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RESUMEN

La resistencia a drogas de segunda linea en Mycobacterium tuberculosis es causada
por mutaciones en proteinas que participan en el mecanismo de accion y resistencia
a dichas drogas. Este grupo involucra a los inyectables de segunda linea y las
fluoroquinolonas principalmente. A fin de conocer si la distribucion de mutaciones
asociadas a resistencia a drogas de segunda linea en Peru sigue un patron similar a
aquella reportada a nivel global, se compard la distribucion de mutaciones
asociadas a resistencia encontradas en Per( con aquella reportada en el resto del
mundo. Se utiliz6 bases de datos especializadas para recopilar mutaciones de
aislados clinicos resistentes a drogas de segunda linea. Se compararon las
distribuciones de mutaciones Unicas de Per( y del resto del mundo mediante la
prueba de signed-rank y se identificaron las regiones hotspots en la secuencia y
estructura tridimensional. Nuestros resultados revelan que, las distribuciones de
mutaciones unicas en GyrA, en cepas resistentes a fluoroquinolonas, fueron
similares entre Per( y el resto del mundo y se agruparon en una region hotspot
principal que se localiza en el sitio activo y, en menor grado, en otras regiones
potencialmente funcionales. Se sugiere que la presion de seleccién farmacoldgica
de las fluoroquinolonas genera un patrén conservado de mutaciones de GyrA, a
nivel global, responsable de la resistencia. Asimismo, una posible presion de
seleccién farmacoldgica fue encontrada en TlyA y ThyA. Estos hallazgos podrian
contribuir con el diagnostico de resistencia a farmacos de segunda linea en M.
tuberculosis, asi como para el desarrollo de nuevas drogas antituberculosas.

Palabras Claves: Tuberculosis, resistencia a drogas de segunda linea, mutaciones,

presién de seleccion farmacoldgica.



ABSTRACT

Resistance to second-line drugs in Mycobacterium tuberculosis is caused by
mutations in resistance-associated proteins that participate in the mechanism of
action and resistance to these drugs, mainly involving second-line injectables and
fluoroquinolones. In order to find out if the distribution of mutations in resistance
to second-line drugs in Peru follows a pattern similar to that reported globally, the
distribution of resistance-associated mutations found in Peri was compared with
that reported in the rest of the world. Specialized databases were used to collect
mutations of clinical isolates resistant to second-line drugs. Distribution of unique
mutations from Peru and the rest of the world were compared using the signed-rank
test and hotspots regions were identified in the sequence and structure of the
encoded protein. Our results reveal that the distributions unique mutations in GyrA
in fluoroquinolone-resistant strains were similar between Peru and the rest of the
world and clustered in a main hotspot region located at the active site and, to a lesser
extent, in other functional regions. It is suggested that the pharmacological selection
pressure of fluoroquinolones has generated a conserved pattern of GyrA mutations,
at a global level, responsible for resistance. In addition, a possible pharmacological
selection pressure was found in TlyA and ThyA. These findings could contribute to
the diagnosis of resistance to second-line drugs in M. tuberculosis, as well as to the
development of new anti-tuberculosis drugs.

Keywords: Tuberculosis, resistance to second-line drugs, mutations,

pharmacological selection pressure.



I. Introduccién

I.1. Antecedentes

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por Mycobacterium
tuberculosis (1). Se encuentra entre las 10 principales causas de mortalidad en el
mundo con 1.2 millones de muertes en el 2018 a nivel global y 7 millones de nuevos
casos notificados (2). Ante esta situacién, la OMS ha propuesto acelerar la
disminucion de la incidencia anual; sin embargo, la tuberculosis sigue siendo un
problema de paises de ingresos bajos y medianos (3).

La resistencia a drogas es un problema relacionado con la administracion
inadecuada de esquemas de tratamiento y retrasos en el diagndstico de resistencia
(4). En un estudio sobre vigilancia de resistencia en Perd, se report6 que el 8.3% de
casos de tuberculosis fueron multidrogorresistente (MDR), donde los casos
resistentes al menos a una droga de segunda linea fueron 36.1% y los casos de
tuberculosis extremadamente resistente (TB XDR) fueron 5.9%, donde el 90% de
casos se concentrd en la capital de Lima (1).

Entre las drogas de primera linea, para el tratamiento de tuberculosis, se tiene a
rifampicina, isoniacida, pirazinamida y etambutol, donde la resistencia a
rifampicina e isoniacida es denominada TB MDR, que conduce a la necesidad del
uso de drogas de segunda linea (5). Estas drogas de segunda linea son
principalmente las fluoroquinolonas y los inyectables de segunda linea, que
constituyen el grupo A y B de los farmacos en el tratamiento de TB MDR, asi
también como la cicloserina, que forma parte del grupo C; sin embargo, cuando no

se puede brindar alguno de estos medicamentos, se utiliza otras drogas como el



acido paraaminosalicilico para completar el esquema (6). A pesar de que las drogas
de segunda linea son menos efectivas, mas toxicas y costosas, forman parte del
nuevo esquema de tratamiento de larga duracién de TB MDR (7). No obstante, el
desarrollo de la resistencia a este tipo de drogas conlleva a la aparicion de
tuberculosis extremadamente resistente (TB XDR) complicando aiun mas el
tratamiento (8).

El mecanismo de accion de las fluoroquinolonas se ejerce sobre la ADN girasa para
inhibir el superenrollamiento de ADN (9), mientras que los inyectables de segunda
linea inhiben la sintesis de proteinas dirigiéndose a diferentes blancos, puesto que
la kanamicina se dirige al nucle6tido metilado de la ARNr 16S y la capreomicina
se dirige a los nucleotidos metilados del ARNr 16S y ARNr 23S (10). Asimismo,
la cicloserina inhibe la alanina racemasa y alanina ligasa para asi bloquear la sintesis
de peptidoglucano (11), mientras que el acido paraaminosalicilico es un profarmaco
que, en su forma activa, inhibe la dihidrofolato reductasa (DHFR) en la via folato
(12).

El principal mecanismo de resistencia a fluoroquinolonas estd asociado por
mutaciones en la region determinante de resistencia en los genes gyrA y gyrB, los
cuales codifican las subunidades de la ADN girasa, mientras que la resistencia a
inyectables de segunda linea esta asociada a mutaciones en el gen rrs, que codifica
el ARNr 16S (13). También, en la resistencia a inyectables de segunda linea, se
describié mutaciones en los genes tlyA, que codifica una metiltransferasa del ARNr
16S y ARNr 23S, y gidB, que codifica una metiltransferasa del ARNr 16S (10,14).

La resistencia a acido paraaminosalicilico estd asociada a mutaciones en el gen



thyA, que codifica la timidilato sintasa (15). Asimismo, el mecanismo de resistencia

a cicloserina no esta definido debido a los multiples genes blanco propuestos (16).

El uso inadecuado en el tratamiento prolongado de tuberculosis genera una presion
de seleccion farmacoldgica que promueve la seleccion de mutaciones y nuevas
cepas resistentes altamente adaptativas (17). Esto aumenta la prevalencia y la
dispersion de las cepas resistentes a farmacos (18). En Peru, se reportd cepas
resistentes a 5 drogas de segunda linea: ciprofloxacina, kanamicina, capreomicina,
etionamida y acido paraaminosalicilico en el 2008 (1). Sin embargo, actualmente
hay un reporte de cepas resistentes también a levofloxacina, la nueva
fluoroguinolona incorporada en el tratamiento de TB MDR, lo que indica que el
bacilo es capaz de volverse resistentes a nuevas drogas (4). La distribucién de
mutaciones revela el patron de mutaciones que dirige la resistencia a drogas, la cual
se caracteriza por presentar regiones hotspots (19,20). A medida que la presién de
seleccion farmacoldgica se mantiene, las mutaciones tienden a acumularse en
regiones hotspots asociadas a sitios activos o sitios cataliticos, que pueden ayudar
a comprender el rol de las mutaciones en la resistencia (19-21).

Por todo ello, el presente estudio tiene como objetivo determinar y comparar las
distribuciones de mutaciones asociadas a resistencia a drogas de segunda linea en
cepas de M. tuberculosis de Peru y del resto del mundo para conocer si existe un
patron conservado de mutaciones. Esto revelaria que la presion de seleccion
farmacoldgica es uniforme a nivel global y, ademas, daria indicios de nuevos
mecanismos de resistencia mediante la identificacidn de regiones hotspots cerca de

los sitios de activos en la distribuciéon de mutaciones.



1.2. Marco tedrico

1.2.1 La resistencia en tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad causada por M. tuberculosis (22). La
tuberculosis se presenta de dos formas: enfermedad activa o infeccion latente (22).
En la infeccion latente, M. tuberculosis se localiza en las células epiteliales del
pulmon, fibroblastos y en células no asociadas necesariamente con la lesion
primaria, mientras que, en la enfermedad activa, se encontrd en los macrdfagos para
su replicacion (22,23). La TB MDR es causada por M. tuberculosis resistente al
menos a isoniacida y rifampicina, las dos drogas mas potentes contra la TB (24).
La TB XDR es la tuberculosis resistente a las drogas isoniacida, rifampicina, una

fluoroquinolona y un inyectable de segunda linea (1).

1.2.2 Biologia de M. tuberculosis

M. tuberculosis es una bacteria de lento crecimiento con un tiempo de duplicacion
de 12 a 24 horas bajo condiciones dptimas (23). Se caracteriza por presentar una
excepcional estructura de la pared celular, que conforma una fuerte barrera
impermeable a drogas y compuestos nocivos y tiene un rol en la virulencia (23).
Esta estructura esta compuesta de una bicapa de lipidos, peptidoglucano, acidos
micolicos, arabinogalactano y lipoarabinomanano (23). Ademas, el colesterol, en
lugar del glicerol, es la fuente de carbono de la bacteria para su adaptacién (25).

Cuando la respuesta inmune mediada por células controla la replicacion bacteriana
en un 90-95%, la TB se encuentra en estado de latencia (23). Sin embargo, si esta

respuesta inmune se debilita, el equilibrio entre los bacilos y la respuesta



inmunitaria se rompe, favoreciendo la activacion de la replicacion de M.

tuberculosis y la TB activa (23).

1.2.3 Epidemia de tuberculosis multidrogorresistente

Los casos notificados para TB XDR fueron de 202 casos y los casos notificados
para TB MDR , 35,000-50,000 casos en el 2008 (26). En el 2009, con base en un
andlisis del nimero de casos notificados, se declaro la epidemia de TB MDR/XDR
en Per, siendo la Unica epidemia en Latinoamérica y muy similar a los paises de
Africa (27). Lima y el Callao son las regiones de Pert con el 80y 92% de TB MDR
y TB XDR respectivamente (27). La gravedad de esta epidemia de TB MDR/XDR
se refleja en la aparicion de casos primarios de TB XDR en nifios (27). Ante esta
situacion, la “Estrategia Sanitaria Nacional de Prevencion y Control de la
Tuberculosis (ESN-PNCT)” del MINSA estima cada afio la tasa de incidencia, con
el fin de declarar al Pert libre de TB, cuando alcancé una tasa de incidencia menor
o0 igual a 10 casos de TB por cada 100 mil habitantes, en el marco para el
cumplimiento de la ley 30287 y de la estrategia “Fin de la tuberculosis” de la OMS
(27). Asimismo, se ha promovido el acceso universal a las pruebas de sensibilidad
y acceso temprano al tratamiento de TB MDR, sin embargo, los casos anuales
siguen aumentando de forma sostenida (24). Con base en ello, se sugiri6 factores
de riesgo en la resistencia: 1) Factores asociados a la seleccion de resistencia en la

comunidad y 2) condiciones de vulnerabilidad a la resistencia (28).

1.2.4 El uso y desarrollo de drogas antituberculosas

Las drogas antituberculosas mas efectivas son isoniacida y rifampicina, que son

inhibidores de la sintesis de la pared celular y la transcripcion de ARN,



respectivamente (8). Cuando la bacteria detecta un ambiente hostil en los
macrofagos, debido a la baja cantidad de oxigeno o falta de nutrientes, responde
mediante la activacion de su estado latente y en esta forma se vuelve resistente a
Isoniacida y sensible a otras drogas como pirazinamida, rifampicina y metronidazol,
a pesar de ello, M. tuberculosis puede persistir en los tejidos del hospedero bajo
diferentes estados metabolicos (23).

Un obstaculo en el desarrollo de nuevas drogas para TB latente es la falta de una
prueba para evaluar si la bacteria estd muerta y el limitado entendimiento del
mecanismo de accién de las drogas bactericidas existentes y su impacto sobre el
metabolismo, que no permiten el desarrollo de nuevas drogas (29). Ademas, un
desafio reciente es la heterogeneidad fenotipica, es decir, la diversidad de bacilos a
nivel de una sola célula en un mismo microambiente (29). Se espera que las
subpoblaciones tengan tasas de crecimiento diferentes o una expresion de una
enzima especifica; sin embargo, con la nueva tecnologia llamada “andlisis de una
célula (single cell)’, se busca identificar la poblacion responsable del
comportamiento celular promedio para un mejor manejo del problema y la

priorizacion de iniciativas de investigacion (29).

1.2.5 Tratamiento de tuberculosis

Entre los esquemas de tratamiento para tuberculosis basado en los farmacos
isoniacida, rifampicina, pirazinamida, etambutol y estreptomicina, se puede
diferenciar el esquema I, el esquema Il y el esquema Il reforzado (24,30). Entre los
esquemas de tratamiento para TB resistente, el esquema estandarizado (empirico)
de 18 meses involucra los farmacos etambutol, pirazinamida, levofloxacina,

kanamicina, etionamida y cicloserina, asi como otras drogas de segunda linea



recomendadas para este tratamiento; mientras que el esquema individualizado
necesita de los resultados de la prueba de sensibilidad a drogas de segunda linea, la
cual da a conocer el perfil de resistencia (31). También se esta aplicando
gradualmente el régimen acortado (5), sin embargo, no se ha evaluado su
efectividad y sus consecuencias en el desarrollo de la resistencia en la poblacion
(32). La OMS recomendd un enfoque Unico para desarrollar un régimen libre de
inyecciones para cualquier paciente con TB activa, cuando haya acceso a la prueba
de sensibilidad, nuevos regimenes y ningin desarrollo de la resistencia a nivel
significativo (32). Por otro lado, en TB MDR resistente a fluoroquinolonas, se
planted el uso de drogas conocidas (clofazimina y linezolida) y nuevas drogas
(bedaquilina, delamanid y pretomanid) (32).

Para el éxito del tratamiento de TB MDR, la OMS reagrup6 los medicamentos en
seis grupos principales (A, B, C, D1, D2 y D3) y propuso un régimen de
tratamientos de TB MDR individualizados largo con al menos cinco drogas en la
fase intensiva: una fluoroquinolona de Ultima generacidn, un inyectable de segunda
linea, una o dos drogas del grupo C (etionamida/protionamida,
cicloserina/terizidona, linezolida y clofazimina), drogas del grupo D1
(pirazinamida y otro droga de primera linea), drogas del grupo D2 (bedaquilina y
delamanid) y drogas del grupo D3 (acido paraaminosalicilico, carbapenem con
amoxicilina-clavulanato y tiocetazona) (32). A pesar de la efectividad de estos
tratamientos largos individualizados, la presencia de la resistencia a
fluoroguinolonas o la existencia TB XDR disminuye la efectividad del tratamiento,
ademas, la implementacion a gran escala de tratamientos excesivamente largos (20

meses) es dificil en un area de alta carga de la enfermedad con recursos limitados



(32). ElI manejo de pacientes TB MDR es complicado cuando no se tiene los
recursos necesarios como una atencién de salud limitada y una pobre
infraestructura, afladiendo las condiciones sociales del contexto (areas severamente

afectadas y la pobreza) (32).

1.2.6 Mecanismo de accion de las drogas de segunda linea

Las drogas de segunda linea estan representadas principalmente por los inyectables

de segunda linea y las fluoroquinolonas (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de las drogas de segunda linea evaluadas en el presente estudio segun el
grupo al que pertenecen (33).

Grupo Drogas de segunda linea

A. Fluoroquinolonas Ciprofloxacina (CPX)
Levofloxacina (LVX)
Ofloxacina (OFX)
Gatifloxacina (GFX)
Moxifloxacina (MFX)
B. Inyectables de segunda linea Kanamicina (KM) (aminoglucésido)
Capreomicina (CM) (péptido ciclico)

C. Otra droga de segunda linea incluida Cicloserina (CS)
en el tratamiento de TB MDR )
D. Droga de segunda linea Acido paraaminosalicilico (PAS)

complementaria

1.2.6.1. Mecanismo de accion de las fluoroquinolonas

Las fluoroquinolonas son farmacos esenciales con actividad bactericida y
esterilizante y con escasa toxicidad en tuberculosis (34). En general, estas drogas
son antibioticos de amplio espectro contra bacilos Gram negativos y Gram positivos
en infecciones urinarias y respiratorias (35). Estos farmacos son los antibioticos
mas utilizados en la clinica (36) y se dividen por generaciones: la ciprofloxacina y

la ofloxacina son de segunda generacion, levofloxacina es de tercera generacion y



la moxifloxacina y la gatifloxacina son de cuarta generacion (37), siendo la
moxifloxacina y la gatifloxacina las fluoroquinolonas més efectivas (38).

La proteina blanco de las fluoroquinolonas es la ADN girasa, cuya funcion es la
replicacion de ADN (39). La ADN girasa es un tetrdmero formado por las
subunidades A (GyrA) y B (GyrB). GyrA presenta las regiones N-terminal y C-
terminal, mientras GyrB se caracteriza por las regiones ATPasa y Tropima (39). La
cadena N-terminal de GyrA (residuos 1-502) y la regién tropima de GyrB (residuos
448-654) forman el centro catalitico de la ADN girasa (39). El sitio de union a la
droga (QBP) esta formado por los residuos 84-91 de GyrA, los residuos 459-462,
480-486 y 498-502 de GyrB y 2 nucledtidos del ADN. Ademas, se reporto sitios
funcionales adicionales en la ADN girasa: La subunidad GyrA presenta un sitio
catalitico de union al ADN en los residuos R128-Y129; GyrB tiene un sitio de union
al magnesio en los residuos E459, D532 y D534 (39); ademas, el complejo GyrA'y
GyrB presenta una region de dos loops conservados en los residuos 211-214 en
GyrA'y 214-245 en GyrB, que conecta el centro catalitico con la ATPasa de GyrB
(40).

Existen varios cristales disponibles en el RCSB PDB (https://www.rcsb.org/) para
la ADN girasa de M. tuberculosis. El cristal 5BTC (39) representa al centro
catalitico unido a la ciprofloxacina. Se destaca la regién estructural llamada Torre
(residuos 170-355 y 491-501) (39), cuya funcion es el pasaje del ADN (41).
Ademas, los cristales 6GAV y 6GAU (40) son modelos del complejo GyrA 'y GyrB.
En el cristal 6GAV, se encuentra la region de dos loops conservados de GyrA'y

GyrB, cuya funcion es mantener la actividad ATPasa reducida (40).



En la replicacion, la funcion de la ADN girasa es escindir el ADN de doble cadena
y resellar (9). El centro catalitico de la ADN girasa se une al ADN de doble de
cadena a partir de un enlace con el residuo Y129, siendo llamado complejo de
escisiéon o complejo ADN girasa/ADN (39). Luego, se da la dimerizacién de la
ATPasatras la union al ATP, asi el centro catalitico captura al ADN de doble cadena
para el transporte del ADN escindido a través de la proteina. Luego, el ADN es
resellado y liberado (39) (Figura 1).

Las fluoroquinolonas inhiben el resellado de las rupturas de doble cadena, después
del pasaje del ADN (38). Estas drogas se unen especificamente a los complejos
ADN girasa/ADN para inhibir el superenrollamiento del ADN (42) (Figura 1).
Como resultado, las fluoroguinolonas aumentan la concentracion de los complejos
ADN girasa/ADN y actdan como bloqueos fisicos evitando el resellado del ADN
(42). Si bien todas las fluoroguinolonas tienen la misma proteina blanco, se
demostro que la estabilidad del complejo de ADN girasa/ADN esté asociada a la

efectividad de la fluoroguinolona utilizada (38).
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Figura 1. Mecanismo de accién de las fluoroguinolonas en M. tuberculosis (9)
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1.2.6.2.  Mecanismos de accion de los inyectables de segunda linea

En este grupo de antibi6ticos, se encuentran los aminoglucésidos, sea kanamicina
0 amikacina, y la capreomicina (33). Son farmacos esenciales por su actividad
bactericida y son més tdxicos que las fluoroquinolonas (34). Entre estas drogas, la
capreomicina también tiene un efecto bactericida en los bacilos no replicantes de
M. tuberculosis (43).

La molécula blanco de estas drogas es el ARN ribosomal (ARNTF), que participa en
la sintesis de proteina (Figura 2). Esta molécula puede ser el ARNr 16S, codificado
por el gen rrs y forma parte de la subunidad ribosomal pequefia 30S, o el ARNr
23S, codificado por el gen rrl y forma parte de la subunidad ribosomal grande 50S
(8,10). Una caracteristica del ARNr 16S es la hélice 44 en el sitio P del centro
decodificante del ribosoma, donde se desarrolla la traduccion (44).

Los inyectables de segunda linea inhiben la sintesis de proteinas (10). La
kanamicina se une a la hélice 44 del ARNr 16S y bloquea la sintesis de proteinas
(44). Por otro lado, la capreomicina se une al ARNr 16S y al ARNr 23S (44) en la
interfaz de las subunidades 30S y 50S e inhibe la translocacion del ARN mensajero
(ARNm) y ARN de transferencia (ARNt) durante la traduccion (45). Por otro lado,
la metilacion de nucledtidos especificos es necesaria para la unién de la kanamicina
y capreomicina al ARNr, la cual es llevada por metiltransferasas del ARNr (44,45).
La proteina GidB, llamado tambien RsmG, es una metiltransferasa del ARNr 16S,
cuya funcion es la metilacion del nucledtido G518 (46) 0 G527 (44) del ARNr 16S.
Se reporto que la metilacion del nucledtido G518 permitio una traduccion eficiente

(46). No se conoce como actua GidB en el mecanismo de accion de la kanamicina.
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La proteina TlyA es una 2’-O-metiltransferasa del ARNr 16S y 23S, dependiente
de S-adenosil-L-metionina (SAM), cuya funcion es la metilacion del nucleotido
C1920 de la hélice 69 en el ARNr 23Sy del nucle6tido C1409 de la hélice 44 en el
ARNr 16S (10,45). La tétrada catalitica es responsable de la actividad enzimética
de TIyA (47), siendo su funcion la metilacion del ARNr 23S como parte de las
modificaciones tardias en la maduracion de los ribosomas para la estabilizacion de
la subunidad ribosomal 50S (48). También la proteina TIyA presenta el motivo
RXWV (residuos 60-63), el cual es un conector (linker) entre la N-terminal y C-
terminal, cuya funcion es la unién a dos ribosomas, mientras la secuencia atipica
(GASTG) (residuos 90-94), en el C-terminal, es un sitio de unién a SAM (49).

Entre los cristales reportados en el RCSB PDB (https://www.rcsh.org/), el cristal
7CFE es un modelo de GidB, mientras el cristal 5KYG y 5KS2 son modelos de
TIyA. EIl cristal 5KYG, que presenta el motivo RAWY como una region sin
estructura (loop), posee una mejor resolucion gue el cristal 5KS2, que presenta el

motivo RAWYV como un a hélice (49).
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Figura 2. Mecanismo de accién de los aminoglucdsidos en M. tuberculosis (50).
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1.2.6.3.  Mecanismo de accién de la cicloserina

La cicloserina es un farmaco anélogo a la D-alanina y tiene un amplio espectro de
actividad contra las bacterias Gram negativos y Gram positivos (16).

Las blancos moleculares de la cicloserina son la D-alanina racemasa (Alr),
codificada por el gen alr, y D-alanina-D-alanina ligasa (Ddl), codificada por el gen
ddIA, siendo ambas necesarias para la sintesis de peptidoglucano via la sintesis de
alanina (51). La enzima Ddl cataliza la union de dos moléculas de D-alanina
generando un dipéptido precursor del peptidoglucano (11). La enzima Alr es una
enzima piridoxal 5’-fosfato (PLP) dependiente, cuya funcion es la conversién de la
L-alanina a D-alanina (52).

La cicloserina inhibe la sintesis de peptidoglucano tras la unién a los blancos
moleculares, Ddl y Alr, donde el principal mecanismo de accion es la inhibicion de
Ddl para la muerte de la bacteria (51). La cicloserina es estructuralmente andloga a
la D-alanina, el cual es sustrato de los blancos moleculares Ddl y Alr (16). En Ddl,
la cicloserina se une al C-terminal del sitio de union a D-alanina (11), mientras, en
Alr, la cicloserina forma un aducto con el cofactor PLP en el sitio activo del Alr

(52) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de accion de la cicloserina sobre la via metabdlica de la D-alanina (53).
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1.2.6.4.  Mecanismo de accién del 4cido paraaminosalicilico

PAS es un profarmaco que necesita de la accion enzimatica de la dihidropteroato
sintasa (DHPS) y de la enzima dihidrofolato sintasa (DHFS) para la obtencion de
los compuestos activos, hidroxidihidropteroato (H2PtePAS) e hidroxidihidrofolato
(H2PtePAS-Glu), respectivamente. La enzima DHPS es codificada por el gen
folP1, mientras la enzima DHFS es codificada por el gen folC. PAS es un analogo
estructural del acido paraaminobenzoico (PABA), sustrato de la DHPS, sin
embargo, recientemente se reporté que PAS no es un inhibidor de la DHPS (12).

La proteina blanco de la forma activa de PAS (H2PtePAS-Glu) es la enzima
dihidrofolato reductasa (DHFR), codificada por el gen dfrA, de esta manera, la
droga PAS inhibe la sintesis de tetrahidrofolato y el crecimiento de M. tuberculosis
a partir de la enzima DHFR (12). EI mecanismo de accion de PAS es considerado

como un “envenenamiento de la via folato” (12) (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo de accion del acido paraaminosalicilico. A. La via folato normal. B. PAS

altera la via folato (12).
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Por otro lado, la proteina ThyA es importante dentro del mecanismo de accion de
PAS, porque es una enzima requerida para la formacion de dihidrofolato
(H2PteGlu), sustrato de la enzima DHFR. En consecuencia, ThyA aumenta la
demanda de la enzima DHFR.

La enzima ThyA, codificada por el gen thyA, presenta un sitio de union al sustrato
dUMP en el residuo 127 y un sitio de union al cofactor MTHF en los residuos 143-
172 (15). Su funcion es la conversion de dUMP a dTMP en la sintesis de ADN
mediante una reaccion de metilacion dependiente de 5,10-metilentetrahidrofolato
(MTHF) (derivado del tetrahidrofolato) (54). En un estudio sobre el mecanismo de
accion de PAS sobre ThyA, se demostr6 que PAS inhibid la sintesis de dTMP

indirectamente, conduciendo a la muerte de la bacteria por falta de timina (54).

1.2.7 El mecanismo de resistencia a drogas de segunda linea

El mecanismo de resistencia en M. tuberculosis consiste en la presencia de
mutaciones en genes blanco ubicados en el cromosoma del bacilo, a diferencia de
otras bacterias con mutaciones adicionales asociadas a resistencia, localizadas en
genes de plasmido (8). Las mutaciones en genes de resistencia a drogas de segunda
linea son principalmente polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP), sin embargo,

también se reportaron inserciones y deleciones (55) (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismo de resistencia en M. tuberculosis (8).
1.2.7.1.  Mecanismo de resistencia a fluoroquinolonas
El principal mecanismo de resistencia son mutaciones en la proteina blanco ADN
girasa, principalmente en una region conservada llamada “region determinante de
la resistencia a quinolona (QRDR)” en GyrA y en GyrB (56,57). El QRDR de GyrA
abarca los residuos 74-113 (39), mientras el QRDR de GyrB abarca los residuos
461-501 (58). Se estima que, aproximadamente, 60-90% de los aislados clinicos de
M. tuberculosis resistentes a fluoroguinolonas (FQ) tienen mutaciones en el QRDR
de GyrA, particularmente en los codones 88, 90, 91 y 94 (59). Las sustituciones de
amino&cidos més conocidas se encontraron en los codones 88, 90, 94 en la region
de GyrA segln estudios epidemioldgicos, las cuales cambian el bolsillo de unién a
las fluoroquinolonas (60). Ademas, el 15-18% de las cepas de M. tuberculosis
resistentes a fluoroquinolonas no presentan mutaciones (59). Las excepciones son
los polimorfismos de GyrA en los codones 21, 95 y 668, que no parecen estar
relacionados a resistencia (59). Las mutaciones en GyrB asociadas a resistencia a
fluoroguinolonas ocurren principalmente con mayor frecuencia en los codones 461

y 501 (58).
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1.2.7.2.  Mecanismos de resistencia a capreomicina

La resistencia a capreomicina esta asociada a mutaciones en el gen blanco rrsy en
la proteina TIyA, siendo el gen rrs méas sensible clinicamente (45). EI mecanismo
de resistencia en capreomicina TIyA no esta bien definido (45). No se conoce bien
el rol de las mutaciones en TIyA en la resistencia a capreomicina, el rol de TlyA en
la sensibilidad a capreomicina ni su relacion con las mutaciones en el gen rrs (45).
Se encontro que el mecanismo de resistencia in vitro de la mutacion puntual G232D
fue diferente al mecanismo de resistencia de una delecién de un nucleétido del
cododn 119, donde esta ultima via fue mas compleja, mas resistente y mas tolerante
a capreomicina (45). Asimismo, en cepas resistentes a capreomicina, se descubrid
que una tasa de mutacion de, aproximadamente, el 95% en TIyA, que incluy6 un
20% de cepas con mutaciones con cambio de marco de lectura (frameshift), un 75%
de cepas con mutaciones puntuales y 5% de cepas con la mutacion puntual A1401G

en el gen rrs (45).

1.2.7.3. Mecanismos de resistencia a kanamicina

En otras bacterias, los mecanismos de resistencia a kanamicina incluyen el flujo de
entrada alterado, afluencia del farmaco, inactivacién del farmaco por modificacién
enzimatica, metilacion del ARNr y mutaciones en el ARNr, que interrumpen la
unién del farmaco al ribosoma (61) (Figura 6). Por el contrario, nuestra
comprension del mecanismo de resistencia a kanamicina en M. tuberculosis es
limitada (61). La mutacion A1401G del gen rrs es la mutacion mas frecuente y se
encuentra en el 56% de cepas de M. tuberculosis resistentes a kanamicina (14). El
80% de los aislados clinicos con baja resistencia a kanamicina y sin mutaciones en

el gen rrs presentan mutaciones en el gen eis (“enhanced intracellular survival”)
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(61), el cual codifica una enzima que inactiva aminoglucésidos mediante multiples
acetilaciones (62). Las mutaciones G1484T, C1402T y G1158T también fueron
encontradas en cepas resistentes a kanamicina, pero en baja frecuencia, afiadiendo
que también pueden estar en cepas sensibles para kanamicina (14).

Por otro lado, a pesar de que el mecanismo el mecanismo de resistencia a
kanamicina en M. tuberculosis mediado por GidB (RmsG) no esta determinado, se
propuso a gidB como posible candidato en la resistencia a kanamicina, ya que
existen mutaciones reportadas para este gen (14). Recientemente, Bijpuria et al.
(46) reportd que la delecion de RsmE, una metiltransferasa del ARNr 16S como

GidB, condujo a un bajo nivel de resistencia a kanamicina en M. smegmatis.

1.2.7.4.  Mecanismo de resistencia cruzada a kanamicina y

capreomicina
La resistencia cruzada se define como la resistencia a los antibiéticos pertenecientes
a una misma clase a partir de un Unico mecanismo (63), siendo el término utilizado
para referirse a la resistencia tanto a kanamicina como a capreomicina. La mutacion
A1401G del gen rrs es un marcador de la resistencia cruzada a kanamicina,
amikacina y capreomicina (45). Esta mutacion fue identificada en el 56% de cepas
resistentes a kanamicina, 78% de cepas resistentes a amikacina y 76% de cepas
resistentes a capreomicina; sin embargo, la mutacion A1401G también fue
encontrada en el 7% de las cepas sensibles a capreomicina (14). Por ello, la
resistencia cruzada a inyectables de segunda linea, como kanamicina y
capreomicina, es incompleta, la cual dificulta la deteccion de resistencia a

capreomicina (64,65). La hipotesis actual sefiala que la resistencia cruzada a
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kanamicina y capreomicina surge por el alto nivel de resistencia a kanamicina,

debido a que no se utiliza la capreomicina ampliamente (65).
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Figura 6. Mecanismo de resistencia de los inyectables de segunda linea en M. tuberculosis (56).
1.2.7.5.  Mecanismo de resistencia a cicloserina

La sobreexpresion de las proteinas blanco Alr y Ddl causa resistencia a cicloserina
en M. smegmatis (16). Sin embargo, no se conoce bien el mecanismo de resistencia
acicloserina, porque también se describieron mutaciones en Alr asociadas a un bajo
nivel de resistencia (16). A pesar que, inicialmente, se describio a la cicloserina
como un inhibidor irreversible y una droga efectiva contra un amplio espectro de
bacterias, se propuso gue la cicloserina se une de forma reversible a la proteina Alr
(52). La inhibicion reversible de la cicloserina es atribuida al crecimiento lento de
M. tuberculosis, en consecuencia, permite la reactivacion de Alr y la resistencia a
cicloserina (52).

Aparte de ello, la mutacion G122S en CycA (proteina transportadora de D-alanina,

D-serina y glicina) fue propuesta en la resistencia natural a cicloserina en
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Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin (BCG) (16). Ademas, se encontro
mutaciones en Ald (deshidrogenasa L-alanina), en cepas clinicas resistentes a esta
droga (16). También un estudio reciente reportd nuevas mutaciones en multiples
genes con funciones celulares tales como metabolismo de lipidos, metiltransferasas,
respuesta al estrés y sistemas de transporte, en cepas de laboratorio con bajo nivel

de resistencia a cicloserina (16).

1.2.7.6.  Mecanismo de resistencia a acido paraaminosalicilico
Los mecanismos de resistencia estan relacionados a multiples vias para disminuir
la activacion del profarmaco PAS, disminuir el impacto de la inhibicion de DHFR
y generar una salida activa de la droga hacia el exterior (54). Los cuatro mecanismos
de resistencia son: En el primer caso, las sobreexpresiones de DHFR y RibD
compensan la inhibicién de DHFR (54). En el segundo caso, las mutaciones de
pérdida de funcion en ThyA inactivan esta proteina, en consecuencia, disminuyen
la demanda de la actividad de DHFR, ademaés, la activacion de ThyX compensa la
inactivacion de ThyA, ya que forma dTMP a partir de del tetrahidrofolato (54). En
el tercer caso, las mutaciones en DHFS reducen la activacion de PAS, porque
reducen la conversion de dihidrofolato a tetrahidrofolato (54). En el cuarto caso, la
sobreexpresion del gen tap, que codifica la bomba de eflujo multidrogas Tap,

aumenta el nivel MIC para PAS y otras drogas (54) (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismo de resistencia a PAS. A) Eflujo de drogas, B) Activacion reducida de PAS,

C) Sobreexpresion de DHFR y D) Inactivacion de ThyA (54).

1.2.8 Meétodos de diagnoéstico de M. tuberculosis resistente a drogas

de segunda linea

Actualmente, las pruebas de sensibilidad utilizadas para el diagndstico de
resistencia a drogas de segunda linea en Pert son Genotype MTBDRsI v2 vy el
método de proporciones en agar en placa (APP) (66). La prueba Genotype
MTBDRsI v2 es una prueba de sonda en linea para la deteccion de resistencia a
fluoroquinolonas e inyectables de segunda linea, mediante los genes gyrA, gyrB,
rrsy eis (67) (Figura 8). Esta prueba tiene tres tipos de bandas: bandas de control,
bandas wild-type y bandas con mutacién y se considera un resultado positivo y
valido cuando aparecen las 6 bandas control y la ausencia de una banda wild-type o
la presencia de una banda con mutacion (68). Por otro lado, el método de APP es
una prueba de sensibilidad convencional en medio sdlido utilizada también para la
deteccion de respuesta al tratamiento (5). Esta prueba presenta una sensibilidad baja

y una especificidad menor que la prueba molecular (69).
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Actualmente, el perfil de resistencia a drogas de segunda linea se ha vuelto
condicional para brindar el nuevo tratamiento de régimen corto para tuberculosis
resistentes a rifampicina (TB RR), TB MDR (5), tuberculosis pre-extremadamente
resistente (TB pre-XDR) y TB XDR (33). Sin embargo, se reportd que el
diagnostico de la resistencia de TB XDR, mediante la prueba Genotype MTBDRsl,

es subdptimo debido a la baja sensibilidad (70).

cC
AC
B
Control gyr4
grd WT1 (85-90)
gyr4 WT2 (89-93)
gvr4 WT3 (92-97)
LA MUTI (A90V)
gyrA MUT2 (S91P)
2174 MUT3IA (D944)
(gyr4 and gyrB genes) 2114 MUT3IB (D94NYY)
£17A MUT3C (D94G)
g4 MUT3D (D94H)
Control gyrB
grB WTI1 (536-541)
gyrB MUTI1 (N538D)
- gyrB MIUT2 (ES40V)
= Control rrs
rrs WT1 (1401-1402)
rrs WT2 (1484)
rs MUT1 (A1401G)

ARRRRRE

Fluoroguinolones

W -
11
M1

LI B U
B N
111

Aminoglveosides/ rrs MUT2 (G1484T)
Cyclic Peptides e Control efs
(rrs gene and efs promoter) eis Wi (G-37)

efs WT2 (C-14, C-12, G-10)
eis WT3 (C-2)
eis MUT1 (C-14T)

NARERRRRRRRRARE

SRS S

T ..

M

A
i
| =i

Figura 8. Mutaciones obtenidas por la prueba GenoType MTBDRsl v2 (67).

1.2.9 La presion de seleccion farmacoldgica

La presion de seleccion se define como los agentes externos que crean un entorno
y permite que los organismos con nuevas mutaciones sobrevivan y proliferen

respecto a otro grupo de organismos (71). La evoluciéon de los organismos en
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respuesta a una fuerte presion de seleccion conduce a mantener mutaciones
beneficiosas (72). Las mutaciones beneficiosas son observables en la poblacion tras
un proceso de deriva genética e interferencia clonal y se caracterizan por presentar
altas ventajas evolutivas (73).

De manera general, se pueden identificar dos tipos de agentes externos en la presion
de seleccion: agentes que generan cambios en el medio ambiente asociados a la
presencia de un farmaco (74) y agentes que generan cambios en el medio ambiente
asociados a factores que no son farmacos, por ejemplo, un cambio en el medio
ambiente asociado a la temperatura (75), pH (76), estrés oxidativo (77), respuesta
inmune (78). Cuando hay un cambio en el medio ambiente asociado a la presencia
de un farmaco, se considera que se esta ante la presencia de una presion de seleccion
farmacoldgica (8,74). En los casos excepcionales de usos inadecuados de
tratamientos farmacoldgicos (uso de drogas inadecuadas, tratamientos
incompletos), estos generan una presion de seleccion farmacoldgica que permite,
relativamente, una mas rapida seleccion de bacterias resistentes asociadas a
mutaciones, que confieren una mejor aptitud (fitness) para su supervivencia y
proliferacion en presencia de la droga (8,17,71,74).

Dentro de la presion de seleccion farmacoldgica, existe un concepto importante
denominado aptitud, que es la habilidad de supervivencia y reproduccion de un
organismo, en un ambiente determinado (79). Para evaluar la aptitud de M.
tuberculosis, desde la infeccion hasta la transmision, se utiliza el namero
reproductivo efectivo (R), sin embargo, es dificil evaluar este parametro in vivo
(79). Ante la ausencia de una mejor medida, se utiliza de manera aproximada, la

tasa de crecimiento y ensayos de competicién, para detectar una reduccion de la
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aptitud atribuida a las mutaciones causantes de la resistencia al farmaco (79). La
resistencia a drogas es a menudo asociada con la reduccion de la aptitud en
condiciones de ausencia de la droga. Esto es en parte debido a que, usualmente, las
drogas se dirigen a genes esenciales, los cuales al mutar (mutaciones necesarias
para evadir al farmaco), sacrifican cierto grado de funcionalidad, lo cual provoca
una disminucion de la aptitud (74,79).

Un caso importante a tomar en cuenta, es la aptitud del organismo mutante, en un
ambiente en presencia del farmaco. En este escenario, cuando el farmaco estd
presente, los organismos mutantes (resistentes al farmaco) pueden sobrevivir y
transmitirse de manera eficiente, mientras que los organismos silvestres (wild-type)
son eliminados (17,77).

El poder determinar qué mutaciones estan asociadas a una presion de seleccion
farmacoldgica y qué mutaciones estan asociadas a una presion de seleccion no-
farmacoldgica es muy complicado. Sin embargo, se puede admitir una primera
aproximacion: Evaluar si la mutacién ocurre en el sitio de union a la droga. La
confirmacion de esto, si bien no es una garantia absoluta, es una evidencia fuerte de
gue dicha mutacidn esta asociada a una presion de seleccion farmacologica (19,20).
Eventualmente puede haber mutaciones en estas regiones, que no comprometan la
interaccidn con la droga, en consecuencia, no fueron seleccionadas por una presion
de seleccion farmacoldgica, sin embargo, esto es poco probable. Por otro lado, es
posible que ocurran mutaciones lejanas (fisicamente a nivel estructural), al sitio de
unién de la droga, que ejerzan un efecto perturbador a distancia, alterando la
estructura local del sitio de unién de la droga. Este tipo de mutaciones son muy

probables de haber sido seleccionadas por una presion de seleccion farmacoldgica.

24



Por ejemplo, en el caso de la droga rifampicina, ésta se une a la subunidad RpoB
de la ARN polimerasa, impidiendo la salida del ARN, y bloqueando la correcta
funcién del mecanismo de transcripcion. Las mutaciones asociadas a resistencia a
rifampicina, en su mayoria, ocurren en la subunidad RpoB, sin embargo, existen
mutaciones igualmente asociadas a resistencia a rifampicina, que ocurren en otras

regiones, posiblemente generando efectos perturbadores a distancia (80).

1.3. Planteamiento de la Investigacion

La resistencia a drogas de segunda linea en M. tuberculosis es preocupante, porque
la enfermedad se vuelve incurable (26). En un estudio, se describié el porcentaje de
casos de resistencia adquirida a drogas de segunda linea en los pacientes TB MDR,
donde los casos resistentes a estreptomicina fueron 74%; etionamida, 29%;
kanamicina, 16%; capreomicina, 13%; ciprofloxacina, 12% y 4cido
paraaminosalicilico (PAS), 7%; siendo la etionamida junto con los inyectables de
segunda de linea y las fluoroguinolonas, las drogas que generan una mayor
prevalencia de resistencia en este grupo (1). Esta situacion se mantiene hasta la
actualidad, ademas, se ha detectado cepas resistentes a levofloxacina y cepas TB
XDR en dispersion (4).

En la resistencia a fluoroquinolonas, 64-85% de cepas resistente a fluoroquinolonas
presentaron mutaciones dentro del QRDR de GyrA (59,81), donde ciertas
mutaciones de esta regidn estan asociadas con el alto y bajo nivel de resistencia
(82), sin embargo, la variabilidad del nivel de resistencia no se conoce para el resto
de mutaciones. En la resistencia a kanamicina, la mutacion A1401G en el gen rrs
genera un alto nivel de resistencia (65). Por otro lado, 60% de las cepas clinicas con

la mutacion A1401G fueron resistentes a capreomicina, contradiciendo a lo
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esperado por los resultados in vitro, donde el 100% de las cepas modificadas
genéticamente con la mutacion A1401G resultaron resistentes a capreomicina (83).
Asimismo, en la resistencia a capreomicina mediante TlyA y la resistencia a PAS
mediante ThyA, se describieron mutaciones puntuales y mutaciones con cambio de
marco de lectura, las cuales fueron asociadas a resistencia a nivel experimental
(45,84).

Se describi6 que la distribucion de mutaciones en genes asociados a resistencia en
M. tuberculosis se caracteriza por presentar mutaciones alrededor de los sitios
activos o sitios cataliticos (19,85), mientras que, en otros genes asociados a
resistencia, la mayoria de mutaciones se encuentran lejos de los sitios activos o
sitios cataliticos y pocas mutaciones se encuentran en estos sitios funcionales (20).
La region con mayor probabilidad de acumular mutaciones es llamada region
hotspot y es determinada por una presién de seleccion (86).

En la resistencia adquirida a antibidticos, existe la presion de seleccion
farmacoldgica, la cual conduce a una mayor proliferacion de cepas resistentes
(8,17,71,74). La presién de selecciéon farmacoldgica fue sefialada como un factor
que promueve la acumulacion de mutaciones (region hotspot) cerca de los sitios
activos y cataliticos (19,20). Considerando que es dificil evaluar las mutaciones
sometidas a una presion de seleccidon farmacologica a nivel experimental (79), la
distribucion de mutaciones brinda informacion del patron de mutaciones y regiones
importantes, que pueden estar involucrados en la resistencia a antibiéticos (19,20).
Ademas, se reportd que una region hotspot en la estructura tridimensional da a
conocer mayores indicios del rol funcional de mutaciones (21,87,88), lo cual

permitiria relacionar las mutaciones de un hotspot con su fenotipo resistente.
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Con base en que varios antibioticos se dirigen a las funciones celulares esenciales
y las proteinas blanco con estas funciones son muy conservadas, se empieza a
diferenciar las proteinas blanco en proteinas esenciales y no esenciales: las
proteinas blanco esenciales tienen una funcion bioldgica, que es inhibida por la
accion del farmaco; mientras que las proteinas blanco no esenciales cuentan con la
capacidad de activar profarmacos y no son determinantes para el crecimiento de M.
tuberculosis (79). Los genes blanco son mayormente genes esenciales (89). Durante
la presion evolutiva de M. tuberculosis, las proteinas no esenciales pierden su
funcion, mientras proteinas esenciales para la supervivencia dentro del huésped
persisten (90). Bajo la presion de seleccion farmacoldgica, se espera que la funcion
de las proteinas esenciales con mutaciones se siga manteniendo; mientras que la
funcion proteinas no esenciales con mutaciones se pierda y que esta pérdida de la
actividad de la proteina no esencial no afecte la supervivencia de la bacteria. Dado
que la mayoria de las drogas se dirigen a genes esenciales (79), el término de genes
esenciales indicaria una presion de seleccion farmacoldgica, mientras que el
término de genes no esenciales indicaria una posible presion de seleccion
farmacoldgica, porque no seria muy comdn.

En la resistencia adquirida de antibidticos, se estudia las mutaciones en genes
blanco (17). En la resistencia a fluoroquinolonas, el complejo GyrA y GyrB es el
blanco molecular de estas drogas (39). Sin embargo, también estudios también
reportaron mutaciones en genes no blanco como en TIlyA en la resistencia a
capreomicina (45), en ThyA en la resistencia a acido paraaminosalicilico (45,84) y
en GidB en la resistencia a kanamicina (14). Las mutaciones en TlyA y ThyA

provocaron una inactivacion de la proteina en la resistencia a las drogas
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mencionadas (45,84). También, en la resistencia a cicloserina, se propuso multiples
genes asociados a resistencia, donde la enzima Alr es el blanco de la cicloserina
(16).

Ante ello, la determinacion y comparacion de la distribucion de mutaciones
encontradas en el Peru respecto a aquella reportada en el resto del mundo permitiria
evaluar si la distribucién de mutaciones en cepas resistentes de Peru es similar al
resto del mundo. Esto indicaria la existencia de un patron conservado de mutaciones
a nivel global y sugiere una presion de seleccion farmacoldgica uniforme.
Asimismo, la identificacion de regiones hotspots en el sitio de union a la droga o el
sitio activo en la secuencia y estructura de la proteina codificada permitiria conocer
mutaciones sometidas a una presion de seleccion farmacoldgica de las drogas de
segunda linea, lo cual es un primer paso para conocer el rol funcional de las

mutaciones en la resistencia a drogas de segunda linea en M. tuberculosis.

1.4. Justificacion

Actualmente, existe una gran preocupacion sobre la resistencia a drogas de segunda
linea en M. tuberculosis, debido a la identificacion de cepas resistentes a
levofloxacina, una nueva fluoroquinolona incorporada en el tratamiento de TB
MDR, y la existencia de cepas TB XDR en dispersion (4), las cuales determinan
que el tratamiento de tuberculosis sea mas dificil de curar (26). Por ello, se
promueve investigaciones sobre nuevos diagnosticos para una temprana deteccion
de la resistencia a drogas de segunda linea (70).

En la biologia molecular, se promueve el uso de informacion genémica publica en
los estudios para una mayor perspectiva sobre el objeto de estudio. El uso de

diferentes fuentes de informacién, bases de datos publicas y privadas, permite
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encontrar una variedad de mutaciones en cepas resistentes, lo cual es importante
ante la baja cantidad de estudios existentes sobre mutaciones asociadas a resistencia
mediante mutagénesis. Asi, la recopilacion de mutaciones brinda informacion para
determinar y comparar la distribucion de mutaciones de Per( respecto a aquella
reportada a nivel global. Asimismo, la distribucion de mutaciones permite
identificar regiones, en genes asociados a resistencia, con mayor probabilidad de
presentar mutaciones, considerando que solo se ha reportado una region
determinante de resistencia a quinolonas (QRDR) en la ADN girasa (39).
Asimismo, la distribucién de mutaciones da a conocer si la presion de seleccién
farmacoldgica es uniforme o diferente en Peru respecto al nivel global. Por lo tanto,
a largo plazo, la distribucion de mutaciones brindaria informacién de mutaciones y
regiones hotspots para el desarrollo de nuevas drogas e incorporacion de nuevas
regiones especificas dentro de las pruebas moleculares para la deteccion de
resistencia a drogas de segunda linea.

Debido a que existe un mayor interés en conocer la evolucién de la resistencia en
M. tuberculosis (74,79) por la existencia de cepas TB XDR en dispersién (4), la
informacidn sobre mutaciones especificas asociadas a una presion de seleccion
farmacoldgica brinda un mayor conocimiento en la evolucion de M. tuberculosis en
la resistencia. Cabe resaltar que, en el enfoque de la presion de seleccion
farmacoldgica, es importante diferenciar genes esenciales y genes no esenciales,
debido a que la mayoria de las drogas estan dirigidas a genes esenciales. Por ello,
la identificacion de mutaciones en un gen no esencial significa una posible presion
de seleccion farmacoldgica, que no fue sefialada anteriormente. Las metodologias

actuales para evaluar la aptitud de bacterias resistentes no representan la dinamica
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de M. tuberculosis o puede requerir estudios de cohorte laboriosos (79). Por ello,
dado que es dificil evaluar directamente la aptitud de cepas resistentes con la
metodologia hasta ahora reportada (79), la identificacion de mutaciones sometidas
a una presion de seleccion farmacoldgica in silico brinda mutaciones potenciales a
ser evaluadas en la evolucion de M. tuberculosis para su correlacion con el fenotipo

resistente mediante estudios de mutagénesis.
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Il. Hipotesis

La distribucion de mutaciones en genes asociados a resistencia a drogas de segunda

linea de M. tuberculosis de Peru no es diferente del resto del mundo.
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I11. Objetivos

Objetivo General

e Comparar las distribuciones de mutaciones asociadas a resistencia a drogas

de segunda linea de cepas de Per( y del mundo.
Obijetivos especificos

e Comparar las distribuciones de mutaciones asociadas a resistencia en la
secuencia de la proteina.

e Evaluar las mutaciones en la estructura tridimensional de la proteina.

e Evaluar la presidon de seleccion farmacoldgica de las drogas de segunda
linea asociada a mutaciones que afectan al sitio activo y asociadas a sitios

distantes del sitio activo.
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IV. Metodologia

1V.1. Disefio del estudio

Estudio observacional descriptivo de tipo transversal.

V.2 Poblacion y Muestra

En el andlisis de distribuciones de las mutaciones en diferentes genes, reportados
en Perd, se utilizaron 4 bases de datos secundarias. Las bases de datos secundarias
provienen de 4 estudios previos realizados en el Laboratorio de Bioinformética y
Biologia molecular de los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (LID-UPCH). La primera base de datos
secundaria tiene 2139 cepas con metadatos; la segunda base datos, 469 genomas de
M. tuberculosis, las cuales son procedentes de aislados de pacientes, entre el 2008
y 2012, con tuberculosis de Lima y Callao. La tercera base de datos contiene 99
genomas de la base de datos de 469 genomas y la Ultima base de datos contiene
1883 genomas con mutaciones. En la seleccion de las muestras, estos estudios
utilizaron los siguientes criterios: las muestras fueron aisladas de pacientes con
tuberculosis activa y no relacionados y, ademas, las cepas sensibles o resistentes
fueron detectadas mediante la prueba de Proporciones usando Lowenstein Jensen.

Ademas, en el andlisis de distribuciones de las mutaciones en diferentes genes,
reportados en el resto del mundo, se utilizaron una base de datos de 703 resultados,
construida a partir de la revision de articulos de PUBMED Yy una base de datos de

1197 accesiones, proveniente de la base de datos publica de PATRIC.
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IV.3. Criterios de seleccion

Criterios de inclusién

e Mutacion asociada a resistencia a drogas de segunda linea reportada como
especifica para la droga.

e Mutacion que presenta informacion geogréafica

Criterios de exclusién

e Mutacion cuya asociacion a resistencia a drogas de segunda linea fue
descartada.

e Mutacion que presenta informacidn geogréafica y experimental incompleta.
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IV.4.

Operacionalizacion de variables

Las variables de estudio y sus indicadores se encontraron en la Tabla 2.

Tabla 2. Matriz de operacionalizacion de las variables de estudio.

Tipo de variable | Tipo de o
) S , . . _ | Escala de . Definicion
Variable Definicion segun su | variable seguin - Indicador :
5 medicion Operacional
naturaleza su relacién
Indica si la cepa es resistente a 1: Resistente
Fenqtlpp de unadroga_medlanteIaeval_uaC|on Cualitativa Dependiente Nominal 1.0 0: Sensible
sensibilidad del crecimiento en presencia de la
droga.
del: delecién;
Las diferentes formas en que la Mutacion ;Zmﬂigé%ﬂnéon
Tipo de mutacién secuencia de ADN puede | Cualitativa Independiente | Nominal puntual, del, S
. ' cambio de marco de
cambiar. ins, fs, stop i ) .
lectura; stop: coddn
de parada
Variacid | cion d 1: Presente
Polimorfismo ge | Variacion en la posmpn e una 0: Ausente
P . base Unica en el ADN: adenina o . .
nucleétido anico .. . Cualitativa Independiente | Nominal 1,0
(A), timina (T), citosina (C) o
(SNPs) .
guanina (G).
1: Presente
L Variacion en la posicién de un 0: Ausente
sustituciones de aminoacido en la proteina: | Cualitativa Independiente | Nominal 1,0

aminoacidos

alguno de los 20 aminoacidos.
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1V.5. Instrumentos
Los recursos bioinformaticos utilizados se describen en la Tabla 3.
Tabla 3. Base de datos y programas bioinformaticos.

Recursos Caracteristicas P&gina web

Bases de datos

PATRIC Base de datos de recursos bioinformaticos de patdgenos. https://www.patricbrc.org/

Uniprot Base de datos universal de proteinas y de informacion funcional. https://www.uniprot.org/

PDB Repositorio universal de las estructuras 3D de macromoléculas bioldgicas. https://www.rcsb.org/
Programas bioinformaticos

PyMOL v.2.4.1 Visualizador molecular de cddigo abierto mantenido y distribuido por Schrédinger. https://pymol.org/2/

ClustalX Programa de alineamiento multiple de secuencias de forma progresiva. http://www.clustal.org/clustal2/

SNP-sites Herramienta para extraer SNPs desde un alineamiento multifasta https://usegalaxy.org.au/
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1V.6. Procedimientos

Manejo de bases de datos
secundarias para Peru

mundo

Blsqueda externa de
mutaciones para el resto del

4//v\> > 4/\

Base de datos de
mutaciones con data de
sensibilidad/resistencia

n° de accesiones=469

Base de datos de
sensibilidad/resistencia
n® de accesiones= 2139

Bases de datos de
mutaciones

Mutaciones en cepas
resistentes a partir de la
literatura

—

Mutaciones de 1883 Mutaciones de 99
genomas procesados en genomas procesados
NextGene con cédigo (script)

Filtro de mutaciones sin informacién de

A
Y

Base de datos de mutaciones de genes

(gyrA, gyrB, gidB, tlyA, Rv3728, cycA,
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/
\

Figura 9. Flujograma de la recopilacion de mutaciones en cepas resistentes a 5 antibidticos a partir de diferentes bases de
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IV.6.1 Manejo de base de datos secundarias y recopilacion de

mutaciones
En las siguientes bases de datos, se evaluaron 17 genes para los 5 antibioticos: se
encontraron 4 genes en la resistencia a fluoroquinolonas: gyrA (91-93), gyrB
(94,95), mfpA (96) y eccC5 (97); 8 genes en la resistencia a kanamicina y/o
capreomicina: gidB (14,98), tlyA (99,100), rv3728 (101), rrs (102,103), idsA2
(103), eis (67,102), whiB7 (104), tap (105); 2 genes en la resistencia a cicloserina:
alr (106,107) y cycA (108); y 3 genes en la resistencia a PAS: thyA (109,110), dfrA
(111) y folC (109,110). La recopilacion de mutaciones fue realizada de forma

manual en Excel.

IV.6.1.1. Manejo de bases de datos secundarias de Peru

Se correlacionaron las bases de datos de genomas (1883 y 99 genomas) con las
bases de datos de metadatos (2139 y 469 accesiones) del Laboratorio de
Bioinformatica y Biologia molecular de los Laboratorios de Investigacion y
Desarrollo de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (LID-UPCH) para tener un
consolidado de mutaciones presentes en cada genoma con la informacion de
sensibilidad/resistencia y asi realizar posteriores andlisis. En la base de datos de
metadatos, se describe si las mutaciones estan en cepas resistentes o sensibles de
acuerdo con la prueba de Proporciones usando Lowenstein Jensen (representadas
con los valores de 1 y O respectivamente), mientras que, en la base de datos de
genomas, se encontraron las mutaciones de cada genoma. La organizacion de la
base de datos se realizé en Excel con ayuda de Jupyter Notebook en Anaconda

4.10.1. La compilacién de base de datos resultd en 441 genomas con informacion
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de sensibilidad/resistencia. Se realizd la recopilacion de mutaciones y se
encontraron mutaciones en cepas resistentes para las proteinas GyrA, GyrB, GidB,

TIyA, Rv3728, CycAy ThyAy el gen rrs (Figura 9).

IV.6.1.2. Busqueda de mutaciones en la base de datos publica PATRIC

para el resto del mundo

La base de datos publica PATRIC es una base de datos especializada de
microorganismos que contiene informacion de genomas y fenotipo de
sensibilidad/resistencia, los cuales son de interés para el presente estudio. Se busco
la informacion del area geografica de procedencia desde la pestana “genomes”,
donde se encontraron 29 836 resultados y se escogieron los siguientes filtros:
genoma completo o WGS; resistencia intermedia, resistente y sensible; buena
calidad del genoma; y de origen humano. Por lo tanto, se descarg6 17010 accesiones
con informacion geogréafica. Por otro lado, se buscd la informacion de
sensibilidad/resistencia, para las 5 drogas de interés, desde la pestafia “amr
phenotype”, donde se encontraron 203 152 resultados y se escogieron los siguientes
filtros: fenotipo resistente y sensible; y los cinco antibi6ticos (ciprofloxacina,
amikacina, capreomicina, kanamicina, cicloserina, paraaminosalicilico). Luego de
la correlacion de ambas informaciones a partir del nimero de accesion, se obtuvo
5060 resultados como metadatos.

Con la lista de accesiones de la tabla de 5060 resultados, se descargaron los
proteomas (archivos con extension FAA) y genomas (archivo con extension FRN)
correspondientes. Luego, se extrajeron las secuencias de las 16 proteinas de interes
desde los proteomas y el gen rrs desde los genomas y se colocaron en un archivo

multifasta para cada uno de los 17 genes. Se utilizé el genoma de referencia M.
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tuberculosis H37Rv (GenBank: NC_000962.3) del sistema de numeracién 2002
(112) en el alineamiento multiple en ClustalX 2.0 (113). La identificacion de las
mutaciones fue realizada en SNP-sites en la plataforma Galaxy
(https://usegalaxy.org.au/), a partir del alineamiento mdltiple, y revisada
manualmente. Se tabularon las mutaciones obtenidas en Excel con ayuda de Jupyter
Notebook en Anaconda 4.10.1. Finalmente, esta tabla de mutaciones fue
correlacionada con la tabla de metadatos, lo cual resulté en 1197 accesiones con
mutaciones, informacion de sensibilidad/resistencia y pais de procedencia. En la
recopilacién de mutaciones, se encontraron mutaciones en cepas resistentes para las
proteinas GyrA, GyrB, GidB, IdsA2, WhiB7, Eis, TIlyA, CycA, Alr, ThyA, FolCy

el gen rrs (Figura 9).

IV.6.1.3. Busqueda de mutaciones en la literatura para Peru y el resto

del mundo
Se realizd una busqueda de articulos en PUBMED Central, hasta noviembre del
2021, con los términos “resistencia”, ‘“Mycobacterium tuberculosis”,
“fluoroquinolones” y el nombre de cada droga. Los articulos seleccionados
reportaron mutaciones en cepas resistentes y cumplen los siguientes criterios:
especificaron la droga evaluada en la prueba de sensibilidad e indicaron el pais de
procedencia de los aislados clinicos. No se consideraron las mutaciones en cepas
resistentes a una familia de drogas. Se tabularon las mutaciones con la informacion
de droga, pais y referencia bibliografica por antibiotico (Anexo 12 y 13), lo cual
resulto en 703 mutaciones con la informacion de resistencia, procedencia

geografica y referencia bibliografica. Se encontraron mutaciones en cepas
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resistentes principalmente para las proteinas GyrA, GyrB, GidB, TIyA, ThyA, FolC

y el gen rrs (Figura 9).
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Identificacion de mutaciones potenciales
asociadas a resistencia

¢Existen mutaciones
en cepas peruanas y
en el resto del mundo
en un mismo gen?

Sl

v

Distribucién de mutaciones de cepas
peruanas en la secuencia.

v

Distribucion de mutaciones reportadas en
el resto del mundo en la secuencia.

¢ Existe suficiente
cantidad de
mutaciones?

Comparacion de las distribuciones de
mutaciones de Pert y del resto del mundo
mediante pruelbas estadisticas

¢Existen diferencias NO
significativas mediante
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distribuciones?

No se compararon las
distribuciones de
mutaciones de Peru y del
resto del mundo

La distribucion de
mutaciones de Per( es
similar a aquella del resto
del mundo

Figura 10. Flujograma de la metodologia del presente estudio.

¢ Existe una
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Identificacion de regiones hotspots en el
sitio de unién a la droga o el sitio activo™
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A del sitio de union a la
drona o del sitin activn?

v
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seleccion no
farmacoldgica.

*En GyrA, también se evaluaron sitios funcionales adicionales.
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1V.6.2 Identificacion de mutaciones potenciales asociadas a resistencia

Se seleccionaron las mutaciones Unicas presentes en cepas exclusivamente
resistentes. Ademas, cuando una mutacion Unica se encontrd tanto en cepas
resistentes como en cepas sensibles, se escogi6 la mutacion que se encontraba en
una mayor proporcioén de cepas resistentes. Por otro lado, no se consideraron
mutaciones encontradas exclusivamente en cepas sensibles. De forma similar,
cuando la mutacién Unica se encontré en una mayor proporcion de cepas sensibles,

esta mutacion no fue considerada para analisis posteriores.

1V.6.3 Determinacioén de la distribucion de mutaciones en la secuencia

Se graficaron las mutaciones Unicas en un histograma dividido por los dominios de
la estructura secundaria de la proteina. En la proteina GyrA, se definieron los
dominios de la estructura secundaria con base en la numeracién de Piton et al. (39);
mientras que, en la proteina GyrB (PDB: 6GAV), GidB (PDB: 7CFE), TlyA (PDB:
5KYG)y ThyA (PDB: 3QJ7), se definieron con base en la estructura de los cristales
visualizados en Pymol version 2.4.1. Se graficaron las mutaciones peruanas y
reportadas en el resto del mundo de forma separada. Cabe indicar que, en la
identificacion de mutaciones, se encontraron varias mutaciones multiples, es decir,
dos 0 mas mutaciones presentes en un mismo gen o en genes diferentes en una cepa.
Por ello, varias mutaciones unicas se graficaron como mutaciones multiples, si se

presentaba esta situacion (Figura 10).
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IV.6.3.1. Andlisis estadistico para la comparacion de las distribuciones
de mutaciones de Peru y del resto del mundo
Se comparo las distribuciones de mutaciones de Pert y del resto del mundo a lo
largo de los dominios de estructura secundaria. Se realiz6 un conteo manual de las
mutaciones Unicas por dominio de estructura secundaria. Las mutaciones unicas son
las mutaciones que contribuyen una vez en el conteo para evitar una alta
representacion. Este criterio fue necesario cuando habia una mutacion maltiple. Las
frecuencias de las mutaciones Unicas normalizadas en cada estructura secundaria
fueron estimadas mediante una normalizacion que consistio en el nimero de
mutaciones Unicas en la estructura secundaria dividido por el nimero de mutaciones
Unicas total reportadas en la proteina. Esto procedimiento fue realizado para la
distribucion de mutaciones encontradas en Per( y reportadas en el resto del mundo
por separado. Se evalud la independencia de ambas distribuciones mediante la
prueba de correlacion de rangos de Spearman. Ademas, se utilizd la prueba de
rangos signados para datos apareados (signed-rank) para evaluar la diferencia de
las frecuencias de mutaciones Unicas entre cada par de estructuras secundarias en
la comparacion de las distribuciones de mutaciones de Per( y del resto del mundo
contra la hipétesis nula de la diferencia es igual a cero. Las pruebas estadisticas
fueron evaluadas con un nivel de significancia del 5% en el programa Stata 14.0.
Las evaluaciones estadisticas fueron realizadas para mutaciones en GyrA en cepas
resistentes al menos a ciprofloxacina y a fluoroguinolonas, mientras que, en GyrB,
GidB, TIyA y ThyA, no se realizaron las pruebas estadisticas debido a la baja

cantidad de mutaciones (Figura 10).
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1V.6.4 Identificacidn de regiones hotspots en la distribucion de

mutaciones en la secuencia y estructura de la proteina codificada

Se inicio con el mapeo del sitio de union a la droga y el sitio activo para las 5
proteinas del presente estudio en la gréafica lineal de los dominios de estructura
secundaria. También se mapearon sitios funcionales adicionales en GyrA y GyrB
(sitio catalitico, sitio de union a metales, regiones conservadas). Luego, se
clasificaron las mutaciones segun los sitios funcionales en la gréafica lineal de los
dominios de estructura secundaria. Por altimo, se identificaron las regiones hotspots
a partir de la acumulacion de mutaciones (3 mutaciones como minimo) en los sitios
funcionales de GyrA, GyrB, GidB, TlyA y ThyA en la grafica lineal de los dominios
de estructura secundaria. Se calculd el porcentaje de mutaciones acumuladas
encontradas en Pert y reportadas en el resto del mundo en GyrA, mientras que se
calculd el porcentaje de mutaciones acumuladas de forma conjunta en las proteinas
GyrB, GidB, TlyA y ThyA, debido a la baja cantidad de mutaciones (Figura 10).

Para relacionar las mutaciones con la funcion en la estructura, también se mapearon
los sitios funcionales en las estructuras cristalinas de las proteinas mediante Pymol
version 2.4.1. Se clasificaron las mutaciones en la estructura tridimensional segln
los sitios funcionales y se identificaron las regiones hotspots a partir de la
acumulacién de mutaciones en los sitios funcionales de las 5 proteinas. Se
graficaron las mutaciones fuera del QRDR de GyrA en el cristal 5BTC; asimismo,
Se graficaron todas las mutaciones en GyrB, GidB, TlyA y ThyA en los cristales
con PDBs: 6GAV, 7CFE, 5KYG y 3QJ7, respectivamente. La estructura de TIyA

fue completada con la estructura de AlphaFold de  Uniprot
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(https://www.uniprot.org/uniprot/WJ63) mediante un alineamiento estructural en

Pymol version 2.4.1 (Figura 10).

IV.6.5 Evaluacion de la presion de seleccion farmacoldgica de las

drogas de segunda linea

Antes de realizar la evaluacion de la presion de seleccion farmacolodgica, se
considerd lo siguiente: Para las mutaciones en genes asociados a resistencia a
drogas de segunda linea que se encontraron estructuralmente cerca del entorno del
sitio de unién a la droga o sitio activo, se asume que son mutaciones sometidas a
una presion de seleccién farmacoldgica; mientras que para cualquier mutacion lejos
de este sitio de union a la droga o sitio activo, se asume que €S una mutacion
sometida a una presion de seleccion no farmacoldgica, debido a que no interactla
de manera directa con el farmaco (19,20). En el presente estudio, estas mutaciones
sometidas a una presion de seleccion se identificaron a partir de las regiones
hotspots (regiones del genoma con mayor probabilidad de albergar mutaciones y
determinadas por la presion de seleccidn positiva (86)). La region hotspot en la
estructura es identificada mediante un agrupamiento espacial, la cual es de ayuda
para comprender el rol funcional de las mutaciones de la region hotspot con base
en su localizacién espacial en la proteina (21). Ademas, se asume que existe una
presidn de seleccidn farmacoldgica cuando las mutaciones se encuentran en un gen
esencial, mientras se asume que existe una posible presion de seleccién
farmacoldgica cuando las mutaciones se encuentran en un gen no esencial (Figura

10).
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Se evaluaron si las mutaciones de las regiones hotspots en la estructura se
encontraron cerca del sitio de union a la droga o del sitio activo mediante un punto
de corte de 12 A (114,115). Para ello, se realizé una mutagénesis dirigida in silico,
luego, se selecciond la distancia minima entre el centro de masa del sitio de union
a la droga o el sitio activo y las cadenas laterales de las mutaciones de las regiones
hotspots en Pymol v.2.4.1. Para visualizar este resultado, se realiz6 un grafico de

distancias de las mutaciones al centro de masa del sitio funcional.

Se construyeron los centros de masas a partir del sitio de unién a la droga o sitio
activo de las 5 proteinas en sus respectivos PDBs en Pymol v.2.4.1: En el complejo
ADN girasa/ADN (PDB: 5BTC), se seleccionaron los residuos 84-88, 86-91 de
GyrA, los residuos 459-462, 480-486 y 498-502 de GyrB y 2 nucleétidos en el
ADN, los cuales forman el sitio de union a la droga (QBP) segun Piton et al. (39);
en GidB (PDB: 7CFE), se seleccionaron los residuos V36, G37, S70, A72, G73,
L74,V77,L91,E92, P93, L94, G117, R118, A119, R137 y A138, los cuales forman
el sitio de unién a SAM segun Verma et al. (116); en TlyA (PDB: 5KYG), se
seleccionaron los residuos 60-63/90-94, los cuales forman el sitio de union a SAM,
y los residuos K69/D154/K182/E238, los cuales forman la tétrada catalitica segln
Witek et al. (49); en ThyA (PDB: 3QJ7), se seleccionaron los residuos 143-172, los
cuales forman el sitio de uniéon al cofactor MTHF, y el residuo 127 del sitio de union
al sustrato dUMP seguin Pandey et al. (15). Ademas, para los centros de masa de los
sitios funcionales adicionales en GyrA, se seleccionaron los residuos R128 y Y129,
los cuales forman el sitio catalitico de union al ADN segun Piton et al. (39); y la
region 211-214 en GyrA (PDB: 5BTC) y la region 214-245 en GyrB (PDB:6GAV),

los cuales forman los dos loops conservados de GyrA y GyrB segun Petrella et al.
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(40). Ademaés, se utilizd este mismo complejo 6GAV-5BTC para medir las

distancias de aquellas mutaciones en GyrB que no se ubicaban en el PDB 5BTC.

IV.7. Consideraciones éticas
El presente estudio es un andlisis de bases de datos, en consecuencia, no se tendré
contacto alguno con los sujetos de las muestras. Se solicitd el formato de
exoneracion al Comité de Etica de la UPCH (CIE-UPCH). Este protocolo se
registrd en el Sistema Descentralizado de Informacién y Seguimiento a la
Investigacion (SIDISI) — Direccion universitaria de Investigacion, Ciencia y
Tecnologia (DUICT), y fue evaluado por el CIE-UPCH previamente a su ejecucion.
Durante la implementacion del estudio, se siguié estrictamente las

recomendaciones realizadas por el CIE-UPCH.

1V.8. Limitaciones
e No se reportd un indicador directo de la presion de seleccion farmacolégica
del tratamiento de drogas de segunda linea sobre los genes asociados a

resistencia.
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V. Resultados

Este estudio muestra por primera vez la recopilacion de mutaciones, en genes
asociados a resistencia a drogas de segunda linea antituberculosas, a partir de
diferentes fuentes de informacion pablica y privada para determinar y comparar las
distribuciones de mutaciones de Per( y del resto del mundo. Se compard el patron
de distribucion molecular de las mutaciones en la secuencia a partir de pruebas
estadisticas. Luego, se identificaron regiones hotspots en la estructura primaria y
terciaria de las proteinas asociadas a resistencia. Finalmente, se evaluaron si las
mutaciones de las regiones hotspots se encontraron cerca del sitio de union a la
droga o el sitio activo para estimar si existen mutaciones especificas sometidas a
una presion de seleccion farmacoldgica de las drogas de segunda linea en la

resistencia en M. tuberculosis.

V.1. Identificacion de mutaciones

V.11 Mutaciones del presente estudio

La base de datos compilada de 441 genomas presento 72 (16%) cepas resistentes a
alguna de las drogas de segunda linea, donde 22 (30%) cepas son resistentes a
ciprofloxacina, 12 (17%) cepas son resistentes Unicamente a capreomicina, 21
(28%) cepas son resistentes a kanamicina, 18 (24%) cepas son resistentes a
kanamicina-capreomicina, 2 (3%) cepas son resistentes a cicloserina y finalmente

12 (16%) cepas son resistentes a PAS (Tabla 4).
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Tabla 4. Resultado de las bases de datos secundarias de Peru.

Grupo Gen/droga #R #M
evaluadas
Fluoroquinolona Ciprofloxacina 22 (15"
GyrA 12 (8)®
Inyectables de Kanamicina 21 (4)A
segunda linea s 2 (2
GidB 8 (4)®8
Capreomicina 12 (0)A
GidB S(1)®
TlyA 2(2)®
Kanamicina-capreomicina 18 (6)#
rrs 1(I)®
GidB 7(2)®
Otra droga de Cicloserina 2 (0)A
segunda linea CycA 1 (0)B
Droga de segunda ~ PAS 12 (0)~
linea complementaria ThyA 3 (2)8

#R: Numero de cepas resistentes

#M: Numero de mutaciones

Acido paraaminosalicilico (PAS)

A: Numero de mutaciones en el QRDR o en el sitio activo.
B: Numero de mutaciones potenciales asociadas a resistencia
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Tabla 5. Mutaciones Unicas exclusivamente en cepas resistentes o presentes en una mayor
proporcion de cepas resistentes a ciprofloxacina, kanamicina, capreomicina, kanamicina-
capreomicina y acido paraaminosalicilico en GyrA, rrs, GidB, TlyA, Rv3728 y ThyA. Se muestra
el nimero total de cepas resistentes/sensibles para el presente estudio, asi como el nimero de cepas

que presentaron al menos la mutacion en la proteina o el gen.

#R #S #R con #S con

N° Proteina Mutacién - .,
evaluadas evaluadas mutacién mutacion

Ciprofloxacina

1 GyrA H70R 22 419 1 0
2 GyrA A90V 22 419 3 2
3 GyrA D94G 22 419 7 0
4 GyrA D94H 22 419 1 0
5 GyrA D94A 22 419 2 0
6 GyrA D94N 22 419 2 1
7 GyrA R292G 22 419 1 0
8 GyrA T2671 22 419 1 9
Kanamicina
1 rrs A514T 21 420 1 0
2 rrs A1401G 21 420 3 0
3 GidB G73R 21 420 3 1
4 GidB R47TW 21 420 2 1
5 GidB S70R 21 420 1 0
6 GidB T146K 21 420 1 0
Capreomicina
1 GidB N5S1K 12 429 1 0
2 TIyA G232D 12 429 7 1
3 TIyA S228R 12 429 1 0
4 Rv3728 G636A 12 429 1 0
Kanamicina-capreomicina
1 rrs Al1401G 18 423 1 0
2 GidB G73R 18 423 3 1
3 GidB V124A 18 423 4 1
Acido paraaminosalicilico
1 ThyA L8Q 12 429 2 2
2 ThyA H207R 12 429 6 5

#R: NUmero de cepas resistentes

#S: NUmero de cepas sensibles
Kanamicina (KM)

Capreomicina (CM)

Kanamicina y capreomicina (KM-CM)
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V.1.1.1. Resistencia a ciprofloxacina

En las 22 cepas resistentes a ciprofloxacina del total de 441 cepas, se encontraron
12 mutaciones Unicas. En este grupo, 15 cepas resistentes (68%) presentaron
mutaciones dentro del QRDR de GyrA, donde 3 cepas (14%) presentaron una
segunda mutacion fuera del QRDR para el presente estudio (Anexo 1).

Entre las 12 mutaciones Unicas, 5 mutaciones (H70R, D94G, D94H, D94A y
R292G) en GyrA se encontraron solo en cepas resistentes; 2 mutaciones (A90V y
D94N) se encontraron en una mayor proporcion de cepas resistentes. El resto de
mutaciones fueron encontradas en una mayor proporcion en cepas sensibles (E21Q,
S95T, G247S, G668D y T2671) (Anexo 2), donde la mutacién T2671 fue también
reportada en una cepa peruana (117). Todas las mutaciones evaluadas fueron
reportadas previamente (118-120), sin embargo, 4 de las 12 mutaciones (33%):
D94G, D94H, A90V y D94N fueron asociadas a resistencia a fluoroguinolonas
mediante mutagénesis (95,121). Se seleccionaron las mutaciones H70R, A90V,
D94G, D94H, D94A, D94N y R292G, que se encontraron exclusivamente en cepas
resistentes 0 en mayor proporcion de cepas resistentes, mas la mutacion T2671, que
también fue reportada en una cepa peruana (117), para su evaluacion (Tabla 5).
Por otro lado, la mutacién VV301L en GyrB fue la Gnica mutacion encontrada en una
cepa resistente, sin embargo, esta mutacion no fue confirmada en la resistencia a
fluoroquinolonas (95). Por ello, no fue seleccionada para los anélisis del presente

estudio.

V.1.1.2. Resistencia a kanamicina

En las 21 cepas resistentes a kanamicina, se encontraron que 4 cepas resistentes

presentaron una mutacion en el gen rrs, siendo la principal mutacién A1401G; 16
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cepas resistentes presentaron 8 mutaciones en GidB sin presencia de mutaciones en
el gen rrs; y una cepa resistente no presenté mutaciones en GidB o en el gen rrs
(Anexo 3). En este grupo, 4 (19%) de las 21 cepas resistentes presentaron las
mutaciones G73R y S70R, que afectan directamente a alguno de los sitios de unién
a SAM (residuos 36-37, 70, 72-74, 77, 91-94, 117-119, 137-138) (116).

Entre las 8 mutaciones Unicas de GidB, 2 mutaciones (S7T0R y T146K) se
encontraron en cepas resistentes; 2 mutaciones (G73R y R47W) se encontraron en
una mayor proporcion de cepas resistentes; y 4 mutaciones (E92D, L16R, P84L y
L145F) se encontraron en una mayor proporcion de cepas sensibles (Anexo 4).
Teniendo en cuenta lo anterior, se seleccionaron las mutaciones T146K, S70R,
G73R y R47W, que se encontraron exclusivamente en cepas resistentes o en mayor

proporcion para este grupo resistente (Tabla 5).

V.1.1.3. Resistencia a capreomicina

En las 12 cepas resistentes a capreomicina, ninguna cepa presentd mutaciones en el
gen rrs, a diferencia de las cepas resistentes a kanamicina. 11 (92%) de las 12 cepas
resistentes a capreomicina presentaron 5 mutaciones en GidB; 8 (67%) de las 12
cepas resistentes a capreomicina presentaron las mutaciones G232D y S228R en
TIyA; y 1 de las 12 cepas resistentes no presentd mutaciones en TIyA, GidB o en el
gen rrs (Anexo 5). Ninguna de las cepas resistentes presentd mutaciones que
afecten directamente al sitio de unién a SAM (residuos 90-94/60-63) o la region de
la tétrada catalitica (residuos K69/D154/K182/E238) de TIyA (49).

En TIyA, la mutacion S228R se encontro en una cepa resistente y fue una mutacion
nueva, mientras que la mutacion G232D se encontré en una mayor proporcion de

cepas resistentes. Se reporto la capacidad de generar resistencia a capreomicina de
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la mutacién G232D mediante mutagénesis (45). Por otro lado, a pesar de que se
encontraron 5 mutaciones en GidB, en cepas resistentes a capreomicina, la mayoria
de mutaciones estaban en una mayor proporcién en cepas sensibles (Anexo 6), y la
mutacién N51K se encontré solo en una cepa resistente. Se seleccionaron las

mutaciones G232D y S228R de TIyA para su evaluacion (Tabla 5).

V.1.1.4. Resistencia cruzada a kanamicina y capreomicina

En las 18 cepas resistentes a kanamicina y capreomicina (KM-CM), se encontrd
que solo 1 (6%) de las 18 cepas resistentes a KM-CM presentd una mutacion en el
gen rrs (A1401G) junto con una mutacion (V142A) en GidB; 14 (82%) de las 17
cepas resistentes sin mutaciones en el gen rrs presentaron 7 mutaciones en GidB; y
3 cepas resistentes no presentaron mutaciones en GidB o en el gen rrs (Anexo 7).
Se encontraron 6 cepas resistentes (35%) con las mutaciones G73R y E92D, que
afectan uno de los sitios de unién a SAM.

De las 7 mutaciones en GidB, 2 mutaciones (G73R y V124A) se encontraron en
una mayor proporcion en cepas resistentes (Tabla 5), mientras que el resto de
mutaciones (P78L, L79W, L90R, E92D y L16R) se encontraron en una mayor
proporcion de cepas sensibles (Anexo 8). Por ello, se seleccionaron las mutaciones

G73R y V124A para su posterior evaluacion (Tabla 5).

V.1.1.5. Resistencia a cicloserina
No se encontraron mutaciones en Alr, a pesar de ser una proteina blanco en la
resistencia a cicloserina (51,107,122). Las 2 cepas resistentes presentaron una
mutacion (R93L) en CycA. Por otro lado, todas las 439 cepas sensibles presentaron

al menos una mutacién en CycA, donde 6 cepas (= 1%) presentaron al menos una
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mutacién en Alr (Anexo 9). En la resistencia a cicloserina, se reportd otros
mecanismos de resistencia como la sobreexpresion de la proteina Alr (51), lo que
puede explicar la falta de mutaciones en esta proteina en el presente estudio. Por lo

tanto, la resistencia a cicloserina no se explico por mutaciones en la proteina Alr.

V.1.1.6. Resistencia a acido paraaminosalicilico

En la resistencia a PAS, 9 (75%) de las 12 cepas resistentes presentaron al menos
una mutacién en ThyA y 3 cepas resistentes no presentaron ninguna mutacién en
ThyA. Las cepas resistentes presentaron alguna de las mutaciones L8Q, T202A y
H207R, donde ninguna se encontrd en el sitio de unién al cofactor MTHF (residuos

143-172) o en el sitio de union al sustrato dUMP (residuo 127) (15).

De las 3 mutaciones en ThyA, las mutaciones L8Q y H207R se encontraron en una
mayor proporcidn de cepas resistentes, las cuales fueron previamente reportadas en
la resistencia a PAS (117). Por otro lado, la mutacion T202A se encontr6 en una
mayor proporcion de cepas sensibles (Anexo 10). Se seleccionaron las mutaciones

L8Q y H207R para su evaluacion (Tabla 5).

V.12 Mutaciones obtenidas a partir de la base de datos publica

PATRIC

La recopilacion de mutaciones a partir de la base de datos publica PATRIC fueron
presentadas en el

Anexo 11. En cepas resistentes a ciprofloxacina, se encontraron las mutaciones
A90V, D94H y D94A en GyrA y A504T y K526Q en GyrB, donde la mayoria fue
reportada previamente (93,95), a excepcion de la mutacion nueva K526Q. En la

resistencia a kanamicina, se encontraron las mutaciones nuevas A1398G y T14G

enel genrrs, D132E y W45R en GidB y T292P en IdsA2. En la resistencia cruzada
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a kanamicina y capreomicina, se encontraron mutaciones nuevas en GidB, WhiB7,
IdsA2, TIyA, y en rrs, mientras que las mutaciones R37G y S83G en la proteina
Eis fueron reportadas previamente solo en cepas resistentes a kanamicina (123).
Cabe resaltar que los genes eis y whiB7 fueron ampliamente reportados en la
resistencia a kanamicina (104,124) a diferencia del gen idsA2 (55,103). En la
resistencia a cicloserina, se encontraron mutaciones nuevas en Alry en CycA. En
la resistencia a acido paraaminosalicilico, se encontraron 6 mutaciones nuevas en

ThyA.

V.13 Mutaciones reportadas en la literatura

Se encontraron 14 mutaciones en GyrA reportadas en la literatura en cepas
resistentes a fluoroquinolonas en Per( y 47 mutaciones reportadas en cepas
resistentes a fluoroquinolonas en el resto del mundo (Anexo 12). Entre las 14
mutaciones reportadas en cepas peruanas, 5 mutaciones (A90V, D94G, D94N,
D94H y D94A) fueron encontradas en el presente estudio. Entre las 47 mutaciones
reportadas en el resto del mundo, 11 mutaciones (A90V, D94G, D94N, D94H,
D947, G88A, G88C, H70R, F94A, A288D y R292G) fueron encontradas en cepas
peruanas. Se reporto que 9 mutaciones (A74S, G88C, G88A, A0V, D94G, D94N,
D94H, D94A y L96P) fueron evaluadas mediante mutagénesis, la cual confirma la
capacidad de estas mutaciones de generar resistencia, mientras que 2 mutaciones
(T80A y A384V) fueron descartadas como mutaciones asociadas a resistencia a
fluoroquinolonas (38,95,125-127). Asimismo, se encontraron 10 mutaciones
reportadas en GyrB en la literatura en cepas resistentes a fluoroguinolonas en Per(
y 26 mutaciones reportadas en cepas resistentes a fluorogquinolonas en el resto del

mundo. Entre las 26 mutaciones reportadas en el resto del mundo, 6 mutaciones
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(V301L, N499D, E501D, T500A, N4991 y T500P) fueron reportadas en cepas
peruanas y también la mutacion V301L fue encontrada en el presente estudio. Se
reportd que 13 mutaciones (K247N, R466C, D461N, D461H, N499D, N499S,
N499T, T500N, T500P, E501V, E501D, A504V, T507M) fueron evaluadas
mediante mutagénesis, la cual confirmd la capacidad de estas mutaciones de
generar resistencia, mientras que 4 mutaciones (V301L, D461A, R446C y N499T)
fueron descartadas como mutaciones asociadas a resistencia a fluoroguinolonas
(38,95,125-127).

En la resistencia a inyectables de segunda linea, primero, se encontraron 2
mutaciones en GidB reportadas en la literatura en cepas resistentes a kanamicina en
el resto del mundo (Anexo 13). Luego, se encontraron 6 mutaciones en TIyA
reportadas en la literatura en cepas resistentes a capreomicina en Perl y 6
mutaciones en TIyA reportadas en cepas resistentes a capreomicina en el resto del
mundo. Por Gltimo, se encontraron 5 mutaciones en GidB (Anexo 13) y 5
mutaciones en TIyA reportadas en cepas resistentes a kanamicina y capreomicina
en el resto del mundo. Unicamente, la mutacion G232D, reportada en cepas
peruanas en la literatura (45) y encontrada en el presente estudio, fue confirmada
como una mutacion asociada a resistencia a capreomicina mediante mutagénesis
(45).

Finalmente, se encontraron 25 mutaciones reportadas en la literatura en cepas
resistentes a acido paraaminosalicilico en el resto del mundo. De este grupo, la
mutacion H207R se encontrd también presente en el presente estudio. Solo la
mutacion T202A fue evaluada mediante mutagénesis, sin embargo, no fue asociada

a resistencia a acido paraaminosalicilico (84).
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Se evaluaron Unicamente las mutaciones en GyrA, GyrB, GidB, TIyA y ThyA,
porque, en las otras moléculas (rrs, Alr y Rv3728), se reportaron poca cantidad de
mutaciones en la busqueda externa a partir de la base de datos de PATRIC (Anex0

11) y la literatura (Anexo 12 y Anexo 13).

V.2. Comparacion de las distribuciones de mutaciones de Peru y del

resto del mundo

V.21 Proteina GyrA

En el andlisis de distribucion de mutaciones, se realizd el conteo de mutaciones
unicas en los dominios de estructura secundaria de GyrA (Anexo 14), debido a que
las proteinas GyrB, GidB, TIyA y ThyA presentaron una baja cantidad de
mutaciones en total (Tabla 6). La distribucion de mutaciones a través de los
dominios de estructura secundaria de GyrA de Per( se encontré visualmente
englobada en la distribucion de mutaciones reportadas en el resto del mundo, en
consecuencia, se realizo la prueba de signed-rank y la prueba de correlacion de
Spearman a partir de una normalizacién de las frecuencias de mutaciones Unicas
por cada dominio de estructura secundaria. La prueba de signed-rank no rechazo la
hipétesis nula de la similitud de las frecuencias de mutaciones Unicas normalizadas
para cada dominio de estructura secundaria en cepas resistentes al menos a
ciprofloxacina para Per( respecto a las mutaciones en cepas resistentes al menos a
ciprofloxacina para el resto del mundo (p=0.7343>0.05) (Tabla 7). Asi también la
prueba de signed-rank no rechazo la hipétesis nula de la similitud de las frecuencias
de mutaciones Unicas normalizadas para cada dominio de estructura secundaria en
cepas resistentes al menos a ciprofloxacina para Peru respecto a las mutaciones en

cepas resistentes a fluoroquinolonas para el resto del mundo (p=0.1063>0.05)
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(Tabla 7). Finalmente, la prueba de signed-rank no rechazo la hipoétesis nula de la
similitud de las frecuencias de mutaciones unicas normalizadas para cada dominio
de estructura secundaria en cepas resistentes a fluoroquinolonas para Peru respecto
a las mutaciones en cepas resistentes al menos a fluoroquinolonas para el resto del
mundo (p=0.3077>0.05) (Tabla 7). Por lo tanto, no se encontraron diferencias
significativas entre la distribucion de mutaciones encontradas en Per respecto a las
reportadas en el resto del mundo. Se sugiere una distribucion de mutaciones similar
y universal presente en Perdl como para el resto del mundo para las mutaciones en
GyrA en la resistencia a fluoroquinolonas.

La prueba de correlacion de Spearman rechazd la hipétesis nula de que las
distribuciones de mutaciones sean independientes, al comparar la distribucion de
mutaciones en cepas resistentes al menos a ciprofloxacina (p=0.0025) o mutaciones
en cepas resistentes a fluoroquinolonas (p= 0.041) de Per( respecto a aquella
reportada en cepas resistentes a fluoroquinolonas en el resto del mundo (Tabla 7 y
Tabla 8). Se sugiere que las distribuciones de mutaciones estarian relacionadas y
que la excepcidn en los resultados que muestra distribuciones independientes se
observa cuando se compara la distribucién de mutaciones en cepas resistentes al
menos a ciprofloxacina de Peru respecto a su correspondiente del resto del mundo
(p =0.0793). Esto podria explicarse por la falta de publicacion de reportes sobre
mutaciones o la falta de uso de ciprofloxacina respecto a otras fluoroquinolonas en

el resto del mundo.

Tabla 6. Resultado de la identificacion de mutaciones a partir de las bases de datos secundarias y
la busqueda externa de mutaciones para Perd y el resto del mundo. Cada cantidad de mutaciones

no considera las repeticiones entre columnas.
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Grupo Gen/droga #Total #Mde #M reportadas
de M Perd en la literatura

Fluoroquinolonas Fluoroquinolonas
GyrA 63 16 47
GyrB 32
Inyectables de Kanamicina
segunda linea GidB 8
Capreomicina
TlyA 14
Kanamicina-
capreomicina
GidB 8
TlyA 9

Droga de segunda PAS
linea complementaria ThyA 32

#M: NUmero de mutaciones

Tabla 7. Comparacién de las distribuciones de mutaciones Unicas en cepas resistentes al menos a

ciprofloxacina en Per( y del resto del mundo.

Mutaciones asociadas a la

resistencia al menos a Mutaciones asociadas a la

ciprofloxacina resistencia a fluoroquinolona
Prueba de signed-rank 0.7343 0.1063
Prueba de Spearman 0.0793 (rho= 0.2246) 0.0025 (rho =0.3773)

rho= coeficiente de correlacion rho de Spearman.

Tabla 8. Comparacién de las distribuciones de mutaciones Unicas en cepas resistentes a

fluoroguinolonas en Peru y del resto del mundo.

Mutaciones asociadas a la
resistencia a fluoroquinolona

Prueba de signed-rank 0.3077
Prueba de Spearman 0.0041 (rh0=0.3599)

rho= coeficiente de correlacion rho de Spearman.
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V.3. Identificacion de regiones hotspots en la distribucion de

mutaciones en la secuencia y estructura de la proteina codificada

AVACH Proteina GyrA

Identificacién de regiones hotspots en la distribucion de mutaciones en la
secuencia de GyrA

Se analizo la acumulacion de mutaciones Unicas en los sitios funcionales de las
proteinas a lo largo de la secuenciay en la estructura.

En la resistencia a fluoroquinolonas, en la secuencia de GyrA, una mayor
proporcion de mutaciones se encontro en 4 regiones especificas (regiones hotspots)
de la proteina al comparar la distribucion de mutaciones peruanas respecto al resto
del mundo (Figura 11). Entre las 16 mutaciones peruanas, 8 mutaciones (50%) se
acumularon en la region a4 y 10 mutaciones (63%) en la region a3-loop-o4-loop-
B2 (region QRDR). También se encontraron mutaciones fuera de esta region: 1
mutacion (6%) se encontrd en la region a2-loop, que corresponde con el extremo
proximal del QRDR; y 4 mutaciones (25%) en la region B11-all-loop, que
corresponde a una seccidon de la regién Torre. Una mutacion restante se ubicé en el
dominio B5.

Entre las 47 mutaciones Unicas reportadas en el resto del mundo, 20 mutaciones
(43%) se acumularon en la region o4 y 28 mutaciones (60%) en la region a3-loop-
a4-loop-B2 (region QRDR). También se encontraron mutaciones fuera de esta
region: se acumularon 5 mutaciones (11%) en la region a2-loop, que corresponde
con el extremo proximal del QRDR; 4 mutaciones (9%) en el loop entre $2-B3, que
se encontro circundante al sitio catalitico de unién al ADN; y 2 mutaciones (4%)

en laregion B11-al1-loop, que corresponde a una seccion de la region Torre. Las 8
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mutaciones restantes se localizaron en los loops entre a7 y f4 y entre BS y a9 y los
dominios al y a10 y en la region C-terminal de GyrA.

Identificacién de regiones hotspots en la distribucion de mutaciones en la
estructura de GyrA

Las mutaciones Unicas de GyrA se encontraron en 5 regiones hotspots en la
estructura tridimensional, las cuales confirmo 4 regiones hotspots encontrados en
la secuencia (Figura 12): 28 mutaciones en el QRDR, 4 mutaciones (R68G, S69T,
H70R, H52Q) en el extremo proximal del QRDR, 4 mutaciones (A126R, A126E,
M127K, P123S) en el sitio catalitico de union al ADN, 4 mutaciones (A297D,
R292G, T2671, A288D) en la region Torre. Asimismo, se encontré una region
hotspot de 4 mutaciones (D151T, P163A, V165A y A204V) alrededor de la region
de dos loops conservados de GyrA 'y GyrB, la cual fue visualizada exclusivamente
en la estructura. Una mutacion (E21H) se encontrd fuera de estas regiones. La
region de QRDR present6 la mayor acumulacion de mutaciones. Las mutaciones
V742L, P621L, D756E, G809 no se consideraron en el analisis estructural, porque
no esta disponible una estructura cristal y la mutacién Q60R no se pudo ubicar en

la estructura.

Figura 11. Distribucién de mutaciones en la secuencia de GyrA en cepas de M. tuberculosis
resistentes a fluoroquinolonas. En la parte superior, se encontraron las mutaciones del presente
estudio () y de estudios peruanos (superindice color morado); y en la parte inferior, las mutaciones
reportadas para el resto del mundo. Se muestra los dominios de la estructura secundaria (hojas
plegadas B y hélices alfa) en una disposicion lineal, ademas, se indica el QRDR, sitios funcionales
(barra negra) y regiones estructurales segun Piton et al. (39). Los superindices de las mutaciones
indica la droga evaluada en la resistencia a ofloxacina (O), ciprofloxacina (C), moxifloxacina (M),
levofloxacina (L) y gatifloxacina (G). Mutaciones obtenidas de la base de datos PATRIC (A),
mutaciones asociadas a resistencia (azul) y no asociada a resistencia (rojo) mediante mutagénesis
(60,95,121,125,128,129), mutaciones en conjunto con una mutacion de otra proteina (¢), mutaciones
con alguno de los polimorfismos E21Q, G247S, S95T, G668D (e) y mutaciones en cepas sensibles
(verde).
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A2970 R292G

Figura 12. Distribucion de mutaciones fuera del QRDR en GyrA. A. Estructura terciaria de GyrA
(color azul verde, PDB: 5BTC). B. Lateral izquierdo de GyrA. Las mutaciones (en forma de esfera,
color segun la regién estructural al que pertenecen con base en la Figura 11) fueron sefialadas. C.
Centro de masa del sitio de unién a la droga (esfera roja) y centro de masa del sitio catalitico de
union al ADN (color fucsia). El sitio de union a la droga y el sitio catalitico de unién al ADN (color
verde limén) fueron indicados. D. Regién QRDR (color limén) en GyrA 'y GyrB (color magenta,
PDB: 6GAV). E. Region de los dos loops conservados (color limoén) de GyrA'y GyrB.
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V.3.2 Proteina GyrB

Identificacion de regiones hotspots en la distribucion de mutaciones en la
secuencia de GyrB

En la resistencia a fluoroquinolonas, la distribucion de mutaciones en GyrB
presentd una mayor proporcion de mutaciones en tres regiones especificas (Figura
13). De las 32 mutaciones unicas, 12 mutaciones (38%) (D461N, D461H, D472V,
G470C, N499S, N499D, N499I, T500P, T500N, T500A, E501V y E501D) se
acumularon en la region loop-p2-loop-seccion de a2, que representd el QRDR de
GyrB desde el residuo 461 hasta 501 (58). Las otras mutaciones se encontraron
fuera del QRDR en dos regiones: 9 mutaciones (28%) (A504T, A504V, G510A,
T507M, G512R, D515G, G520A, K526Q y R523H) en la region seccion de a2-
loop-B3, que correspondid con el extremo derecho proximal del QRDR de GyrB; y
3 mutaciones (9%) (R446L, R446H y S447F) en el extremo proximal izquierdo del
QRDR de GyrB. Las 8 mutaciones restantes se encontraron también fuera del
QRDR dispersas a lo largo de la secuencia: en la tropima bisagra (tropim hinge), en
la segunda seccién de la tropima globular, en la ATPasa-GHKL, en la ATPasa-
Transductor y en el extremo del loop conservado de GyrB. Se excluyeron las
mutaciones R466C, D461A y N499T del analisis, debido a que no fueron asociadas
a resistencia mediante mutagénesis en un estudio previo (95).

Identificacion de regiones hotspots en la distribuciéon de mutaciones en la
estructura de GyrB

Las mutaciones de las regiones hotspots de GyrB definidos previamente en la
secuencia, tuvieron una disposicién diferente en la estructura. Se identificaron 2

regiones que acumulan mutaciones en la estructura y no 3 regiones como
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previamente se describio en la grafica lineal (Figura 13). La primera region hotspot,
ubicada estructuralmente alrededor del sitio de unién a la droga, esta conformada
por 10 (D461N, D461H, N499S, N499D, N499l, T500P, T500N, T500A, E501V 'y
E501D) de las 12 mutaciones de la region QRDR y 2 (A504T y A504V) de las 9
mutaciones de la region extremo derecho proximal del QRDR, las cuales se
describieron previamente en tales regiones en la gréfica lineal. Las mutaciones de
la regidn hotspot lejos del sitio de unidn a la droga correspondieron a 2 (G470C y
D472V) de las 12 mutaciones del QRDR, 7 (T507M, G510A, G512R, D515G,
G520A, R523H y R526Q) de las 9 mutaciones del extremo derecho proximal del
QRDR, 3 mutaciones (R446H, R446L, S447F) del extremo izquierdo proximal del
QRDR y una mutacion adicional (R631S), las cuales se describieron previamente
en tales regiones en la gréfica lineal. Las 7 mutaciones restantes se encontraron
fuera de ambas regiones hotspots. Por lo tanto, en la estructura, se identifico una
region hotspot circundante al QRDR conformada por 12 (44%) mutaciones unicas
(D461N, D461H, N499T, N499D, N499S, N4991, T500P, T500N, T500A, E501D.
E501V, A504T, A504V) y una region hotspot lejos del QBP conformada por 13
(48%) mutaciones Unicas (G470C y D472V, T507M, G510A, G512R, D515G,
G520A, R523H y R526Q, R446H, R446L, S447F y R631S), donde esta Gltima
region estd conformada por la mayoria de las mutaciones de los extremos
proximales del QRDR. Las otras 7 mutaciones se encontraron dispersas en la

proteina.
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Figura 13. Distribucién de mutaciones en la secuencia y estructura de GyrB en cepas de M.
tuberculosis resistentes a fluoroquinolonas de Per( y del resto del mundo. A. Gréfica lineal de los
dominios de estructura secundaria (hojas B plegadas y alfa a hélices) de GyrB. Se indica el QRDR,
los sitios funcionales en GyrB (barra negra) y las regiones estructurales segun Piton et al. (39). En
la parte superior, se encontraron las mutaciones del presente estudio (#) y de estudios peruanos
(superindice color morado); y en la parte inferior, las mutaciones reportadas por el resto del mundo.
Los superindices de las mutaciones indica la droga evaluada en la resistencia a ofloxacina (O),
ciprofloxacina (C), moxifloxacina (M), levofloxacina (L) y gatifloxacina (G). Mutaciones obtenidas
de la base de datos ptiblica PATRIC ( A), mutaciones asociadas a resistencia (azul) y no asociadas
resistencia (rojo) mediante mutagénesis (38,95,125-127), mutaciones en conjunto con una mutacion
de otra proteina (¢) y mutaciones en cepas sensibles (verde). B. Distribucién de mutaciones en la
estructura terciaria de GyrB. B1. Estructura terciaria de GyrB (color magenta, PDB: 6GAV). B2.
Reverso de GyrB. Las mutaciones (en forma de esfera, color de la region estructural al que
pertenecen segun la grafica lineal en la Figura 13A) fueron sefialadas. El QRDR y el loop conservado
de GyrB (color limén) fueron indicados.
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V.3.3 Proteina GidB

Resistencia a kanamicina

Identificacion de regiones hotspots en la distribucion de mutaciones en la
secuencia de GidB

La distribucion de mutaciones en GidB en cepas resistentes a kanamicina revelo6
que las 8 mutaciones se encontraron en cantidades similares en diferentes regiones
del gen (Figura 14): 3 mutaciones (R39fs, W45R y R47W) se encontraron en la
region a3-loop, 1 mutacion (1114T) en el dominio B3 y 2 mutaciones (D132E y
T146K) en la regidn B4-loop-a8, donde ninguna de estas tres regiones corresponden
con sitios de unién a SAM; mientras que 2 mutaciones (S7T0R y G73R) se
encontraron en la region loop B1-a5, que incluyé a uno de los sitios de union a
SAM.

Identificacion de regiones hotspots en la distribucion de mutaciones en la
estructura de GidB

Se identificaron los sitios de union a SAM en la estructura de la proteina GidB. La
region hotspot de 3 mutaciones (W45R, R47W y R39fs), ubicada en la region a3-
loop, se encontr6 lejos del sitio de unién a SAM y fue confirmada en la secuencia
y estructura (Figura 14). Por otro lado, la distribucion dispersa de ciertas
mutaciones fue agrupada levemente en la distribucion estructural, debido a que una
region hotspot agrupé 3 mutaciones, ubicadas en el dominio B3 (I114T) y en la
region loop B1-a5 (G73R, S70R), la cual fue circundante al sitio de unién a SAM
en la estructura (Figura 14). Las dos mutaciones restantes (D132E y T146K),
ubicadas en la region p4-loop-a8, se encontraron distantes al sitio de union a SAM.

Por lo tanto, se identificaron una region hotspot de 3 (38%) mutaciones (G73R,
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S70R, 1114T) circundante al sitio de unién a SAM y una regién hotspot de 3 (38%)
mutaciones (W45R, R47W y R39fs) lejos del sitio de unién a SAM.

Resistencia cruzada a kanamicina y capreomicina

Identificacién de regiones hotspots en la distribucion de mutaciones en la
secuencia de GidB

Las 8 mutaciones se encontraron en distintas regiones de la proteina GidB (Figura
14): 3 mutaciones (G34fs, L35R, L44Q) en la regién loop-03, 3 mutaciones (G73R,
V77A 'y D85G) en la region loop-a5-loop, 1 mutacion (R96C) en el dominio a6 y
1 mutacion (V124A) en el dominio a7, donde la region loop-a5-loop abarca uno de
los sitios de union a SAM.

Identificacién de regiones hotspots en la distribucion de mutaciones en la
estructura de GidB

Las mutaciones de las regiones hotspots de GidB definidas previamente en la
secuencia, tuvieron una disposicion diferente en la estructura. Se identificé una
region que acumula mutaciones en la estructura y no 2 regiones como previamente
se describi6 en la grafica lineal. Se identificd una region hotspot circundante al sitio
de union a SAM, debido a que las mutaciones de la region loop-a3 (L35R, G34fs),
de la region loop-a5-loop (G73R, V77A), del dominio a6 (R96C) y del dominio o7
(V124A) se agruparon alrededor del sitio de unién a SAM. Las dos mutaciones
restantes (L44Q y D85G) se encontraron dispersas y distantes del sitio de union a
SAM en la estructura. Por lo tanto, se identificd una regidn hotspot de 6 (75%)
mutaciones (L35R, G34fs, G73R, V77A, R96C, V124A) circundante al sitio de

unién a SAM (Figura 14).
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Figura 14. Distribucién de mutaciones en la secuencia y estructura de GidB en cepas de M.
tuberculosis resistentes a kanamicina, capreomicinay a ambas drogas de Peru y del resto del mundo.
A. Gréfica lineal de los dominios de estructura secundaria (hojas § plegadas y alfa o hélices) de
GidB. Se indica los sitios de unién a SAM (barra negra) segin Verma et al. (116). En la parte
superior, se encontraron las mutaciones del presente estudio (; y en la parte inferior, las mutaciones
reportadas en el resto del mundo. Los superindices de las mutaciones indican la droga evaluada en
la resistencia a kanamicina (K), capreomicina (C) y ambas drogas (K-C). Mutaciones obtenidas de
la base de datos ptiblica PATRIC ( A), mutaciones asociadas a resistencia mediante mutagénesis
(azul) (130), mutaciones en conjunto con una mutacion de otra proteina (¢), mutaciones con cambio
de marco de lectura (fs) y mutaciones en cepas sensibles (verde). B. Centro de masa del sitio de
unién a SAM (color rojo). El sitio de unién a SAM (color limon) fue indicado. C. Distribucién de
mutaciones en la estructura terciaria de GidB. C1. Estructura terciaria de GidB (color verde palido,
PDB: 7CFE). C2. Reverso de la estructura terciaria de GidB. Las mutaciones (en forma de esfera)
en la resistencia a kanamicina (color rojo), capreomicina (color anaranjado) y kanamicina-
capreomicina (color marrén) fueron sefialadas.
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V.3.4 Proteina TIyA

Resistencia a capreomicina

Identificacion de regiones hotspots en la distribucion de mutaciones en la
secuencia de TIyA

Una mayor proporcion de mutaciones se acumularon en una region especifica de la
proteina TIyA (Figura 15). Entre las 14 mutaciones, 8 mutaciones (57%) se
acumularon en la region loop-a5-loop-B6-loop-B7-loop-a6, que incluyé a dos
(Lys182 / Glu238) de los cuatro sitios de la tétrada catalitica. El resto de mutaciones
se encontraron en diferentes dominios de la proteina: 2 mutaciones se encontraron
en el loop entre B3 y B4, 1 mutacion en el dominio f4, 1 mutacion en el loop entre
B2 y a3, 1 mutacion en el dominio B1 y 1 mutacién en la region N-terminal, donde
ninguno abarca los sitios de union a SAM (residuos 90-94/60-63).

Identificacion de regiones hotspots en la distribucion de mutaciones en la
estructura de TIyA

La region hotspot ubicada en la region loop-a5-loop-p6-loop-p7-loop-a6, que
incluyé a dos sitios (Lys182 / Glu238) de la tétrada catalitica, se agrupé diferente
en la estructura. Las 4 mutaciones puntuales (G232D, S228R, N236K, G196E) se
agruparon en una region hotspot estructuralmente circundante a la tétrada catalitica,
mientras que las 4 mutaciones con cambio de marco de lectura (\V198fs, L209dup,
ins218L, S252fs) se encontraron dispersas y distantes de este sitio catalitico. Las
otras 6 mutaciones restantes (R133fs, L139fs, L150P, L118R, C86fs, R18stop) se
encontraron distantes a la tétrada catalitica, sin embargo, la mutacion L118R se

encontrd alrededor del sitio de union a SAM (90-94/60-63). Consecuentemente,
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existe una region hotspot de 4 (29%) mutaciones puntuales (G232D, S228R,
N236K, G196E) estructuralmente circundante a la tétrada catalitica (Figura 15).
Resistencia cruzada a kanamicina y capreomicina

Identificacién de regiones hotspots en la distribucion de mutaciones en la
secuencia de TIyA

Una mayor proporcion de mutaciones se acumularon en una region especifica de la
proteina TIyA (Figura 15). Entre las 9 mutaciones Unicas, 5 mutaciones (56%) se
encontraron en la region loop-al-loop-B1-loop-a2-p2, que abarcO los sitios de
uniéon a SAM (60-63/ 90-94) y el sitio K69 de la tétrada catalitica. El resto de
mutaciones se encontraron en distintos dominios de la proteina: 1 mutacion en el
loop entre B3 y B4, 1 mutacion en el dominio B5, 1 mutacion en el dominio a5 y 1
mutacion en la region N terminal. En este andlisis, no se considerd la mutacion
E75X y L160W.

Identificacion de regiones hotspots en la distribuciéon de mutaciones en la
estructura de TIyA

Todas las 5 mutaciones (S92fs, R60fs, H68fs, K69Q y Al111fs) procedentes de la
region loop-ol-loop-B1-loop-a2-B2 se encontraron estructuralmente circundantes
al sitio de union a SAM (S92fs, R60fs y A111fs) y a la tétrada catalitica (H68fs y
K69Q), en consecuencia, esta region hotspot se confirma en la estructura
tridimensional. Ademas, la mutacion L180R se encontro estructuralmente alrededor
del sitio de unién a SAM. Al contrario, tres mutaciones restantes (Q202fs, G145S
y Al7fs) se encontraron dispersas y distantes de estos sitios cataliticos. Esto nos

sugiere que, existe una region hotspot de 6 (67%) mutaciones (S92fs, R60fs, H68fs,

74



K69Q, Al111fs y L180R) estructuralmente circundante a los sitios de unién a SAM

(60-63/ 90-94) y a la tétrada catalitica (Figura 15).

Figura 15. Distribucion de mutaciones en la secuencia y estructura de TIyA en cepas de M.
tuberculosis resistentes a kanamicina, capreomicinay a ambas drogas de Peru y del resto del mundo.
A. Gréfica lineal de los dominios de estructura secundaria (hojas § plegadas y alfa o hélices) de
TIyA. Se indica el sitio de unién a SAM vy la tétrada catalitica (barra negra), asi como las regiones
estructurales segiin Witek et al. (49). En la parte superior, se encontraron las mutaciones del presente
estudio (B y de estudios peruanos (superindice color morado); y en la parte inferior, las mutaciones
reportadas en el resto del mundo. Los superindices de las mutaciones indica la droga evaluada en la
resistencia a kanamicina (K), capreomicina (C) y ambas drogas (K-C). Mutaciones obtenidas de la
base de datos publica PATRIC ( A), mutaciones con cambio del marco de lectura (fs) y mutaciones
en conjunto con una mutacion de otra proteina (€). B. Centro de masa de la tétrada catalitica (color
rojo) y centro de masa del sitio de unién a SAM (color fucsia). El sitio de unién a SAM y la tétrada
catalitica (color limén) fueron indicados. C. Distribucion de mutaciones en la estructura terciaria de
TIyA. C1. Estructura terciaria de TIyA (color azul cielo, PDB: 5KYG). D. Reverso de la estructura
de TIyA. Las mutaciones (en forma de esfera) en la resistencia a kanamicina (color rojo),
capreomicina (color anaranjado) y a kanamicina-capreomicina (color marrén) fueron indicadas.
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V.35 Proteina ThyA

Identificacién de regiones hotspots en la distribucion de mutaciones en la
secuencia de ThyA

En la resistencia a acido paraaminosalicilico, una mayor proporcion de mutaciones
se acumularon en dos regiones especificas de la proteina ThyA (Figura 16). Entre
las 32 mutaciones, 4 mutaciones (13%) (F152V, D169N, C161T, H147R) se
encontraron en la region B4-loop-B5, que corresponde con el sitio de unién al
cofactor MTHF (residuos 143-172); y 10 mutaciones (31%) (D81A, W83C, G91R,
H75Q, Q97R, V77F, H75N, W98stop, W83stop y G76stop) se encontraron en la
region loop-o4-loop-a5, que no corresponde con ninguna region funcional de la
proteina. El resto de mutaciones se encontraron en cantidades similares en 13
distintas regiones de la proteina.

Identificacion de regiones hotspots en la distribucion de mutaciones en la
estructura de ThyA

Las mutaciones de la region hotspot procedentes de la region loop-o4-loop-a5 se
encontraron estructuralmente lejos del sitio de union al cofactor MTHF y del sitio
de unién al sustrato dUMP. Asimismo, las 4 mutaciones de la region hotspot del
sitio de union al cofactor MTHF se encontr0 en este sitio activo. Las 18 mutaciones
restantes se encontraron dispersas a lo largo de la proteina ThyA. Por lo tanto, existe
una regién hotspot de 4 (13%) mutaciones (H147R, F152V, C161T, D169N)
asociada al sitio de union al cofactor MTHF y una regién hotspot de 10 (31%)
mutaciones (D81A, W83C, G91R, H75Q, Q97R, V77F, H75N, W98stop, W83stop
y G76stop) lejos del sitio de unién al cofactor MTHF y del sitio de unién al sustrato

dUMP (Figura 16).
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Figura 16. Distribucién de mutaciones en la secuencia y estructura de ThyA en cepas de M.
tuberculosis resistentes a PAS de Pert y del resto del mundo. A. Gréfica lineal de los dominios de
estructura secundaria (hojas B plegadas y alfa o hélices) de ThyA. Se indica el sitio de union al
sustrato dUMP y cofactor MTHF (barra negra) segin Pandey et al. (15). En la parte superior, se
encontraron las mutaciones del presente estudio 4); y en la parte inferior, las mutaciones reportadas
en el resto del mundo. Mutaciones obtenidas de la base de datos publica PATRIC (A ). B. Centro de
masa del sitio de union al sustrato dUMP (color fucsia) y cofactor MTHF (color rojo). Los sitios de
unién sustrato dUMP y cofactor MTHF (color limén) fueron indicados. C. Distribucién de
mutaciones en la estructura terciaria de ThyA. C1. Estructura terciaria de ThyA (color azul claro,
PDB: 3QJ7). C2. Reverso de la estructura de ThyA. Las mutaciones (en forma de esfera)
procedentes de Per( (color fucsia) y del resto del mundo (color verde) fueron indicadas.
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Mutaciones detectadas

A en Peru
Sitio de union al Sitio de unién al DaRy
sustrato dUMP cofactor MTHF H207R
L8Q ' ) . T202A
L8qQ* V77L P92L H207R *
R127 143-172

al B1 |BZ| |a2|_|a3|_la4|_|a5| |a6|-|63| |a7|_|B4|_|BSI_|a8|_|BGI_|a9|__

2 15 16 18 2 64 69 10 122 129131 47 155 158 169 173 192 195 209 212 221 263
T22pA  F30s  pass  Fs2sh G76stop W83C Q97R  S105P  D110G Wi33stop E137GA  H147R  C161T 1183V T202A 1220P
¥36C VI7F W83stop  W9Bstop R126Q N134TA  F152v  DI16ON  Qi9lstop  H207R
H75Q GOIR
A
LLEEL V0 PP /ey

Mutaciones detectadas
en otros paises

A%?Regién
S\ 143172

D81A ws3Cc G91R
W83stop
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V.A4. Evaluacion de mutaciones de regiones hotspots cerca del sitio de
union a la droga o el sitio activo
Los resultados de las mutaciones de regiones hotspots asociadas a la presion de

seleccion farmacoldgica se muestra en la Tabla 9.

V.4l Proteina GyrA

En la resistencia a fluorogquinolonas, se encontré que la mayoria de las mutaciones
(A74S, D84G, D89N, 192M, D94A, D94N, D94G, D94H, D94Y, D94V, DT,
D94S, L96P, R98L, P102H, L105R, D111N), ubicadas en el QRDR, presentaron
distancias al centro de masa del sitio de unién a la droga mayores a 12 A, sin
embargo, unas cuantas mutaciones (G88A, G88R, G88C, A90V, A90T, A90L,
S91P, S91A, S91L) localizadas en este sitio funcional se encontraron por debajo
del punto de corte de 12 A (Figura 17).

Ademas, se determind que las mutaciones mas cercanas al sitio de union a la droga
(QBP) ocurren con mayor frecuencia en el QRDR (D (distancia): 9.7-29.7 A) y en
menor grado en el sitio catalitico de union al ADN (D: 14.6-19.5 A) y en el extremo
proximal del QRDR (D: 20.1-36.4 A), las cuales en su mayoria presentaron una
distancia al centro de masa del QBP mayor al punto de corte de 12 A, mientras que
las mutaciones lejanas al QBP se localizan en los dos loops conservados de GyrA
y GyrB (D: 27.5-42.9 A) y en una seccion de la region Torre (33.9-49.9 A) (Figura
17).

Considerando las regiones funcionales descritas en GyrA (39), se determinaron las
distancias al centro de masa de dos sitios funcionales adicionales: sitio catalitico de
unién al ADN vy la region de los dos loops conservados de GyrA y GyrB. Las

mutaciones de la region hotspot circundante al sitio catalitico de unién al ADN (2.9-
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10.8 A) presentaron distancias al centro de masa de este sitio funcional menores a
12 A. Por otro lado, las mutaciones alrededor de la region funcional de los dos loops
conservados de GyrA y GyrB (D: 19.5-28.7 A) presentaron distancias al centro de

masa de este sitio funcional mayores a 12 A. (Figura 17).

Distancia minima de las mutaciones en GyrA al centro de masa
del sitio de union a la droga, sitio catalitico de union al ADN y los
dos loops conservados de GyrA'y GyrB en la resistencia a

fluoroquinolonas Region hotspot hoFteseF?(;?r;n
- C|rct_1(1danteala una seccion
Regioén region los dos de la region No
hotspot en el loops Torre  &grupados
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36
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-
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L2021
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Posicién de la mutaciéon
M Cerca del sitio de unién a la droga B Lejos del sitio de unidn a la droga
B Respecto al sitio catalitico de unién al ADN B Respecto a los dos loops conservado de GyrA y GyrB

Figura 17. Distancia minima de las mutaciones en GyrA. Se muestra las distancias de las
mutaciones de las regiones hotspots encontrados en GyrA y de una mutacion fuera de las regiones
hotspots. La linea roja indica el umbral de 12 A.

V.4.2 Proteina GyrB

En la resistencia a fluoroquinolonas, se determind que todas las mutaciones
(D461H, D461N, N499S, N499D, N4991, T500P, T500N, T500A, E501V vy
E501D, A504V y A504T) de la region hotspot circundante al QRDR (D: 6.8-11.7
A) presentaron distancias al centro de masa del sitio de unién a la droga menores a
12 A. Por otro lado, las mutaciones de la region hotspot lejos del QBP (D: 18.4-

31.1 A) presentaron distancias mayores al punto de corte (Figura 18).
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Distancia minima del centro de masa del sitio de union
a la droga hacia las mutaciones en GyrB en la
resistencia a fluoroquinolonas

No agrupados
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Figura 18. Distancia minima de las mutaciones en GyrB. Se muestra las distancias de las mutaciones
de las regiones hotspots encontrados en GyrB y de las mutaciones fuera de las regiones hotspots. La
linea roja indica el umbral de 12 A.

V.43 Proteina GidB

Resistencia a kanamicina

En el analisis de distancias, todas las mutaciones de la region hotspot circundante
al sitio de union a SAM (D: 2.2-9.7 A) presentaron distancias al centro de masa del
sitio de unién a SAM menores a 12 A, mientras que todas las mutaciones de la
region hotspot lejos del sitio de union a SAM (14.2-18.2 A) presentaron distancias

mayores al punto de corte (Figura 19).
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Distancia minima del centro de masa del sitio de unién
a SAM hacia las mutaciones en GidB en la resistencia a

kanamicina
No
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Figura 19. Distancia minima de las mutaciones en GidB. Se muestra las distancias de las mutaciones
de las regiones hotspots encontrados en GidB y de las mutaciones fuera de las regiones hotspots. La
linea roja indica el umbral de 12 A.

Resistencia cruzada a kanamicina y capreomicina

En el andlisis de distancias, la mayoria de las mutaciones (G73R, V77A, L35R,
R96C) de la region hotspot circundante al sitio de unién a SAM (D: 6.1-10.4 A)
presentaron distancias menores a 12 A, salvo por las mutaciones G34fs y V124A

(D: 13.5-13.6 A) (Figura 20).
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Distancia minima del centro de masa del sitio de unién
a SAM hacia las mutaciones en GidB en la resistencia
cruzada a kanamicina y capreomicina
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Figura 20. Distancia minima de las mutaciones en GidB. Se muestra las distancias de las mutaciones
de las regiones hotspots encontrados en GidB y de las mutaciones fuera de las regiones hotspots. La
linea roja indica el umbral de 12 A.

V.4.4 Proteina TIyA

Resistencia a capreomicina

En el analisis de distancias, se encontr6 que la mayoria de las mutaciones (G232D,
S228R, N236K) de la region hotspot circundante a la tétrada catalitica (D: 3.7-5.7
A) presentaron distancias menores a 12 A, salvo por la mutacion G196E (D: 13.7
A). De forma excepcional, la mutacién L118R, la cual no pertenece a un hotspot,

se encontr6 cerca del sitio de unién a SAM con una distancia de 7.8 A (Figura 21).
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Distancia minima del centro de masa de la tétrada
catalitica y el sitio de unién a SAM hacia las
mutaciones en TlyA en la resistencia a capreomicina
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Figura 21. Distancia minima de las mutaciones en TIyA. Se muestra las distancias de las mutaciones
de la region hotspot encontrado en TlyA y de las mutaciones fuera de las regiones hotspots. La linea
roja indica el umbral de 12 A.

Resistencia cruzada a kanamicina y capreomicina

Evaluando las dos regiones funcionales descritas en TIyA (49), se determinaron
mutaciones cercanas a la tétrada catalitica y al sitio de union a SAM asociadas a
resistencia cruzada a kanamicina y capreomicina. La mayoria de las mutaciones
(R60fs, H68fs, K69Q, S92fs y L180R) de la region hotspot circundante del sitio de
unién a SAM (D: 7.1-10.8 A) presentaron distancias al centro de masa del sitio de
unién a SAM menores a 12 A, salvo por la mutacion A111fs (D: 13.3 A). Al evaluar
estas mismas mutaciones respecto al centro de masa de la tétrada catalitica, la
mayoria de las mutaciones (H68fs, K69Q, S92fs, L180R) también presentaron
distancias (D: 3.2-11.0 A) menores a 12 A, excepto por las mutaciones R60fs y
Al11fs (D: 15.9-19.7 A). Cabe resaltar que las mutaciones puntuales K69Q (D: 3.2

A) y L180R (D: 1.1 A) se encontraron mas cerca de la tétrada catalitica, mientras
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que las mutaciones con cambio de marco de lectura R60fs (D: 10.8 A), H68fs (D:

8.8 A)y S92fs (D: 7.1 A) se encontraron mas cerca del sitio de unién a SAM (Figura

22).
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Figura 22. Distancia minima de las mutaciones en TIyA. Se muestra las distancias de las mutaciones
de la region hotspot encontrado en TlyA y de las mutaciones fuera del hotspot. La linea roja indica
el umbral de 12 A.

V.4.5 Proteina ThyA

En laresistencia a acido paraaminosalicilico, la mayoria de las mutaciones (H147R,
F152V, C161T) de la regidn hotspot en el sitio de union al cofactor MTHF (D: 5.7-
9.8 A) presentaron distancias al centro de masa del sitio de union al cofactor MTHF
menores a 12 A, salvo por la mutacion D169N (D: 14.2 A). Ademas, ciertas
mutaciones Y36C, P43S, L183V y T202A (D: 6.4-11.8 A), que no se agruparon en
un hotspot, también presentaron distancias menores a 12 A. Por otro lado, la
mayoria de las mutaciones (H75Q, H75N, G76stop, V77F, D81A, W83C, W83stop,
G91Ry Q97R) (14.2-26.0 A) de la region hotspot lejos del sitio de union al cofactor

MTHF presentaron distancias mayores a 12 A, sin embargo, la mutacién W98stop

86



(D: 8.8 A) present6 una distancia menor a 12 A. De forma excepcional, las
mutaciones R126Q y F152V (D: 4.8 Ay 10.9 A) se encontraron cerca del sitio de

union al sustrato dUMP (Figura 23).

Distancia minima del centro de masa del sitio de union al cofactor
MTHEF y del sitio de unién al sustrato dUMP hacia las mutaciones en
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Figura 23. Distancia minima de las mutaciones en ThyA. Se muestra las distancias de las

mutaciones de las regiones hotspots encontrados en ThyA y de las mutaciones fuera de las regiones
hotspots. La linea roja indica el umbral de 12 A.
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Tabla 9. Resultados de las regiones hotspots encontrados en GyrA, GyrB, GidB, TlyAy ThyAy
su asociacion a la presion de seleccion farmacoldgica para cada droga.

Grupo Gen/droga #Regiones Regiones hotspots Presion de
hotspots seleccién
farmacologica
Fluoroguinolonas  Fluoroquinolonas e Region hotspot en el No*
GyrA 5 QRDR de GyrA
e Region hotspot No

circundante al sitio
catalitico de unién al ADN

e Region hotspot en el No
extremo proximal
izquierdo del QRDR de
GyrA

e Region hotspot No

circundante a los dos loops
conservados de GyrA y
GyrB

e Region hotspot en una No
seccion de la region Torre

GyrB 2 e Region hotspot Si
circundante al QRDR de
GyrB No
e Region hotspot lejos del
QBP
Inyectables de Kanamicina e Region hotspot Si*
segunda linea GidB 2 circundante al sitio de
unién a SAM
e Region hotspot lejos del No

sitio de unién a SAM

Capreomicina e Region hotspot Si
TlyA 1 circundante a la tétrada
catalitica

Kanamicina-capreomicina

GidB 1 e Region hotspot Si*
circundante al sitio de
union a SAM
TlyA 1 e Region hotspot Si*
circundante al sitio de
union a SAM
Droga de PAS e Region hotspot lejos del No
segunda linea ThyA 2 sitio de union al cofactor
complementaria MTHF Si

e Region hotspot en el sitio
de unién al cofactor
MTHF

*Estos resultados no estan soportados por la literatura.
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V1. Discusion

Las mutaciones asociadas a resistencia a fluoroquinolonas e inyectables de segunda
linea, que generan la mayor prevalencia de resistencia en este grupo (1), son
conocidas y ampliamente reportadas (13). Sin embargo, no se han realizado
estudios para conocer si la distribucion de mutaciones asociadas a resistencia a
drogas de segunda linea en Per( sigue un patron conservado a nivel global. Por ello,
este es el primer estudio que determind y compard la distribucion de mutaciones en
proteinas asociadas a resistencia a drogas de segunda linea en M. tuberculosis de
Per0 respecto al resto del mundo, lo cual permitio identificar regiones hotspots de
mutaciones en la secuencia y estructura de la proteina codificada y determinar si la
presion de seleccion farmacoldgica es uniforme (19-21).

Comparacion de la distribucion de mutaciones de Per( respecto al resto del
mundo

En la resistencia a fluoroquinolonas, se conoce que el 64-85% de cepas con fenotipo
resistente a fluoroquinolonas presentaron mutaciones dentro de la region
determinante de resistencia a quinolonas (QRDR) de GyrA (59,81), donde las
mutaciones A90V y D94N en el QRDR estan asociadas con el bajo y alto nivel de
resistencia (82,128,129), respectivamente. Sin embargo, la variabilidad del nivel de
resistencia no es conocida para el resto de mutaciones de GyrA. En el presente
estudio, las mutaciones A90V y D94N fueron encontradas en cepas sensibles y
resistentes. Se demostrd que factores como el tipo de fluoroguinolona y el entorno
de la cepa afectaron el nivel de resistencia (121). Por todo ello, con el fin de tener
un panorama amplio de las mutaciones que dirigen los mecanismos de resistencia,

se determind y compard la distribucion de mutaciones en cepas resistentes a
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fluoroquinolonas de Per( respecto al resto del mundo. En nuestro estudio, la
distribucion de mutaciones de Per( se encontré englobada en la distribucion de
mutaciones reportadas para el resto del mundo. También nuestro analisis estadistico
nos sugiere una similitud de las distribuciones de mutaciones Gnicas de Perd y del
resto del mundo, al comparar cada dominio de estructura secundaria, porque no se
encontraron diferencias significativas (p > 0.05). Ademas, las distribuciones de
mutaciones de Peru y el resto del mundo presentaron regiones hotspots idénticas en
su mayoria. Por lo tanto, existe un patrén conservado de mutaciones en GyrA a
nivel global.

Cabe resaltar que ninguna de las mutaciones de la regién hotspot circundante al
sitio catalitico de unién al ADN en GyrA se encontr6 en Per( y el resultado
estadistico indico que no existié diferencias significativas entre la distribucion de
mutaciones de Per( respecto al resto del mundo. Por ello, es posible que una region
hotspot necesite ser definida por méas de 4 mutaciones para que sea significativa.
Teniendo en cuenta lo anterior, considerando que las mutaciones en GyrA de mayor
prevalencia en la resistencia fluoroquinolonas (D94G: 21-32% y A90V: 13-20%)
fueron reportadas en la region QRDR (14), donde se encontrd localizada la region
hotspot principal de GyrA, es posible que se necesite mas de 4 mutaciones para que
una mutacion de una region hotspot sea prevalente en la poblacion.

La distribucion de mutaciones se realiz6 con mutaciones reportadas en cepas
resistentes. Una situacion ideal es evaluar mutaciones asociadas a resistencia con
base en una prueba de mutagénesis (95), porque las cepas resistentes evaluadas
pueden estar acumulando mecanismos de resistencia no determinados, que son un

sesgo al trabajar con mutaciones reportadas. Para disminuir el sesgo, las mutaciones
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reportadas no asociadas a resistencia sobre la base de previos estudios de
mutagénesis, se separaron del conjunto de mutaciones con la finalidad de evaluar
mutaciones potencialmente resistentes.

Por otro lado, se destaca que 7 (32%) de las 22 cepas resistentes a ciprofloxacina
no presentaron mutaciones en los GyrA, GyrB y MfpA, a pesar de que la base de
datos utilizada surgié del secuenciamiento del genoma de M. tuberculosis. Se han
reportado otros mecanismos de resistencia, como bombas eflujo, proteinas
pentapéptidos, reduccion de la acumulacion de la droga y mecanismos de respuesta
al estrés (131-133). Por consiguiente, se presume que, en cepas resistentes a
ciprofloxacina sin mutaciones, existen otros mecanismos de resistencia no
relacionados con mutaciones, los cuales también pueden afectar el nivel de
resistencia a fluoroquinolonas, a pesar de haber encontrado un patrén conservado
de mutaciones en GyrA a nivel global.

En el resto de proteinas evaluadas, GyrB, GidB, TlyA y GidB, la baja cantidad de
mutaciones resultdé en una limitacion estadistica en la comparacion de la
distribucion de mutaciones de Peru respecto a aquella del resto del mundo. En
consecuencia, no se pudo determinar si existe un patron conservado de mutaciones
a nivel global en estas proteinas.

Identificacion de regiones hotspots en la secuencia y estructura de la proteina
codificada

En GyrA, la distribucion de mutaciones en la secuencia presentd 4 regiones
hotspots, mientras que la distribucion de mutaciones en la estructura permitié
visualizar una region hotspot adicional, en consecuencia, ambos analisis fueron

complementarios. En primer lugar, se definid la region hotspot en el QRDR de
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GyrA (residuos 74-113) por la alta acumulacién de mutaciones tanto para Peru
(n=10, 63%) como para el resto del mundo (n=28, 60%). Cabe resaltar que, dentro
de este hotspot, la region a4 acumul6 la mayoria de mutaciones tanto para Perd
(n=8, 50%) como para el resto del mundo (n=20, 43%). Por ello, se confirma que
la region QRDR est4 asociada con la resistencia a fluoroquinolonas. La region
QRDR es de especial importancia, porque esta involucrada en la formacion del QBP
(sitio de unidn a la droga) (39). Resulta interesante que esta region a4, localizada
dentro de la region hotspot en el QRDR, form¢ parte tanto del sitio activo de GyrA
(region a3-loop-a4 y los sitios cataliticos de union al ADN) como de regiones
especificas del sitio de union a la droga, llamado QBP, (residuos 84-88, 86-91 de
GyrA, los residuos 459-462, 480-486, 498-502 y el ADN) (39). Previos reportes
postularon que mutaciones en la regiéon QRDR actuaron mediante alguno de estos
mecanismos de resistencia: la modificacion de la geometria del sitio activo (39) y
la disminucion en la afinidad de la droga a partir de la disrupcion del puente idnico
agua-metal (134). Estos mecanismos de resistencia explican la alta cantidad de
mutaciones encontradas en la region hotspot en el QRDR (residuos 74-113) y la
hélice a4 (residuos 89-99). Por lo tanto, esta region hotspot principal soporta la
hipétesis de que la resistencia a fluoroguinolonas esta asociada a mutaciones en la
region QRDR de la ADN girasa mediante dos mecanismos de resistencia.

En la misma linea de la resistencia a fluoroquinolonas, se conoce que, a pesar de la
baja frecuencia de mutaciones en GyrB (1-2%), estas mutaciones son determinantes
en la resistencia a estas drogas (59). Se demostré que el mecanismo de resistencia
en GyrB se da a partir de la alteracion del volumen del QBP, que conduce a la

inestabilidad de la unién de la droga en el QBP (39). Efectivamente, se encontrd
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una region hotspot circundante al QRDR de GyrB (residuos 461-501) con una alta
cantidad de mutaciones (44%). Por ello, las mutaciones de esta region hotspot
circundante al QRDR de GyrB afectarian el volumen del QBP. Por otro lado, se
resalta que las distribuciones de las dos subunidades, GyrA y GyrB, de la ADN
girasa fueron diferentes, porque la region hotspot alrededor del QRDR de GyrB (n=
12, 44%) presentd una leve menor cantidad de mutaciones, mientras que la region
hotspot en el QRDR de GyrA acumul6 la mayor cantidad de mutaciones (28
mutaciones Unicas) de las 5 regiones hotspots encontradas en esta proteina. Si bien
no se ha realizado un estudio estructural de las mutaciones, esta diferencia podria
ser atribuida a las interacciones no especificas de los residuos del QRDR de GyrB
(R482, T500 y E501) con el grupo C7 de la fluoroguinolona, como se reporto
previamente (38).

En el anélisis de la resistencia a otras drogas de segunda linea, se analizaron otras
3 proteinas GidB, TlyA y ThyA, que no son genes blancos, sin embargo, TIyA
(45,135) y ThyA (84) son importantes dentro del mecanismo de resistencia a
capreomicina y acido paraaminosalicilico, respectivamente, mientras que GidB
(14) es un potencial candidato en la resistencia a kanamicina. Entre ellos, se reporto
solo el rol de la mutacion G232D (45), la cual pertenecié a la region hotspot
circundante a la tétrada catalitica en TlyA. Por ello, profundizando en el asunto de
la resistencia a capreomicina, se conoce que el 60% de las cepas clinicas con la
mutacion A1401G en el gen rrs fueron resistentes a capreomicina, contradiciendo
a lo esperado por los resultados in vitro, donde el 100% de las cepas modificadas
genéticamente con la mutacion A1401G resultaron ser resistente a esta droga. La

explicacion para esta situacion es la posible existencia de mutaciones
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compensatorias en las cepas clinicas, que contribuyen a disminuir el nivel de
resistencia (83). En la busqueda de nuevas proteinas para mejorar la sensibilidad en
la deteccidn de la resistencia a capreomicina, se propuso a TlyA como marcador
candidato (14). TIyA no es una proteina blanco de la capreomicina, sin embargo, es
necesaria para la metilacion del ARN (45), que permite la union de la capreomicina
al ARN (10). La proteina TlyA presenta dos sitios cataliticos: la tétrada catalitica y
el sitio de union a SAM (50), sin embargo, se sefial6 a la tétrada catalitica como
responsable de la actividad enzimatica de TIyA (47), siendo su funcion la
metilacion del ARNr 23S (48). En el actual estudio, la region hotspot se encontrd
circundante a la tétrada catalitica (G232D, S228R, N236K, G193E) y acumul6 una
baja cantidad de mutaciones (n=4, 29%), provenientes de la region loop-a5-loop-
B6-loop-B7-loop-a6. Este hallazgo confirma una previa hipotesis acerca de que la
mutaciones cerca de la tétrada catalitica de TIyA ocasionan resistencia a
capreomicina (135). La mutacién puntual G232D, perteneciente a este hotspot, fue
asociada a resistencia a capreomicina en un estudio experimental (45). Por ello, las
mutaciones puntuales de esta region hotspot circundante a la tétrada catalitica
afectarian la actividad metiltransferasa de TlyA. Actualmente, si bien TIyA es
considerada un marcador no sensible en la resistencia a capreomicina, el hallazgo
de una region hotspot circundante a la tétrada catalitica podria revalorar las
mutaciones pertenecientes a esta regién hotspot en la prueba GenoType MTBDRsl|
v2, en especial, para la deteccion de cepas resistentes a capreomicina que no
presentan una mutacion en el gen rrs.

En la resistencia a &cido paraaminosalicilico, se sabe que el 36% de cepas

resistentes a PAS presenta mutaciones en ThyA, donde la desactivacion de ThyA
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es un importante mecanismo de resistencia a esta droga (84). En el presente estudio,
la region hotspot en el sitio de unién al cofactor MTHF (F152V, D169N, C161T,
H147R) se ubico en la region P4-loop-B5 y acumuld una baja cantidad de
mutaciones (n=4, 13%). A pesar que ninguna de estas mutaciones fue evaluada
mediante mutagénesis, las mutaciones L143P, C146R y L172P, pertenecientes a la
region hotspot en el sitio de unidn al cofactor MTHF, disminuyeron la afinidad del
cofactor MTHF, lo cual fue comprendido como una unién débil entre el cofactor
MTHF y la proteina ThyA (15). Por ello, esto nos sugiere que las mutaciones de la
region hotspot en el sitio de union al cofactor MTHF generarian una alteracion en
la funcion de ThyA.

Por otro lado, se encontraron regiones hotspots asociadas a los sitios activos de
GidB y TIyA en la resistencia a kanamicina y resistencia cruzada a kanamicina y
capreomicina. Un estudio epidemioldgico en Perd report6 que la resistencia cruzada
a kanamicina y capreomicina es mayor comparada con la resistencia generada a
cada una de estas drogas por separado (4). Por ello, estos resultados podrian indicar
nuevos marcadores para la deteccion de la resistencia cruzada, sin embargo, por la
falta de informacion basica sobre mecanismos de resistencia a kanamicina y
resistencia cruzada a kanamicina y capreomicina mediante GidB y TIyA, no se
pueden confirmar como potenciales candidatos en la deteccion de resistencia. Por
otro lado, las mutaciones G73R (136) y S70R (130), pertenecientes a la region
hotspot circundante al sitio de unién a SAM en GidB, fueron reportadas en cepas
resistentes a estreptomicina (137). Se reportd que el uso de GidB como marcador
diagnostico en la resistencia cruzada a estreptomicina y kanamicina fue debatible,

porque presentd una variedad de mutaciones en cepas sensibles (98). Por ello, seria
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recomendable dilucidar si la resistencia a estreptomicina influye en la formacion de
las regiones hotspots en GidB y el rol de la mutacion G73R en la resistencia a
kanamicina y resistencia cruzada a kanamicina y capreomicina.

La informacidn sobre las regiones hotspots en el sitio de union a la droga, de GyrA
y en GyrB, o en el sitio activo, de TIlyA y ThyA proporciona mutaciones que
podrian ser correlacionadas con el fenotipo resistente a nivel experimental, asi, a
largo plazo, pueden ser potenciales marcadores diagndstico en la prueba molecular
GenoType MTBDRsl v2 y brindar mayor informacion sobre los mecanismos de
resistencia. En la resistencia a capreomicina, TlyA es considerada un marcador no
sensible (151), porque la mutacion N236K en TIlyA se reportd en 2 de 55 aislados
clinicos resistentes a capreomicina, sin embargo, la mutacion G232D en TIyA,
perteneciente a la region hotspot circundante a la tétrada catalitica, es remarcable,
porque se encontro en el presente estudio y fue reportada en la literatura (45,66).
En cambio, en la resistencia a acido paraaminosalicilico, se encuentra menos
informacidn sobre las mutaciones involucradas en la region hotspot del sitio activo
en ThyA. Por ello, seria necesario realizar estudios estructurales para evaluar las
mutaciones de las regiones hotspots de TIyA, principalmente, como potenciales
marcadores diagnosticos dentro de la prueba molecular GenoType MTBDRsI v2. En
la resistencia a fluoroquinolonas, existe un mayor interés en el desarrollo de
inhibidores de la actividad de la ADN girasa en cepas resistentes (138). Por ello, la
existencia de una region hotspot principal asociada al QRDR de GyrA y GyrB de
la ADN girasa brindaria informacién para el desarrollo de analogos que puedan
unirse de forma diferente al blanco molecular ADN girasa. Cabe resaltar que,

contrario a lo esperado, Malik et al. (95) describié que las mutaciones A504V y
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A504T, pertenecientes a la regioén hotspot en el QRDR de GyrB, no generaron
suficiente nivel de resistencia (95). Por ello, antes del desarrollo de nuevas drogas,
seria necesario una correlacion de mutaciones de las regiones hotspots encontradas
con el fenotipo resistente.

En estudios previos, se identifico la region hotspot como una acumulacion de
mutaciones en la distribucion de mutaciones en la secuencia (19,20). Nuestros
resultados confirmaron esta distribucion particular de mutaciones en la secuencia,
y también en la estructura, para la mayoria de las regiones hotspots encontrados en
GyrA y una de las dos regiones hotspots en ThyA. Esta similitud de la distribucion
de mutaciones en la secuencia y estructura de la proteina codificada seria
excepcional. Se reportdé que la distribucion de mutaciones en la secuencia fue
diferente a la distribucion de mutaciones en la estructura, porque las mutaciones en
la estructura se asociaron a una funcién de la proteina y no es consecuencia de
vecinos cercanos (21). Efectivamente, en ciertas situaciones, las regiones hotspots
fueron definidas visualmente en la estructura. En el primer caso, la existencia de
una region hotspot exclusivamente en la estructura evidencio que la distribucion de
mutaciones en la secuencia fue diferente a la distribucion de mutaciones en la
estructura tridimensional: Ciertas mutaciones fueron encontradas a lo largo de la
secuencia de GyrA (region hotspot circundante a los dos loops conservados de
GyrA 'y GyrB) y GidB (region hotspot circundante al sitio de unién a SAM en la
resistencia a kanamicina y resistencia cruzada a kanamicina y capreomicina),
mientras que, las mutaciones fueron agrupadas en una region hotspot en la
estructura. En el segundo caso, el nimero de regiones hotspots en la distribucion de

mutaciones en la secuencia fue diferente en la distribucion de mutaciones en la
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estructura, porque ciertas mutaciones presentaron una posicion diferente a lo
esperado. En esta situacion, solo las mutaciones pertenecientes a la region hotspot
en la estructura fueron consideradas para la identificacion de una region hotspot al
final, ya que la region hotspot supone un nuevo mecanismo como se realizado en
otro estudio (21). En este caso, se obtuvo que la mayoria de las mutaciones de los
extremos proximales del QRDR de GyrB se agruparon en una sola region hotspot
en la estructura. Por ello, la distribucion de mutaciones en la estructura de GyrB
permitié confirmar las mutaciones involucradas en las regiones hotspots localizadas
en el QRDR de GyrB vy lejos del QBP. De forma similar, la distribucion de
mutaciones en la estructura de TIyA es levemente diferente a la distribucion de
mutaciones en la secuencia, puesto que, la regién hotspot circundante a la tétrada
catalitica presentd un menor nimero de mutaciones en la estructura. Asimismo, la
region hotspot circundante al sitio de union a SAM en TIyA presentd la mutacion
adicional L180R en la estructura, porque esta mutacion se encontrd
estructuralmente alrededor del sitio de unién a SAM. Por ello, la informacion
estructural permitié confirmar las mutaciones acumuladas en una region especifica.
De este modo, en un futuro, las mutaciones de las regiones hotspots puedan ser
correlacionadas con su fenotipo resistente.

La presion de seleccion farmacoldgica

La similitud de las distribuciones de mutaciones entre Per( y el resto del mundo y
la presencia de regiones hotspots comunes en GyrA permitio inferir que la presion
de seleccion farmacolégica de las fluoroquinolonas es uniforme a nivel global como
se reportd para otras drogas (19,88). Ademas, especificamente, la alta acumulacion

de mutaciones en la region hotspot localizada en el QRDR de GyrA reveld una
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presion de seleccion farmacologica histéricamente alta sobre GyrA, de acuerdo a lo
esperado por un analisis similar (20). En cambio, en el resto de proteinas, GyrB,
GidB, TlyA y ThyA, no se pudo inferir si la presion de seleccion farmacoldgica es
uniforme a nivel global debido a la baja cantidad de mutaciones, sin embargo, las
regiones hotspots encontradas cerca del sitio de union a la droga o del sitio activo
en estas proteinas indicarian que existen mutaciones sometidas a una presiéon de
seleccion farmacolégica. Por otro lado, se sabe que los genes esenciales presentan
una mayor presion de seleccion que los genes no esenciales con el fin de que la
bacteria sobreviva a ambientes extremos y severos (89). Por ello, se diferencio si
los genes evaluados podrian ser genes esenciales o no esenciales con el fin de
indicar si existe una posible presion de seleccion farmacoldgica relacionada con un
gen no esencial.

Se describié que el punto de corte de 12 A definié una regién de union al ligando
(139), el cual puede corresponder con interacciones electrostaticas (12 A),
interacciones van der Waals (10-12 A) (39,115) y en menor grado con enlaces de
hidrégeno (2.2-4 A) (140). En la resistencia a fluoroquinolonas mediante GyrA,
solamente unas cuantas mutaciones (G88A, G88R, G88C, A90V, A90T, A9OL,
S91P, S91A, S91L), localizadas en el hotspot localizado QRDR, presentaron
distancias por debajo del punto de corte de 12 A. En cambio, la mayoria de las
mutaciones de la region hotspot circundante al QRDR de GyrB y regiones hotspots
alrededor del sitio activo de GidB, TlyA y ThyA presentaron distancias menores al
punto de corte de 12 A. Por ello, el umbral de 12 A puede ser considerado como un
punto de corte referencial para determinar el rango de influencia de las mutaciones.

Considerando que la regibn QRDR es importante en la resistencia a
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fluoroquinolonas (39), es preciso indicar que este punto de corte no fue
determinante para la influencia de mutaciones, ya que nuestro estudio identificé que
algunas de las mutaciones en el QRDR se encontraron con una distancia mayor o
menor a 12 A.

El andlisis de distancias confirmoé la existencia de algunas de las mutaciones del
QRDR de GyrA cerca del QBP, mientras que todas las mutaciones circundantes al
QRDR de GyrB se encontraron cerca del QBP. Esto indicaria que el andlisis de
distancias al centro de masa del sitio de unién a la droga tiene limitaciones para
identificar las mutaciones asociadas a resistencia a fluoroquinolonas. En el resto de
proteinas, se confirma la existencia de mutaciones de regiones hotspots cerca de los
sitios activos de GidB, TlyA y ThyA. Al conocer si los genes son esenciales o no
esenciales, se conoce que la ADN girasa tiene como funcidn la replicacion del ADN
y, ademas, experimentalmente, se reportd que las mutaciones A90S, A90V, D94G
y D94H no alteran la actividad de superenrollamiento de la enzima en ausencia de
la droga (134). Esto nos dirige a especular que la ADN girasa es una proteina
esencial en la replicacién de ADN de la bacteria, porque su funcién no seria
afectada por las mutaciones. Por otro lado, el mecanismo de resistencia de TIyA
disminuye la actividad catalitica de TlyA (45), en consecuencia, se infiere que la
metilacién del ARN a partir de TIyA no es esencial para la bacteria a manera
especulativa. Asimismo, ThyA fue reportada como una proteina no esencial para
M. tuberculosis (54). Este mismo estudio demostré la activacién de una via
compensatoria mediada por ThyX, cuando ThyA es inactivada en el mecanismo de
resistencia a &cido paraaminosalicilico (54), siendo un ejemplo mas de la evolucion

de las cepas resistentes de M. tuberculosis en respuesta a la presion de seleccién
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farmacoldgica para restaurar la aptitud de la bacteria, como se reportdé en los
mecanismos que dirigen la evolucidn de M. tuberculosis en la resistencia (74). Por
lo tanto, algunas mutaciones de la region hotspot en el QRDR de GyrA y la mayoria
de las mutaciones de la region hotspot circundante al QRDR de GyrB estarian
asociadas a una potencial presion de seleccion farmacoldgica de las
fluoroquinolonas, mientras que, en el resto de mutaciones de GyrA, no se pudo
determinar la presion de seleccion farmacoldgica. Asimismo, existen mutaciones
de regiones hotspots cerca de los sitios activos de TlyA y ThyA asociadas a una
posible presion de seleccion farmacoldgica.

En la validaciéon de nuestros resultados de las distancias al centro de masa, un
estudio reportd que los residuos 91 y 95 en GyrA de M. ulcerans (atribuidos a los
residuos 90 y 94 en M. tuberculosis), presentaron distancias a las cadenas laterales
de la fluoroquinolona en los intervalos de 2.53-2.73 A y 2.94-2.82 A,
respectivamente (141). Estas distancias reportadas son menores que las distancias
obtenidas. Por ello, se infiere que estas diferencias en los resultados se atribuyen al
uso del centro de masa en vez de las cadenas laterales de la droga. Con base en ello,
seria necesario un estudio de distancias que considere las cadenas laterales de la
droga, especificamente las cadenas laterales de carboxilato y los grupos R1, R2, R7
y R8 de la fluoroquinolona, las cuales interaccionan con el sitio de unién a la droga
en el complejo GyrA 'y GyrB, segun lo descrito por Piton et al. (39).

En el resto de proteinas, a pesar que no se ha reportado estudios de distancias de las
mutaciones a los sitios activos, se encontré que la distancia del residuo G37 en GidB
(D: 14.7 A) al centro de masa del sitio de unién a SAM resulto ser mayor al punto

de corte de 12 A. El residuo G37 es uno de los residuos del sitio de unién a SAM
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en GidB, que interacciona con la cadena de carbono principal del residuo de
metionina de SAM (116). Ademas, en un estudio sobre distancias medidas a partir
de las cadenas laterales del ligando en ThyA, se report6 que la distancia del residuo
W83 al cofactor MTHF fue de 4 A (130), siendo esto diferente a la distancia
obtenida para la mutacion W83C (D: 20.7 A). Considerando que las distancias
obtenidas pueden involucrar interacciones de largo alcance mayores a 12 A, seria
necesario realizar la medicion de distancias en un modelo de la estructura de GidB,
TlyA'y ThyA unido con el ligando, puesto que se utilizaron modelos de estructuras
sin el ligando.

Ademaés, se propuso que la geometria del sitio de unién a la droga (volumen y
forma), en lugar de la red de enlaces de hidrogeno, fue fundamental para la union
de la fluoroguinolona en GyrA (39). Por ello, seria importante incluir el parametro
de geometria en la definicién de las regiones hotspots, como también se realiz6 en
un estudio sobre identificacion de regiones hotspots (139) y, ademas, porque el
mecanismo de resistencia esta asociado con la alteracion en la geometria del sitio
activo (39). En este enfoque, se puede evaluar distancias entre pares de atomos,
fluctuacion angular, angulos diedros, cambios en la superficie accesible solvente,
la Desviacion Cuadratica Media de las posiciones atdbmicas (RMSD) y la
Fluctuacion Cuadratica Media (RMSF); de la misma manera asi como se report6 en
un estudio, en donde se determind que la funcion de la enzima pirazinamidasa de
M. tuberculosis se puede explicar por descriptores geométricos asociados a
mutaciones puntuales (142). En un futuro, resulta necesario evaluar dinamicamente

la fluctuacidn de dichas cadenas laterales con el ligando, tanto para la proteina wild-
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type como para cada mutacion con la finalidad de evaluar el efecto de las
mutaciones sobre la conformacion de la proteina y su interaccion con la droga.

De forma particular, las mutaciones de la region hotspot alrededor de la regién
funcional de los dos loops conservados de GyrA y GyrB (D: 19.5-28.7 A)
presentaron distancias mayores a 12 A. La mutacion K247N (D: 15.4 A) en GyrB,
que influye en la resistencia a ofloxacina disminuyendo la actividad ATPasa (143),
también presentd una distancia al centro de masa de este sitio funcional mayor a
este punto de corte. Se describi6 un estudio para evitar que las distancias al centro
de masa sean afectadas por el tamafio de la proteina (144). Los dos loops
conservados de GyrA y GyrB conforman un sitio funcional grande. Por ello, se
infiere que existe limitaciones en el analisis de distancias a partir del centro de masa
para regiones funcionales grandes, como en el caso de los dos loops conservados
de GyrA'y GyrB.

Regiones hotspots lejos del sitio de union a la droga o el sitio activo y
mutaciones fuera de las regiones hotspots

Segun la metodologia del presente estudio, no se puede evaluar si mutaciones lejos
del sitio de unidén a la droga o del sitio activo estan asociadas a una presion de
seleccién farmacoldgica. Se esperaria que mutaciones distantes no se encuentren en
asociacion con la resistencia, sin embargo, se conoce la hipétesis de que mutaciones
distantes del sitio activo pueden tener un efecto a largo alcance (145).
Especificamente, un estudio sobre mutaciones fuera de la region determinante de
resistencia a rifampicina (RDRR), en M. tuberculosis, sefialé que las mutaciones
fuera de la RDRR pueden generar restricciones en la union de la droga a la proteina

blanco (146) y se encontraron estructuralmente alrededor del bolsillo de unién a la
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droga (145). Asimismo, en general, un estudio reportd que residuos distantes, con
un efecto sobre el sitio activo de la enzima, presentaron una considerable cantidad
de alosteria de largo alcance; esto fue producido mediante la alteracion de la red de
interacciones no covalentes, dando como resultado la alteracion del bolsillo del sitio
activo (147). Asimismo, esto fue evidenciado, cuando los residuos distantes se
encontraron insertados en un grupo de residuos conectados mediante interacciones
cortas (148). Particularmente, se conoce que GyrA presenta varios sitios
funcionales adicionales al QBP, como el sitio catalitico de union al ADN y la regién
de dos loops conservados de GyrA 'y GyrB, necesarios para la actividad de la ADN
girasa, asi como elementos adicionales, como la regién Torre y el ADN, que
participan en la formacion y estabilizacion del QBP en el complejo ADN
girasas/ADN (39). En nuestros resultados, en la resistencia a fluoroguinolonas
mediante GyrA, las regiones hotspots en el extremo proximal del QRDR y cerca
del sitio catalitico de union al ADN se encontraron estructuralmente alrededor del
QBP, mientras que mutaciones de la region hotspot en una seccion de la regién
Torre se localizaron mas lejos del QBP. Por ello, se infiere que mutaciones de estas
regiones hotspots en el extremo proximal del QRDR y circundante al sitio catalitico
de unién al ADN generarian restricciones en la formacion del QBP, mientras que
las mutaciones de la seccion de la region Torre afectarian la estabilizacion del QBP.
De forma especifica, resulta interesante mencionar que hemos identificado
mutaciones importantes dentro del sitio catalitico de unién al ADN (D: 2.9-10.8 A),
a pesar que se encontraron distantes del QBP, los cuales afectarian la actividad
ADN girasa. Si bien mutaciones agrupadas en una regién hotspot en la estructura

permiten identificar un nuevo mecanismo (21), estudios sobre mutaciones en GyrA,
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que pertenecieron a la region hotspot en una seccion de la region Torre, indicaron
que la mutacion A288D fue asociada a resistencia, mientras que la mutacion T2671
no fue asociada resistencia (117), asi como también, en la region hotspot lejos del
QBP en GyrB, la mutacion multiple R446C-T500N fue asociada a resistencia,
mientras que la mutacion T507M no fue asociada a resistencia (95). Ademas,
respecto a las mutaciones fuera de las regiones hotspots, en GyrB, se report6 que la
mutacion A642P (D: 33.4 A) fue asociada a resistencia (118). Por otro lado, en la
resistencia a acido paraaminosalicilico, se encontraron codones de parada en la
region hotspot lejos del sitio de unidn al cofactor MTHF en ThyA. Los codones de
parada pueden implicar la pérdida de la funcion de una proteina (45,84), que
significaria la desactivacion de la proteina ThyA, caracteristico del mecanismos de
resistencia a PAS (84). Ademas, respecto a las mutaciones fuera de las regiones
hotspots, de forma excepcional, ciertas mutaciones de ThyA (Y36C, P43S, L183V
y T202A) se encontraron cerca del sitio de unién al cofactor MTHF. Dentro de este
grupo, se reporté que la mutacion T202A no esté asociada a resistencia (84), sino
es mas bien un marcador del genotipo Latino América-Mediterraneo de M.
tuberculosis (149). Por altimo, en la resistencia a capreomicina, la mutacion L118R
(D: 7.83 A), localizada fuera de la region hotspot en TIyA, se encontr6 cerca de un
sitio funcional adicional (sitio de union a SAM). Se demostro que la delecion de
un nucledtido del codon 119, residuo adjunto a la mutacion L118R, ha sido asociada
a resistencia a capreomicina (45). Por ello, a corto plazo, estudios estructurales de
dindmica molecular serian necesarios para identificar si realmente mutaciones de
una region hotspot lejos de un sitio funcional comparten un mecanismo de

resistencia en comun y si mutaciones de una region hotspot lejos del sitio funcional
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0 mutaciones fuera de las regiones hotspots podrian afectar en la formacién o
estabilizacion del sitio de unién a la droga, el sitio activo y sitios funcionales
adicionales, en GyrA, GyrB, TlyA'y ThyA. De otra forma, se tendria que determinar
si estas mutaciones pueden ser parte de la diversidad genética de M. tuberculosis
(150) o mutaciones compensatorias (74). En cambio, las mutaciones lejos del sitio
funcional, que fueron asociadas a resistencia en GyrA 'y GyrB, segun la literatura,
tendrian un efecto a largo alcance sobre el sitio de unién a la droga mediante
posibles factores estructurales nuevos.

Finalmente, nuestro estudio propone un patrén conservado de mutaciones en GyrA,
el cual nos permite inferir que la presion de seleccion farmacolédgica de las
fluoroguinolonas es uniforme a nivel global. Ademas, se confirma que el
mecanismo de resistencia a fluoroquinolonas es debido principalmente a la
presencia de la region hotspot en el QRDR. Asimismo, existe una posible presion
de seleccion farmacoldgica en TlyA y en ThyA en la resistencia a capreomicina 'y
a acido paraaminosalicilico, respectivamente. Se necesita estudios adicionales para
conocer los factores que generan las regiones hotspots en GidB y TIyA en la
resistencia a kanamicinay resistencia cruzada a kanamicina y capreomicina, debido
a que se encontraron regiones hotspots asociadas a sus sitios activos. Las demas
regiones hotspots lejos del sitio de unién a la droga o del sitio activo son evidencias
de una presidn de seleccion, las cuales revelarian nuevos mecanismos de resistencia
0, en todo caso, se necesita estudios adicionales para evaluar si estas mutaciones
forman parte de la diversidad genética de M. tuberculosis 0 son mutaciones
compensatorias. Las mutaciones reportadas en el presente trabajo pueden guiar

futuros ensayos de mutagénesis dirigidos a responder dichas interrogantes.
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VII.

Conclusiones

La distribucion de mutaciones en GyrA en cepas resistentes a
fluoroquinolonas y al menos a ciprofloxacina encontradas en el Peru es
similar a aquella reportada en el resto del mundo, debido a que no existen
diferencias significativas. Existe un patron conservado de mutaciones en
GyrA, el cual nos lleva a concluir que la presion de seleccion farmacologica
de las fluoroquinolonas actta uniformemente a nivel global siguiendo un
mismo mecanismo.

La distribucién de mutaciones conservada en GyrA, en cepas resistentes, se
agrupa en una region hotspot principal en el QRDR (residuos 74-113) y en
nuevas regiones hotspots localizadas en un extremo proximal del QRDR
(residuos 49-71), sitio catalitico de union al ADN (residuos 112-130), una
seccion de la region Torre (residuos 267-298) y en la region de dos loops
conservados de GyrA y GyrB, siendo esto Gltimo visualizado
exclusivamente en la estructura.

Existen algunas regiones hotspots visualizadas exclusivamente en la
estructura tridimensional de la proteina que no son identificadas en la
distribucion de mutaciones en la secuencia, debido a que las mutaciones se
encuentran dispersas en la estructura primaria de GyrA, GyrB y GidB.
Asimismo, existen regiones hotspots en la estructura con un menor o mayor
namero de mutaciones a aquellas descritas inicialmente en la estructura
primaria de TIyA y ThyA.

Ciertas mutaciones de la region hotspot localizada en la region QRDR de

GyrA (residuos 74-113) y todas las mutaciones de la region hotspot
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circundante al QRDR de GyrB (visualizada exclusivamente en la estructura)
sugieren una potencial presion de seleccion farmacologica de las
fluoroguinolonas. Asimismo, la mayoria de mutaciones de la regién hotspot
circundante a la tétrada catalitica de TlyA (visualizada exclusivamente en
la estructura) evidencia una posible presién de seleccion farmacoldgica de
la capreomicina. De forma similar, la mayoria de mutaciones de la regién
hotspot, localizada en el sitio de union al cofactor MTHF de ThyA (region
143-172), demuestra una posible presién de seleccion farmacoldgica del

acido paraaminosalicilico.
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VIII. Recomendaciones

e Se sugiere realizar un ensayo de dindmica molecular para medir la
Desviacion Cuadratica Media de las posiciones atémicas (RMSD),
Fluctuacion Cuadratica Media (RMSF) y la estabilidad de las proteinas y
asi conocer los posibles cambios estructurales sobre los sitios funcionales
por mutaciones en TlyA y complejo GyrA 'y GyrB.

e Debido a que GidB es asociada a resistencia a estreptomicina y existe
resistencia cruzada entre kanamicina y estreptomicina, se recomienda
analizar la distribucién de mutaciones en la resistencia a estreptomicina y
asi conocer la presion de seleccién farmacoldgica de estreptomicina en
GidB.

e Esrecomendable evaluar las mutaciones de la region hotspot lejos del sitio
activo de ThyA para conocer si una mutacion genera un cambio estructural
grande, que lleva a la desactivacion de esta proteina.

e Se deberia incluir las mutaciones de la region hotspot circundante a la
tétrada catalitica de TIyA en la prueba molecular MDTBDRsI para la
deteccion de resistencia a capreomicina y asi disminuir la presion de
seleccion farmacoldgica de la capreomicina en el futuro.

e Se necesita mayores estudios para descartar a Alr de la resistencia a
cicloserina, debido a que no presentd mutaciones potenciales en cepas
resistentes y podria tener un mecanismo de resistencia que no involucra

mutaciones.
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X. Anexos

Anexo 1. Mutaciones simples y multiples en cepas resistentes a ciprofloxacina en GyrA y/o GyrB.
Se muestra el nimero de cepas que presentaron la mutacién simple o maltiple en la proteina, asi

como el nimero total de cepas resistentes/sensibles a ciprofloxacina para el presente estudio.

o . L. #R #S #R con #S con
N° Proteina Mutacion ., .,
evaluadas evaluadas mutacioén mutacioén
1 GyrA E21Q 22 419 1 4
2 GyrA E21Q, S95T, G668D 22 419 3 94
E21Q, G247S, S95T,
3 GyrA G668D 22 419 2 66
A90V, E21Q, S95T,
4 GyrA G668D 22 419 1 1
D94G, E21Q, S95T,
5 GyrA G668D 22 419 6 0
D94H, E21Q, S95T,
6 GyrA G668D 22 419 1 0
H70R, D94A, E21Q,
7 GyrA S95T. G668D 22 419 1 0
A90V, E21Q,
8 GyrA G247S, S95T, 22 419 1 0
G668D
D94N, E21Q, S95T,
9 GyrA G668D 22 419 2 1
D94G, E21Q, S95T,
10 GyrA G247S, G668D 22 419 1 0
D94A, E21Q, S95T,
11 GyrA T2671. G668D 22 419 1 0
A90V, E21Q,
12 GyrA R292G, S95T, 22 419 1 0
G668D
GyrA/ E21Q, S95T,
13 Gy G668D/\V301L 22 419 1 S

#R: NUmero de cepas resistentes; #S: NUmero de cepas sensibles
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Anexo 2. Mutaciones Unicas en cepas sensibles o presentes en una mayor proporcién de cepas
sensibles que en cepas resistentes a ciprofloxacina en GyrA y GyrB. Se muestra el nimero de cepas
gue presentaron la mutacion en la proteina blanco, asi como el ndmero total de cepas

resistentes/sensibles a ciprofloxacina para el presente estudio.

o . . #R #S #R con #S con
N° Proteina Mutacion ., .,
evaluadas evaluadas mutacibn mutacion
1  GyrA E21Q 22 419 22 419
2 GyrA S95T 22 419 21 258
3 GyrA G247S 22 419 4 154
4 GyrA G668D 22 419 21 338
5 GyrA A288V 22 419 0 1
6 GyrA S411A 22 419 0 1
7  GyrA Y722C 22 419 0 1
8 GyrB V301L 22 419 1 16
9 GyrB G606S 22 419 0 5
10 GyrB G280R 22 419 0 1
11 GyrB 1271M 22 419 0 13
12 GyrB S661T 22 419 0 13
13 GyrB E501D 22 419 0 1

#R: Numero de cepas resistentes
#S: Numero de cepas sensibles

Anexo 3. Mutaciones simples y maltiples en cepas resistentes a kanamicina en GidB y rrs. Se
muestra el nimero de cepas que presentaron la mutacion simple y mdltiple en la proteina/gen, asi
como el nimero total de cepas resistentes/sensibles a kanamicina para el presente estudio. EI nimero
total de cepas resistentes no considera las 18 cepas resistentes tanto a kanamicina como a

capreomicina.



#R #S #R con #S con

N° Gen/Proteina  Mutacién ., .,
evaluadas evaluadas mutacioén mutacion
1 GidB E92D 21 402 4 21
2 GidB L16R 21 402 1 75
3 GidB L16R, P84L 21 402 2 8
) L16R,
4 GidB L145F 21 402 2 9
5 GidB L16R, G73R 21 402 3 1
6 GidB R47W 21 402 2 1
7 GidB S70R 21 402 1 0
8 GidB T146K 21 402 1 0
9 rrs AB14T 21 402 1 2
) E92D/
10 GidB/rrs A1401G 21 402 3 0
11 Sin 21 402 1
mutaciones

#R: Numero de cepas resistentes
#S: Numero de cepas sensibles
Kanamicina (KM)

Anexo 4. Mutaciones Unicas en cepas sensibles o presentes en una mayor proporcién de cepas
sensibles que en cepas resistentes a kanamicina en rrs y GidB. Se muestra el nimero de cepas que
presentaron la mutacion en la proteina, asi como el nimero total de cepas resistentes/sensibles a
kanamicina para el presente estudio. EI nimero total de cepas resistentes no considera las 18 cepas

resistentes tanto a kanamicina como a capreomicina.

o . L. #R #S #R con #S con
N Proteina Mutacion ., .,
evaluadas evaluadas mutacibn mutacion
1 rrs C492T 21 402 0 3
2 rrs C513T 21 402 0 1
3 rrs A514C 21 402 0 1
4 rrs Ch17T 21 402 0 1
5 rrs G878A 21 402 0 1
6 GidB E92D 21 402 7 22
7 GidB L16R 21 402 8 221
8 GidB P84L 21 402 2 16
9 GidB L145F 21 402 2 9
10 GidB A138E 21 402 0 1
11 GidB A138V 21 402 0 2
12 GidB A167D 21 402 0 2
13 GidB A80P 21 402 0 1
14 GidB A80T 21 402 0 1



o . L. #R #S #R con #S con
N Proteina Mutacion L, .,
evaluadas evaluadas mutacibn mutacion

15 GidB D67G 21 402 0 18
16 GidB G117E 21 402 0 1
17 GidB Gl117R 21 402 0 1
18 GidB G37R 21 402 0 1
19 GidB G73A 21 402 0 8
20 GidB H48Y 21 402 0 3
21 GidB L26F 21 402 0 2
22 GidB L26S 21 402 0 1
23 GidB L49R 21 402 0 1
24 GidB L50R 21 402 0 36
25 GidB L79W 21 402 0 16
26 GidB L86F 21 402 0 1
27 GidB L86R 21 402 0 1
28 GidB L90R 21 402 0 15
29 GidB N51K 21 402 0 1
30 GidB P75S 21 402 0 2
31 GidB P78L 21 402 0 9
32 GidB R137W 21 402 0 1
33 GidB R20P 21 402 0 4
34 GidB R96L 21 402 0 11
35 GidB V124A 21 402 0 1
36 GidB V717G 21 402 0 44
37 GidB V88A 21 402 0 1
38 GidB W45S 21 402 0 2

#R: Numero de cepas resistentes
#S: Numero de cepas sensibles
Kanamicina (KM)

Anexo 5. Mutaciones simples y multiples en cepas resistentes a capreomicina en GidB, rrsy TIyA.

Se muestra el nimero de cepas que presentaron la mutacién multiple y simple en el gen/proteina,

asi como el nimero total de cepas resistentes/sensibles a kanamicina para el presente estudio. El

namero total de cepas resistentes no considera las 18 cepas resistentes tanto a kanamicina como a

capreomicina.



#R #S #R con #S con

N°  Gen/Proteina Mutacién - .,
evaluadas evaluadas mutacibn mutacion

1 GidB L16R 12 411 1 145

2 GidB L16R, L50R 12 411 1 35

3 GidB N51K 12 411 1 0

4 GidB/TIyA L16R, P84L/G232D 12 411 7 1
GidB/TIyA/

5 RV3778 L90R/S228R/G636A 12 411 1 0

6 Sin mutacién 12 411 1

#R: NUmero de cepas resistentes
#S: NUmero de cepas sensibles
Capreomicina (CM)

Anexo 6. Mutaciones Unicas en cepas sensibles 0 presentes en una mayor proporcién de cepas
sensibles que en cepas resistentes a capreomicina en GidB y Rv3728. Se muestra el nimero de cepas
gue presentaron la mutacion en la proteina, asi como el nimero total de cepas resistentes/sensibles
a capreomicina para el presente estudio. EI nimero total de cepas resistentes no considera las 18

cepas resistentes tanto a kanamicina como a capreomicina.

o . L. #R #S #R con #S con
N Proteina Mutacion ., .,
evaluadas evaluadas mutacion mutacion
1 GidB L16R 12 411 9 225
2 GidB L50R 12 411 1 35
3 GidB P84L 12 411 7 11
4 GidB L90R 12 411 1 14
5 GidB A138E 12 411 0 1
6 GidB A138V 12 411 0 2
7 GidB A167D 12 411 0 2
8 GidB A80P 12 411 0 1
9 GidB A80T 12 411 0 1
10 GidB D67G 12 411 0 18
11 GidB E92D 12 411 0 29
12 GidB G117E 12 411 0 1
13 GidB G117R 12 411 0 1
14 GidB G37R 12 411 0 1
15 GidB G73A 12 411 0 8
16 GidB G73R 12 411 0 4
17 GidB H48Y 12 411 0 3
18 GidB L145F 12 411 0 11
19 GidB L26F 12 411 0 2
20 GidB L26S 12 411 0 1
21 GidB L49R 12 411 0 1
22 GidB L79W 12 411 0 15
23 GidB L86F 12 411 0 1
24 GidB L86R 12 411 0 1



#R #S #R con #S con

N° Proteina Mutacion ., .,
evaluadas evaluadas mutacibn mutacion

25 GidB L90R 12 411 0 14
26 GidB P75S 12 411 0 2
27 GidB P78L 12 411 0 9
28 GidB R137W 12 411 0 1
29 GidB R20P 12 411 0 4
30 GidB R4TW 12 411 0 3
31 GidB R96L 12 411 0 11
32 GidB S70R 12 411 0 1
33 GidB T146K 12 411 0 1
34 GidB V124A 12 411 0 1
35 GidB V717G 12 411 0 44
36 GidB V88A 12 411 0 1
37 GidB W45S 12 411 0 2
38 Rv3728 Al75G 12 411 0 2

#R: Namero de cepas resistentes
#S: NUmero de cepas sensibles
Capreomicina (CM)

Anexo 7. Mutaciones simples y maltiples en cepas resistentes en GidB y en rrs. Se muestra el
namero de cepas que presentaron la mutacion multiple y simple en el gen/proteina, asi como el
namero total de cepas resistentes/sensibles a kanamicina y capreomicina para el presente estudio. El
namero total de cepas resistentes no considera las 21 cepas resistentes a kanamicina y las 12 cepas

resistentes a capreomicina.

. ., #R #S #R con #S con
Gen/Proteina Mutacion ., .,
evaluadas evaluadas mutacioén mutacion
1 GidB L16R 18 390 1 218
2 GidB L16R, G73R 18 390 3 1
3 GidB L16R, P78L 18 390 1 9
) L16R,
4 GidB V124A 18 390 3 1
5 GidB L79W 18 390 2 16
6 GidB L90R 18 390 1 14
7 GidB E92D 18 390 3 22
. A1401G/

8 rrs/GidB V124A 18 390 1 0

Sin mutacion 18 390 3

#R: Numero de cepas resistentes
#S: NUmero de cepas sensibles
Kanamicina y capreomicina (KM-CM)



Anexo 8. Mutaciones Unicas en cepas sensibles o presentes en una mayor proporcién de cepas
sensibles que en cepas resistentes a kanamicina-capreomicina en GidB y rrs. Se muestra el nimero
de cepas que presentaron la mutacién en la proteina/gen, asi como el nimero total de cepas
resistentes/sensibles a kanamicina-capreomicina para el presente estudio. EI nimero total de cepas
resistentes no considera las 21 cepas resistentes a kanamicina y las 12 cepas resistentes a

capreomicina.

N° Gen/Proteina Mutacion #R #S #R con #S con
evaluadas evaluadas mutacion mutacion
1 rrs C517T 18 390 0 1
2 rrs G878A 18 390 0 1
3 rrs C492T 18 390 0 3
4 rrs C513T 18 390 0 1
5 GidB L16R 18 390 1 218
6 GidB P78L 18 390 1 9
7 GidB L79W 18 390 2 16
8 GidB L90R 18 390 1 14
9 GidB G37R 18 390 0 1
10 GidB W45S 18 390 0 2
11 GidB H48Y 18 390 0 3
12 GidB L50R 18 390 0 35
13 GidB D67G 18 390 0 18
14 GidB V77G 18 390 0 44
15 GidB A80P 18 390 0 1
16 GidB A80T 18 390 0 1
17 GidB P84L 18 390 0 9
18 GidB L86R 18 390 0 1
19 GidB L86F 18 390 0 1
20 GidB G117E 18 390 0 1
21 GidB G117R 18 390 0 1
22 GidB R137W 18 390 0 1
23 GidB L145F 18 390 0 9
24 GidB R20P 18 390 0 4
25 GidB L26F 18 390 0 2
26 GidB L26S 18 390 0 1
27 GidB R47TW 18 390 0 1
28 GidB L49R 18 390 0 1
29 GidB G73A 18 390 0 8
30 GidB P75S 18 390 0 2
31 GidB V8BA 18 390 0 1
32 GidB E92D 18 390 3 22
33 GidB R96L 18 390 0 11
34 GidB A138E 18 390 0 1



#R #S #R con #S con

N° Gen/Proteina Mutacién - .,
evaluadas evaluadas mutacibn mutacion

35 GidB Al138V 18 390 0 2
36 GidB Al67D 18 390 0 2
37 GidB R96L 18 390 0 11

#R: Numero de cepas resistentes
#S: NUmero de cepas sensibles
Kanamicina-capreomicina (KM, CM)

Anexo 9. Mutaciones (nicas en cepas sensibles a cicloserina en CycA y Alr. Se muestra el nimero
de cepas que presentaron la mutacién en la proteina, asi como el nimero total de cepas

resistentes/sensibles a cicloserina para el presente estudio.

o . ., #R #S #R con #S con
N° Proteina Mutacion ., iy
evaluadas evaluadas mutacion mutacion

1 CycA T435S 2 439 0 1
2 CycA R477G 2 439 0 73
3 CycA D201A 2 439 0 3
4 Alr A200D 2 439 0 1
5 Alr P32L 2 439 0 1
6 Alr E140D 2 439 0 4

#R: NUmero de cepas resistentes
#S: NUmero de cepas sensibles

Anexo 10. Mutaciones Unicas en cepas sensibles a acido paraaminosalicilico en ThyA. Se muestra

el nimero de cepas que presentaron la mutacion en la proteina, asi como el nimero total de cepas

resistentes/sensibles PAS para el presente estudio.

o . . #R #S #R con #S con
N° Proteina Mutacion ., .,
evaluadas evaluadas mutacibn mutacion
2 ThyA T202A 12 429 1 246
1 ThyA V77L 12 429 0 1
2 ThyA P92L 12 429 0 1
3 ThyA D205Y 12 429 0 1

#R: Numero de cepas resistentes
#S: NUmero de cepas sensibles

Anexo 11. Mutaciones en cepas resistentes a ciprofloxacina kanamicina, kanamicina-capreomicina,
cicloserina y PAS en GyrA, GyrB, rrs, Eis, IdsA2, WhiB7, CycA, Alry ThyA obtenidos de la base

de datos PATRIC. Se muestra el lugar de procedencia de las cepas resistentes.



Gen/ Proteina Mutaciones Pais
Ciprofloxacina
GyrA E21Q Rusia
GyrA E21Q, S95T, G668D Rusia, Sudafrica
GyrA A90V, E21Q, S95T, G668D Sudafrica
GyrA A0V, E21Q, S95T, G668D, G247S Sudafrica
GyrA D94H, E21Q, S95T, G668D Sudafrica
GyrB A504T Rusia
GyrA/GyrB D94A/K526Q Sudéfrica
Kanamicina
rrs/GidB A1398G/D132E Iran
rrs/GidB A1398G/W45R Iran
IdsA2 T292P Sudafrica
rrs T14G Sudafrica
Kanamicina-Capreomicina
GidB E92D/L44Q Rusia
rrs/TIlyA A1398G/G145S Irén
rrs/GidB A1398G/E92D Bj'ams’ Corea
el Sur, Iran
Corea del Sur,
rrs A1398G Iran, Sudafrica,
Belarus
Eis R37G Belarus
IdsA2/rrs T262A/A1398G Sudafrica
rrs/GidB A927G, A1398G/E92D Belarus
WhiB7/rrs/GidB L27P/A1398G/E92D Belarus
Eis/rrs/GidB S83G/A511C/L16R Belarus
Cicloserina
CycA T236A Corea del Sur
CycA P188A/Y388D Rusia
Alr Y388D Belarus
Alr R397C Corea del Sur
Acido paraaminosalicilico
ThyA T22P Corea del Sur
ThyA F52S Corea del Sur
ThyA D81A, D117G Corea del Sur
ThyA E137G Corea del Sur
ThyA N134T Corea del Sur




Anexo 12. Mutaciones previamente reportadas en cepas resistentes a fluoroquinolonas recopiladas

a partir de la literatura.

Droga Gen Cambio de aa Regidn Autor
ofloxacina gyrB M330I India Advani et al. (91)
ofloxacina gyrA E21Q India Advani et al. (91)
ofloxacina gyrA A0V India Advani et al. (91)
ofloxacina gyrA D94N India Advani et al. (91)
ofloxacina gyrA D94G India Advani et al. (91)
ofloxacina gyrA S95T India Advani et al. (91)
ofloxacina gyrA A384V India Advani et al. (91)
ofloxacina gyrA G668D India Advani et al. (91)

ciprofloxacina  gyrA A90V USA Malik et al. (95)
ciprofloxacina  gyrA D94G USA Malik et al. (95)
ciprofloxacina gyrB N538D-T546M USA Malik et al. (95)
ciprofloxacina gyrB N538D USA Malik et al. (95)
ofloxacina  gyrA/gyrB  G247S/D500N USA Malik et al. (95)
ofloxacina gyrB D500H USA Malik et al. (95)
ofloxacina gyrA A90V USA Malik et al. (95)
ofloxacina gyrA D94G USA Malik et al. (95)
ofloxacina gyrB N538D-T546M USA Malik et al. (95)
ofloxacina gyrB R485C-T539N USA Malik et al. (95)
ofloxacina gyrB N538D USA Malik et al. (95)
levofloxacina gyrA/gyrB  G247S/D500N USA Malik et al. (95)
levofloxacina gyrB D500H USA Malik et al. (95)
levofloxacina gyrA A90V USA Malik et al. (95)
levofloxacina gyrA D94G USA Malik et al. (95)
levofloxacina gyrB N538D-T546M USA Malik et al. (95)
levofloxacina gyrB R485C-T539N USA Malik et al. (95)
levofloxacina gyrB N538D USA Malik et al. (95)
moxifloxacina gyrB D500H USA Malik et al. (95)
moxifloxacina  gyrA A90V USA Malik et al. (95)
moxifloxacina  gyrA D94G USA Malik et al. (95)
moxifloxacina gyrB N538D-T546M USA Malik et al. (95)
moxifloxacina gyrB R485C-T539N USA Malik et al. (95)
moxifloxacina gyrB N538D USA Malik et al. (95)
ofloxacina eccCh V762G USA Eilertson et al. (97)
ofloxacina gyrA A90V USA Eilertson et al. (97)
ofloxacina gyrA D94G-D94N USA Eilertson et al. (97)
ofloxacina gyrA D94G USA Eilertson et al. (97)



Droga Gen Cambio de aa Regidn Autor

ofloxacina gyrA D94N USA Eilertson et al. (97)
ofloxacina gyrA S91P USA Eilertson et al. (97)
ofloxacina gyrB N538I USA Eilertson et al. (97)
ofloxacina  gyrA/gyrB A90V/D500H USA Eilertson et al. (97)
ofloxacina  gyrA/gyrB S91P-D94G/T539N USA Eilertson et al. (97)
ciprofloxacina gyrA S95T-192M Tunez Soudani et al. (151)
ciprofloxacina gyrA S95T Tlnez Soudani et al. (151)
ciprofloxacina  gyrA S95T-A90L Tunez Soudani et al. (151)
. . Arjomandzadegan et
ofloxacina gyrA A0V Iran al. (152)
. . Arjomandzadegan et
ofloxacina gyrA D94A Iran al. (152)
. . Arjomandzadegan et
ofloxacina gyrA D94G Iran al. (152)
. . Arjomandzadegan et
ofloxacina gyrA DoAT Iran al. (152)
. . Arjomandzadegan et
ofloxacina gyrA D94A Iran al. (152)
. . Arjomandzadegan et
ofloxacina gyrA D94Y Iran al. (152)
. . Arjomandzadegan et
ofloxacina gyrA S91P Iran al. (152)
. Arjomandzadegan et
ofloxacina gyrA A90V Belarus al. (152)
. Arjomandzadegan et
ofloxacina gyrA D94A Belarus al. (152)
. Arjomandzadegan et
ofloxacina gyrA D94G Belarus al. (152)
. Arjomandzadegan et
ofloxacina gyrA DoAT Belarus al. (152)
. Arjomandzadegan et
ofloxacina gyrA D94A Belarus al. (152)
. Arjomandzadegan et
ofloxacina gyrA D94Y Belarus al. (152)
. Arjomandzadegan et
ofloxacina gyrA S91P Belarus al. (152)
moxifloxacina gyrB N510D Argelia Veziris et al. (153)
ofloxacina gyrA D94G Rusia Chernyaeva et al.
(154)
ofloxacina gyrA D94A Rusia Chernyaeva et al.
(154)
ofloxacina gyrA D94N Rusia Chernyaeva et al.
(154)
ofloxacina gyrA D94Y Rusia Chernyaeva et al.

(154)



Droga Gen Cambio de aa Region Autor
ofloxacina gyrA A0V Rusia Chem{fg;’)"" etal.
ofloxacina gyrA G88C Rusia Chernyaeva et al.

(154)

i . Chernyaeva et al.
ofloxacina gyrA S91P Rusia (154)

i . Chernyaeva et al.
ofloxacina gyrA S91L Rusia (154)
ofloxacina gyrA A90V/S512L Rusia Cher n{fgx)a etal.
ofloxacina  gyrA D94N/A543V Rusia Chern{fse;/; etal.
ofloxacina gyrA A543V Rusia Chern{fa/; etal.
ofloxacina gyrA S512L Rusia Chernyaeva et al.

(154)
ofloxacina gyrA T539N Rusia Chern{fsex)a etal.
ofloxacina gyrA ES40A Rusia Chernyaeva et al.

(154)

i Republica .
ofloxacina gyrA D94G de Corea Jnawali et al. (155)

bl Jnawali et al. (155

ofloxacina gyrA A0V Republica (155)
de Corea

bl Jnawali et al. (155

ofloxacina gyrA S91p Republica (155)
de Corea

ibli Jnawali et al. (155

ofloxacina gyrA S69T-D94A Republica (155)
de Corea

ibli Jnawali et al. (155

ofloxacina gyrA D94A Republica (155)
de Corea

bl Jnawali et al. (155

ofloxacina gyrA A9OV-DI4A Republica (155)
de Corea

bl Jnawali et al. (155

ofloxacina gyrA A90V-S91P Republica (155)
de Corea

(bli Jnawali et al. (155

ofloxacina gyrA A90V-D94G Republica (155)
de Corea

ibli Jnawali et al. (155

ofloxacina gyrA S91P-D94G Republica (155)
de Corea

i Republica  Jnawali et al. (155)
ofloxacina gyrA Q60R i Corea

bl Jnawali et al. (155
ofloxacina gyrA R68G Republica (155)

de Corea



Droga Gen Cambio de aa Regidn Autor
ofloxacina gyrA D94H F;epl]blica Jnawali et al. (155)
e Corea
ofloxacina gyrA D94N Féngglrg;a Jnawali et al. (155)
ofloxacina gyrA D89N I?jipgglr:a(;a Jnaweli et al. (155)
ofloxacina gyrA D94Y F({jepl]blica Inawali et al. (155)
e Corea
ofloxacina gyrA A90V-S91A F;epl]blica Jnawali et al. (155)
e Corea
ofloxacina gyrA DI4G Nepal Poudel et al. (156)
ofloxacina gyrA S91P Nepal Poudel et al. (156)
ofloxacina gyrA D94N Nepal Poudel et al. (156)
ofloxacina gyrA D94A Nepal Poudel et al. (156)
ofloxacina gyrA D94Y Nepal Poudel et al. (156)
ofloxacina gyrA D94H Nepal Poudel et al. (156)
ofloxacina gyrA A90V Sudéafrica  Streicher et al. (157)
ofloxacina gyrA DY4A Sudafrica  Streicher et al. (157)
ofloxacina gyrA D94G Sudéafrica  Streicher et al. (157)
ofloxacina gyrA D94N Sudafrica  Streicher et al. (157)
ofloxacina gyrA D94Y Sudafrica  Streicher et al. (157)
ofloxacina gyrA G88C Sudéafrica  Streicher et al. (157)
ofloxacina gyrA S91P Sudafrica  Streicher et al. (157)
ofloxacina gyrA H70R Sudéafrica  Streicher et al. (157)
ofloxacina gyrA H52Q Sudéafrica  Streicher et al. (157)
Ciprofloxacina  gyrA D94V Japén Suzuki et al. (158)
Ciprofloxacina  gyrA S91P Japon Suzuki et al. (158)
Ciprofloxacina  gyrA A0V Japén Suzuki et al. (158)
Ciprofloxacina  gyrA D94A Japén Suzuki et al. (158)
Ciprofloxacina  gyrA D94Y Japon Suzuki et al. (158)
Ciprofloxacina  gyrA D94G Japén Suzuki et al. (158)
Ciprofloxacina  gyrA D94N Japon Suzuki et al. (158)
Ciprofloxacina  gyrA G88C Japén Suzuki et al. (158)
Ciprofloxacina  gyrA A90V-D94V Japén Suzuki et al. (158)
Ciprofloxacina  gyrA A90V-D94A Japén Suzuki et al. (158)
Ciprofloxacina  gyrA A90V-S91P Japén Suzuki et al. (158)
Ciprofloxacina gyrA/gyrB D94G/S486F Japén Suzuki et al. (158)
Ciprofloxacina gyrA/gyrB A90V/T539N Japén Suzuki et al. (158)
Ciprofloxacina  gyrA A0V Ir&n Tahmasebi et al.

(159)



Droga Gen Cambio de aa Regidn Autor
Ciprofloxacina  gyrA D94G Iran Tahmasglg)l etal.
Ciprofloxacina  gyrA D94N Iran Tahmasglg)l etal.
Ciprofloxacina  gyrA D94Y Iran Tahmasglg)l etal.
Ciprofloxacina  gyrA S91P-D94N Iran Tahmasglg)l etal.

ofloxacina gyrA D94G China Yuan et al. (160)
ofloxacina gyrA D94N China Yuan et al. (160)
ofloxacina gyrA A90V China Yuan et al. (160)
ofloxacina gyrB D500H China Yuan et al. (160)
ofloxacina gyrB E540D China Yuan et al. (160)
Ciprofloxacina  gyrA A90V-S95T Pakistan Alietal. (161)
Ciprofloxacina  gyrA A0V Pakistan Alietal. (161)
Ciprofloxacina  gyrA S91P-S95T Pakistan Alietal. (161)
Ciprofloxacina  gyrA A90V-S91P-S95T Pakistan Alietal. (161)
Ciprofloxacina  gyrA A90V-S95T-L96P Pakistan Alietal. (161)
Ciprofloxacina  gyrA D94G-S95T Pakistan Alietal. (161)
Ciprofloxacina  gyrA D94Y-S95T Pakistan Alietal. (161)
Ciprofloxacina  gyrA D94A-S95T Pakistan Alietal. (161)
Ciprofloxacina  gyrA D94N Pakistan Alietal. (161)
Ciprofloxacina  gyrA D94N-S95T Pakistan Alietal. (161)
Ciprofloxacina  gyrA Dgé?i?i?-r' Pakistan Alietal. (161)
Ciprofloxacina  gyrA S95T Pakistan Alietal. (161)
Ciprofloxacina  gyrB A471V Pakistan Alietal. (161)
Ciprofloxacina  gyrA A0V Japén Ando et al. (162)
Ciprofloxacina  gyrA D94G Japon Ando et al. (162)
Ciprofloxacina  gyrA D94A Japén Ando et al. (162)
Levofloxacina  gyrA A90V Japon Ando et al. (162)
Levofloxacina  gyrA D94G Japon Ando et al. (162)
Levofloxacina  gyrA D94A Japon Ando et al. (162)
Levofloxacina  gyrA D94Y Japén Ando et al. (162)
Moxifloxacina  gyrA A0V USA El Sahly et al. (163)
Moxifloxacina  gyrA D94H USA El Sahly et al. (163)
Moxifloxacina  gyrA D94G USA El Sahly et al. (163)
Moxifloxacina  gyrA D94A USA El Sahly et al. (163)
ofloxacina gyrA A0V Taiwan Huang et al. (164)
ofloxacina gyrA S91P Taiwan Huang et al. (164)
ofloxacina gyrA D94A Taiwén Huang et al. (164)
ofloxacina gyrA D94N Taiwan Huang et al. (164)



Droga Gen Cambio de aa Regidn Autor
ofloxacina gyrA D94G Taiwan Huang et al. (164)
ofloxacina gyrA D94Y Taiwan Huang et al. (164)
ofloxacina gyrA D94G-D94Y Taiwan Huang et al. (164)
ofloxacina gyrA A90V-D9A Taiwan Huang et al. (164)
ofloxacina gyrA A90V-D94G Taiwéan Huang et al. (164)
ofloxacina gyrA D94A-D94N Taiwan Huang et al. (164)
ofloxacina gyrA D94A-D9%4G Taiwéan Huang et al. (164)
ofloxacina gyrA G88C Taiwéan Huang et al. (164)
ofloxacina gyrA D89N Taiwan Huang et al. (164)
ofloxacina gyrA D94Y Taiwan Huang et al. (164)

ciprofloxacina  gyrA A90V China Hu et al. (165)
ciprofloxacina gyrA D94A China Hu et al. (165)
ciprofloxacina gyrA D94N China Hu et al. (165)
ciprofloxacina gyrA A90V-DYA China Hu et al. (165)
ciprofloxacina gyrA A90V-D94N China Hu et al. (165)
ciprofloxacina gyrA A74S-D94N China Hu et al. (165)
ofloxacina gyrA A90V China Hu et al. (165)
ofloxacina gyrA D94N China Hu et al. (165)
ofloxacina gyrA D94A China Hu et al. (165)
ofloxacina gyrA A90V China Hu et al. (165)
ofloxacina gyrA A90V-D94N China Hu et al. (165)
ofloxacina gyrA A90V-D94N China Hu et al. (165)
levofloxacina gyrA D94N China Hu et al. (165)
levofloxacina gyrA D94A China Hu et al. (165)
levofloxacina gyrA AT74S-D94N China Hu et al. (165)
ofloxacina gyrA D94G India Singh et al. (166)
ofloxacina gyrA D94V India Singh et al. (166)
ofloxacina gyrA D94Y India Singh et al. (166)
ofloxacina gyrA D94Y-R98L India Singh et al. (166)
ofloxacina gyrA D94V India Singh et al. (166)
ofloxacina gyrA S95T India Singh et al. (166)
ofloxacina gyrA D94G India Singh et al. (166)
ofloxacina gyrA G88R-D94V India Singh et al. (166)
ofloxacina gyrA T80A-A90E Francia Brossier et al. (167)
ofloxacina gyrA T80A-A90G-D94G Francia Brossier et al. (167)
ofloxacina gyrA G88A Francia Brossier et al. (167)
ofloxacina gyrA G88C Francia Brossier et al. (167)
ofloxacina gyrA A90V Francia Brossier et al. (167)
ofloxacina gyrA D94G Francia Brossier et al. (167)
ofloxacina gyrA D94N Francia Brossier et al. (167)



Droga Gen Cambio de aa Regidn Autor
ofloxacina gyrA D94A Francia Brossier et al. (167)
ofloxacina gyrA D94H Francia Brossier et al. (167)
ofloxacina gyrA D94G-A90V Francia Brossier et al. (167)
ofloxacina gyrA D94G Vietnam Kiet et al. (168)
ofloxacina gyrA D94A Vietnam Kiet et al. (168)
ofloxacina gyrA A0V Vietnam Kiet et al. (168)
ofloxacina gyrA AT74S China Lau et al. (169)

moxifloxacina gyrA AT74S China Lau et al. (169)
levofloxacina gyrA H70R China Yinetal. (170)
levofloxacina gyrA A90V China Yin et al. (170)
levofloxacina gyrA S91A China Yinetal. (170)
levofloxacina gyrA D94G China Yin et al. (170)
levofloxacina gyrA D94A China Yin et al. (170)
levofloxacina gyrA D94N China Yinetal. (170)
levofloxacina gyrA A90V-D94A China Yin et al. (170)
ofloxacina gyrA A0V Filipinas Bravo et al. (171)
ofloxacina gyrA A0V Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina  gyrA/gyrB A90V/T539P Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina  gyrA/gyrB A90V/D500A Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina  gyrA/gyrB A90V/N538T Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina gyrA A90V-D94G Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina gyrA A90V-DY4A Vietnam Duong et al. (172)
. A90V- . Duong et al. (172
ofloxacina  gyrA/gyrB D94A/N538T Vietnam g (172)
. A90V-S91P-D94G- : Duong et al. (172
ofloxacina  gyrA/gyrB DI4A/N538T Vietnam 9 (172)
ofloxacina gyrA D94A Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina gyrA D94G Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina  gyrA/gyrB D94G-N538T Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina gyrA D94G-D9%4A Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina gyrA D94H Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina gyrA D94N Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina  gyrA/gyrB D94A/D500N Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina gyrA D94Y Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina gyrA S91P Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina gyrA S91P-D94G-D94A  Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina gyrA A90V-G88A Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina gyrB D500N Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina gyrB E540V Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina gyrB S486F Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina gyrB E540D Vietnam Duong et al. (172)



Droga Gen Cambio de aa Regidn Autor
ofloxacina gyrB D500H-G509A Vietnam Duong et al. (172)
ofloxacina gyrA D94G Alemania H|IIer(nla7r;r; etal.
ofloxacina gyrA D94A Alemania H|IIer(nla7r;r; etal.
ofloxacina gyrA A0V Alemania H|IIer(nla7r;r; etal.
ofloxacina gyrA D94N Alemania H|IIer(nla7r;r; etal.
ofloxacina gyrA S91P Alemania H|IIer(nla7r;r; etal.
ofloxacina gyrA A0V Alemania Hllle?wla%r; etal.
ofloxacina gyrA S91P Portugal Perdigao et al. (99)
ofloxacina gyrA DY4A Portugal Perdigao et al. (99)
ofloxacina gyrA D94G Portugal Perdigao et al. (99)
ofloxacina gyrA G88C Rusia Mokrousov et al.

(174)
ofloxacina gyrA A90V Rusia Mokrousov et al.
(174)

. . Mokrousov et al.
ofloxacina gyrA D94G Rusia (174)
ofloxacina gyrA D94A Rusia Mokrousov et al.

(174)

. . Mokrousov et al.
ofloxacina gyrA D94N Rusia (174)
ofloxacina gyrA D94Y Rusia Mokrousov et al.

(174)
ofloxacina gyrA A90V-DIAG** Rusia Mokrc(T?Z\)/ etal.
ofloxacina gyrA D94N-D94G** Rusia Mokrc(T?Z\)/ etal.

fl . " D94N-D94G- RUSi Mokrousov et al.
ofloxacina gyr DAY ** usia (174)
ofloxacina gyrA A0V China Sun et al. (175)
ofloxacina gyrA S91P China Sunetal. (175)
ofloxacina gyrA D94N China Sunetal. (175)
ofloxacina gyrA D94Y China Sunetal. (175)
ofloxacina gyrA D94H China Sunetal. (175)
ofloxacina gyrA D94G China Sun et al. (175)
ofloxacina gyrA D94A China Sunetal. (175)
ofloxacina gyrA A0V Vietnam van Doorn et al.

(176)



Droga Gen Cambio de aa Regidn Autor
ofloxacina gyrA A0V Vietnam van D(c1)c7)r6r; etal
ofloxacina gyrA G88A Vietnam van D(c1)c7)r6r; etal
ofloxacina gyrA D94G Vietnam van D(c1)c7)r6r; etal
ofloxacina gyrA S91P Vietnam van D(c1)c7)r6r; etal
ofloxacina gyrA D94A Vietnam van D(c1)c7)r6r; etal
ofloxacina gyrA D94Y China Chanetal. (177)
ofloxacina gyrA DY4A China Chanetal. (177)
ofloxacina gyrA D94G China Chanetal. (177)
ofloxacina gyrA A90V-P102H China Kam at al. (178)
ofloxacina gyrA D94A China Kam at al. (178)
ofloxacina gyrA A0V China Kam at al. (178)
ofloxacina gyrA S91P China Kam at al. (178)
ofloxacina gyrA Al126R China Kam at al. (178)
ofloxacina gyrA D94H China Kam at al. (178)
ofloxacina gyrA D94G China Kam at al. (178)
ofloxacina gyrA D94Y China Kam at al. (178)

moxifloxacina  gyrA A90V-P102H China Kam at al. (178)
moxifloxacina  gyrA D94A China Kam at al. (178)
moxifloxacina gyrA A0V China Kam at al. (178)
moxifloxacina  gyrA S91P China Kam at al. (178)
moxifloxacina gyrA Al126R China Kam at al. (178)
moxifloxacina gyrA D94H China Kam at al. (178)
moxifloxacina  gyrA D94G China Kam at al. (178)
moxifloxacina gyrA D94Y China Kam at al. (178)
ofloxacina gyrA S95T India Siddiqgi et al. (179)
ofloxacina gyrA D94G-S95T India Siddiqi et al. (179)
ofloxacina gyrA D94A-S95T India Siddiqi et al. (179)
ofloxacina gyrA A90V-S95T India Siddiqi et al. (179)
ofloxacina gyrA S91P-S95T India Siddiqi et al. (179)
ofloxacina gyrA A0V China Williams et al. (180)
ofloxacina gyrA S90P China Williams et al. (180)
ofloxacina gyrA S91P China Williams et al. (180)
ofloxacina gyrA D94G China Williams et al. (180)
ofloxacina gyrA D94N China Williams et al. (180)
ciprofloxacina gyrA A0V USA Xu et al. (181)
ciprofloxacina gyrA D94H USA Xu et al. (181)
ciprofloxacina gyrA D94N USA Xu et al. (181)



Droga Gen Cambio de aa Regidn Autor
ciprofloxacina gyrA D94y USA Xu et al. (181)
ciprofloxacina gyrA D94G USA Xu et al. (181)
ciprofloxacina gyrA D84G Espafia Escribano et al. (182)
ciprofloxacina  gyrA S95T Espafia  Escribano et al. (182)
moxifloxacina  gyrA D84G Espafia  Escribano et al. (182)
moxifloxacina  gyrA S95T Espafia  Escribano et al. (182)
levofloxacina gyrA D84G Espafia  Escribano et al. (182)
levofloxacina gyrA S95T Espafia  Escribano et al. (182)

ofloxacina gyrA D84G Espafia  Escribano et al. (182)
ofloxacina gyrA S95T Espafia  Escribano et al. (182)
gatifloxacina gyrA D84G Espafia Escribano et al. (182)
gatifloxacina gyrA S95T Espafia  Escribano et al. (182)
ofloxacina gyrB D500A Georgia Pantel et al. (58)
ofloxacina gyrB N538T Sri Lanka Pantel et al. (58)
ofloxacina gyrB T539P Tunez Pantel et al. (58)
ofloxacina gyrB E540V Argelia Pantel et al. (58)
levofloxacina gyrA A90V Brasil Matsui et al. (94)
levofloxacina gyrA S91P Brasil Matsui et al. (94)
levofloxacina gyrA D94G Brasil Matsui et al. (94)
levofloxacina gyrA D94N Brasil Matsui et al. (94)
levofloxacina gyrA/gyrB D94N/K526K Brasil Matsui et al. (94)
levofloxacina gyrA N499D Brasil Matsui et al. (94)
levofloxacina gyrA G88A Brasil Matsui et al. (94)
levofloxacina gyrA D94G Brasil Matsui et al. (94)
levofloxacina gyrB D499V Brasil Matsui et al. (94)
levofloxacina gyrB N499D Brasil Matsui et al. (94)
ofloxacina gyrA A0V India Gupta et al. (183)
ofloxacina gyrA D94G India Gupta et al. (183)
ofloxacina gyrA D94N India Gupta et al. (183)
ofloxacina gyrA D94Y India Gupta et al. (183)
ofloxacina gyrA A90V-D94G India Gupta et al. (183)
ofloxacina gyrB D500A India Gupta et al. (183)
ofloxacina gyrB D472V India Gupta et al. (183)
ofloxacina  gyrA/gyrB S91P/N538D India Rufai et al. (184)
ofloxacina  gyrA/gyrB D94G/N538D India Rufai et al. (184)
ofloxacina  gyrA/gyrB D94H/N538D India Rufai et al. (184)
ofloxacina  gyrA/gyrB D94A/N538D India Rufai et al. (184)
ofloxacina  gyrA/gyrB A90V/N538D India Rufai et al. (184)
ofloxacina  gyrA/gyrB D94A India Rufai et al. (184)
ofloxacina  gyrA/gyrB A90V-DI4G India Rufai et al. (184)



Droga Gen Cambio de aa Regidn Autor
ofloxacina gyrB R446C Tanzania Katale et al. (185)
ofloxacina gyrB K247N Taiwan Wang et al. (143)

levofloxacina gyrA A0V China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrA S91P China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrA D94Y China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrA D94H China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrA D94N China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrA D94G China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrA D94A China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrA P123S-D94N China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrA Al26E China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrA M127K China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrA P621L-D94G China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrA D756E-A90V China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrA E21H-S91P China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrA L105R China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrA A204V-D94G China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrA G809A-D94H China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrB D79N-T500N China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrB G168E-G512R China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrB D461H China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrB R446L-T500A China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrB N499S China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrB N499S-T500A China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrB T500A China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrB T500N China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrB G510A China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrB G512R China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrB G520A China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrB R446L-G510A China Hameed et al. (93)
levofloxacina gyrB A504T China Hameed et al. (93)
moxifloxacina  gyrA A90V China Hameed et al. (93)
moxifloxacina  gyrA S91P China Hameed et al. (93)
moxifloxacina gyrA D94Y China Hameed et al. (93)
moxifloxacina  gyrA D94N China Hameed et al. (93)
moxifloxacina  gyrA D94G China Hameed et al. (93)
moxifloxacina gyrA D94A China Hameed et al. (93)
moxifloxacina  gyrA P123S-D94N China Hameed et al. (93)
moxifloxacina gyrA Al126E China Hameed et al. (93)
moxifloxacina gyrA M127K China Hameed et al. (93)



Droga Gen Cambio de aa Regidn Autor
moxifloxacina gyrA P621L-D94G China Hameed et al. (93)
moxifloxacina  gyrA D756E-A90V China Hameed et al. (93)
moxifloxacina gyrA D151T China Hameed et al. (93)
moxifloxacina  gyrA V165A China Hameed et al. (93)
moxifloxacina gyrB D79N-T500N China Hameed et al. (93)
moxifloxacina gyrB G168E-G512R China Hameed et al. (93)
moxifloxacina gyrB D461H China Hameed et al. (93)
moxifloxacina  gyrB R446L-T500A China Hameed et al. (93)
moxifloxacina gyrB N499S China Hameed et al. (93)
moxifloxacina gyrB N499S-T500A China Hameed et al. (93)
moxifloxacina gyrB T500A China Hameed et al. (93)
moxifloxacina ~ gyrB T500N China Hameed et al. (93)
moxifloxacina gyrB G510A China Hameed et al. (93)
moxifloxacina gyrB G512R China Hameed et al. (93)
moxifloxacina gyrB G520A China Hameed et al. (93)
moxifloxacina  gyrB D515G China Hameed et al. (93)
moxifloxacina gyrB R631S-G512R China Hameed et al. (93)

ofloxacina gyrA A90V Georgia Bab“?g\ég)' etal.
. : Bablishvili et al.
ofloxacina gyrA D94G Georgia (186)
ofloxacina  gyrA/gyrB A90V/A543T Georgia Bab“?g\ég)' etal.
ofloxacina gyrB N538T Georgia Bab“?g\ég)' etal.
ofloxacina gyrB R485C Georgia Bab“?g\ég)' etal.
ofloxacina gyrB A543V Georgia Bab“?g\ég)' etal.
ofloxacina gyrB R485H Georgia Bab“?g\ég)' etal.
moxifloxacina  gyrA G88C Ghana Ose"\(/\llg?; etal.
ofloxacina gyrA D94A Ucrania Daum et al. (188)
ofloxacina gyrA D94G Ucrania Daum et al. (188)
ofloxacina gyrA D94H Ucrania Daum et al. (188)
ofloxacina gyrA D94N Ucrania Daum et al. (188)
ofloxacina gyrA S91P-D9Y%4A Ucrania Daum et al. (188)
ofloxacina gyrA G88A Ucrania Daum et al. (188)
ofloxacina gyrA A90V Ucrania Daum et al. (188)
ofloxacina gyrB E501V Ucrania Daum et al. (188)
ofloxacina gyrB A504V Ucrania Daum et al. (188)



Droga Gen Cambio de aa Regidn Autor
ofloxacina gyrA A0V Marruecos  Oudghiri et al. (189)
ofloxacina gyrA A90T Marruecos  Oudghiri et al. (189)
ofloxacina gyrA S91P Marruecos  Oudghiri et al. (189)
ofloxacina gyrA D94A Marruecos  Oudghiri et al. (189)
ofloxacina gyrA D94N Marruecos  Oudghiri et al. (189)
ofloxacina gyrA D94H Marruecos  Oudghiri et al. (189)
ofloxacina gyrA D94G India Rufai at al. (190)
ofloxacina gyrA D94A India Rufai at al. (190)
ofloxacina gyrA D94H India Rufai at al. (190)
ofloxacina gyrA S91P India Rufai at al. (190)
ofloxacina gyrA A90V India Rufai at al. (190)
ofloxacina gyrA D94G-D94H India Rufai at al. (190)
ofloxacina gyrA A90V-D9A India Rufai at al. (190)
ofloxacina gyrA D94A-D9%4G India Rufai at al. (190)
ofloxacina gyrA A90V-D94G India Rufai at al. (190)
ofloxacina gyrA D94G Tunisia  Bouzouita et al. (191)
ofloxacina gyrA A90V Tunisia  Bouzouita et al. (191)
ofloxacina gyrA S91P Tunisia ~ Bouzouita et al. (191)
ofloxacina gyrA D94S Tunisia  Bouzouita et al. (191)
ofloxacina gyrA D94Y Tunisia ~ Bouzouita et al. (191)
ofloxacina gyrB D461H-G470C Tunisia ~ Bouzouita et al. (191)
ofloxacina gyrB D461N Tunisia  Bouzouita et al. (191)
ofloxacina  gyrA/gyrB D94A/D461N Tunisia ~ Bouzouita et al. (191)

levofloxacina gyrA D94G Tunisia ~ Bouzouita et al. (191)
levofloxacina gyrA A90V Tunisia  Bouzouita et al. (191)
levofloxacina gyrA S91P Tunisia ~ Bouzouita et al. (191)
levofloxacina gyrA D94S Tunisia  Bouzouita et al. (191)
levofloxacina  gyrA D94Y Tunisia ~ Bouzouita et al. (191)
levofloxacina gyrB D461H-G470C Tunisia ~ Bouzouita et al. (191)
levofloxacina gyrB D461N Tunisia ~ Bouzouita et al. (191)
levofloxacina gyrA/gyrB D94A/D461N Tunisia ~ Bouzouita et al. (191)
moxifloxacina  gyrB E540D Espafia Cancmoill\gg;\oz etal.
moxifloxacina gyrA D94N China Chenetal. (119)
moxifloxacina  gyrA A90V-DY4A China Chenetal. (119)
moxifloxacina gyrA A90V-DI4G China Chenetal. (119)
moxifloxacina  gyrA A90V-D94N China Chenetal. (119)
moxifloxacina  gyrA A90V-D94H China Chenetal. (119)
levofloxacina gyrA D94G China Chen et al. (119)
levofloxacina gyrA D94N China Chenetal. (119)
levofloxacina gyrA D94Y China Chen et al. (119)



Droga Gen Cambio de aa Region Autor
levofloxacina gyrA A90V-D94A China Chen et al. (119)
levofloxacina gyrA A90V-D94G China Chenetal. (119)
levofloxacina gyrA A90V-D94N China Chen et al. (119)
levofloxacina gyrA A90V-D94H China Chen et al. (119)
levofloxacina gyrA A90V-D94Y China Chenetal. (119)
levofloxacina gyrA S91P-D94A China Chen et al. (119)

ofloxacina gyrA R292G Argentina  Eldholm et al. (120)
Austria,
ofloxacina gyrA A288D Romaniay Fiebig et al. (193)
Alemania
ciprofloxacina gyrA E21H-A288D Pakistan Ali etal. (194)
ciprofloxacina gyrA/gyrB E21H/S447F Pakistan Ali etal. (194)
ofloxacina gyrB E501D Nigeria Senghore et al. 2017
levofloxacina gyrA G88C Iran Kardan-(\;%r;)chl etal.
levofloxacina gyrA D94G Iran Kardan-(\;%r;)chl etal.
levofloxacina gyrA S91P Iran Kardan-(\;%r;)chl etal.
Moxifloxacina  gyrA G88C Iran Kardan-(\;%r;)chl etal.
Moxifloxacina  gyrA D94G Iran Kardan-é%r;)chl etal.
Moxifloxacina  gyrA S91P Iran Kardan-é%r;)chl etal.
Ofloxacina gyrB S447F China Lietal. (195)

*Aminoacido (aa)



Anexo 13. Mutaciones en cepas resistentes a inyectables de segunda linea y a acido

paraaminosalicilico recopiladas a partir de la literatura.

Cambio de
Droga Gen nt/Cambio de  Region Autor
aa
amk rrs Al1401G Irdn Kardan-Yamchi et al. (102)
] Kardan-Yamchi et al. (102)
amk rrs G1484T Iran
] Kardan-Yamchi et al. (102)
kan rrs A1401G Iran
] Kardan-Yamchi et al. (102)
kan rrs G1484T Iran
. ] Kardan-Yamchi et al. (102)
kan eis G-10A Iran
. ] Kardan-Yamchi et al. (102)
kan eis c-12T1 Iran
. ] Kardan-Yamchi et al. (102)
kan eis C-15G Iran
] Kardan-Yamchi et al. (102)
cap rrs A1401G Iran
] Kardan-Yamchi et al. (102)
cap rrs G1484T Iran
amk rrs Al1401G Portugal Perdigdo et al. (103)
amk rrs C517T Portugal Perdigdo et al. (103)
amk eis C-14T Portugal Perdigéo et al. (103)
. Perdigdo et al. (103)
cap idsA2promoter A-65G Portugal
cap res A1401G Portugal Perdigéo et al. (103)
cap res G1484T Portugal Perdigéo et al. (103)
cap res C1402A Portugal Perdigdo et al. (103)
kan rrs Al1401G India Yadav et al. (196)
cap res A1401G India Yadav et al. (196)
amk rrs A1401G India Yadav et al. (196)
cap rrs Al1401G Georgia Bablishvili et al. (186)
kan, amk, cap rrs Al1401G Sudéfrica Gardee et al. (197)
Gardee et al. (197
kan, a\r/ri]g, cap, rrs G1484T Sudéfrica (197)
kan eis C-14T Sudéfrica Gardee et al. (197)
amk rrs Al1401G China Hu et al. (198)
kan rrs A1401G China Hu et al. (198)



Cambio de

Droga Gen nt/Cambio de  Region Autor
aa
cap res A1401G China Hu et al. (198)
kan rrs Al1401G Rusia Nosova et al. (199)
kan rrs G1484T Rusia Nosova et al. (199)
kan res C-12T Rusia Nosova et al. (199)
kan res C-14T Rusia Nosova et al. (199)
kan rrs G-10A Rusia Nosova et al. (199)
kan res G-37T Rusia Nosova et al. (199)
amk rrs A1401G Rusia Nosova et al. (199)
amk rrs G1484T Rusia Nosova et al. (199)
amk rrs C-12T Rusia Nosova et al. (199)
amk rrs C-14T Rusia Nosova et al. (199)
amk rrs G-10A Rusia Nosova et al. (199)
amk rrs G-37T Rusia Nosova et al. (199)
Mumbai,
kan rrs Al1401G I\/IIEoIdova, Georghiou et al. (200)
astern
Cape
Mumbai, Georghiou et al. (200)
Moldova,
amk res Al1401G Eastern
Cape
Mumbai, Georghiou et al. (200)
cap rrs Al401G h/é(;ls(:g;/na,
Cape
kan eis G-10A Francia Brossier et al. (67)
kan eis c-12T Francia Brossier et al. (67)
kan eis C-14T Francia Brossier et al. (67)
kan eis G-37T Francia Brossier et al. (67)
kan, cap eis G-10A Francia Brossier et al. (67)
kan, cap eis G-37T Francia Brossier et al. (67)
kan, cap res C1402T Francia Brossier et al. (67)
kan, amk, cap rrs C-14T Francia Brossier et al. (67)
kan, amk, cap res G1484T Francia Brossier et al. (67)
kan, amk, cap res G1402T Francia Brossier et al. (67)
K . Al1401G/C- . Brossier et al. (67)
an, amk, cap rrs/eis 197 Francia
kan, amk, cap res A1401G Francia Brossier et al. (67)
K . Al1401G/G- . Brossier et al. (67)
an, amk, cap rrs/eis 10A Francia
amk rrs Al1401G Suecia Engstrom et al. (201)

cap rrs A1401G Suecia Engstrom et al. (201)



Cambio de

Droga Gen nt/Cambio de  Region Autor
aa
kan rrs A1401G Suecia Engstrom et al. (201)
kan rrs/eis A1401G/G-6T  Suecia Engstrom et al. (201)
kan rrs/eis A141021$/C- Suecia Engstrom et al. (201)
A514C- . Engstrom et al. (201)
kan rrs A1401G Suecia
A514T- . Engstrom et al. (201)
kan res A1401G Suecia
G891A- . Engstrom et al. (201)
kan res C1402T Suecia
G891A- . Engstrom et al. (201)
kan res AL1401G Suecia
cap tlyA N236K Suecia Engstrom et al. (201)
kan rrs Al1401G Tailandia  Sowajassatakul et al. (10)
. o Sowajassatakul et al. (10)
kan eis C-14T1 Tailandia
. o Sowajassatakul et al. (10)
kan eis G-37T Tailandia
WT, Al7fs Sowajassatakul et al. (10)
kan, cap tlyA (A33G, Tailandia
Ins49GC)
WT, L180R Sowajassatakul et al. (10)
kan, cap tlyA (A33G, Tailandia
T539G)
kan rrs Al401G Rusia Zimenkov et al. (202)
kan eis G-10A Rusia Zimenkov et al. (202)
kan eis C-14T Rusia Zimenkov et al. (202)
kan eis G-37T Rusia Zimenkov et al. (202)
cap rrs A1401G Rusia Zimenkov et al. (202)
kan eis G-10A China Zhao et al. (203)
kan eis C-14T China Zhao et al. (203)
kan res A1401G China Zhao et al. (203)
cap rrs A1401G China Zhao et al. (203)
kan, cap res A1401G China Zhao et al. (203)
kan rrs Al1400G Japon Suzuki et al. (204)
kan rres C1401T Japén Suzuki et al. (204)
kan (rs C1401A- Jan6n Suzuki et al. (204)
G1483T P
kan rrs C516T Estonia Kridner et al. (205)
kan, amk rrs C516T Estonia Kridner et al. (205)
kan, amk res A1400G Estonia Kratner et al. (205)



Cambio de

Droga Gen nt/Cambio de  Region Autor
aa
amk, cap rrs Al1401G UZbik'Sta Feuerriegel et al. (100)
ist Feuerriegel et al. (100
cap rrs C1402T Ube]k'Sta J (100)
ist Feuerriegel et al. (100
cap tlyA R18stop Ube]k'Sta J (100)
ist Feuerriegel et al. (100
cap tyA L118R Uzbiklsta g (100)
i Feuerriegel et al. (100
amk, cap tlyA L160W Ube]k'Sta J (100)
kan, amk, cap rrs Al1401G Georgia Jugheli et al. (65)
kan, amk, cap rrs G1158T Portugal Perdigao et al. (99)
kan, amk, cap rrs A1401G Portugal Perdigao et al. (99)
Al1401- Perdigao et al. (99)
kan, amk, cap rrs G1158T Portugal
G1484T- Perdigao et al. (99)
kan, cap rrs C1402A Portugal
cap rres Ins1211G Portugal Perdigao et al. (99)
kan, cap res Ins1512G Portugal Perdigao et al. (99)
K69Q Perdigao et al. (99)
kan, cap tiyA (A205C) Portugal
kan, amk, cap tlyA E75X (G223T) Portugal Perdigao et al. (99)
A1401G,
kan, amk, cap . AlL338C/34fs Sur de .
’ str, ' rrs/gidB (A1401G, Korea Via et al. (98)
A1338C/
AG102)
kan. amk. ca A1401G/D85G sur de Via et al. (98)
AMKCAD rsigidB (AL401G/A25
str Korea
4G)
Kan. amk. ca rs A1401G- Sur de Viaetal. (98)
» amx, cap A1338C Korea
A1401G/34fs, Via et al. (98)
V77A, L35R,
R96C Sur de
kan, amk, cap rrs/gidB (A1401G/AG Korea
102, T230C,
T104G,
C286T)
Viaetal. (98
kan, amk, cap rrs Al1401G Sur de (%8)
Corea
Viaetal. (98
kan, cap, str rrs A514C Sur de (%8)

Korea



Cambio de

Droga Gen nt/Cambio de  Region Autor
aa
1114T, 39fs Viaet al. (98)
kan gidB (T341C, f(‘grgg
ACl115)
kan res Al401G Sudéfrica Evans et al. (206)
kan, amk rrs Al1401G Francia Brossier et al. (167)
kan, amk, cap rrs Al1401G Francia Brossier et al. (167)
Brossier et al. (167
kan, agt]rk’ cap, rrs A1401G Francia (167)
kan, amk, cap, rs A1401G- Francia Brossier et al. (167)
str A513C
kan, amk, cap, s G1484T- Francia Brossier et al. (167)
str A907C
kan res 1401G Vietnam Kiet et al. (168)
kan rrs G1484T Vietnam Kiet et al. (168)
kan, amk, cap rrs Al1401G India Khanna et al. (207)
kan, amk, cap rrs G1484T India Khanna et al. (207)
Korea,
EE. UU,
kan rrs T16G-C1402T Filipinas, Leung et al. (208)
Letonia,
China
Korea, Leung et al. (208)
EE. UU,
kan rrs C4901T Filipinas,
Letonia,
China
Korea, Leung et al. (208)
EE. UU,
kan rrs A1401G Filipinas,
Letonia,
China
Korea, Leung et al. (208)
EE. UU,
pas thyA (l‘égié) Filipinas,
Letonia,
China
Korea, Leung et al. (208)
EE. UU,
pas thyA &éégg) Filipinas,
Letonia,
China
kan, amk, cap rrs Al1401G Taiwan Huang et al. (164)
amk rrs Al1401G Sudéfrica Sirgel et al. (209)



Cambio de

Droga Gen nt/Cambio de  Region Autor
aa
amk, cap res Al1401G Sudéfrica Sirgel et al. (209)
kan, amk, cap eis c12T Sudafrica Malinga et al. (105)
kan, amk, cap eis c14T Sudéfrica Malinga et al. (105)
kan, amk, cap rrs G878A Sudafrica Malinga et al. (105)
kan, amk, cap Rv1258c (tap) Y177H Sudéfrica Malinga et al. (105)
kan, amk eis c14T Sudéfrica Malinga et al. (105)
cap rrs G878A Sudéfrica Malinga et al. (105)
kan whiB7 133insC CDC Reeves et al. (104)
cap tlyA N236K CDC Maus et al. (135)
cap tlyA 218LinsC CDC Maus et al. (135)
cap tlyA L150P CcDC Maus et al. (135)
kan, amk, cap eis c12T1 Margueco Oudghiri et al. (189)
kan, amk, cap eis Cl14T Marrsueco Oudghiri et al. (189)
kan, amk, cap res Al401G Francia Brossier et al. (210)
kan, amk, cap rrs C1402T Francia Brossier et al. (210)
kan, amk, cap rrs/eis Al1401G/C- Erancia Brossier et al. (210)
' ' 14T
kan, amk, cap eis C-14T Francia Brossier et al. (210)
kan, amk rrs A1401G Francia Brossier et al. (210)
kan, amk eis C-14T Francia Brossier et al. (210)
kan, cap eis G-37T Francia Brossier et al. (210)
kan eis G-10A Francia Brossier et al. (210)
kan eis G-37T Francia Brossier et al. (210)
kan eis C-14T Francia Brossier et al. (210)
kan eis Cc-12T Francia Brossier et al. (210)
cicloserina alr L89R Belarus Wollenberg et al. (106)
kan rrs A1400G Belarus Wollenberg et al. (106)
kan res C1483T Belarus Wollenberg et al. (106)
kan eis G-10A Belarus Wollenberg et al. (106)
kan eis C-14T Belarus Wollenberg et al. (106)
amk rrs A1400G Belarus Wollenberg et al. (106)
amk rrs C1483T Belarus Wollenberg et al. (106)
cap rrs A1400G Belarus Wollenberg et al. (106)
cap rres C1483T Belarus Wollenberg et al. (106)
LOF (pérdida Wollenberg et al. (106)
cap tlyA de funcién de  Belarus

tlyA)



Cambio de

Droga Gen nt/Cambio de  Region Autor
aa
amk, cap rs A1401G Pogugf’" Y Machado etal. (211)
rasil
amk eis G-10A Polgtuggl y Machado et al. (211)
rasil

pas folC/thyA T20P/W101R China Zhang et al. (110)
pas folC E40Q China Zhang et al. (110)
pas folC E40G China Zhang et al. (110)
pas folC/thyA 143T/H75N China Zhang et al. (110)
pas folC 143S China Zhang et al. (110)
pas folC 143A China Zhang et al. (110)
pas folC/thyA 143A/T22A China Zhang et al. (110)
pas folC/thyA R49P/H75N  China Zhang et al. (110)
pas folC R49W China Zhang et al. (110)
pas folC/ribD L56V/G-11A  China Zhang et al. (110)
pas folC R91W China Zhang et al. (110)
pas folC S150G China Zhang et al. (110)
pas folC E153A China Zhang et al. (110)
pas folC E153G China Zhang et al. (110)
pas folC S150G China Zhang et al. (110)
pas folC/thyA ~ A420V/T202A  China Zhang et al. (110)
pas ribD G-11A China Zhang et al. (110)
pas ribD G8R China Zhang et al. (110)
pas thyA Y36C China Zhang et al. (110)
pas thyA H75N China Zhang et al. (110)
pas thyA G76stop China Zhang et al. (110)
pas thyA VT77F China Zhang et al. (110)
pas thyA W83C China Zhang et al. (110)
pas thyA W83stop China Zhang et al. (110)
pas thyA G91R China Zhang et al. (110)
pas thyA W98stop China Zhang et al. (110)
pas thyA S105P China Zhang et al. (110)
pas thyA R126Q China Zhang et al. (110)
pas thyA F152V China Zhang et al. (110)
pas thyA C161T China Zhang et al. (110)
pas thyA H207R China Zhang et al. (110)
pas folC E40G China Luo et al. (109)
pas folC E40K China Luo etal. (109)
pas folC E40Q China Luo et al. (109)

pas folC E40R China Luo et al. (109)



Cambio de

Droga Gen nt/Cambio de  Region Autor
aa
pas folC 143A China Luo et al. (109)
pas folC 143T China Luo et al. (109)
pas folC D44G-S46R China Luo et al. (109)
pas folC R49Q China Luo et al. (109)
pas folC R49W China Luo etal. (109)
pas folC/thyA  H100Y/Q97R  China Luo etal. (109)
pas folC S150G China Luo et al. (109)
pas thyA T22P China Luo et al. (109)
pas thyA F30S China Luo et al. (109)
pas thyA P43S China Luo et al. (109)
pas thyA F52S China Luo et al. (109)
pas thyA H75Q China Luo et al. (109)
pas thyA W83stop China Luo etal. (109)
pas thyA Q97R China Luo et al. (109)
pas thyA D110G China Luo et al. (109)
pas thyA W133stop China Luo etal. (109)
pas thyA W133stop China Luo etal. (109)
pas thyA H147R China Luo et al. (109)
pas thyA D169N China Luo etal. (109)
pas thyA Q191stop China Luo et al. (109)
pas thyA L220P China Luo et al. (109)
pas thyA/ribD R235L/E91E  China Luo etal. (109)
pas thyA R235P China Luo et al. (109)
pas ridB G-11A China Luo et al. (109)
pas ridB G249S China Luo et al. (109)
pas thyA T202A China Mathys et al. (111)
pas thyA F\;I'ZZGCLZSQ-p China Mathys et al. (111)
T202A- Mathys et al. (111)
pas thyA/dfrA R264stop/ China
V54A, C110R
T202A, Mathys et al. (111)
pas thyA/dfrA R264stop/S66 ~ China
C
pas thyA V261G EE. UU Mathys et al. (111)
pas thyA L183V EE. UU Mathys et al. (111)
pas thyA T202A EE. UU Mathys et al. (111)
pas folP2 A-19G EE. UU Mathys et al. (111)
kan, amk rrs Al1401G Brasil Matsui et al. (94)
kan, amk rrs Al1401G China Yuan et al. (160)
kan, amk, cap rrs Al1401G China Yuan et al. (160)



Cambio de

Droga Gen nt/Cambio de  Region Autor
aa
kan, amk, cap rrs C1402T China Yuan et al. (160)

*aa=aminodacido, nt=nucledtido
*amk=amikacina, kan= kanamicina, cap= capreomicina, vio= viomicina, pas= acido paraaminosalicilico.

Anexo 14. Nimero de mutaciones Unicas en cada estructura secundaria de GyrA.

Posicién Topologia P _CyO PT M_CyO M T
16-41 alfal 0 0 0 1
42-48 loop 0 0 0 0
49-63 alfa2 0 0 0 2
64-71 loop 1 1 0 3
72-84 alfa3 0 0 1 2
85-88 loop 0 2 1 3
89-99 alfad 4 8 12 20
100-109 loop 0 0 0 2
110-113 beta2 0 0 1 1
114-130 loop 0 0 0 4
131-134 beta3 0 0 0 0
135-142 alfa7 0 0 0 0
143-151 loop 0 0 0 1
152-154 betad 0 0 0 0
155-160 loop 0 0 0 0
161-163 betab 0 1 0 0
164-170 loop 0 0 0 1
171-177 alfa9 0 0 0 0
178-181 beta6 0 0 0 0
182-185 loop 0 0 0 0
186-189 beta7 0 0 0 0
190-192 loop 0 0 0 0
193-207 alfal0 0 0 0 1
208-210 loop 0 0 0 0
211-223 alfal0' 0 0 0 0
224-232 loop 0 0 0 0
233-235 beta?7' 0 0 0 0
236 loop 0 0 0 0
237-247 alfal0" 0 0 0 0
248-254 beta9 0 0 0 0
255 loop 0 0 0 0
256-261 betalO 0 0 0 0
262-266 loop 0 0 0 0



Posicion Topologia P CyO PT M CyO M T
267-273 betall 1 1 0 0
274-278 loop 0 0 0 0
278-292 alfall 1 2 0 2
293-298 loop 0 1 0 0
299-304 betal? 0 0 0 0
305-313 loop 0 0 0 0
314-318 betal3 0 0 0 0
319-324 loop 0 0 0 0
325-335 alfal2 0 0 0 0
336-337 loop 0 0 0 0
338-344 betald 0 0 0 0
345 loop 0 0 0 0
346-349 betal5 0 0 0 0
350-351 loop 0 0 0 0
352-355 betal6 0 0 0 0
356 loop 0 0 0 0
357-400* alfald 0 0 0 0
401-410 alfal4’ 0 0 0 0
411-412 loop 0 0 0 0
413-426 alfals 0 0 0 0
427-428 loop 0 0 0 0
429-437 alfalé 0 0 0 0
445-470 alfal8 0 0 0 0
471 loop 0 0 0 0
472-490 alfal9 0 0 0 0
491-496 loop 0 0 0 0
497-498 beta20 0 0 0 0
499 loop 0 0 0 0
500-838 ND 0 0 0 4

*P_CyO: mutaciones en cepas resistentes a ciprofloxacina y al menos a alguna otra fluoroquinolona para Perd;
P_T: mutaciones en cepas resistentes a fluoroquinolonas para Pert; M_CyO: mutaciones en cepas resistentes a
ciprofloxacina y al menos a alguna otra fluoroquinolona para el resto del mundo; M_T: mutaciones en cepas

resistentes a fluoroquinolonas para el resto del mundo.



