGCGGPAACCAGGACTGGTGGCCCAACCGGCTCAATCTGAAGGT 
ACTGCACCAAAACCCGGCCGTCGCTGACCCGATGGGTGCGGCGTTCGACTATGCCGCGGAGGTCGCGACC 
ATCGACGTTGACGCCCTGACGCGGGACATCGAGGAAGTGATGACCACCTCGCAGCCGTGGTGGCCCGCCG 
ACTKGGCCACTACGGGCCGCTGMATCCGGATGGCGTGGCACGCTGCCGGCACCTACCGCATCCACGA 
CGGCCGCGGCGGCGCCGGGGGCGGCATGCAGCGGTTCGCGCCGCTTAACAGCTGGCCCGACA4CGCCAGC 
TTGGACAAGGCGCGCCGGCTGCTGTGGCCGGTCAAGAAGAAGTACGGCAAGAAGCTCTCATGGGCGGACC 
TGATTGTTTTCGCCGGCAACTGCGCGCTGGAATCGATGGGCTTCAAGACGTTCGGGTTCGGCTTCGGCCG 
GGTCGACCAGTGGGAGCCCGATGAGGTCTATTGGGGCAAGGAAGCCACCTGGCTCGGCGATGAGCGTTAC 
AGCGGTAAGCGGGATCTGGAGAACCCGCTGGCCGCGGTGCAGATGGGGCTGATCTACGTGAACCCGGAGG 
GGCCGA.4CGGCAACCCGGACCCCATGGCCGCGGCGGTCGACATTCGCGAGACGTTTCGGCGCATGGCCAT 
GAACGACGTCGAAACAGCGGCGCTGATCGTCGGCGGTCACACMCGGTAAGACCCATGGCGCCGGCCCG 
GCCGATCTGGTCGGCCCCGAACCCGAGGCTGCTCCGCTGGAGCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGT 
ATGGCACCGGAACCGGTOAGGACGCGATCACC AGC 2GCATCGAGGTCGTATGraACGAAC.ACCCCGACGAA 
ATGGGACAACAGTTTCCTCGAGATCCTGTACGGCTACGAGTGGGAGCTGACGAAGAGCCCTGCTGGCGCT 
TGGCAATACACCGCCAAGGACGGCGCCGGTGCCGGCACCATCCCGGACCCGTTCGGCGGGCCAGGGCGCT 
CCCCGACGATGCTGGCCACTGACCTCTCGCTGCGGGTGGATCCGATCTATGAGCGGATCACGCGTCGCTG 
GCTGGAACACCCCGAGGAATTGGCCGACGAGTTCGCCAAGGCCTGGTACMGCTGATCCACCGAGACATG 
GGTCCCGTTGCGAGATACCTTGGGCCGCTGGTCCCCAAGCAGACCCTGCTGTGGCAGGATCCGGTCCCTG 
CGGTCAGCCACGACCTCGTCGGCGAAGCCGAGATTGCCAGCCTTAAGAGCCAGATCCGGGCATCGGGATT 
GACTGTCTCACAGCTAGMCGACCGCATGGGCGGCGGCGTCGTCGTTCCGTGGTAGCGACAAGCGCGGC 
GaGCCAACGGTGGTCGCATCCGCCTGCAGCCACAAGTCGGGTGGGAGGTCAACGACCCCGACGGGGATC 
TGCGCAAGGTCATTCGCACCCTGGAAGAGATCCAGGAGTCATTCAACTCCGCGGCGCCGGGGAACATCAA 
AGTGTCCTTCGCCGACCTCGTCGTGCTCGGTGGCTGTGCCGCCATAGAGAAAGCAGCAAAGGCGGCTGGC 
CACAACATCACGGTGCCC1TCACCCCGGGCCGCACGGATGCGTCGCAGGAACAPACCGACGTGGAATCCT 
TTGCCGTGCTGGAGCCCAAGGCAGATGGCTTCCGAAACTACCTCGGAAAGGGCAACCCGTTGCCGGCCGA 
GTACATGCTGCTCGACAAGGCGAACCTGCTTACGCTCAGTGCCCCTGAGATGACGGTGCTGGTAGGTGGC 
CTGCGCGTCCTCGGCGCAAACTACAAGCGCTTACCGCTGGGCGTGTTCACCGAGGCCTCCGAGTCACTGA 
CCAACGACUCTTCGTGAACCTGCTCGACATGGGTATCACCTGGGAGCCCTCGCCAGCAGATGACGGGAC 
CTACCAGGGCAAGGATGGCAGTGGC.A4GGTGAAGTGGACCGGCAGCCGCGTGGACCTGGTCTTCGGGTCC 
AACTCGGAGTTGCGGGCGCTTGTCGAGGTCTATGGCGCCGATGACGCGCAGCCGAAGITCGTGCAGGACT 
TCGTCGCTGCCTGGGACAAGGTGATGAACCTCGACAGGTTCGACGTGCGCTGA 
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Aislado 0801 
Gen katG 
Mutación vil Id type 

>fedora88131c_KatG 
GTGCCCGAGCAACACCCACCCATTACAGPAACCACCACCGGAGCCGCTAGCAACGGCTGTCCCGTCGTGG 
GTCATATGAPATACCCCGTCGAGGGCGGCGGAAACCAGGACTGGTGGCCCAPICCGGCTCAATCTGAAGGT 
ACTGCACCAAAACCCGGCCGTCGCTGACCCGATGGGTGCGGCGTTCGACTATGCCGCGGAGGTCGCGACC 
ATCGACGTTGACGCCCTGACGCGGGACATCGAGGPAGTGATGACCACCTCGCAGCCGTGGTGGCCCGCCG 
ACTACGGCCACTACGGGCCGCTGTTTATCCGGATGGCGTGGCACGCTGCCGGCACCTACCGCATCCACGA 
CGGCCGCGGCGGCGCCGGGGGCGGCATGCAGCGGTTCGCGCCGCTTAACAGCTGGCCCGACAACGCCAGC 
TTGGACAAGGCGCGCCGGCTGCTGTGGCCGGTCAAGAAGAAGTACGGCAAGAAGCTCTCATGGGCGGACC 
TGATTGTTTTCGCCGGCAACTGCGCGCTGGAATCGATGGGCTTCAAGACGTTCGGGTTCGGCTTCGGCCG 
GGTCGACCAGTGGGAGCCCGATGAGGTCTATTGGGGCAAGGAAGCCACCTGGCTCGGCGATGAGCGTTAC 
AGCGGTOAGCGGGATCTGGAGAACCCGCTGGCCGCGGTGCAGATGGGGCTGATCTACGTGAACCCGGAGG 
GGCCGAACGGCAACCCGGACCCCATGGCCGCGGCGGTCGACATTCGCGAGACGMCGGCGCATGGCCAT 
GAACGACGTCGAAACAGCGGCGCTGATCGTCGGCGGTCACACMCGGTAAGACCCATGGCGCCGGCCCG 
GCCGATCTGGTCGGCCCCGAACCCGAGGCTGCTCCGCTGGAGCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGT 
ATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCACt AGO3GCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAA 
ATGGGACPACAGTTTCCTCGAGATCCTGTACGGCTACGAGTGGGAGCTGACGAAGAGCCCTGCTGGCGCT 
TGGCAATACACCGCCAAGGACGGCGCCGGTGCCGGCACCATCCCGGACCCGTTCGGCGGGCCAGGGCGCT 
CCCCGACGATGCTGGCCACTGACCTCTCGCTGCGGGTGGATCCGATCTATGAGCGGATCACGCGTCGCTG 
GCTGGAACACCCCGAGGAA1TGGCCGACGAGTTCGCCAAGGCCTGGTACAAGCTGATCCACCGAGACATG 
GGTCCCGTTGCGAGATACCTTGGGCCGCTGGTCCCCAAGCAGACCCTGCTGTGGCAGGATCCGGTCCCTG 
CGGTCAGCCACGACCTCGTCGGCGAAGCCGAGATTGCCAGCCTTAAGAGCCAGATCCGGGCATCGGGATT 
GACTGTCTCACAGCTAGTTTCGACCGCATGGGCGGCGGCGTCGTCGTTCCGTGGTAGCGACPAGCGCGGC 
GGCGCCAACGGTGGTCGCATCCGCCTGCAGCCACAAGTCGGGTGGGAGGTCAACGACCCCGACGGGraATC 
TGCGCPAGGTCATTCGCACCCTGGAAGAGATCCAGGAGTCATTCAACTCCGCGGCGCCGGGGA4CATCAA 
AGTGTCMCGCCGACCTCGTCGTGCTCGGTGGCTGTGCCGCCATAGAGAAAGCAGCMAGGCGGCTGGC 
CACPACATCACGGTGCCCTTCACCCCGGGCCGCACGGATGCGTCGCAGGAACAPACCGACGTGGAATCCT 
TTGCCGTGCTGGAGCCCAAGGCAGATGGCTTCCGAPACTACCTCGGAAAGGGCAACCCGTTGCCGGCCGA 
GTACATGCTGCTCGACAAGGCGAACCTGCTTACGCTCAGTGCCCCTGAGATGACGGTGCTGGTAGGTGGC 
CTGCGCGTCCTCGGCGCAAACTACAAGCGCTTACCGCTGGGCGTGTTCACCGAGGCCTCCGAGTCACTGA 
CCAACGACTTCMGTGAACCTGCTCGACATGGGTATCACCTGGGAGCCCTCGCCAGCAGATGACGGGAC 
CTACCAGGGCAAGGATGGCAGTGGCAAGGTGAAGTGGACCGGCAGCCGCGTGGACCTGGTMCGGGTCC 
AACTCGGAGTTGCGGGCGCTTGTCGAGGTCTATGGCGCCGATGACGCGCAGCCGAAGTTCGTGCAGGACT 
TCGTCGCTGCCTGGGACAAGGTGATGAACCTCGACAGGTTCGACGTGCGCTGA 
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Aislado 1005 
Gen katG 
Mutación S315T (AGC —.ACÁ) 

>fetio41005_KatG 
GTGCCCGAGCAACACCCACCCATTACAGAMCCACCACCGGAGCCGCTAGCAACGGCTGTCCCGTCGTGG 
GTCATATGAAATACCCCGTCGAGGGCGGCGGAMCCAGGACTGGTGGCCC.AACCGGCTCAATCTGA4GGT 
ACTGCACCAAAACCCGGCCGTCGCTGACCCGATGGGTGCGGCGTTCGAC TATGCCGCGGAGGTCGCGACC 
ATCGACGTTGACGCCCTGACGCGGGACATCGAGG.4AGTGATGACCACCTCGCAGCCGTGGTGGCCCGCCG 
ACTACGGCCACTACGGGCCGCTGTTTATCCGGATGGCGTGGCACGCTGCCGGCACCTACCGCATCCACGA 
CGGCCGCGGCGGCGCCGGraGGCGGCATGCAGCGGTTCGCGCCGCTTAACAGCTGGGCCGACAACGCCAGC 
TTGGACAAGGCGCGCCGGCTGCTGTGGCCGGTCAAGAAGAAGTACGGCAAGAAGCTCTCATGGGCGGACC 
TGATTGTTMGCCGGCAACTGCGCGCTGGA4TCGATGGGCTTCAAGACGTTCGGGTTCGGCTTCGGCCG 
GGTCGACCAGTGGGAGCCCGATGAGGTCTATTGGGGCAAGGAAGCCACCTGGCTCGGCGATGAGCGTTAC 
AGCGGTAAGCGGGATCTGGAGAACCCGC TGGCCGCGGTGCAGATGGGGCTGATCTACGTGAACCCGGAGG 
GGCCGAACGGCAACCCGGACCCCATGGCCGCGGCGGTCGACATTCGCGAGACGTTTCGGCGCATGGCCAT 
GA4CGACGTCGMACAGCGGCGCTGATCGTCGGCGGTCACACMCGGTAAGACCCATGGCGCCGGCCCG 
GCCGATCTGGTCGGCCCCGAACCCGAGGC TGC TCCGCTGGAGCAGATGGGCTIGGGCTGGAAGAGCTCGT 
ATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCACC AUthGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAA 
ATGGGACA4CAGTTTCCTCGAGATCCTGTACGGCTACGAGTGGGAGCTGACGAAGAGCCCTGCTGGCGCT 
TGC£A4TACACCGCCA4GGACGGCGCCGGTGCCGGCACCATCCCGGACCCGTTCGGCGGGCCAGGGCGCT 
CCCCGACGATGCTGGCCACTGACCTCTCGCTGCGGGTGGATCCGATCTATGAGCGGATCACGCGTCGCTG 
GCTGGAACACCCCGAGGA4TTGGCCGACGAGTTCGCCAAGGCCTGGTACAAGCTGATCCACCGAGACATG 
GGTCCCGTTGCGAGATACCTTGGGCCGCTGGTCCCCAAGCAGACCCTGC TGTGGCAGGATCCGGTCCCTG 
CGGTC.AGCCACGACCTCGTCGGCGAAGCCGAGATTGCCAGCCTTAAGO.GCCAGATCCGGGCATCGGGATT 
GACTGTCTCACAGCTAGTTTCGACCGCATGGGCGGCGGCGTCGTCGTTCCGTGGTAGCGACMGCGCGGC 
GGCGCCMCGGTGGTCGCATCCGCCTGCAGCCAC.A4GTCGGGTGGGAGGTCAACGACCCCGACGGGGATC 
TGCGCAAGGTCATTCGCACCCTGGAAGAGATCCAGGAGTCATTCAACTCCGCGGCGCCGGGGAACATCAA 
AGTGTCMCGCCGACCTCGTCGTGCTCGGTGGCTGTGCCGCCATAGAGAAAGCAGCAAAGGCGGCTGGC 
CACA4CATCACGGTGCCCTTCACCCCGGGCCGCACGGATGCGTCGCAGGAACAAACCGACGTGGAATCCT 
TTGCCGTGCTGGAGCCCA4GGCAGATGGCMCGMACTACCTCGGAAAGGGCAACCCGTEGCCGGCCGA 
GTACATGCTGCTCGACAAGGCGAACC TGCTTACGCTCAGTGCCCCTGAGATGACGGTGCTGGTAGGTGGC 
CTGCGCGTCCTCGGCGCAAACTACA4GCGCTTACCGCTGGGCGTGTTCACCGAGGCCTCCGAGTCACTGA 
CCAACGAMCTTCGTGAACCTGCTCGACATGGGTATCACCTGGGAGCCCTCGCCAGCAGATGACGGGAC 
CTACCAGGGCAAGGATGGCAGTGGCAAGGTGAAGTGGACCGGCAGCCGCGTGGACCTGGTCTTCGGGTCC 
AACTCGGAGTTGCGGGCGCTTGTCGAGGTC TATGGCGCCGATGACGCGCAGCCGAAGTTCGTGCAGGACT 
TCG1CGCTGCCTGGGACA4GGTGATG.4ACCTCGACAGGTTCGACGTGCGCTGA 
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ALINEAMIENTO MULTIPLE DE LAS SECUENCIAS DEL GEN katG 
UTILIZANDO LA HERRAMIENTA CLUSTAL W  

H3711v KatG 	PAGAGaCGTATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGAXACCAGCGIZAXGAGGICGTA 
fedoraf3402 KatG AAGAGCTCGTAIGGCACCGGMCCIGTPAGGACGCGATCACCAGCGGCATCGAGGICGTA 
fedora9202£ KatG AAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTPAGGACGCGATCACCAGCGMATCGAGGICGTA 
fedora921,8e ICatG PAGAGCTCGTATGGCACCGGRACCGGTAAGGACGCGARACCAGCGWATCGAGGICGTA 
fedora0708c KatG PAGAGCTCGTAIGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCACCAGCGGCATCGAGGICGTA 
fectora9891c KatG AAGAGOZGIATOCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCACCAGCGGCATCGAGGICGTA 
fedora3I89 KatG PAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCACCACCGGCATCGAGGICGTA 
fedora1805 KatG AAGAGLICGTAIEGCACCGGOACCGGTAAGGACGCGATCACCACAGGCATCGAGGTCGTA 
fedoraB605 KatG AAGMCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGCGATCACCACCGGCATCGAGGICGTA 
	 as 	  
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Muestra H37Rv 
Gen rpoB 
WiId Type 

>H37Rv_Rpoli 
TTGGCAGATTCCCGCCAGAGCAMACAGCCGCCAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGCAAAGTTCCTCGAATA 
ACTCCGTACCCGGAGCGCCAAACCGCATCTCMCGCTOAKTGCGCGAACCAMGAGGTTCCGGGACT 
CCTTGACGTCCAGACCGATTCGTTCGAGTGGCTGATCGGTTCGCCGCGCTGGCGCGAATCCGCCGCCGAG 
CGGGGTGATGTCAACCCAGTGGGTGGCCTGGAAGAGGTGUCTACGAGCTGTCTCCGATCGAGGACTTCT 
CCGGGTCGATGTCGTTGTCGTTCTCTGACCCTCGTTTCGACGATGTUAGGCACCCGTCGACGAGTGCAA 
AGACAAGGACATGACGTKGCGGCTCCACTETTCGTCACCGCCGAGMATCAACAACAACACCGGTGAG 
ATCOAGAGTCAGACGGTGTTCATGGGTGAMCCCGATGATGACCGAGAAGGGCACGMATCATCAKG 
GGACCGAGCGTGTGGTGGTCAGCCAGCTGGTGCGGTCGCCCGraGGTGTACTTCGACGAGACCATTGACAA 
GTCCACCGACAAGACGCTGCACAGCGTCAAGGTGATCCCGAGCMCGGCGCGTGGCMGAGTTTGACGTC 
GACAISCGCGACACCGTCGGCGTGCGCATCGACCGCAAACGCCGGaACCGGTCACCGTGCTGCTCOAGG 
CGCTGraGaGGACCAGCGAGCAGATTGTCGAGCGGITCGraGTTCTCCGAGATCATGCGATCGACKTGGA 
GAAGGACAACACCGTCGGCACCGACGAGGCGCTGTTGGACATCTALCGCAAGCTGCGTCCGGGCGAGCCC 
CCGACCAAAGAGTCAGCGCAGACGCTGUGGAAAKTTGTTCTCCAAGGAGAAGCGCTACGACCTGGCCC 
GCGTCGGTCGCTATAAGGTCAACAAGAAGCTCGGGCTGCATGTCGGCGAGCCCATCACGTCGTCCACGCT 
GACCGAKAAGACGTCGTGGCCACCATCGAATATCTGGTCCGCTTGCACGAGGGTCAGACCACGATGACC 
GTTCCGGGCGGCGTCGAGGTGCCGGTGGAAACCGACGACATCGACCAMCGGCAACCGCCGCCTGCGTA 
CGGTCGGCGAGCTGATCCAAAACCAGATCCGGGTCGGCATGTCGCGGATGGraCGGGTGGTCCGGGAGCG 
GATGACCACCCAGGACGTGraAGraCGATCACACCGCAGACGMATCAKATCCOGCCGGTGGTCGCCGCG 
ATCAAGGAGTTMCGraCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATC GACIAGAACAACCCKTGTCGGGGTTGA 
CC CAOAGCGCCGACTCTC6aCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGliabTGAGCGTGCC.GGGCTGGAGGTCCG 
CGACGTGCACCCGTCGCACTACraGCCGGATGTGCCCGATCGAAACCCCTGAGGGGCCCAACATCGGTCTG 
ATCGGCTCGCTGTCGGTGTACGCGCGGGTCAACCCGTTCGGGTTCATCGAAACGCCGTACCGCAAGGTGG 
TCGACGGCGTGGTTAGCGACGAGATC.GTGTACCTGACCGCCGACGAGGAGGACCGCCACGTGGTGGCACA 
GGCCAATTCGCCGATCGATGCGGACGGICGCTTCGTCGMCCGCGCGTGCTGGTCCGCCGCAAGGCGGGC 
GAGGTGGAGTACGTGCCCTCGTCTGAGGTGGACTACATGraACGTCTCGCCCCGCCAraATGGTGTCGGTGG 
CCACCGCGATGATTCCMCCTGGAGCACGACGACGCCAACCGTGCCCTCATGGGGGCAOACATGCAGCG 
CCAGGCGGTIKCGCTGGTCCGTAKGAGGCCCCGCTGGTGGGCACCGGraATGGAGCTGCGCGCGGCGATC 
GACGCCGGCGACGTCGTCGTCGCCGAAGMAGCGGCGTCATCGAGGAGGTGTCGGCCGACTACATCACTG 
TGATGCACGACOACGGCACCCGGCGTACCTACCGGATGCGCAAGTTTGCCCGGTCCAACCACGGCACTTG 
CGCCOACCAGMCCCCATCGTGGACGCGGraCGACCGAGTCGAGGCCGGTCAGGTGATCGCCGACGGTCCC 
TGTOCTGACGACGGCGAGATGGCGCTGGGCAAGOACCMCIGGTGGCCATCATGCCGTGGGAGGGCCACA 
ACTACGAGGACGC.GATCATCCTGTCCAACCGCCTGGTCGAAGAGGACGTGCTCACCTCGATCCACATCGA 
GGAGCATGAGATCGATGCTCGCGACACCAAGCTGGGTGCGGAGGAGATCACCCGCGACATCCCGAACATC 
TCCGACGAGGTGCTC.GCCGACCTGGATGAGCGGGGCATCGTGCGCATCGGTGCCGAGGTTCGCGACGGGG 
ACATCCTGGTCIGGCAAGGTCACCCCGAAGGGTGAGACCGAGCTGACGCCGGAGGAGCGGCTGCTGCGTGC 

CATMCGGTGAGAAGGCCCGCGAGGTGCGCGACACTTCGCTGAAGGTGCCGCACGGCGAATCCGGCAAG 
GTGATCGGCATTCGGGTGTTTTCCCGCGAGGACGAGGACGAGTTGCCGGCCGGTGTCAACGAGCTGGTGC 
GTGTGTATGTGGCTCAGAAACGCAAGATCTCCGACGGTGACAAGCTGGCCGGCCGraCACCArwAAGraG 
CGTGATCGGCAAGATCCTGCCGGTTGAGGACATGCCGTTUTTGCCGACGraCACCCCGGTGGACATTATT 
TTGAACACCCKGGCGTGCCGCGACGraATGAACATCGGCCAGATTTTGGAGACCCACCTGGGTTGGTGTG 
CCCACAGCGGCTGGAAGGTCGACGCCGCCAAGGGGGTTCCGGACTGGGCCGCCAGGCTGCCCGACGAACT 
GCTCGAGGCGCAGCCGAACGCCATTGTGTCGACGCCGGTGTTCGACGGCGCCCAGGAGGCCGAGCTGCAG 
GGCCTGTTGTCGTGCACGCTGCCCAACCGCGACGGTGACGTGCTGATCGACGCCGACGGCAAGGCCATK 
TMCGACGGGCGCAGCGGCGAGCCGTTCCCGTACCCGGTCACGGTTGGCTACATGTACATCATGOAraCT 
GCACCACCTGGTGGACGACAAGATCCACGCCCGCTCCACCOGGCCGTACTCGATGATCACCCAGCAGCCG 
CTGGraCGGTAAGGCGCAGTTCGGTGGCCAGCGGTTCGGGGAGATGGAGTGCTGGGCCATKAGGCCIACG 
GTGCTGCCTACACCCTGCAGGAGCTGTTGACCATCAAGTCCGATGACACCGTCGGCCGCGTCAAGGTGTA 
CGAGGCGATCGTCAAGGGTGAGAACATCCCGGAGCCGGGCATCCCCGAGTCGTTCAAGGTGCTGCTCAAA 
GAACTGCAGTCGCTGTGCCTCAACGTCGAGGTGCTATCGAGTGACGGTGCGGCGATCGAACTGCGCGOAG 
GTGAGGACGAGGACCTGGAGCGGGCCGCGGCCAACCTGraGOATCAATCTGTCCCGCAACGAATCCGCAAG 
TGTCGAGGATCTTGCGTAA 
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Aislado 0202 
Gen rpoB 
Mutación D516F (GAC—.1TC) 

sfedorat1202c_ltpal3 
17GGCAGATTCCC6CCAGAGCAAPACAGCCGCTAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGCAAAGTTCCTCGAATA 
ACTCCGTACCCGGAGCGCCAAACCGGGTCTCCTTCGCTAMCTGCGCGAACCACTTGAGGTTCCGGGACT 
CCTTGACGTCCAGACCGATTCGTTCGAGTOGCTGATCGGTTCGCCGCGCTGGCGCGAATCCGCCGCCGAG 
CGGGGTGATGTCAACCCAGTGGGTGGCCTGGNIGAGGTGCTCTACGAGCTGTCTCCGATCGAGGACTIZT 
CCGGGTCGATGTCGTTGTCGTTCTCTGACCCTCGTTTCGACGATGTCAAGGCACCCGTCGACGAGTGCAA 
AGACAAGGACATGACGTACGCGGCTCCACTGTTCGTCACCGCCGAGTTCATCAACAACAACACCGGTGAG 
ATCAAGAGTCAGACG6TG11CATGGGTGACTTCCCGATGATCACCGAGAAGGGCACGITCATCATCAACG 
GGACCGAGCGTGTMTMTCAGCCAGCTGGT6CMTCGCCCGGGGTGTACTTCGACGAGACCATTGACAA 
GTCCACCGACAAGACGCTGCACAGCGTCAAGGTGATCCCGAraCCGCGGCGCGTGGCTCGAGTTT6ACGTC 
GACAAGCGCGACACCGTCGGCGTGCGCATCGOCCGCAAACGCCGGCAACCGGTCACCGTGCTGCTCAAGG 
CGCTGGGCTGGACCAGCGAGCAGATTGTCGAGCGGTTCG6GTTCTCCGAGATCATGCGATCGACGCTGGA 
GAAGGACAACACCG1C6GCACCGACGAGGCGCTGITGGACATCTICCGCAAGCTGCGTCC6GraCGAGCCC 
CCGACCAAMAGTCAGCGCAGACGCTGTTGGAMACTTGTTCTTCAAGGAGAMCGCTACGACCTGGCCC 
GCGTCGGTCGCTATAAGGTCAACAAGAAGCTCGGGCTGCATGTCGGCGAMCCATCACGTCGTCGACGCT 
GKCGAAGMGACGTCGTGGCCACCATCGAATATCTGGTCCGCTTGCACGAGGGTCAGACCACGATGACC 
GTICCGGGCGGCGTCGAGGTGCCGGTMAAACCGACGACATCGACCACTTCGGCMCCGCCGCCTGCGTA 
CGGTCGGCGAGCTGATCCAMACCAGATCCGGGTCGGCATGTCGCGGATGGAGCGGGTGGTCCGGGAGCG 
GATGACCACCCAGGACGTGGAGGCGATCAC.ACCGCAGACGTWATCAACATCCGGCCGETGETCGCCGCG 
ATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATt TTC MAACAACCCGCTGTCGGGGTTGA 
CCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTGCCGGGCTGGAraGTCCG 
CGACGTGCACCCGTCCCACTACGGCCGGATGTGCCCGATCGAAACCCCTGAGGGGCCCOACATC6GTCTG 
ATCGGCTCGCTGTCGGTGTACGCGCGGGTCOACCCGTTCGGGTTCATCGAAACGCCGTACCGCAAGGTGG 
TCGACGGCGTGGTTAGCGACGAGATCGTGTACCTGACCGCCGACGAGGAGGACCGCCACGTGGTMCACA 
GGCCAATTCGCCGATCGATGCGGACGGTCGCTTCGTCGAGCCGCGCGTGCTGGTCCGCCGCAAGGCGGGC 
GAraGTGGAGTOLGTGCCCTCGTCTGAGETGGACTACATGraACGTCTCGCCCCGCCAGATGGTGTCGGTGG 
CCACCGCGATGA11CCC1TCCT6GAGCACGACGACGCCAACCGTGCCCTCATGGGGGCAAACATGCAGCG 
CCAGGCGGTGCCGCTGGTCCGTAGCGAGGCCCCGCTGGTGGGCACCGGraATGGAGCTGCGCGCGGCGATC 
GACGCCGGCGACGTCGTCGTCGCCGAMAMGCGGCGTCATCGAGGAGGTGTCGGCCGACTACATCACT6 
TGATGCACGACAACGGCACCCGGCGTACCTACCGGATGCGCAAGTITGCCCGGTCCAACCACGGCACTTG 
CGCCAACCAGTGCCCCATCGTGGACGCGGGCGACCGAGTCGAGGCCGETCAGGTGATCGCCGACGGTCCC 
TGTACTGACGACGGCGAGATGGCGCT6GGCAAGAACCTGCTGGTGGCCATCATECCGTGGGAGGGCCMA 
ACTACGAGGACGCGATCATCCTGTCCAACCGCCTGGTCGAAGAGGACGTGCTCACCTCGATCCACATCGA 
GGAGCATGAGATCGATGCTCGCGACACCMGCTGMTGCGGAGGAGATCACCCGCGACATCCCGAACATC 
TCCGACGAGGTGCTCGCCGACCTGGATGAGCGGra6CATCGTGCGCATCGGTGCCGAGGITCGCGACGGGG 
ACATCCTGETCGGCAAGGTCACCCCGAAGGGTGAGACCGAGCTGACGCCGGAGGAGCGGCTGCTGCGTGC 
CATCTTCGGTGAGAAGGCCCGCGAGGIGCGCGACACTTCGCTGAAGGTGCCGCACGGCGAATCCGGCAAG 
GTGATCMCATTCGGGTGTTTTCCCGCGAGGACGAGGACGAGTTGCCGGCCGGEGTCAACGAGCTGGTGC 
GTGTGTATGTGGCTCAGAAACGCAAGATCTCCGACGGTGACAAGCTGGCCGGCCGGCACGCCAACAAGGG 
CGTGATCGGCMGATCCTGCCGGTTGAGGACATGCCETTCCMCCGACGGCACCCCGGT6GACATTATT 
MAACACCCACGGCGTGCCGCGACGGATGAACATCGGCCAGAMTGGAGACCCACCTGGGTTGGTGTG 
CCCACAGCGGCTMAAGETCGACGCCGCCAAfaGGGGTTCCGGACTGEGCCGCCAGGCTGCCCGACGOACT 
GCTCGAMCGCAGCCGAACGCCATTGTGTCGACGCCGGTGTTCGACGGCGCCCAGGAGGCCGAGCTGCAG 
GGCCTGTTGTCGTGCACGCTGCCCAACCGCGACGGTGACGTGC-TGGTCGACGCCGACGGCAAGGCCATGC 
TCTTCGACGGGCGCAGCGGCGAGCCGTTCCCGTACCCGGTCACGGMGCTACATGTACATCATGAAGCT 
GCACCACCTGGTGGACGACAAGATCCACGCCCGCTCCACCGGGCCGTACTCGATGATCACCCAGCAGCCG 
CTGGGCGGTAAGraCGCAGTTCGGTGGCCAGCGGTTCGGGGAGATGGAGTGCTGGGCCATGCAGGCCTACG 
GTGCTGCCTACACCCTGCAGGAGCTGTTGACCATCAAGTCCGATGACACCGTC6GCCGCGTCAAWYETA 

GTGAGGACGAGGACCTGGAGCGGGCCGCGGCCAACCTGGGAATCAATCTGTCCCGCAACGAATCCGCAAG 
TGTCGAGGATCMCGTAA 
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Aislado 0208 
Gen rpoB 
Mutación  D516F (GAC~TTC) 

>fedo a02118e_RpoB 
TTGGCAGATCCCCGCCAGAGCAAAACAGCCGCTAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGf-AAAGTTCCTCGAATA 
ACTCCGTACCCGGAGCGCCAAACCGraGTCTCCTTCGCTAAraCTGCGCGAACCACTTGAGGTTCCGCAACT 
CCTTGACGTCCAGACCGATTCGTTCGAGTGGCTGATCGGTMGCCGCGCTGraCGCGAATCCGCCGCCGAG 
CGGGGTGATGTCAACCCAGTGGGTGGCCTGGAAGAGGTGCTCTOLGAGCTGTCTCCGATCGAGGALlICT 
CCGGGICGATGTCGTTGTCGTTCTCTGACCCTCGTTTCGACGATGTCAAGGCACCCGTCGACGAWKAA 
AGACAAGGACATGACGTOCGCGGCTCCACTGTTCGTCACCGCCGAMCATCAACAACAACACCGGTGAG 
ATCAAGAGTCAraACGGTGTTCATGGGTGACMCCGATGATGACCGAGAAGGGCACGTTCATCATCAACG 
GGACCGAGCGTGTGGTGGTCAGCCAGCTGGTGCGGTCGCCCGCAGTGTACITCGACGAGACCATTGACAA 
GTCCACCGACAAGACGCTGCACAGCGTCAAGGTGATCCCGAGCCGCGGCGCGTGGCTCGAGT7TGACGTC 
GACAAGCGCGACACCGICGGCGTGCGCATCGACCGCAAACGCCGraCAACCGGTCALCGTGCTGCTCOAGG 
CGCTGGGCTGGACCAGCGAGCAGATTGTCGAGCGGTTCGGGTTCTCCGAGATCATGCGATC.GACGCTGraA 
GAAGGACAKACCGTCGGCACCGACGAGGCGCTGTTGGACATCTACCGCOAGCTGCGTCCGGGCGAGCCC 
CCGACCAAAGAGTCAGCGCAGACGCTGTTGGAAAACTTGTTMCAAGGAGAMCGCTACGACCTGGCCC 
GCGTCGGTCGCTATAAGGTCAACAAGAAGCTCGGGCTGCATGTCGGCGAGCCCATCACGTCGTCGACGCT 
GACCGAAGAAGACGTCGTGGCCACCATCGAATATCTGGTCCGCMCKGAGGGTCAGACCACGATGACC 
GTTCCGGGCGGCGTCGAGGTGCCGGTGGAAACCGACGKATCGACCACTTCGGCAACCGCCGCCTGCGTA 
COGTCGGCGAGCTGATCCAAAACCAGATCCGGGTCGGCATGTCGCGCATGGAGCGGGTGGTCCGGGAGCG 
GATGACCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACACCGCAGACGTTGATCAACATCCGGCCGGTGGTCGCCKG 
ATCAAGGAGITMCGGCACCAGCCAGCTGAGCCOATTCATMC .AGAKAACCCGCTGTCGCAGTTGA 
CCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTGCCGGraCTGGAGGTCCG 
CGACGTGCACCCGTCGCACTACGGCCGGATGTGCCCGATCGA4ACCCCTGAGGGGCCCAKATCGGICTG 
ATCGGCKGCTGTCGGTGTOLGCGCGGGTOSACCCGTTCGGGTTCATCGMACGCCGTKCGCAAGGTOG 
TCGACGGCGTGGTTAGCGACGAGATCGTGTACCTGACCGCC.GACGAGGIEGKCGCCACGTGGTGGCACA 
GGCCAATTCGCCGATCGATGCGGACGGTCGCTICGTCGAGCCGCGCGTGCTGGTCCGCCGCAAGGCGGGC 
GOGGTGGAGTACGTGCCCTCGTCTGAGGTGGACIACATGGACGTCTCGCCCCGCCAraATGGTGTCGGTGG 
CCACCGCGATGATTCCCTTCCTGGAGCACGACGACGCCOACCGTGCCCTCATGGGGGCAAACATGCAGCG 
CCAGGCGGTGCCGCTGGTCCGTAGCGAGGCCCCGCTGGIGGGCACCGGGATGGAGCTGCGCGCGGCGATC 
GACGCCGGCGACGTCGTCGTCGCCGAAGADAGCGGCGTCATCGAGGAGGTGTCGGCCGACTACATCKTG 
TGATGCACGACAACGGCACCCGGCGTACCTACCGGATGCGCNIGTTTGCCCCATCCAACCACGGCACTTG 
CGCCAACCAGTGCCCCATCGTGGACGCGGGCGACCGAGTCGAGGCC.GGTCAGGTGATCGCCGACGGTCCC 
TGTACTGACGACGGCGAGATGGCGCTGGGCAAGAACCTGCTGGTGGCCATCATGCCGTGGGAGGGCCACA 
ACTKGKAKGCGATCATCCTGTCCAACCGCCTGEKGAAGAGGACGTGCTCACCTCGATCCACATCGA 
GGAGCATGAGATCGATGCTCGCGOCACCAAGCTGGGTGCGGAGGAGATCACCCGCGACATCCCGOACATC 
TCCGACGAGGTGCTCGCCGACCTGGATGAGCGGraGCATCGTGCGCATCGGTGCCGAGGTTCGCGACGGGG 
KATCCTGGTCGGCAAGGTCACCCCGAAGGGTGAGACCGAGCTGACGCCGGAGGAGCGGCTGCTGCGTGC 
CATCTIT.GGTGAGAAGGCCCGCGAGGTGCGCGACACTICGCTGAKATGCCGCACGGCGAATCCGGCAAG 
GTGATCGGCATTCGOGTGTTTTCCCGCGAGGACGAGGACGAGTTGCCGGCCGGTGTCAACGAGCTGGTGC 
GTGTGTATGTGGCTCAGOAACGCAAGATCTCC.GACGGTGOLAAGCTGGCCGGCCGGCACGGCAACAAGGG 
CGTGATCGGCAAGATCCTGCCGGTTGOSCIACATGCCGTTCCTTGCCGACGGCACCCCGGTGGACATTATT 
TTGAACACCCACGraCGTGCCGCGACGGATGAACATCGGCCAGAMTGGAGACCCACCIUGTTGGTGTG 
CCCACAGCGGCTGGAAGGTCGACGCCGCCAAGGGGGTraGGACTGGGCCGCCAGGCMCCGACGAACT 
GCTCGAGGCGCAGCC.GAACGCCATTGTGTCGACGCCGGTGTTCGACGGCGCCCAGGAGGCCGAGCTGCAG 
GGCCTG7TGTCGTGCACGCTGCCCAACCGCGACGGTGACGTGCTGETCCACGCCGACGGCAAGGCCATGC 
TCTTCGACGGGCGCAGCGGCGAGCCGTTCCCGTACCCGGICACGGTIGGCTACATGTACATCATGAAGCT 
GCACCACCTGGTGraACGACAAGATCCACGCCCGCTCCACCGGGCCGTACKGATGATCACCCAGCAGCCG 
OGGGCGGTAAGGCGCAGMGGTGGCCAGCGGTTCGGGGAGATGGAGTGCTGGGCCATGCAGGCCTKG 
MGCTGCCTACACCCTGCAGGAGCTGTTGACCATCAAGTCCGATGACACCGTCGGCCGCGTUAGGTGTA 
CGAGGCGATCGTCAAGGGTGAGAACATCCCGGAGCCGWATCCCCGAGTCGTTCAAGGTGCTGCTCAMI 
GAACTGCAGTCGCTGTGCCTCAACGTCGAGGTGCTATCGAGTGACGGTGCGGCGATCGAACTGCGCGAAG 
GTGAGGACGAGGACCTGGAGCGGGCCGMGCCOACCTGGGAATCAATCTGTCCCGCOACGAATCCGCAAG 
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Aislado 0402 
Gen rpoB 
Mutación S531L (TCG—>1TG) 

>fedora0402 Ropa 
TTGGCAGATTCCCGCCAGAGCAAAACAGCCGCTAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGCAAAGTTCCTCGAATA 
ACTCCGTACCCGGAGCGCC0.4ACCGGGTCTCCTTCGCTA4GCTGCGCGAACCACTTGAGGTTCCGGGACT 
CCTTGACGTCCAGACCGATTCGTTC.GAGTGGCTGATCGGTTCGCCGCGCTGGCGCGAATCCGCCGCCGAG 
CGraGGTGATGTCAACCCAGTGGGTGGCCTGGAAGAGGTGCTCTACGAGCTGTCTCCGATCGAGGACTTCT 
CCGGGTCGATGTCGTTGTCGTTCTCTGACCCTCGMCGACGATGTCAAGGCACCCGTCGACGAGTGCAA 
AGACAAGGACATGACGTACGCGGCTCCACTGTTCGTCACCGCCGAGTTCATCOACAACAACACCGGTGAG 
ATCAAGAGTCAGACGGTGTWATGGGTGACTTCCCGATGATGACCGAGAAGGGCACGTTCATCATCAACG 
GGACCGAGCGTGTGGTGGTCAGCCAGCTGGTGCGGTCGCCCGGGGTGTACTTCGACGAGACCATTGACOA 
GTCCACCGACJAGACGCTGCACACCGTCAAGGTGATCCCGAGCCGCGGCGCGTGGCTCGAGTTTGACGTC 
GACAAGCGCGACACCGTCGGCGTGCGCATCGACCGCAAACGCCGGCOACCGGTCACCGTGCTGCTCAAGG 
CGCTGGGCTGGACCAGCGAGCAGATTGTCGAGCGGITCGraGTTCTCCGAGATCATGCGATCGACGCTGGA 
GAAGGACAACACCGTCGGCACCGACGAGGCGCTGTTGGACATCTACCGCAAraCTGCGTCCGGGCGAGCCC 
CCGACCAAAGAGTCAGCGCAraACGCTGTTGGAAAACTTGTTCTTCOAGGAGAAGCGCTACGACCTGGCCC 
GCGTCGGTCGCTATAAGGTCOACAAGAAGCTCGGGCTGCATGTCGGCGAGCCCATCACGTCGTCGACGCT 
GACCGAAGAAGACGTCGTGGCCACCATCGAATATCTGGTCCGCTTGCACGAGGGTCAGACCACGATGACC 
GTTCCGGGCGGCGTCGAGGTGCCGGTGGAAACCGACGACATCGACCAMCGGCAOCCGCCGCCTGCGTA 
CGGTCGGCGAGCTGATCCAMACCAGATCCGGGTCGGCATGTCGCGGATGraAGCGGGTGGTCCGGGAGCG 
GATGACCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACACCGCAGACGTTGATCAACATCCGGCCGGTGGTCGCCGCG 
ATCAAGGAGTTCMGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGA 
CCCACAAGCGCCGACTIrTTGAGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTGCCGGGCTGGAGGTCCG 
CGACGTGCACCCGTCGCACTACGGCCGGATGTGCCCGATCGAOACCCCTGAGGGGCCCAACATCGGTCTG 
ATCGGCTCGCTETCGGTGTOLGCGCGGGTCAACCCEITCGGGTICATCGAAACGCCGTACCGCAAGGTGG 
TCGACGGCGTGGTTAGCGACGAGATCGTGTOCCTGACCGCCGACGAGGAGGACCGCCACGTGGTGGCACA 
GGCCAMCGCCGATCGATGCGGACGGTCGCTTCGTCGAGCCGCGCGTGCTGGTCCGCCGCAAGGCGraGC 
GAGGTGGAGTACGTGCCCTCGTCTGAGGTGGACTACATGGACGTCTCGCCCCGCCAGATGGTGTCGGTGG 
CCACCGCGATGATICCMCCTGGAGCACGACGACGCCAACCGTGCCCTCATGGGGGCAAACATGCAGCG 
CCAGGCGGIGCCGCTGGTCCGTAGCGAGGCCCCGCTGGTGGGCACCGGGATGGAGCTGCGCGCGGCGATC 
GACGCCGGCGACGTCGTCGTCGCCGAAGAAAGCGGCGTCATCGAGGAGGTGTCGGCCGACTACATCACTG 
TGATGCMGACAACGGCACCCGGCGTACCTACCGGATGCGCAAGTITGCCCGGTCCAACCACGGCACTTG 
CGCCAACCAGTGCCCCATCGTGGACGCGGGCGACCGAGTCGAGGCCGGTCAGGTGATCGCCGACGGTCCC 
TGTACTGACGACGGCGAGATGGCGCTGGGCAAGAACCTGCTGGTOGCCATCATGCCGTGGGAGGGCCKA 
KTKGAGGACGCGATCATCCTGTCCAACCGCCTGGTCGAAGAGGACGTGCTCACCICGATCCACATCGA 
GGAGCATGAGATCGATGCTCGCGACACCAAGCTGGGTGCGGAGGAGATCACCCGCGACATCCCGAACATC 
TCCGACGAGGTGCTCGCCGACCTGGATGAGCGGGGCATCGTGCGCATCGGTGCCGAGGTTCGCGACGGGG 
ACATCCTGGTCGGCAAGGTCACCCCGAAGGGTGAGACCGAGCTGACGCCGGAGGAGCGGCMCTGCGTGC 
CATCTTCGGTGAGAAGGCCCGCGAGGTGCGCGACACTTCGCTGAAGGTGCCGCACGGCGOATCCGGCAAG 
GTGATCGGCATTCGGGTGITTTCCCGCGAGGACGAGGACGAGTTGCCGraCCGGTGTCAACGAGCTGGTGC 
GTGTGTATGTGGCTCAGAAACGCAAGATCTCCGACGGTGACAAGCTGGCCGGCCGGCACGGCAACAAGGG 
CGTGATCGGCAAGATCCTGCCGGTTGAGGACATGCCGTTCCTTGCCGACGGCACCCCGGTGGACATTATT 
TTGAACACCCACGGCGTGCCGCGACGGATGAACATCGGCCAGATTTTGGAGACCCACCTGGGTTGGTGTG 
CCCACAGCGGCTGGAAGGTCGACGCCGCCAAGGGGGTTCCGGACTGGGCCGCCAGGCTGCCCGACGAACT 

GGCCTGTTGTCGTGCACGCTGCCCAACCGCGACGGTGACGTGCTGGICGACGCCGACGGCOAGGCCATGC 
TMCGACPWGC.AGeGGCGAGCCGTICCCGTACCCGGTCACGGTTGECTACATGTACATCATGAAGCT 

CTGGGCGGTAAGGCGCAG1TCGGTGGCCAGCGGTTCGGGGAGATGGAGTGCTGGGCCATGCAGGCCTACG 
GTGCTGCCTACACCCTGCAGGAGCTGTTGACCATCAAGTCCGATGACACCGTCGGCCGCGTCAAGGTGTA 
CGAGGCGATCGTCAAGGGTGAGAACATCCCGGAGCCGGGCATCCCCGAGTCGTTCAAGGTGCTGCTCAAA 

GTGAGGACGAGGACCTGGAGCGGGCCGCGGCCAACCTGGGAATCAATCTGTCCCGCOACGAATCCGCAAG 
TGTCGAGGATCTTGCGTAA 
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Aislado 0409 
Gen rpoB 
Mutación  S531L (TCG—>ITG) 

>fetio a9409_Rp0B 
TTGGCAGATTCCCGCCAGAGCAAAACAGCCGCTAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGCAAAGTTCCTCGAATA 
ACTCCGTOCCCGGAGCGCCOAACCGGGTCTCCTTCGCTAAGCTGCGCGAACCACTTGAGGTTGCGGGACT 
CCTTGACGTCCAGACCGATTCGTTCGAGTOKTGATCGGTTCGCCGCGCTGGCGCMATCCGCCGCCGAG 
CGGGGTGATGTCAACCCAGIGGETGGCCTGUAGAGGTGCTCTACGAGCTGTCTCCGATCGAGGACTTCT 
CCGGGTCGATGTCGTTGTCGTTCTCTGACCCTCGTTTCGACGATGTCAAGGCACCC.GTCGACGAGTGCOA 
AGACAAGGAO%TGACGTACGCGGCTCCACTGTTCGTCACCGCCGAGTTCATCAACAACAACACCGGT6AG 
ATCAAGAGTCAGACGGTGTTCATGGGTGACTTCCCGATGATGACCGAGAAGGGCACGTTCATCATCAACG 
GGACCGAGCGTGTGGIGGTCAGCCAGCTGGTGC66TCaCCGGGGTGTACTTCGACGICACCATTGACAA 
GTCCACCGACAAGACGCTGCACAGCGTCAAGGTGATCCCGAGCCGCGGCGCGTGGCTCGAGTTTGACGTC 
GACAMCGCGACACCGTCGGCGTGCGCATCGACCGCAAACGCCGraCAACCGGTCACCGTGCTGCTCAAGG 
CGCTGGGCTGGACCAGCGAGCAGATTGTCGAGCGGTTCGGGTTCTCCGAGATCATGCGATCGACGCTGGA 
GAAGGACAACACCGTCGCCACCGACGAGGCGCTGTTGGACATCTACCGCAAGCTGCGTCCGGGCGAGCCC 
CCGACCAAAGAGTCAGCGCAGACGCTGTTGGAMARTGTTCTTCAAGGAGOAGCGCTACGALCTGGCCC 
GCGTCGGTCGCTATAAGGICAACAAGAAraCTCGGGCTGCATGTMGCGACCCAXACGTCGTCGACGCT 
GACCGAAGAAGACGTCGTGGCCACCATCGOATATCTGGTCCGCTTGCACGAGGMAGACCACGATGACC 
GTTCCGGGCGGCGTCGAGGT6CCGGTGGAAACCGACGACATCGACCACTTCGGCAACCGCCGCCTGCGTA 
CGGTCGGCGAGCTGATCCAAAACCAGATCCGGGTCGGCATGTCGCGraATGGAGCGGGTGGTCCGraGAGC6 
GATGACCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACACCGCAGACGTTGATCAACATCCGGCCGGTGGTCGCCGCG 
ATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGA 
CCCACAAGCGCCGACT 'TTG2CGCTGGGGCCC.GGCGGTCTGTCXGTGAGCGTGCCGGGCTGGAGGTCCG 
CGACGTGCACCCGTCGCACTACGGCCGGATGTGCCCGATC.GAAACCCCTGAGGGraCCCOACATCGGTCTG 
ATC.GGCICCCTGTCGGTGTACGCGCGGGTCAACCCGTTCGGG7TCATCGAAACGCCGTKCGCAAGGTGG 
TCGACGGCGTGGTTAGCGACGAGATCGTGTACCTGACCGCCG.ACGAGGAGGACCGCCACGTGGTGGCACA 
GGCC.AATTCGCCGATCGATGCGGACGGTCGCTTCGTCGAGCCGCGCGTGCT6GTCCGCCOCAAGGCGraGC 
GAGGTGGAGTACGTGCCCTCGTCTGAGGIGGACTACATGGACGTCTCGCCCCGCCAGATGGTGTCGGTGG 
CCACCGCGATGATTCCCTRCTGGAGCACGACGACGCCAACCGTGCCCTCATGraGGGCAPACATGCAGCG 
CCAGGCGGTGCCGCTGGTCCGTAGCGAGGCCCCGCTGGTGGGCACCGGGATGGACCTGCGCGCGraCGATC 
GACGCCGGCGACGTCGTCGTCGCCGAAGAMGCGGCGTCATCGAGGAGGTGTCGGCCGACTACATCACTG 
TGATGCACGACAACGGCACCCGGCGTACCTACCGGATGCGCAAGTTTGCCCGSTCCOACCACGGCACITG 
CGCCAACCAGTGCCCCATC6TGGACGCGTACGACCGAGTCGAGGCCGGTCAGGTGATCGCCGACGGTCCC 
TGTACTGACGACGGCGAGATGGCGCTGGGCOAGAACCTGCTGGTGGCCATCATGCC.GTGGGAGGGCCACA 
ACTACGAGGACGCGATCATCCTGTCCAACCGCCTGGTCGAAGAGGACGTGCTCACCTCGATCCACATCGA 
GGAGCATGAGATCGATGCTCGCGACACCAAGCTGGGTGCGGAGGAGATCACCCGCGACATCCCGAACATC 
TCCGACGAGGTGCTCGCCGACCTGraATGAGCGGGGCATCGTGCGCATCGGTGCCGAGGTTCGCGACGraGG 
ACATCCTGGTCGGCAAGGTCACCCCGAAGGGTGAGACCGAGCTGACGCCGGAGGAGCGGCTGCTGCGTGC 
CATCTTCGGTGAGOAGGCCCGCGAGGTGCGCGACACTTCGCTGAAGGTGCCGCACGGCGAATCCGGCAAG 
GTGATCGGCATTCGGGTGMTCCCGCGAGGACGAGGACGAGTTGCCGGCCGGIGTCAACGAGCTGCTGC 
GTGTGTATGTGGCTCAGAAACGCAAGATUCCGACGGTGACAAGCTGGCCGGCCGCCACGGCOACAAGGG 
CGTGATCGGCAAGATCCTGCCG6TIGAGGACATECCGTTCCTTGCCGACGTLACCCCGGTGGACATTATT 
TTGAACACCCACGGCGTGCCGCGACGGATGAACATCGGCCAGATTTTGGAGACCCACCTGGG1TGGTGTG 
CCCACAGCGGCTGGAAGGTCGACGCCGCCAAGGGGGTTCC.GraACTGGGCCGCCAGGCTGCCCGACGAACT 
GCTCGAGGCGCAGCCGAACGCCATTGTGTCGACGCC6GTGITCGACGGCGCCCAGGAGGCCGAGCTGCAG 
GGCOGTEGTCGTGCACGCTGCCCAACCGCGACGGTGACGTGCTGGTCGACGCCGACGGCAAGGCCATGC 
TOTCGACGGGCCCAGCGGCGAGCCGTTCCC.GTACCCGGTCACGGTTGGCTACATETACATCATGAAGCT 
GCACCACCTGGTGGACGACAAGATCCACGCCCGCTCCACCGGGCCGTACTCGATGATCACCCAGCAGCCG 
CTGGGCGGTOAG6CGCAGTTCGGTGGCCAGCGGTTCGGGGAGATGGAGTOCTGGGCCATGCAGGCCTACG 
GTGCTGCCTACACCCTGCAGGATACTETTGACCATCAAGTCCGATGACACCGTC.GGCCGCGTCAAGGTGTA 
CGAGGCGATCGTUAGGGTGAGAACATCCC.GGAGCCGGGCATCCCCGAGTCGTTCAAGGTGCTGOCAAA 
GAACTGCAGTC.GCTGTECCTCAACGTCGAGGTGCTATCGAGTGACGGTGCGGCGATCGAACTGCGCGAAG 
GTGAGGACGAGGACCTGGAGCGGGCCGCGGCCAACCTGGraAATCAATCTGTCCCGCAACGAATCCGCAAG 
TGTCGAGGATCTTGCGTAA 
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Aislado 0605 
Gen rpoB 
Mutación  H526D (CAC—.GAC) 

>fedora0605_Rpotl 
TTGGCAGATTCCOICCAGAGCAMACK•CC.GCTIWTCCTAGTCCGAGTCGCCCGCAAAGTTCCTCaTA 
ACTCCGTACCCGGAGCGCCAAACCGGGTCTCCITCCCTAAGCTGCGCGAACCACTTGAGGTTCCGGGACT 
CMGACGTCCAGACCGAITCGTTCGAGTGraCTGATCGGTTCGCCGCGCTGGCGCGAATCCGCCGCCGAG 
CGGGGTGATGTCAACCCAGTGGGTGGCCIGGAAGAGGTGCTCTACGAGCTGICTCCGATCGAGGACTICT 
CCGGGTCGATGTCGTTGTCGTTCTCTGACCCTCGTTTCGACGATGICAAGGCACCCGTCGACGAGTGCAA 
AGACAAGGACATGACGTOLGCGGCTCCACTGTTCGTCACCGCCGAGTTCATCAACAACNICACCGGTGAG 
ATCAAGAGTCAGACGGTMCATGGGTGAMCCCGATGATGACCGAGAAGGGGICGTTCATCATCAACG 
GGACCGAGCGTGTGGTGGTCAGCCAGCTGGTGCGGTCGCCCGGGGTGTACTTCGACGAGACCATTGACAA 
GTCCACCGACAAGACGCTGOWAGCGTCAAGGTGATCCCGACCC.GCGGCGCGTGGCTCGAGTTTGACGTC 
GACAMCGCGACACC.GTCGGCGTGCGCATCGACCGCAAACGCCGCCAACCGGTCACCGTGCTGCKAAGG 
CGCTGGGCTGGACCAGCGAGCAGATTGTCGAGCGGTTCGGGTTCTCCGAGATCATGCGATCGACGCTEGA 
GAAGrarahlwC.GTCGraCACCGKGAGGCACTGTTGGACATCTACCGCAACITGCGTCCGGGCGAGCCC 
CCGACCANIGAGTCMCGCAGACGOSTTGGAMACTTGITMCAMGAGNIACGOACGACCTGGCCC 
GCGTCGGTCGCTATAAGGTCAKAAWGCTCGGGCTGCATGTCGraCGAGCCCATCACGTCGTCGACCU 
GACCGAAGNIGACGTCGTGGCCACCATCGAATATOGGTCCGCTTGCACGAGGGTCAGACCACGATGACC 
EITCCGGGCGCCGTCGAGGTGCCGGTGGAAACCGACGACATCGACCACTTCGraCAACCGCCGCCTGCGTA 
CGGTCGCCGAGCTGATCCAAAACCAGATCCGGETCCroCATGTCGCGGATOGAGCGGGIGGTCCGGGAGCG 
GATGACCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACACCGCAGACGTTGATCAKATCCGGCCGGTGGTCGCCGCG 
ATCAAGGAUTCUCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGA 
C GAUAGCGCCGACTGTCGCCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGA6CGTGCCGGGCTGGAGGTCCG 
CGACGTGCACCCGTCGCACTACGGCCGGATGTGCCCGATCGAMCCCCTGAGGGGCCCAACATCGGTCTG 
ATCGGCTCGCTGTOGGTGTACGCGCGGGTCAACCCGTTCGGGTTCATCGAAACGCCGTACCGCAAGGTGG 
TCGACGGCGTGGTTAGCGACGAGATCGTGTACCTGACCGCCGACGAGGAGGACCGCCACGTGGTGGCACA 
GGCCAATTCGCCGATCGATGCGGACGGTCGCTTCGTCGAGCCGCGCGTGCTGGTCCGCCGC.A0GGCGGGC 
GAGGTGfaAGTACGTGCCCTCGTCTGAGGTGGACTACATGGACGTCTCGCCCCGCCAGATGGTGTCGGTG6 
CCACCGCGATGATICCCTTCCTGGAGCACGACGACGCCAACCGTGCCCTCATEGGGGCMACATaGGCG 
CCAGGCGG1GCCGCTGGTCCGTAGCGAGGCCCCGCTGGTGGGCACCGGGATGGAGCTGCGCGCGGCGATC 
GACGCCGGCGACGTCGTCGTCGCCGAKIMAGCGGCGTCATCGAGGAGGTGTCMCC.GACTACATCACTG 
TGATGCACGACAACGGCACCCGGCGTACCTACCGraATGCGCAAGTTTGCCCGGTCCAACCACGGCACTIS 
CGCCAACCAGTGCCCCATCGTGGACGCGGGCGACCGAGTC.GAGGCCGGTCAGGTGATCGCCGACGGTCCC 
TGTACTGACGACGGCGAGATGGCGCTGGGCAAGAACCTGCTGOGGCCATCATGCCGTGGGAGGGCCACA 
ACTACGAGGACGCGATCATCCTGTCCAMCGCCTGGTCGAAGAGGACGTGCTCACCTC.GATCCACATCGA 
GGAGCATGAGATCGATGCTCGCGACACCAAGCTGGGTGCGGAGGACATCACCCGCGACATCCCGAACATC 
TCCGACGAGGTGCTCGCCGACCTGGATGAGCGGGGCATCGTGCGCATCGGTGCCGAGGTTCGCGACGGGG 
ACATCCTGGTCGGCAAGGTCACCCCGAAGGGTGAGACCGAGCTGACGCCGGAGGAGCGGCTGCTGCGTGC 
CATMCGGTGAGAAGGCCCGCGAGGTGCGCGACACTTCGCTGAAGGTGCCGCAC.GGCGAATCCGGCAAG 
GTGATCGGCATTCGGGIGTTTTCCCGCGAGGACGAGGACGAGTTGCCGGCCGGTGTOLACGAGCTGGTGC 
GIGTGTATGTGGCTCAGANCGCAAGATCTCCGACGGTGACAAGCTGCBCCGGCCGGCACGGCOACAAGGG 
CGTGATCGGCAAGATCCTGCCGGTTGAGGACATECCGTTCCTTGCCGACOSCACCCCGGTGGACATTATT 
TTGAAC.ACCCACGGCGTMCGCGACGGATGAACATCGGCCAGATTTTGGAGACCCACCTGGGTTGGTGTG 
CCCACAGCGGCTGGAAGGTCGACGCCGCCAAGGGGGTTCCGGACTGGGCCGCCAGGCTGCCCGACGAACT 
GCTCGAGGCGCAGCCGAACGCCATTGTGTCGACGCCGOG1TC6ACGGCGCCCAGraAGGCCGAGCTGCAG 
GGCt ibi itatGTGCACGCTGCCCAACCGCGACGGTGACGTGCTGGTCGACGCCGACGGCAAGGCCATGC 
TCTICGACGGGCGCAGCGGCGAGCCGTTCCCGTACCCGGTCACGGTTGGCTACATGTACATCATGAAGCT 
GCACCACCIGGTCBGACGACAAGATCCACGCCCGCTCCACCGGGCCGTACTCGATGATCACCCAGCAGCCG 
CTGGGCGGTAAGGCGCAGTTCGGTGGCCAGCGGTTCGGGGAGATGGAGTGCTGGGCCATGCAGGCCTACG 
GTGCC.GCCTACACCCTGCAGGAGCTGTTGACCATCAAGTCC.GATGACACCGTCGGCCGCGTCAAGGTGTA 
CGAGGCGATCGTCAAGGGTGAGAACATCCCGGAGCCGGGCATCCCCGAGTCGTTCOAGGTGCTGCTCAAA 
GAACTGCAGTCGCTGTGCCTCAACGTCGAMTGCTATCGAGTGACGGTGCGGCGATCGOACTGCGCGAAG 
GTGAGGACGAGGACCIGGAGCGGGCCGCGGCCAACCTGGGAATCAATCTGTCCCGCAACGAATCCGCAAG 
TGTCGAGGATMGCGTAA 
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Aislado 0708 
Gen rpo8 
Mutación  H526D (CAC—>GAC) 

nedora0788c_Rpol) 
TIGGCAGATTCCCGCCAGAGCAMACAGCCGCTAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGCAAAGTTCCTCGAATA 
ACTCCGTACCCGGAGCGCCAAACCGGGTCTCMCGCTAAGCTGCGCGAACCAUTGAGGTTCCOGGACT 
CCTTGACGTCCAGACCGATTCGTTCGAGTGGCTGATCGGITC.GCC.GCGCTGGCGCGAATCCGCCGCCGAG 
CGGGGTGATGTCAACCCAGTGGGTGGCCTGGAAGAGGTGCTCTACGAGCTGTCTCCGATCGAGGACTTCT 
CCGGGTCGATGTCGTTGTCGTTCTCTGACCCTCGMCGACGATMAAGGCACCCGTCGACGICTIKAA 
AGACAAGGACATGACGTACGCGGCTCCACTGTTCGTCACCGCCGAGTTCATCOACAACAACACCGGTGAG 
ATCAKAGTCAGACGGTGTTCATGGGTGAMCCCGATGATGACCGAGAAGGGCACGTTCATCATCAACG 
GGACCGAGCGTGTGGTGGTCAGCCAGCTGGTGCGGTCGCCCGGGGTGTACTTCGACGAGACCATTGACAA 
GTCCACCGACAAGACGCTGCAG%GCGTCAAGGTGATCCCGAGCCGCGGCGCGTGGCTCGAGTTTGACGTC 
SCAAGCGCGACACCGTCGGCGTGCGCATCGACCGCAAACGCCGGCAACCGGTCACCGTGCTGCTCOAGG 
CGCTGGGCTGGACCAGMAGCAGATTGTCGAGCGGTTCGGGTTCTCCGAGATCATGCGATCGACGCTGGA 
GAAGGACOMACCGTCGGCACCGACGAGGCGCTGTTGGACATCTACCGCAAGCTGCGTCCGGGCGAGCCC 
CCGACCAAAGAGTCAGCGCAGACGCTGTTGGAMAMGTICTTCAAGGAGAAMGCTACGACCTGGCCC 
GCGTCGMCGCTATAAGGTCAACMGAAGCTCGCBGCTGCATGTCGGCGAGCCCATCACGTCGTCGACGCT 
GACCGOAGAAGACGTCGTGGCCACCATCGAATATCTGGTCCGCTTGCACGAGGGTCAGACCACGATGACC 
GTTCC.GMCGGCGTCGAGGTGCCGOGGAAACCGACGACATCGACCACITCGGCAACCGCCGCCTGCGTA 
CGGTCGGCGAGCTGATCCAMACCAGATCCGGGTCGroCATIGTCGCGGATGGAGCGGGTGETCC.GGrairaCG 
GATGACCACCCAGGACGTGraAGGCGATCACACCGCAGACGTTGATCAACATCCGGCCGGTGGTCGCCGCG 
ATOSAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGA 
CI GACIAGCGCCGADITC6GCCOGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTGCCGGGCTGGAGGTCCG 
CGACGTGCAC.CCGTCGCACTACGGCCGGATGTGCCCGATCGAAACCCCTGAGGGGCCCAACATCGGTCTG 

GGCCAATTCMCGATCGATGCGGACGGTCGMCGTCGAGCCGCGCGTGCTGGICCGCCGCAAGGCGGGC 
GAGGTGGAGTACGTGCCCTCGTCTGAGGTGGACTOCATGGACGTCTCGCCCCGCCAGATGGTGTCGGTGG 
CCMCGCGATGATTCCMCCTGGAGCACGACGACGCCOACCGTGCCUCATGGGGGCAAACATGCAGCG 
CCAGGCGGTGCCGCTGGTCCGTAGCGAGGCCCCGCTGGTGGGCACCGraGATGraAGCTGCGCGCGGCGATC 
GACGCCGGCGACGTCGTCGTCGCCGAAGAAAGCGGCGTCATCGAGGAGGTGTCGGCCGACTACATCACTG 
TGATCLACGACAACGGCACCCGGCGTACCTOUGGATGCGCAAGTTTGCCCGGTCCAACCACGSCACTTG 
CGCCOACCAGTGCCCCATCGTGGACGCGGGCGACCGAGTCGAGGCCGGTCAGGTGATCGCCGACEATCCC 
TGTACTGACGACGGCGAGATGGCGCTGGSCAAGAACCTGCTGGTG6CCATCATGCCGTGGGAGGGCCACA 
ACTACGAGGACGCGATCATCCTGTCCAACC.GCCTGGTCGAAGAGGACGTGCTCACCTCGATCCACATCGA 
GGAGCATGOSATCGATGCTCGCGACACCAMOGGGTGCGGAGGAGATCKCCGCGACATCCC.GAACATC 
TCCGACGAGGTGLICGCCGACCTGGATGA6C6GGCC4TCGTGCGCATCGGTGCCGAGG1TCGCGAffaGGG 
ACATCCTGGTCGGCAAGGTC.ACCCCGAAGGSTGAGACCGAtCTGACGCCGGAGGAGCGGCTGCTGLITGC 
UTCTTCGGTGAGAAGGCCCGCGAGGTGCGCGACACTTCGCTGAAGGTGCCGCACGGCGOATCCGGCAAG 
GTGATCGGCATTCGGGIETTITCCCGCGAGGACGAGGACGAGTTGCCGGCCGGTGTCAACGAGCTGGTGC 
GTGIGTATGTGGCTCOGAAOLGCAAGATCTCCGACGGTGACMGCTGGCCGraCCGGCACGGCAACAAGGG 
CGTGATCGGCAAGATCCTGCCGGTTGAGGACATGCCGTTCMGCCGACGGCACCCCOGTGGACATTATr 
TTGAAr-ACCCACGGCGTGCCGCGACGGATGAACATCGGCCAGATTITGGAGACCCACCTGGGTTGGTGTG 
CCCACMCGGCTGGAAGGTCGACGCCGCCAAGGGGGTTCCGGACTGGGCCGCCAGGCTGCCCGACGAACT 
GCTCGAGGCGCAGCCGAACGCCATTGEGTCGACGCCGGTGTIZGACGGCGCCCAGGAGGCCGAGCTGCAG 
GGCCTGTTGTCGTGCACGCTGCCOACCGCGACGGTGACGTGCTGGTCGACGCMCGGCAAGGCCATOC 
TMCGACGGGCGCMCGGCGAGCCG1TCCCGTOCCCGGTCACSITTG6CTACATGTACATCATGAAGCT 
GCACCACCTGGTGGACGACAAGATCCACGCCCGCTCCACCGGGCCGTKTCGATGATCACCCAGCAGCCG 
CTGGGCGGTAAGGCGCAGTTCGGTGGCCAGCGGTTCGGGGAGATGGAGTGCTGGGCCATGCAGGCCTACG 
GTGRGCCTACACCCTGCAGGAGCTGTTGACCATCAAGTCCGATGACACCGTCGCCCGCGTCAAGGTGTA 
CGAGGCGATCGTCAAGGGTGAGAIICATCCCGGAGCCGGGCATCCCCGAGTCGTTCAAGGTGCTGCTCAAA 
GAACTGCAGTCGCTGTGCCTCAACGTCGAGGTGCTATCGAGTGACCATGCGGCGATCGAACTGCGCGAAG 
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Aislado 0801 
Gen rpoB 
Mutación  Wild type 

>fedora8831c_RpoB 
ITGGCAGATTCCCGCCAGAGCAAAACAGCCGCTAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGCAAAGTTCCTCGAATA 
ACTCCGTACCCGGAGCGCCAAACCGraGTCTCCTTCGCTAKATGCGCGAACCACTTGAGGTTCCGGGACT 
CMGACGTCCAGACCGATTCGTTCGAGTGGCTGATCGGTTCGCCGCGCTGGCGCGAATCMCCGCCGAG 
CGGGGTGATGTCAACCCAGTGGGTGGCCTGGAAGAGGTGCTCTACGAGCTGTCTCCGATCGAGGAMCT 
CCGGGTCGATGTCGTTGTCGITCTCTGATCCTCGMCGACGATGTCAAGGCACCCGTCGACGAGTGCAA 
AGACAMGAr  ATGACGTACGCGGCTCCACTGTTCGTUCCGCCGAGITCATCAACAACAACACCGGTGAG 
ATCAAGAGTCAGACGGTGTTCATGGGTGAMCCCGATGATGACCGAGAAGGGCACGTTCATCATCAACG 
GraACCGAGCGTGTGGTGGTCAGCCAGCTGGTGCGGTCGCCCGGGGTGTACTTCCIACGAGACCATTGACAA 
GTCCACCGACAAGACGCTGCACAGCGTCAAGGTGATCCCGAraCCGCGCCGCGTGGCTCGAGMGACGTC 
GACAAGCGCGACACCGTCGGCGTGCGCATC.GACCGCAAACGCCGGCAACCGGTCACCGTGCTGCTCAAGG 
CGCTGGGCTGGACCAGCGAGCAGATTGTCGAGCGGTTCGGGTTC TCCGAGATCATGCGATCGACGCCGGA 
GAAGGACAACACCGTCGGCACCGACGAGGCGCTGTTGGACATCTACCGCAAGCTGCGTCCGGGCGAraCCC 
CCGACCAAAGAGTCAGCGCAGACGCTGTTGGAAAACTTGTTCTTCAAGGAGAAGCGCTACGACCTGGCCC 
GCGTCGGTCGCTATAAGGTCAACAAGAAGCTCGGGCTGCATGTCGGCGAGCCCATCACGTCGTCGACGCT 
GACCGOAGAAGACGTCGTGGCCACCATCGAATATCTGGTCCGCTTGCACGAGGGTCAraACCACGATGACC 
GITCCGGGCGGCGTCGAGGTGCCGGTGGAAACCGACGACATCGACCACTTCGGCAACCGCCGCCTGCGTA 
CGGTCGGCGAGCTGATCCAAAACCAGATCCGGGTCGGCATGTCGCGGATGGAGCGGETGGTCCGGGAGCG 
GATGACCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACACCGCAGACG7Tr ATCAMATCCGGCCGGTGGTCGCCGCG 
ATCAOSGAGIUTTCGGCACCAGCCAGC TGAGCCAATTCAThGAC ..0faAACAACCCGCTGTCGGGGTTGA 
CÍCAC AAGCGCCGACRITCG 3CGCTGGGGCCCGGCGGTCTG1LALGTGAGCGTGCCGGGCTGGAGGTCCG 
CGACGTGCACCCGTCGCACTMGGCCGGATGTGCCCGATCGAAACCCCTGAGGGGCCCAACATCGGTCTG 
ATCGGCTCGCTGTCGGTGTACGCGCGGGTCAACCCGTTCGraGTTCATCGAMCGCCGTACCGCAAGGTGG 
TCGACGGCGTGEITAGCGACGAGATCGTGTACCTGACCGCCGACGAGGAGGACCGCCACGTGGTGGCACA 
GGCCAATTCGCCGATCGATGCGGACGGTCGCTTCGTCGAGCCGCGCGTGCTGGTCCGCCGCAAGGCGGGC 
GAGGTGGAGTACGTGCCCTCGTCTGAGGTGGACTACATGGACGTCTCGCCCCGCCAGATGGTGTCGGTGG 
CCACCGCGATGATTCCCTTCCTGGAGCACGACGACGCCAACCGTGCCCTCATGGGGGCAAACATGCAGCG 
CCAGGCGGTGCCGCTGGTCCGTAGCGAGGCCCCGCTGGTGGGCACCGGraATGGAGCTGCGCGCGGCGATC 
GACGCCGCCGACGTCGTCGTCGCCGOAGAAAGCGGCGTCATCGAGGAGGTGTCGGCCGACTACATCACCG 
TGATGCACGACAACGGCACCCGCaCGTACCTACCGGATGCGCAAGMGCCCGGTCCAACCEGGCAMG 
CGCCAACCAGTGCCCCATCGTGGACGCGGGCGACCGAGTCGAGGCCGGTCAGGTGATCGCCGACGGTCCC 
TGTACTGACGACGGCGAGATGGCGCTGGGCAAGAACCTGCTGGTGGCCATCATGCCGTGGGAGGGCCACA 
ACTICGAGGACGCGATCATCCTGTCCAACCGCCTGGTCGAAGAGGACGTGCTCACCTCGATCCACATCGA 
GGAGCATGAGATCGATGCTCGCGACACCAAGCTGGGTGCGGAGGAGATCACCCGCGACATCCCGAACATC 
TCCGACGAGGTGCTCGCCGACCTGGATGAGCGGGGCATCMCGCATCGGTGCCGAGGTTCGCGACGGGG 
ACATCCTGGTCGGCAAGGTCOCCCCGAAGGGTGAGACCGAGCTGACGCCGGAGGAGCGGCTGCTGCGTGCI 
CATCTTCGGTGAGAAGGCCCGCGAGGTGCGCGACACTTCGCTGAAGGTGCCGCACGGCGAATCCGGCAAG 
GTGATCGGCA1TCGGGTGTT7TCCCGCGAGGACGAGGACGAG1TGCCGGCCGGTGTCAACGAGCTGGTGC 
GTGTGTATGTGGCTCAGAAACGCAAGATCTCCGACGGTGACAAGCTGGCCGGCCGGCACGGCAACAAGGG 
CGTGATCGGCAAGATCCTGCCGGTTGAGGACATGCCGTTCMGCCGACGGCACCCCGGTGGACATTATT 
TTGAACACCCACGGCGTGCCGCGACGGATGAACATCGGCCAGATTTTGGAGACCCACCTGGGTTGGTGTG 
CCCACMCGGCTGGAAGGTCGACGCCGCCAAGGGGGTTCCGGACTGGGCCGCCAGGCTGCCCGACGAACT 
GCTCGAGGCGCAGCCGAACGCCATTGTGTCGACGCCGGTGTTCGACGGCGCCCAGGAGGCCGAGCTGCAG 
GGCCTGTTGTCGTGCACGCTGCCCAACCGCGACGGTGACGTGCTGGTCGACGCCGACGGCAAGGCCATGC 
TCTTCGACGGGCGCAGCGGCGAGCCGTTCCCGTACCCGGTCACGGITGGCTOCATGTICATCATGAAGCT 
GCACCACCTGGTGGACGACAAraATCCACGCCCGCTCCACCGGGCCGTACTCGATGATCACCCAGCAGCCG 
CTGGGCGGTAAGGCGCAGTTCGGTGGCCAGCGGTTCGGGGAGATGGAGTGCTGGGCCATGCAGGCCTACG 
GTGCTGCCTACACCCTGCAGGAGCTGTTGACCATCAAGTCCGATGACACCGTCGGCCGCGTCAAGGTGTA 
CGAGGCGMCGTCAAGGGTGAGAACATCCCGGAGCCGGGCATCCCCGMTCGTTCAAGGTGCTGCTCOAA 
GAACTGCAGTCGCTGTGCCTCAACGTCGAGGTGCTATCGAGTGACGGTGCGGCGMCGAACTGCGCGAAG 
GTGAGGACGAGGACCTGGAraCGGGCCGCGGCCAACCTGGGAATCAATCTGTCCCGCMCGAATCCGCAAG 
TGTCGAGGATCTTGCGTAA 
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Aislado 1005 
Gen rpoB 
Mutación H526Y (CAC—CTAC) 

»fedoralISS_Rpo8 
TTGGCAGATTCCCGCCAGAGCAMACAGCCGCTAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGCMAGTTCCTCGOATA 
ACTCC.GTACCCGGAGOCCAAACCGGETCTCCTTCGCTAAGCTGCGCGAACCACTTGAGETTCCGGGACT 
CCTTGACGTCCAGACCGATTCGTTCGAGTGGCTGATCGGTTCGCCGCGCTGGC6CGAMCCGCCGCCGAG 
CGGGGTGATGTCPACCCAGTGGGTGGCCTGGAAGAGGT6CTCTACGAGCTGETCCGATC6AGraACTTCT 
CCGGGTCGATGTCGTTGTCGTICTCTGACCUCGTTTCGACGATGTCAAGGCACCCGTCGACGAGTGCM 
Ka4CAAGGACATGACGTOUCGGCTCCACTGTTCGTCACCGCC6AGTTCAT~AAMCACCG6TGAG 
ATCAAGAGTCAGACGGEGTICATGGGTGAMCCCGATGATGACCGAGAAGGGCACGTICATCATCOACG 
GGACCGA&GTGTGGTGGTCAGCCAGCTGGTGCGGTCGCCCGGGGIGTACTTCGACGAGACCATTGACAA 
GTCCACCGACAAGACGCTGCACAGCGTCAAGGTGATCCCGAGCCGCGGCGCGTGGCTCGAUTTGACGTC 
GACAAGCGCGACACCGTCGGCGTGCGCATCGACCGCAAACGCCOGCAACCOGTCACCGTGCTGCTUAGG 
CGCTGGGCTGGACCAGCGAGCAGATTGTCGAGCGGTTCGGGTTCTCCGAGATCATGCGATCGACGCTGGA 
GAAGGACAMACCGTCGGCACCGACGAGGCGCTGTTGGAf.ATCTACCGCNIGCTGCGTCCGGGCGAGCCC 
CCGACCAAAGAGTCACCGCAGACGCTGTTGGAMACTIGTTCTTCAAGGMAAGCGCTKGACCTGGCCC 
GCGTCGGTCGCTATILOGGTCAACAAGAAGCTCGGGCTGCATGTCGGCGAraCCCATCACGTCGTCGACGCT 
GACCGAAGAAGACGTCGTGGCCACCATCGAATATCTGGTCCGCTTGCACGAGGGTCAGACCACGATGACC 
GTTCCGGGCGGCGTCGAGGTGCCGGTGraAAACCGACGACATCGACCAMCGGCAACCGCCGCCTGCGTA 
CGGTCGGCGAGCTGATCCAAAACCAGATCCGGGTCGGCATGTC.GCGGATGraAGCGGGTGGTCCGGGAGCG 
GATGACCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACACCGCAGACGTTGATCAACATCCGGCCGGTGGTCGCCGCG 
ATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGNICOACCCGCTGTCGGGGTTGA 
C TM ViraCGCCGACTGTCGGCGCTGraGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTGCCGGGCTGGAGGTCCG 
CGACGTGCACCCGTCGCACTACGGCCGGATGTGCCCGATCGAAACCCCTGAGGGGCCCAACATCGGTCTG 
ATC6CaCGLIGTCGGTGTACGCGCGCATCAACCCGTTCGGMCATCGAAACGCCGTACCGCAAGGTGG 
TCCIACGGCGTGGTTOGCGACGAGATCGTGTACCTGACC.GCCGACGKIGAGGACCGCCACGTGGTGGCACA 
GraCCOATTCGCCGATCGATGCGGACGGTCGCTTCGTCGAGCCGCGCGTGCTGGTCCGCCGCAAGGCGGGC 
GAGGTGGAGTACGTGCCCTCGTCTGAGGTGGACTACATGGACGTCTCGCCCCGCCAGATGGTGTCGGTGG 
CCKCGCGATGATTCCMCCTGGAGCACGACGACGCCAACCGTGCCCTCATGGGGGCAAACATGCAGCG 
CCAGGCGGTGCCGCTGGTCCGTAGCGAGGCCCCGCTGGTGGGCACCEGGATGGAGCTGCGCGCGGCGATC 
GACGCCGGCGACGTCGTCGTCGCCGAAGAAAGCGGCGTCATCGAGGAGGTGTCGGCCGACTACATCACTG 
TGATGCACGACAACGGCACCCGGCGTACCTACCGGATGCGCAAGTTTGCCCGGTCCAACCKGGCACTTG 
CGCCAACCOMGCCCCATCGTGGACGCGGGCGACCGAGTCGAGGCCGGTCAGGTGATCGCCGACGGTCCC 
TGTACTGACGACG6CGAGATGGCGCTGGGCAAGAACCTGCTGGTGGCC4TCATGCCGTGGra4GGGCCACA 
ACTACGOSACGCGATCATCCTGTCCAACCGCCTGGTCGAAGAGGACGTGCTCACCTCGATCCACATCGA 
GGAGCATGAGATCGATGCTCGCGACACCOAGCTGGGTGCGGAGGAGATCACCCGCGACATCCCGAACATC 
TCCGACGAGGTGCTCGCCGACCTGGATGAGCGGGGCATCGTGCGCATCGGTGCCGAGGTTCGCGACGGGG 
ACATCCTGGTCGGCAAGGTCACCCCGAAGGGTGAGACCGAGCTGACGCCGGAGGAGCGGCTGCTGCGTGC 

CATCTTCGGTGAGAAGGCCCGCGAGGTGCGCGACAMCGCTGAAGGTGCCGCACGGCGAATCCGGCAAG 
GTGATCGGCATTCGCATOTTTCCCGCGACfaICGAGGACGAGTTGCCGGCCGGTGTCAACGAGOGGTGC 
GTGTGTATGTGGCTCAGAAACCIAAGATCTCCGACGGTGACAAGCTGGCCGGCCGGCACGGCAACAAGGG 
CGTGATCGGCAAGATCCTGCCGGTTGAGGACATGCCGTTCMGCCGACGGCACCCCOGTEGACATTATT 
TTGAACACCCACGGCGTGCCGCGACGGATGAACATCGGCCAGATTTTGGAGACCCACCTGGGTTGGTGTG 
CCCAC.MCGGCTGGAAGGTCGACGCCGCCAGEGGGGTTCCGGACTGGGCCGCCAGGCTGCCCGACGOACT 
GCTCGAGGCGCAGCCGAACGCCATTGTGTCGACGCCGGTGTTCGACGGCGCCCAGGAGGCCGAGCFGCAG 
GGCCTGTTGTCGTGCACGCTGCCOSACCGCGACGGTGACGTGCTGGTCGACGCCSACGGCAAGGCCATGC 
TCTTCGACGGGCGCACAGGCGAGCCGTTCCCGTACCCGGTCACGGTTGGCTACATGTACATCATGAAGCT 
GCACCACCTGGTGGACGACAAGATCCACGCCCGCTCCACCGGGCCGTACTCGATGATCACCCAGCAGCCG 
CTGGGCGGIAAGGCGCAGTTCGGTGGCCAGCGGTTCGSGGAGATGGAGTGCTGGGCCATGCAGGCCTACG 
GTGCTGCCTACMCCTGCAGGAGCTGTTGACCATCAOATCCGATGACACCGTCGGCCGCGTCAAGGTGTA 
CGAGGCGATCGTCAAGGGTGAGAACATCCCGGAGCCGGGCATCCCCGAGTCGTTCAAGGTGCTGCTCAAA 
GAACTGCAGTCGCTGTGCCTCAACGTCGAGGTGCTATCGAGTGACGGTGCGGCGATCGAACTGCGCGAAG 

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

Mutación 531  

fedora9605 RpoO 
fedora9798cRpoB 
fedora1085 Rpo8 
fedora9891cRpoB 
fedora8402Rpo8 
fedora8409Rpo8 
H3781, Ropa 
fedore9292c RpoB 
fedora0208eRpol 

laGGUTGACCGACAAGCGCCGACTOCGGCGCTMGCMGGCMTCTGTCACGTGAG 
TCCEGGTTGACCGOCAAGCGCCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTOGTCACGTGAG 
TCGGGGTTGACCTACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTGGGGCMGGCGGTCTGTCACGTGAG 
TCGGGGTTGACCCACAAGCGCMCTSTCGGCGCTEGGGCCOMGTCTGTCACGTGAG 
TCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGUGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAG 
TCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTTGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAG 
TCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAG 
TCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGICACGTGAG 
TaGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTOGGCCCGGCCATCTUCACGTGAG 

• 	 • 	• 

Mutación 526  

fedoraS685 Rpo0 TCGGGGTTGACCGACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAG 
fedora9708c RpoB TCGGGOTTGACCGACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTGGGGCCMGCGGTCTGTCACGTGAG 
fedora1005 Rpo8 TC9:33GTTGACCTACAAGCGCCGACTGTCGGCGClliGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAG 
fedora98O1c Ropa TCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGICACGTGAG 
fedora0402_9poB TaliGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTTGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAG 
~orate/ Rpo8 TCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTTGGCGCTOGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAG 
H37Rv RpoB TCGOGGTTGACCCACAAGCGCCGACTUMGCGCTGEGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAG 
fedora0282c Rime TCGGGGTTGACCCACPAGCGCCGACTGTMGCGCTGGSZCCGGCGGTCTGTCACGTGAG 
fedora828Be Rima 1aiG6G1TGACCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTOCG16AG 

a 	 • 

Mutación 516 

fedore8605Rpo0 ATCAAGGAG1TCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTG 
fedore8708c Roa ATCAAGGAGTTCTTMGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTG 
fedore1B05 RpoB ATCAAGGAMMCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATKATGGACCAGAACAACCCGCTG 
fedora0891c Rpoll ATCAAGGAGTTMCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAMTCAMACCAGAACAACCCGCTG 
redora!~ Rpo8 ATCAAGGAGTTOUGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTG 
fedora8489 RpoB ATCAAGGAGTTC1TCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTG 
/137% RpoB ATCAAGGAG11MCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTG 
fedore0202c RpoB ATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATG1TCCAGAACAACCCGC1G 
fedora0208e RpoB ATCAAGGAGUMCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGTTCCAGAACAACCCGCTG 
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Muestra H37Rv 
Gen mhA 
WiId Type 

>113711vinhA 
ATGACAGGACTGCTGGACGraCAMCGGATTUGGTTAGCGGAATCATCACCGACTCGTCGATCGCGT1TC 
ACATCGCACGGGTKACCAGGAGCAGGGCGCCCAGCTGGTGCTCACCGGGTTCGACCGGCTGCGGCTGAT 
TCAGCGCATCACCGACCGGCTGCMGCAAAGGCCCCGCTGCTCGAACTCGACGTGCAAAACGAGGAGCAC 
CTGGCCAGC17GGCCGGCCGGGTGACCGAGGCGATCGGGGCGGGCAACAAGCTCGACGGGGTGGTGCATT 
CGATTGGGTTCATGCCGCAGACCGGGATGGGCATCAACCCGTTMCGACGCGCCCTACGCGGATGTGTC 
CAAGGGCATCCACATCTCGGCGTATTCGTATGCTTCGATGGCCAAGGCGCTGCTGCCGATCATGAACCCC 
GGAGGTTCCATCGTCGGCATGGACTTCGACCCGAGCCGGGCGATGCCGGCCTACAACTGGATGACGGTCG 
CCAAGAGCGCGTTGGAGTCGGICAACAGGTTCGTGGCGCGCGAGGCCGGCA4GTKGGTGTGCGTTCGAA 

GCCGGCGCCCAGATCCAGCTGCTCGAGGAGGGCTGGGATCAGCGCGCTCCGATCGGCTGGAACATGPAGG 
ATGCGACGCCGGTCGCCAAGACGGTGTGCGCGCTGCTGTCTGACTGGCTGCCGGCGACCACGGGTGACAT 
CATCTACGCCGACGGCGGCGCGCACACCCAATTGCTCTAG 

Aislado 0202 
Gen mhA 
Mutación  Wdd Type 

>fedora0202cinhA 
ATGACAGGACTGCTGGACGGCAAACGGATTCTGGTTAGCGGIATCATCACCGACTCGTCGATCGCGTTTC 
ACATCGCACGGGTAGCCCAGGAGCAGGGCGCCCAGCTGGTGCTCACCGGGMGACCGGCTGCGGCTGAT 
TCAGCGCATCACCGACCGGCTGCCGGCAAAGGCCCCGCTGCTCOACTCGACGTGCAAAACGAGGAGC.AC 
CTGGCCAGCTTGGCCGGCCGcaGTGACCGAGGCGATCGGGGCGGGCAACMGCTCGACGGGGTGGTGCATT 
CGATTGGGTTCATGCCGCAGACCGGGATGGGCATCOACCCGTTCTTCGACGCGCCCTACGCGGATEEGTC 
CAAGGGCATCCACATCTCGGCGTATTCGTATGCTTCGATGGCCAAGGCGCTGCTGCCGATCATGAACCCC 
GGAGGTTCCATCGTCGGCATGGACTTCGACCCGAGCCGGGCGATGCCGGCCTACAACTGGATGACGGTCG 

GCCGGCGCCCAGATCCAGCTGCTCGAGGAGGGCTGGGATCAGCGCGCTCCGATCGGCTGGAACATGAAGG 
ATGCGACGCCGGTCGCCOAGACGGTGTGCGCGCTGCTUCTGACTGGCTGCCGGCGACCACGGGTGACAT 
CATCTACGCCGACGGCGGCGCGCACACCOATTGCTCTAG 
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Aislado 0208 
Gen InhA 
Mutación  Wild Type 

>fedoraO288eInhA 
ATGACAGGACTGCTGGACGGCAAACGGATTCTGGTTAGCGGAATCATCACCGACTCGTCGATCGCGMC 
ACATCGCACGGGTAGCCCAGGAGCAGGGCGCCCAGCTGGTGCTCACCGGGITCGACCGGCTGCGGCTGAT 
TCAGCGCATCACCGACCGGCTGCCGGCAAAGGCCCCGCTGCTCGAACTCGACGTGCAAAACGAGGAGCAC 

CGATTGGGTTCATGCCGCAGACCGGraATGGGCATCAACCCGTTMCGACGCGCCCTACGCGGATGTGTC 
CAAGGGCATCCACATCTCGGCGTATTCGTATGCTTCGATGGCCAAGGCGCTGCTGCCGATCATGAACCCC 
GGAGGTTCCATCGTCGGCATGGACTTCGACCCGAGCCGGGCGATGCCGGCCTACAACTGGATGACGGTCG 
CCA4GAGCGCGTTGGAGTCGGTCAACAGGTTCGTGGCGCGCGAGGCCGGCAAGTACGGTGTGCGTTCGAA 
TCTCGTTGCCGCAGGCCCTATCCGGACGCTGGCGATGAGTGCGATCGTCGGCGGTGCGCTCGGCGAGGAG 
GCCGGCGCCCAGATCCAGCTGCTCGAGGAGGGCTGGGATCAGCGCGCTCCGATCGGCTGGAACATGAAGG 
ATGCGACGCCGGTCGCCAAGACGGTGTGCGCGCTGCTGTCTGACTGGCTGCCGGCGACCACGGGTGACAT 
CATCTACGCCGACGGCGGCGCGCACACCCAATTGCTCTAG 

Aislado 0402 
Gen mía 
Mutación  Wild Type 

>fedora8402_InhA 
ATGACAGGACTGCTGGACGGCAMCGGATTCTGGTTAGCGGAATCATCACCGACTCGTCGATCGCGTTTC 
ACATCGCACGGGTAGCCCAGGAGCAGGGCGCCCAGCTGGTGCTCACCGGGTTCGACCGGCTGCGGCTGAT 
TCAGCGCATCACCGACCGGCTGCCGGCAAAGGCCCCGCTGCTCGAACTCGACGTGCAAAACGAGGAGCAC 
CTGGCCAGCTTGGCCGGCCGGGTGACCGAGGCGATCGGGGCGGGCAACAAGCTCGACGGGGTGGTGCATT 
CGATTGGGTTCATGCCGCAGACCGGGATGraGCATCAACCCGTTCTTCGACGCGCCCTACGCGGATGTGTC 
CAAGGGCATCCACATCTCGGCGTATTCGTATGCTTCGATGGCCAAGGCGCTGCTGCCGATCATGAACCCC 
GraAGGTTCCATCGTCGGCATGGAMCGACCCGAGCCGGGCGATGCCGGCCTACAACTGraATGACGGTCG 
CCAAraAGCGCGTTGGAGTCGGTCAACAGGTTCGTGGCGCGCGAGGCCGGCAAGTACGGTGTGCGTTCGAA 
TCTCGTTGCCGCAGGCCCTATCCGGACGCTGGCGATGAGTGCGATCGTCGGCGGTGCGCTCGGCGAGGAG 
GCCGGCGCCCAGATCCAGCTGCTCGAGGAGGGCTGGGATCAGCGCGCTCCGATCGGCTGGAACATGAAGG 
ATGCGACGCCGGTCGCCAAGACGGTGTGCGCGCTGCTGTCTGACTGGCTGCCGGCGACCACGGGTGACAT 
CATCTACGCCGACGGCGGCGCGCACACCCAATTGCTCTAG 
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Aislado 0409 
Gen InizA 
Mutación  Wild Type 

>fedora9489_InhA 
ATGACAGGACTGCTGGACGGCAMCGGATTCTGGTTAGCGGAATCATCACCGACTCGTCGATCGCGMC 
ACATCGCACGGGTAGCCCAGGAGCAGGGCGCCCAGCTGGTGCTCACCGGGTTCGACCGGCTGCGGCTGAT 
TCAGCGCATCACCGACCGGCTGCCGGCAAAGGCCCCGCTGCTCGAACTCGACGTGC0A6ACGAGGAGCAC 
CTGGCCAGCTTGGCCGGCCGGGTGACCGAGGCGATCGGGGCGGGCAACAAGCTCGACGGGGTGGTGCATT 

GGAGGTTCCATCGTCGGCATGGACTTCGACCCGAGCCGGGCGATGCCGGCCTACAACTGGATGACGGTCG 
CCAAGAGCGCGTTGGAGTCGGTCAACAGGTTCGTGGCGCGCGAGGCCGGCAAGTACGGTGTGCGTTCGAA 
TCTCGTTGCCGCAGGCCCTATCCGGACGCTGGCGATGAGTGCGATCGTCGGCGGTGCGCTCGGCGAGGAG 
GCCGGCGCCCAGATCCAGCTGCTCGAGGAGGGCTGGGATCAGCGCGCTCCGATCGGCTGGAACATGAAGG 
ATGCGACGCCGGTCGCCAAGACGGTGTGCGCGCTGCTGTCTGACTGGCTGCCGGCGACCACGGGTGACAT 
CATCTACGCCGACGGCGGCGCGCACACCCAATTGCTCTAG 

Aislado 0605 
Gen udzA 
Mutación  Wild Type 

>fedora13605_InhA 
ATGACAGGACTGCTGGACGGCAMCGGATTCTGGTTMCGGAATCATCACCGACTCGTCGATCGCGTTTC 
ACATCGCACGGGTAGCCCAGGAGCAGGGCGCCCAGCTGGTGCTCACCGGGTTCGACCGGCTGCGGCTGAT 
TCAGCGCATCACCGACCGGCTGCCGGCAAAGGCCCCGCTGCTCGAACTCGACMCAAAACGAGGAGCAC 
CTGGCCAGCTTGGCCGGCCGGGTGACCGAGGCGATCGGGGCGGGCAACAAGCTCGACGGGGTGGTGCATT 
CGATTGGGTTCATGCCGCAGACCGGGATGGGCATCAACCCG1TCMGACGCGCCCTACGCGGATGTEM 
CAAGGGCATCCACATCTCGGCGTATTCGTATGMCGATGGCCAAGGCGCTGCTGCCGATCATGAACCCC 
GGAGGTTCCATCGTCGGCATGGACTTCGACCCGAGCCGGGCGATGCCGGCCTACAACTGGATGACGGTCG 

TCTCGMCCGCAraGCCCTATCCGGACGCTGGCGATGAGTGCGATCGTCGGCGGTGCGCTCGGCGAGGAG 
GCCGGCGCCCAGATCCAGCTGCTCGAGGAGGGCTGGGATCAGCGCGCTCCGATCGGCTGGAACATGAAGG 
ATGCGACGCCGGTCGCCAAGACGGTGTGCGCGCTGCTOCTGACTGGCTGCCGGCGACCACGGGTGACAT 
CATCTACGCCGACGGCGGCGCGCACACCCAATTGCTCTAG 
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Aislado 0708 
Gen inhA 
Mutación Wild Type 

>fedora0788c_InhA 
ATGACAGGACTGCTGGACGGCPAACGGATTCTGGTTAGCGGAATCATCACCGACTCGTCGATCGCGMC 
ACATCGCACGGGTAGCCCAGGAGCAGGGCGCCCAGCTGGTGCTCACCGCATTCGACCGGCTGCGGCTGAT 
TCAGCGCATCACCGACCGGCTGCCGGCOAAGGCCCCGCTGOCGAACTCGACGTGCAAAACGAGGAGCAC 
CTGGCCAGCTTGGCCGGCCGGGTGACCGAGGCGATCGGGGCGGGCAACAAGCTCGACGGGGTGGTGCATG 
CGATTGGGTIZATGCCGCAGACCGGGATGGGCATC.OACCCG1TCMGACGCGCCCTACGCGGATGTGTC 
CAAGGGCATCCACATCTCGGCGTATTCGTATGMCGATGGCCAAGGCGCTGCTGCCGATCATGAACCCC 
GGAGGTTCCATCGTCGGCATGGACTTCGACCCGAGCCGGGCGATGCCGGCCTACAACTGGATGACGGICG 
CCAAGAGCGCGTTGGAGTCGGTCAACAGGTTCGTGGCGCGCGAGGCCGGCAAGTACGGTGTGCGTTCGAA 
TCTCGTTGCCGCAGGCUTATCCGGACGCTGGCGATGAGTGCGATCGTCGGCGGIZCGCTCGGCGAGGAG 
GCCGGCGCCCAGATCCAGCTGCTCGAGGAGGGCTGGGATCAGCGCGCTCCGATCGGCTGGAACATGAAraG 
ATGCGACGCCGGTCGCCAAGACGGTGTGCGCGCTGCTGTCTGACTGGCTGCCGGCGACC.ACGGGTGACAT 
CATCTACGCCGACGGCGGCGCGCACACCCA.411GCTCTAG 

Aislado 0801 
Gen iniiA 
Mutación Wild Type 

>fedoragaBlc_InhA 
ATGACAGGACTGCTGGACGGCMCGGATTCTGGTTAGCGGOATCATCACCGACTCGTCGATCGCGTTTC 
ACATCGCACGGGTAGCCCAGGAGCAGGGCGCCCAGCTGGTGCTCACCGGGTTCGACCGGCTGCGGCTGAT 
TCAGCGCATCACCGACCGGCTGCCGGCMAGGCCCCGCTGCTCGAACTCGACGTGCAAAACGAGGAGCAC 
CTGGCCAGCTTGGCCGGCCGGGTGACCGAGGCGATCGGraGCGGGCA4CAAGCTCGACGGGGTGGTGCATT 
CGATTGGGTTCATGCCGCAGACCGGGATGraGCATCAACCCGTTMCGACGCGCCCTACGCGGATGTGTC 
CAAGGGCATCCACATCTCGGCGTATTCGTATGMCGATGGCCAAGGCGCTGCTGCCGATCATGAACCCC 
GGAGGTTCCATCGTCGGCATGGAMCGACCCGAGCCGGGCGATGCCGGCCTACAACTGGATGACGGTCG 
CCAAGAGCGCGTTGGAGTCGGTCAACAGGTTCGTGGCGCGCGAGGCCGGCAAGTACGGTGTGCGTTCGAA 
TCTCGTTGCCGCAGGCCCTATCCGGACGCTGGCGATGAGTGCGATCGTCGGCGGTGCGCTCGGCGAGGAG 
GCCGGCGCCCAGATCCAGCTGCTCGAGGAGGGCTGGGATCAGCGCGCTCCGATCGGCTGGAACATGAAGG 
ATGCGACGCCGGTCGCCAAGACGGTGTGCGCGCTGCTGTCTG.ACTGGCTGCCGGCGACCACGGGTGACAT 
CATCTACGCCGACGGCGGCGCGCACACCCAATTGCTCTAG 
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Aislado 1005 
Gen milA 
Mutación  Wild Type 

>fedora1885inhA 
ATGACKIGACTGCTGGACGGOAACGGATTCTGGTTAGCGraAATCATCACCGACTCGTCGATCGCGMC 
ACATCGCACGGGTAGCCCAGGAGCAGGGCGCCCAGCTGGTGCTCACCGGGTTCGACCGGCTGCGGCTGAT 
TCAGCGCATCACCGACCGGCTGCCGGCAAAGGCCCCGCTGCTCGACCGACGTGCAAAACGAGGAGCAC 

CAAGGGCATCCACATCTCGGCGTATTCGTATGCTTCGATGGCCAAGGCGCTGCTGCCGATCATGAACCCC 
GGAGGTTCCATCGTCGGCATGGACTTCGACCCGAGCCGGGCGATGCCGGCCTACAACTGGATGACGGTCG 
COSAGAGCGCGTTGGAGTCGGTCAACAGGTTCGTGGCGCGCGAGGCCGGCAAGTACGGTGTGCGTTCGAA 
TCTCGTTGCCGCAGGCCCTATCCGGACGCTGGCGATGAGTGCGATCGTCGGCGGTGCGCTCGGCGAGraAG 
GCCGGCGCCCAGATCCAGCTGCTCGAGGAGGGCTGGGATCAGCGCGCTCCGATCGGCTGGAACATGAAGG 
ATGCGACGCCGGTCGCCAAGACGGTGTGCGCGCTGCTGTCTGACTGGCTGCCGGCGACCACGGGTGACAT 

Muestra H37Rv 
Gen mhA mabA 
Wild Type 

>I137Rv MabA_procooter 
GTGGACATACCGAMCGGCCCGGCCGCGGCGAGACGATAGGTTGTCGGG 

Muestra 0202 
Gen mhA mabA 
Mutación c 15t 

>fedora0202c MabA_promoter 

Muestra 0208 
Gen mhA mabA 
Mutación c 15t 

>fedora0208e RabA_proaoter 
GTGGACATACCGATTTCGGCCCGGCCGCGGCGAGATGATAGGTTGTCGGG 
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Muestra 0402 
Gen InhA mabA 
Mutación  Wild type 

>fedora6482 MabA_promoter 
GTGGACATACCGAMCGGCCCGGCCGCGGCGAGACGATAGGTTGTCGGG 

Muestra 0409 
Gen mhA mabA 
Mutación  Wild type 

>fedora0409 MabA_promoter 
GTGGACATACCGAMCGGCCCGGCCGCGGCGAGACGATAGGTTGTCGGG 

Muestra 0605 
Gen mhA mabA 
Mutación c 15t 

>fedora8665 MabA_promoter 
GTGGACATALCGAMCGGCCMGCCGCGraCGAGATGATAGGTTGTCGGG 

Muestra 0708 
Gen mhA mabA 
Mutación c 15t 

>fedora0708c MabA_promoter 
GTGGACATACCGAMCGGCCCGGCCGCGGCGAraATGATAGGTTGTCGGG 

Muestra 0801 
Gen mhA mabA 
Mutación  Wild type 

>fedoraff801c MabA_promoter 

Muestra  1005 
Gen mhA mabA 
Mutación  Wild type 

>fedora1865 MabA_promoter 
GTGGACATACCGAMCGGCCCGGCCGCGGCGAGACGATAGGTTGTCGGG 
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ALINEAMIENTO MULTIPLE DE LAS SECUENCIAS DEL GEN inhA  
nzabA (promotor) UTILIZANDO LA HERRAMIENTA CLUSTAL W  

H37Rv GTGGACATACCGATTTCGGCCCGGCCGCGGCGAGACGATAGGTTGTCGGG 
fedor0202c GTGGACATACCGAMCGGCCCGGCCGCGGCGAGATGATAGGMTCGGG 
fedor0208e GTGGACATACCGATTTCGGCCCGGCCGCGGCGAGATGATAGGTfGTCGGG 
fedot0402 GTGGACATACCGAMCGGCCCGGCCGCGGCGAGACGATAGGTTGTCGGG 
fedor0409 GTGGACATACCGAMCGGCCCGGCCGCGGCGAGACGATAGGTTGTCGGG 
fedoR1605 GTGGACATACCGAMCGGCCCGGCCGCGGCGAGATGATAGGTTGTCGGG 
feclor0708c GTGGACATACCGAMCGGCCCGGCCGCGGCGAGATGATAGG1TGTCGGG 
fedor0801c GTGGACATACCGAMCGGCCCGGCCGCGGCGAGACGATAGGTTGTCGGG 
fedor1005 GTGGACATACCGAMCGGCCCGGCCGCGGCGAGACGATAGGTTGTCGGG 
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De manera resumida la Tabla 7 muestra las mutaciones no sinónimas 

identificadas en los productos de secuenciación de los 67 aislados MDR 

fABLA 7 AISLADOS MULTIDROGA RESISTENTE (MI 
MUTACIÓN 

ID Provincia inhA KatG rpoB 

0201 CHIRIQUI 5315T 5531L 
0202 COLON C 15T 0516F 

0203 COMARCA NGOBE BUGLE C 15T 5315T 55311 
0205 COLON 5315T 5531L 
0206 PANAMA ESTE C 15T 5531L 

0207 COLON — 5315T 5531L 

0208 COLON C 15T D516F 

0209 CHIRIQUI 5315T 55311 
0301 PANAMA OESTE 5315T 55311 

0303 PANAMA ESTE C 15T 55311 
0304 COMARCA NGOBE BUGLE 5315T 55311 
0305 SAN MIGUEUTO 55311 
0306 COLON 5315T 5531L 

0307 COLON 5315T 5531L 

0308 COLON S315T 5531L 
0309 PANAMA MEMO C 15T D516F 

0311 COLON S315T 55311 
0313 CHIRIQUI 5315T 5531L 
0314 COLON 5315T 5531L 
0315 PANAMA METRO C 15T 5531L 

0316 CHIRIQUI S315T 5531L 

0317 COLON 5315T 5531L 

0401 COLON 5315T 5531L 
0402 PANAMA METRO 55311 
0403 CHIRIQUI 55311 
0404 CHIRIQUI 5315T 5531L 

0405 SAN MIGUEUTO S315T 5531L 
0407 COLON 5315T 5531L 
0408 VERAGUAS 55311 
0409 BOCAS DEL TORO 5315T 55311 

0410 PANAMA METRO 5315T 55311 

0411 PANAMA METRO S315T 55311 

0412 COLON 5315T 55311 

0501 COLON S315T 55311. 

0503 BOCAS DEL TORO 5315T 5531L 

0505 COLON S315T 5531L 

0601 CLON 5315T 55311 

)R) 
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TABLA 7 AISLADOS MULTIDROGA RESISTENTE (MDR)  
MUTACIÓN 

ID Provincia InhA KatG rpoB 

0602 COMARCA NGOBE BUGLE S531L 
0603 COLON 5315T 5531L 
0604 COLON 5315T 5531L 
0605 PANAMA METRO C 15T S315T H526D 
0606 PANAMA METRO 5315T S531L 

0607 COCLE 5315T 5531L 

0609 COLON 5315T 55311 

0610 PANAMA METRO 5315T 5531L 
0611 SAN MIGUEUTO S315T H526D 
0702 PANAMA Lino 5315T 55311 
0703 COLON C 15T H526D 
0704 PANAMA METRO H526D 

0707 COLON 5315T 55311 

0708 PANAMA METRO C 15T H526D 

0801 SAN MIGUEUTO 
0802 PANAMA METRO 5315T 5531L 
0803 PANAMA METRO S315T 55311 
0804 PANAMA OESTE 5315T 55311 
0805 PANAMA METRO H526D 
0902 PANAMA METRO C 15T 5315T 55311 

0903 CHIRIQUI 5315T 55311 

0904 COLON 5315T 55311 
0906 PANAMA METRO H526D 
0907 PANAMA METRO C 15T S531L 
0908 PANAMA METRO 55311 
0909 COLON S315T 55311 
1005 CHIRIQUI S315T H526Y 
1006 PANAMA METRO 5315T 55311 
1007 PANAMA METRO H526D 
1101 _ PANAMA METRO C 15T 5315T _ D516V 
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También se analizaron los productos de secuenciación de los 31 aislados 

sensibles en los cuales no se observó ninguna mutación no sinónima (Tabla 

8) 

TABLA 8 AISLADOS SENSIBLES 
MUTACIÓN 

ID ProvInda InhA KatG rpoB 

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 MEMO 
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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PCIt MULTIPLE ALELO ESPECÍFICO 

Luego de realizar PCRMAS a 66 aislados MDR y 31 aislados sensibles 

utilizando la mezcla de reacción de la Tabla 6 los productos de 

amplificación Rieron detectados a través de electroforesis en gel de agarosa 

al 25% La presencia de amplificación observada a través de una banda de 

peso molecular correspondiente al gen estudiado se interpreta como ausencia 

de la mutación en la muestra Por el contrario si no se produce la banda se 

mterpreta como presencia de la mutación en la muestra ya que los cebadores 

están diseñados para detectar el wild type Como se muestra en la Figura 9 

PCRMAS 
COELI 	In nube°,SI esto coelén 

Cella matenca a 

5 Rstal 
ISONIACIDA IMOA~ 

a-- ~fa } 
all 	 RIMPAPKINA mesa 

-"" "- asan 

Figura 9 
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PCRMAS Eleetroforems en gel de manas 25%  

Figura 10 

Figura 10 Electroforesis de los productos de amplificación de PCRMAS  

Carral 1, Marcador de peso molecular (100pb DNA Ladder / Promega) 

Carril 2 H37Rv Cepa de referencia ATCC25177 no presenta mutaciones 
S3I5T katG c 15t znhA mabA rpoB516 rpoB526 rpoB531 

Caml 3 aislado 377 no presenta mutaciones S315T katG c 15t oda 
mabA rpoB516 rpoB526 rpoB531 

Caml 4 aislado 0205 mutación S315T kalG + rpoB531 

Caml 5 aislado 0309 mutación c 15t inhA niabA + rpoB516 

Caml 6 aislado 382 no presenta mutaciones S315T katG c 15t mhA 
mabA rpoB516 rpoB526 rpoB531 

Caml 7 aislado 397 no presenta mutaciones S315T katG c 15t onliA 
mabA rpoB516 rpo8526 rpoB531 

Carril 8 aislado 0907 mutación c 15t mhA mabA + rpoB531 

Caml 9 aislado 1006 mutación S315T katG + rpoB531 
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Figura 11 

Figura 11 Electroforesis de los productos de amplificación del PCRMAS  

Carril 1 Marcador de peso molecular (100pb DNA Ladder / Promega) 
Carril 2 aislado 330 no presenta mutaciones en S315T katG c 15t mizA 
mabA rpoB516 rpoB526 m en rpo8531 
Carril 3 aislado 363 no presenta mutaciones en S315T katG c 15t mhA 
mabA rpoB516 rpoB526 ru en rpoB531 
Carril 4 aislado 386 no presenta mutaciones en S315T katG c 15t mhA 
mabA rpoB516 rpoB526 m en rpoB531 
Carril 7 Marcador de peso molecular (100pb DNA Ladder / Promega) 
Caml 8 aislado 7 no presenta mutaciones en S315T IcatG c 15t mizA 
mabA rpoB516 rpoB526 ni en rpoB531 
Caml 9 aislado 91 no presenta mutaciones en S315T katG c 15t oda 
mabA rpoB516 rpoB526 m en rpoB531 
Caml 10 aislado 0201 mutación S315T katG + rpoB531 
Carnl 11 aislado 0202 mutación c 15t mhA mabA + rpoB516 
Carril 12 aislado 92 no presenta mutaciones en S315T katG c 15t tala 
mabA rpoB516 tpoB526 ni en rpoB531 
Carril 13 aislado 137 no presenta mutaciones en S315T katG c 15t mhA 
tnabA rpoB516 rpoB526 zu en rpoL1531 
Caml 14 aislado 0203 presenta mutación c 15t mizA mabA + rpo8531 
Carril 15 aislado 0205 presenta mutación S3 15T katG + rpoB531 
Carril 16 aislado 157 no presenta mutaciones en S3 15T katG c 15t oda 
mabA rpoB516 rpoB526 ni en rpoB531 
Carril 17 aislado 191 no presenta mutaciones en S3 I5T katG c 15t uz/zA 
mabA rpoB516 rpoB526 ni en rpoB531 
Caml 18 aislado 268 no presenta mutaciones en S3 15T katG c 15t mhA 
mabA rpoB516 rpoB526 ni 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 (Mill 
MUTACIÓN 

ID ProvInda InhA KatIS TP811  

0201 CHIRIQUI — S3157 55311 

0202 COLON C 15T — D516F 

0203 COMARCA NGOBE BUGLE C 157 — 55311 

0205 COLON — 53151 S531L 

0206 PANAMA ESTE C 151 — SS31L 

0207 COLON — 53151 SS31L 

0208 COLON C 15T — D516F 

0209 CHIRIQUI — 5315T 55311 

0301 PANAMA OESTE — 53151 55311 

0303 PANAMA ESTE C 151 — 55311 

0304 COMARCA NGOBE BUGLE — S3151 55311 

0305 SAN MIGUEUTO — — 55311 

0306 COLON — 53151 55311 

0307 COLON — 53151 55311 

0308 COLON — 5315T 55311 

0309 PANAMA METRO C 151 — D516F 

0311 COLON — S31ST 55311 

0313 CHIRIQUI — 5315T 55311 

0314 COLON — 53157 55311 

0315 PANAMA METRO C 1ST — 55311 

0316 CHIRIQUI — 53151 55311 

0317 COLON — 5315T 55311 

0401 COLON — 53151 55311 

0402 PANAMA METRO — — 55311 

0403 CHIRIQUI — — 55311 

0404 CHIMQUI — 53151 55311 

0405 SAN MIGUEUTO — 53151 55311 

0407 COLON — S31ST 55311 

0408 VERAGUAS — — 55311 

0410 PANANA METRO — 53151 S531L 

0411 PANANA METRO — 5315T 55311 

0412 COLON — 5315T 55311 

0501 COLON — S31ST S531L 

0503 BOCAS DEL TORO — 5315T 55311 

0505 COLON — S3157 55311 

0601 COLON — 53157 55311 

0602 COMARCA NGOBE BUGLE — — 55311 
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rabia 9 AISLADOS MULTIDROGA RESISTENTE (NUM 
MUTACIÓN 

ID ',nadada inhA KatG rpo8 

0603 COLON S315T 55311 

0604 COLON 5315T 55311 

0605 PANAMA METRO C 15T 5315T H526D 

0606 PANAMA MEMO 5315T 55311 

0607 COCLE S315T 55311 

0609 COLON 5315T 55311 

0610 PANAMA METRO 5315T 55311 
0611 SAN MIGUELITO 5315T H526D 

0702 PANAMA METRO 5315T 55311 

0703 COLON C 157 H526D 

0704 PANAMA METRO H526D 

0707 COLON 5315T 55311 

0708 PANAMA METRO C 15T H526D 

0801 SAN MIGUEUTO — -- 

0802 PANAMA METRO — 5315T 55311 
0803 PANAMA METRO 5315T 55311 

0804 PANAMA OESTE 5315T 55311 

0805 PANAMA METRO H526D 

0902 PANAMA METRO C 15T 5315T 55311 

0903 CHIRIQUI 5315T 55311 

0904 COLON 5315T 55311 

0906 PANAMA METRO H526D 

0907 PANAMA METRO C 15T 55311 

0908 PANAMA METRO — 55311 
0909 COLON 5315T 55311 

1005 CHIRIQUI 5315T H526Y 

1006 PANAMA METRO 5315T 55311 
1007 PANAMA METRO -- H526D 

1101 PANAMA METRO C 15T 5315T D516V 
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Tabla 10 AISLADOS SENSIBLES 
AISLADOS SENSIBLES 

POIMAS 
MUTACIÓN 

ID ProvInda InhA Kat6 rpoB 
7 PANAMA METRO 
91 PANAMA METRO 
92 PANAMA METRO 
137 PANAMA METRO 
157 COLON 
191 PANAMA rtirrRo 
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 

Cabe señalar que no se pudo realizar PCRMAS al aislado 0409 debido a 
cantidad insuficiente de ADN Por lo que en total fueron analizados por 
PCRMAS 66 aislados MDR más los 31 aislados sensibles como control 
negativo 
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> 

DE REFERENCIA  

Para calcular la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor 

predictivo negativo de la técnica PCRMAS se comparó los resultados con 

los obtenidos por el método de referencia método de las proporciones 

multiples de Canea' Los análisis se realizaron para cada una de las drogas 

de interés Rifampicma (gen rim13) e 1somacida (genes katG znhA mabA) 

Evaluación de PCRMAS venus Gold Standard 

Resistencia a Ritampicum 

Sensibilidad de PCRMAS en la detección de mutaciones para Rifamolcma 

S = [VP / (VP + FN)] * 100 

S = [66 /(66+ 1)] • 100 

S = 98 5% 

En donde 

S sensibilidad 

VP verdaderos positivos segun el Gold Standard 

FN falsos negativos 
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Especificidad de PCRMAS en la detección 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 

detección de resistencia a Rifampicina 

Cálculo 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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Cálculo del Valor Predictivo Negativo 

VN = [VN / (VN + FN)] * 100 

VN = [31 / (31 + 1)] • 100 

VN = 96 8 % 

Evaluación de PCRMAS venus Gold Standard 

Resistencia a Isomacida 

Sensibilidad de PCRMAS en la detección de mutaciones para Isornacida 

S = [VP / (VP + FN)] '' 100 

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

S=857% 

En donde 

S sensibilidad 

VP verdaderos positivos segun el Gold Standard 

FN falsos negativos 

Especificidad de PCRMAS en la detección de mutaciones tiara 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 

detección de resistencia a Isoniacula  

Cálculo 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 

Cálculo del Valor Predictivo Negativo 

VN = [VN / (VN + FN)] * 100 

VN= [31 1(31 + 11)] * 100 

VN = 73 8% 
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DISCUSIÓN 

Este estudio ha identificado por prunera vez las mutaciones más comunes 

que confieren resistencia a Isoruacida y Rifampicina en aislados cluncos 

panameños TB MDR Además hemos evaluadoy confirmado la 

sensibilidad y especificidad de la técnica PCFtMAS como prueba molecular 

rápida y económica que permitirá la reducción en la demora del diagnóstico 

actual de los casos MDR en Panamá 

Se detectó en 70 1% de los aislados TB MDR panameños resistentes a INH 

presentaron la mutacion S315T/G en el gen katG y en un 194% la mutación 

15C—,T en el operón mabA InhA Estos datos son similares a estudios 

realizados en otras regiones geográficas los cuales reportan una frecuencia 

de 60 4 — 93 6% para katG en el codón 315y 1 8 — 50% para mutaciones en 

la posición 15 del operón rnabA udzA (121 122,123 124 119 125 126 127 128 129) Es  

importante señalar que un 164% (11) de los aislados TB MDR resistentes a 

INH no mostraron mutaciones en ninguno de los genes analizados en este 

estudio (katG inhA mabA uthA) lo cual puede sugenr otros posibles 

mecanismos de resistencia (menos frecuentes) en otros genes como ndh 

tmC efisdi ahpC kasA y otros Esto significa que las muestras (0305 0402 

0403 0408 0602 0704 0801 0805 0906 0908 1007) serian detectados 

como aislados sensibles a INH por cualquier técnica molecular existente 

actualmente en el mercado En estos casos los métodos microblologicos 

convencionales de sensibilidad estandar (el método de las proporciones 
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múltiples de Canetti u otro método convencional como el método de la 

nitratasa), son las únicas 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 fármaco, así como la 

probable resistencia cruzada con otros fármacos que estén dentro del 

esquema de tratamiento. En base a estudios previos (76'77)  se puede inferir 

que el 70% de los aislados TB-MDR en Panamá durante la década pasada 

presentaron un alto nivel de resistencia a INH. Aunado a esto, un 19% de 

los casos TB-MDR tenían un alto grado de probabilidad de mostrar 

resistencia cruzada con etionamida, fármaco empleado en el esquema de 

tratamiento de segunda línea (65'66'67'68'69). 

Mutaciones más frecuentes que confieren resistencia a INH en aislados 
MDR 

Figura 12 

DESCONOODO 
16% (11/67) 

inhApr katG 
6% (4/67) 

11111 _InhA-pr N ; 11 13% (9/67) 

katG 
;706 (47/67) 
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rpol3 516 Df_SC0110000 
6% (4/67) 	 Lsx (1/67) 

rpot3 526 
13.5% 
(9/67) 

.p1531 
79% 

En relación a las mutaciones que confieren resistencia a Rifampicina se 

detectó que el codón 531 en el gen rpoB fue el sitio mutado más frecuente 

dentro de los aislados en este estudio (79.1%). 	Estos resultados son 

consistentes con otros estudios que han reportado mutación 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, Países del Este 

Asiático y Sudáfrica (121, 122, 123, 124, 119, 125, 126, 127, (28, 129). El resto de los aislados 

presentaron mutación en un 13.4% en el codón 526 y 6.0% en el codón 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 mayoría 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) 00) 

Mutaciones más frecuentes que confieren resistencia a RIF en aislados 
MDR 

Figura 13 
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Un caso en particular (0801) fue resistente a RIF por el método 

convencional gold estándar (método de las proporciones multiples de 

Canetti) sin embargo no presentó mutación en el gen rpoB que es el 

responsable del 96 98% de la resistencia a RIF suginendo que podna 

tratarse de otro mecanismo de resistencia menos frecuente a nfampicina 

Se puede sugenr que las diferentes cepas de MTB que circulan en Panamá, 

pueden debate a diferentes eventos de importación provenientes de diversas 

partes del mundo por nuestra posición geográfica, económica 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 secuenclación y un 85 7% y 985% de 

sensibilidad en la detección 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 contspondian a 

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

Rangos de edad versus género de los aislados en estudio 
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NÚMERO ABSOLUTO DE CASOS 

Se detectó una mayor distribución geográfica de los casos en las provincias 

de Colón (23) y Panamá Metro (21). Estos resultados corresponden con lo 

presentado en un estudio previo (2002-2004) que reportaron un alto 

porcentaje de TB-MDR en el área Metropolitana de la ciudad de Panamá y 

Colón (120). 

La información epidemiológica de cada uno de estos aislados data de hace 

diez años y fue incompleta en la mayoría de los casos, esto no permitió 

determinar o identificar el caso índice. Sin embargo, al analizar la frecuencia 

de casos por área geográfica a través de los 10 años, se observó que en los 
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Porcentaje de casos MDR 
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años 2002-2003 la frecuencia de casos MDR era alta en la provincia de 

Colón. Durante los años subsiguientes fueron apareciendo casos en Panamá 

Metro y pocos en otras áreas, con una disminución simultánea de los casos 

en la ciudad de Colón. 

Figura 15 

Porcentaje de casos MDR por año y distribución geográfica 
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CONCLUSIONES 

1 	Esta investigación ha permitido identificar y determinar la frecuencia 

de las mutaciones que confieren resistencia a los dos pruicipales 

fármacos antlflinicos mon:acida y nfampicina 

2 	Las mutaciones más comunes en el gen tpoB son las responsables de 

casi el 100% de resistencia a nfampicma en los aislados TB MDR 

panameños 

3 	La gran mayona de la resistencia a isomacida en Panamá se debe a 

mutaciones en el gen katG y en el promotor uzliA 

4 	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 e implementar una técnica molecular que 

reduce el tiempo de diagnostico en las instalaciones de salud y 

además permite mfenr el nivel de resistencia a los fármacos o la 

presencia de resistencia cruzada con otros fármacos del esquema de 

tratamiento para tuberculosis 

137 



5 	La técnica PCRMAS es un método molecular sensible especifico 

rápido y económico que puede ser utilizado para la detección de las 5 

mutaciones más frecuentes y puede ser empleada como una técnica 

preliminar mientras transcurren las 4 semanas de incubación del 

metodo de Canea' (técnica Gold Standard de sensibilidad en TB) que 

confirmará el resultado 
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> La Organización Mundial de la Salud sugiere cada vez más el uso de 

técnicas moleculares para la detección de la tuberculosis resistente El 

Programa Nacional contra la Tuberculosis de Panamá debe asumir 

este reto ya que estos metodos reducen considerablemente el tiempo 

de diagnóstico lo cual representa una interrupción oportuna de la 

cadena de transmisión de esta enfermedad 

> Se requiere de otros estudios para poder dilucidar los mecanismos de 

resistencia presentes en los aislados que no mostraron las mutaciones 

más frecuentes que confieren resistencia a nfampicina y a isornacida 

en los genes previamente descntos 

> Es necesano realizar investigaciones empleando témucas de 

epidemiologia molecular que permitan esclarecer la dinámica de la 

transmisión de la tuberculosis en nuestro pais y a su vez evaluar las 

medidas de control que realiza el programa de tuberculosis a nivel 

nacional 
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