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RESUMEN

Aproximadamente mas del 95% de los casos de resistencia a rifampicina en
Mycobacterium tuberculosis se deben a mutaciones en el gen rpoB. Dichas
mutaciones producen efectos nocivos en las bacterias (disminuyen su fitness). Las
cepas resistentes a rifampicina buscan corregir la pérdida del fitness mediante
mutaciones compensatorias. El presente estudio analizo e identifico polimorfismos
de un solo nucleétido (SNPs), en bases de datos de genomas de M. tuberculosis. En
una primera etapa se analizaron todos los genes con al menos un SNP de una base
de datos de 72 genomas, posteriormente se analizaron 200 genomas. Se unificaron
ambas bases de datos y se calculo el odds ratio (OR), indice de Youden, razon de
prevalencias y el test exacto de Fisher. Por Ultimo, se analizaron 914 genomas, para
identificar la asociacion entre la presencia de SNPs en el gen ponAl y la resistencia
a rifampicina. Se calculd el OR, indice de Youden, prueba de Chi-cuadrado y razon
de prevalencias. Se identificaron 6 genes (dnak, esxP, mbtB, PPE64, Rv1429 y
Rv2052c) asociados estadisticamente con la presencia de SNPs en el gen rpoB
(valor de p del test exacto de Fisher< 0.05). Se encontré que los SNPs P618R (gen
dnak), T3S (gen esxP), S1000L (gen mbtB), N196Y (gen PPE64), A500T (gen
PPE64), A429T (gen Rv 2052c) y R135L (gen Rv 1429) son factores asociados a
la presencia de al menos un SNP en el gen rpoB. Asimismo, la presencia de al
menos un SNP en el gen ponAl es un factor asociado a la resistencia a rifampicina,

al igual que los SNPs P631S y A516T de este gen.

Palabras claves: Tuberculosis, rifampicina, mutaciones compensatorias,

resistencia antimicrobiana.



ABSTRACT

Approximately more than 95% of cases of rifampicin resistance in Mycobacterium
tuberculosis are due to mutations in the rpoB gene. These mutations produce
harmful effects on bacteria (they decrease their fitness). Rifampicin-resistant strains
seek to correct loss of fitness through compensatory mutations. The present study
analyzed and identified single nucleotide polymorphisms (SNPs) in M. tuberculosis
genome databases. In a first stage, all genes with at least one SNP from a database
of 72 genomes were analyzed, later 200 genomes were analyzed. Both databases
were unified and the odds ratio (OR), Youden index, prevalence ratio and Fisher's
exact test were calculated. Finally, 914 genomes were analyzed to identify the
association between the presence of SNPs in the ponAl gene and rifampicin
resistance. The OR, Youden index, Chi-square test and prevalence ratio were
calculated. Six genes were identified (dnak, esxP, mbtB, PPE64, Rv1429 and
Rv2052c) statistically associated with the presence of SNPs in the rpoB gene (p
value of Fisher's exact test <0.05). SNPs P618R (dnaE gene), T3S (esxP gene),
S1000L (mbtB gene), N196Y (PPE64 gene), AS00T (PPE64 gene), A429T (Rv
2052c gene) and R135L (Rv 1429 gene) were found to be factors. associated with
the presence of at least one SNP in the rpoB gene. Likewise, the presence of at least
one SNP in the ponAl gene is a factor associated with rifampicin resistance, as are

the SNPs P631S and A516T of this gene.

Keywords: Tuberculosis, rifampicin, compensatory mutations, antimicrobial

resistance.



l. INTRODUCCION

Mycobacterium tuberculosis es una bacteria aerobia de crecimiento lento, causante de la
tuberculosis (TB) en humanos (1); a su vez esta enfermedad es la primera causa de muerte,
en el mundo, por un agente bacteriano (2). En el Per(, la tuberculosis es la décimo quinta
causa de muerte; y representa una carga para la sociedad, ya que es la vigésimo séptima

enfermedad que genera mas afios de vida saludable perdidos (3).

En el 2018 la incidencia anual de tuberculosis era de 86.7 casos por 100 mil habitantes, en el
Pert (4). Asimismo, en el 2014, la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU), establecio
como meta para el 2035 una incidencia anual maxima de 10 casos de TB por 100 mil
habitantes. Por lo que se deben implementar estrategias de prevencion y protocolos de

tratamiento mas eficientes (3).

La resistencia antimicrobiana, en M. tuberculosis, representa un serio problema de salud
global; pues esta bacteria puede adquirir resistencia a uno o mas farmacos. Esto genera un
costo social alto y obliga a la sociedad a buscar nuevos farmacos que sean capaces de eliminar

esta enfermedad (2)(3).

Entre los antibidticos de primera linea mas usados, para el tratamiento de TB, tenemos a
rifampicina, isoniacida y etambutol (2). En las ultimas décadas se han reportado miles de
casos de M. tuberculosis resistente a rifampicina e isoniacida, los cuales han sido catalogados
como TB multidrogorresistente (TB-MDR). En el 2017 se reportaron, en el mundo, un total
de 160 684 casos de TB-MDR y TB resistente solo a rifampicina, lo cual representa un

aumento del 4.94% (153 119 casos en el 2016) (3).



La resistencia a rifampicina se debe a polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en el gen
rpoB, que inhiben la unién de la rifampicina al ARN polimerasa (5)(6)(7). Estas mutaciones
reducen el fitness de estos microorganismos, lo cual genera una desventaja evolutiva (8)(9).
En estas condiciones se producen mutaciones en otras regiones del ADN que compensan la
reduccion del fitness, se utiliza el termino mutaciones compensatorias para referirse a ellas

(10) (11).

Las mutaciones en el gen rpoB estan asociados a cambios en la composicion de lipidos claves
de la pared celular bacteriana (12). La mayoria de los cambios fueron reportados en lipidos
asociados a factores de virulencia y que son importantes en la respuesta inmunoldgica en

individuos con TB (12) (13) (14) (15).

Diversos estudios han encontrado principalmente mutaciones compensatorias en los genes
rpoC y rpoA asociados a la resistencia a rifampicina. Estas mutaciones generan condiciones
que contrarrestan los efectos nocivos de las mutaciones en el gen rpoB, en M. tuberculosis
(10) (11). Sin embargo, no se ha evaluado el potencial de otras mutaciones, en otros genes,
de incrementar el fitness; por lo que estas hipotéticas mutaciones serian potenciales

mutaciones compensatorias.

Un potencial candidato a poseer mutaciones compensatorias es el gen PonAl que codifica
una proteina de unién a la penicilina (PonAl); la cual posee actividad transglicosilasa y
transpeptidasa y participa en la sintesis del peptidoglicano. En M. tuberculosis esta enzima
posee dos dominios, el dominio transglicosilasa (residuos 37-218) y el dominio
transpeptidasa (residuos 310-600) (16). Un estudio en M. tuberculosis encontrd que el SNP
Q365H le conferia mayor capacidad para sobrevivir en moderadas concentraciones de
rifampicina (17). Por otro lado, otro estudio reporto resultados similares en cepas con el SNP
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T34D (18). Por lo tanto, algunos SNPs en PonAl pueden alterar la susceptibilidad a
rifampicina en cepas de M. tuberculosis (18) (19).

Nuestro estudio analizé tres bases de datos de genomas de M. tuberculosis e identifico
potenciales mutaciones compensatorias asociadas a la resistencia a rifampicina o a la

presencia de SNPs en el gen rpoB.



II.  PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

I1.1 Planteamiento del problema

La rifampicina es un antibidtico de primera linea en el tratamiento de la tuberculosis. Este
antibidtico posee actividad bactericida, ya que inhibe la transcripcion del ADN. Debido a que
el mecanismo de accion de la rifampicina se basa en la unién de esta a la subunidad 8 del

ARN polimerasa (5)(6)(7) (20).

Las mutaciones en el gen rpoB que confieren resistencia a rifampicina, usualmente se asocian
a la pérdida del fitness celular, dado que dichas mutaciones comprometen el mecanismo de
transcripcion y con ello el correcto balance de la expresion de proteinas y subsecuentemente
el fenotipo celular (8)(9) (21). Por ejemplo, un estudio en Neisseria meningitidis, resistente
a rifampicina, encontrd alteraciones en la expresion de proteinas involucradas en el
metabolismo de piruvato, plegamiento de proteinas y del acido tricarboxilico. Estas

alteraciones serian consecuencia de las mutaciones en el gen rpoB (22).

Un estudio en mutantes de M. tuberculosis demostrd que un SNP en rpoB (H526D) genera
alteraciones en la fisiologia de la pared celular, aumento de la permeabilidad y reduccion de
la resistencia a los cambios externos (12). Estudios de metaboldémica y transcriptémica, en
M. tuberculosis resistente a rifampicina, revelaron alteraciones en la expresién de genes
implicados en la sintesis de dimicocerosato de ftiocerol y otros lipidos (13). En este sentido,
se han reportado cambios en la composicion de los lipidos de la pared celular; entre el 2.7%
a 6.2% de los lipidos detectables sufrieron cambios en su composicién; por ejemplo, se
reportaron alteraciones en las concentraciones de sulfoglicolipidos acilados y sideréforos de

micobactina (14).



Asimismo, otro estudio en metaboldomica reveld una disminucion en la sintesis de &cidos
grasos de cadena ramificada (15). Por lo tanto, las mutaciones en el gen rpoB, asociadas a la
resistencia a rifampicina, producen cambios en la composicion de los lipidos de la pared
celular de M. tuberculosis. Asimismo, se reporto la sobreexpresion de los genes que codifican

las proteinas ppsA, ppsB y ppsC (12).

La pérdida del fitness, asociada a mutaciones en el gen rpoB, es compensado por mutaciones
en otros genes (mutaciones compensatorias). Se han reportado mutaciones compensatorias
en los genes rpoC y rpoA en diversas partes del mundo. Siendo las mutaciones en rpoC las

mas comunes (23) (24).

Un estudio en Mycobacterium leprae encontr6 mutaciones con potencial accion
compensatoria en los genes gltB, gltD, esxB, mmpL7 y rpoC, en cepas resistentes a

rifampicina (25).

Se han publicado una serie de estudios que demuestran el papel de PonAl en los procesos de
crecimiento y morfologia celular (16) (26). Se ha propuesto que determinados SNPs generan
alteraciones en la susceptibilidad a rifampicina. Sin embargo, el mecanismo exacto se
desconoce (18) (19). Sin embargo, ningun estudio ha evaluado la asociacion entre la
presencia de SNPs en ponAl y la resistencia a rifampicina. Por lo que encontrar una
asociacion estadistica seria un primer paso para comprender los mecanismos moleculares que
explicarian los resultados obtenidos en estudios previos.

Este estudio planted la siguiente pregunta de investigacion:

¢Cual es la asociacion entre la presencia de SNPs en genes vy la resistencia a rifampicina o la

presencia de al menos un SNP en el gen rpoB?



I1.2 Marco teorico
11.2.1 Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis es un bacilo quimioorganétrofo aerobio de crecimiento lento,
ademas no forma esporas y no presenta movilidad. Puede visualizarse mediante una

coloracion Ziehl-Neelsen, ya que este bacilo posee una pared celular rica en acidos micélicos
(1).

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por Mycobacterium tuberculosis
complex, término utilizado para referirse a las especies del género Mycobacterium causantes
de tuberculosis. Entre los miembros de este grupo tenemos: Mycobacterium tuberculosis
(agente etioldgico de la tuberculosis en humanos), M africanum (causante de tuberculosis en
algunas regiones de Africa), M. bovis, M. caprae, M. pinnipedii (causantes de tuberculosis

en mamiferos) y M. microtti (causante de tuberculosis en ratones) (27).

El genoma de M. tuberculosis H37Rv, el cual fue el primer genoma de Mycobacterium
tuberculosis complex en secuenciarse, tiene 4.4 Mb y un porcentaje de 65.9% de GC. Se
encontré que este genoma codifica 4018 genes, los cuales en su mayoria codifican proteinas
involucradas en el metabolismo de lipidos, en la estructura de la pared celular, en la

supervivencia como parasito intracelular y en la evasion de la respuesta inmune (1).

La pared celular de M. tuberculosis estd formada béasicamente por una capa de
peptidoglicano, la cual estd unida a una capa de arabinogalactano (heteropolisacarido de
arabinosa y galactosa). Asimismo, esta capa de arabinogalactano esta esterificada con -
hidroxiacidos grasos de cadena larga (acidos micolicos). A su vez estos acidos micélicos se

encuentran esterificados con glicerol o trehalosa; en este sentido, la trehalosa podria unirse a



dos acidos micdlicos y formar dimicolil trehalosa. Esta ultima molécula esté involucrada en
la respuesta inmune; ademas estimula la inflamacion crénica y la formacion de granulomas
pulmonares. Los sulfolipidos de trehalosa constituyen un importante factor de virulencia, ya
que permiten que estos bacilos evadan la accidn de la fagolisosoma, cuando han sido captados

por el macrofago (28) (29).

El dimicocerosato de ftiocerol es un importante factor de virulencia, presente en la pared
celular de M. tuberculosis, permite la supervivencia de estos bacilos en los macréfagos
anfitriones. Asimismo, otros lipidos importantes, en la pared celular, que funcionan como
factores de virulencia son: glicolipidos fendlicos, glicopeptidolipidos y lipooligosacaridos.
Ademas, es importante la presencia de lipoarabinomananos y fosfatidilinositolmandsidos, los
cuales se anclan en la membrana celular y se extienden hasta la superficie de la pared celular

(28) (29).

Como puede observarse, la mayoria de los lipidos glicosilados presentes en la pared celular
de M. tuberculosis, desempefian un papel como factores de virulencia y pueden estimular una

respuesta inmune innata (30).

11.2.2 Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa causada por Mycobacterium
tuberculosis (2). Esta enfermedad representa la primera causa de muerte, en el mundo, por
un agente bacteriano. Se estima que en el 2017 existian alrededor de 10 millones de personas,
en el mundo, con tuberculosis. En dicho afio la TB causo, en todo el mundo,
aproximadamente 1.3 millones de muertes en personas sin VIH y 300 000 muertes en

personas con VIH positivo. Se calcula que el 23% de la poblacion humana tienen una



infeccion latente de TB, por lo que en condiciones de inmunodepresion o inmunodeficiencia

podrian desarrollar esta enfermedad (3).

La TB farmacorresistente es un problema latente, ya que cada afio se reportan aislamientos
de M. tuberculosis resistente a diversos farmacos. En el 2017 se reportaron, en todo el mundo,
558 000 casos de TB resistente a rifampicina (TB-RR) y el 85% de estos casos eran

resistentes a otros farmacos (3).

M. tuberculosis puede causar TB pulmonar y TB extrapulmonar (pleural, ocular, esquelética,
gastrointestinal y ganglionar). Aproximadamente el 90% de las personas infectadas con M.
tuberculosis pueden controlar la TB; en estas condiciones, este bacilo, entra en un estado de
latencia. M. tuberculosis puede permanecer por afos en este estado y no causar dafio al

hospedero; ya que puede inhibir la respuesta inmune innata y adaptativa (31).

La produccion de INF- vy, INF-o y antimicrobianos de los macréfagos, son los principales
mecanismos de respuesta inmune innata frente a M. tuberculosis. Por otro lado, la respuesta
inmune adaptativa es principalmente celular, mediada en su mayoria por linfocitos T CD4,
linfocitos Th17 y linfocitos T CD8. Estas dos respuestas inmunoldgicas mantienen al M.

tuberculosis en un estado de latencia (31).

El pulmdn es el principal 6rgano afectado por la TB, esto debido al modo de transmision de
dicha enfermedad. La TB pulmonar puede producir una remodelacion de la arquitectura del
pulmén, lo cual generalmente ocasiona diversos signos y sintomas (tos, esputo
mucopurulento o purulento, hemoptisis, malestar, fiebre y pérdida de peso). Generalmente el

diagnostico se realiza mediante radiografia de tdrax y analisis de esputo (32) (33).



En la tabla 1 puede observarse los antibidticos utilizados para el tratamiento de TB;
asimismo, esta tabla detalla el mecanismo de accion de cada antibidtico y los genes

involucrados en la resistencia a dichos antibidticos (34).

Tabla 1. Antibidticos antituberculosos y sus mecanismos de accion (34)

Antibidtico Mecanismo de Genes involucrados
accion en la resistencia
Primera Linea Isoniacida Inhibe la sintesis de KatG, ndh, inhA,
acidos micolicos y ahpC
otras vias
metabolicas

Etambutol Inhibe la sintesis de embCAB

arabinogalactano embR

Estreptomicina Inhibe la sintesis de rpsL
proteinas gidB, rrs

Segunda Linea

Etionamida Inhibe la sintesis de etA, inhA, ndh,
acidos micolicos etR, mshA

En el Perd, el Ministerio de Salud (MINSA), utiliza los siguientes términos para referirse a
algunos tipos de TB resistente a antibidticos: TB resistente a rifampicina e isoniacida como
TB multidrogorresistente (TB MDR) y TB resistente a rifampicina, isoniacida, a algiun
inyectable de segunda linea y a alguna fluoroquinolona como TB extensamente resistente

(TB XDR) (2).



11.2.3 Resistencia a rifampicina

La rifampicina es un antibi6tico bactericida, con actividad antimicrobiana contra bacterias
gram positivas y gram negativas. Este antibiotico inhibe la transcripcion del ADN, ya que se
une a la subunidad B del ARN polimerasa. En la figura 1 puede observarse la estructura
quimica de la rifampicina; en la interaccion rifampicina- subunidad g del ARN polimerasa

participan atomos de oxigeno, los cuales forman puentes de hidrégeno con los residuos de la

i/LowﬁAc
HOHO . /g R
O

v OH

subunidad B (figura 2) (5)(6)(7).

0

2 _//

/

Figura 1. Estructura quimica de la rifampicina (6)

La rifampicina puede atravesar membranas bioldgicas debido a su lipofilicidad, por lo que
podria acceder facilmente a la subunidad B del ARN polimerasa y formar interacciones no
covalentes con dicha polimerasa, y de esta manera impide el crecimiento de la cadena de

ARN mensajero (6).
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Figura 2. Puentes de hidrégeno (lineas punteadas) entre los residuos de la subunidad  del ARN
polimerasa y los atomos de oxigeno de rifampicina (6)

Se han reportado SNPs en una region de 81pb del gen rpoB; aproximadamente mas del 96%
de las cepas resistentes presentan una mutacion en esta region. Entre un 40% a 93% de los
casos reportados de resistencia a rifampicina se debe al cambio de un aminoacido en la

posicion 450 (531 en el caso Escherichia coli), de serina a leucina (rpoB S450L) (6).

11.2.4 Mutaciones compensatorias

Los mecanismos de resistencia generan carga metabdlica y una disrupcion de muchos
procesos claves en el metabolismo de las bacterias resistentes a antibiéticos, estos fenomenos

disminuyen el fitness de la bacteria (8)(9) (10).

En M. tuberculosis se ha descrito un mecanismo que trata de explicar el proceso mediante el
cual determinados SNPs, en el gen rpoB, disminuyen el fitness de estas bacterias. Segun este
modelo, las mutaciones en el gen rpoB alterarian el funcionamiento normal del ARN
polimerasa generando una alteracion en las concentraciones de nucledsidos 5-trifosfato

(NTP), los cuales son importantes para el funcionamiento de enzimas como la metionina
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adenosiltransferasa. Ademas, el GTP, un tipo de NTP, es esencial para la sintesis del
dinucledtido de flavina (FAD). Asimismo, ambos, el FAD y la metionina adenosiltransferasa,
participan en la biosintesis de los &cidos micélicos (15). Este mecanismo explicaria los
resultados de varios estudios que reportan alteraciones en las concentraciones de lipidos

como sulfoglicolipidos acilados y sider6foros de micobactina (13) (14).

Diversos estudios han demostrado que las mutaciones compensatorias (MC) son uno de los
mecanismos que las bacterias utilizan para aumentar el fitness (8)(9) (10). Estudios in vivo e
in vitro en E. coli resistente a estreptomicina, encontraron que el fitness aument6 debido a la
presencia de MC (35). En este sentido, estudios en Salmonella typhimurium encontraron
mutaciones compensatorias, y dichas MC permitirian, a estas bacterias, aumentar el fitness
(36). Otros estudios en M. tuberculosis (37), Streptococcus pneumoniae (38) y
Staphylococcus aureus (39); sugieren que las MC desempefian un papel en la evolucién de

la resistencia antimicrobiana y permiten aumentar el fitness (37) (38) (39).

En este sentido, diversas investigaciones, en M. tuberculosis resistente a rifampicina, han
encontrado mutaciones compensatorias en los genes rpoA y rpoC, los cuales codifican las
subunidades a y B’ del ARN polimerasa respectivamente (10) (11) (23) (24). Estudios
realizados en varios paises encontraron mutaciones compensatorias en los genes rpoA y
rpoC; asimismo, mas del 90% de estas fueron localizadas en el gen rpoC. Las mutaciones en

rpoC son muy diversas, pero principalmente se da en los codones 483 y 491 (10) (23) (24).

Se ha sugerido que las mutaciones en rpoC permiten la interaccion de las subunidades B, B’
y a del ARN polimerasa. Ya que las mutaciones en rpoB producen una alteracion en estas

interacciones (21). Asimismo, estas mutaciones aumentan el fitness en la fosforilacién
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oxidativa y en el metabolismo de aminoacidos (40). Se ha propuesto que mutaciones en el

gen rpoC estan asociados a una mayor propagacion de cepas TB-MDR (11).

11.2.5 PonAl

La proteina de union a la penicilina de M. tuberculosis (PonAl) participa en la biosintesis
del peptidoglicano. Es una proteina transmembrana con dos dominios bien definidos
(transglicosilasa y transpeptidasa) (16), el dominio transglicosilasa cataliza la formacién de
los enlaces B (1—4) que unen el &cido N-acetilmuramico con la N-acetil-glucosamina y el
dominio transpeptidasa cataliza la formacion de enlaces entre una D-alanina y un acido meso-
diaminopimélico (enlaces 3—4), los cuales provienen de una cadena peptidica unida al acido
N-acetilmurdmico. También se han descrito enlaces, menos frecuentes, entre dos acidos
meso-diaminopimélico (enlaces 3—3). Por tanto, de esta manera se ensambla la estructura

bésica del peptidoglicano (41).

PonA1l desempefia una funcion clave en el crecimiento y la morfologia bacteriana, estudios
recientes sefialan que PonAl regula la actividad de RipA mediante su union al dominio
endopeptidasa, en dicha interaccion participa la region C-terminal de PonAl, la cual es una

region de alrededor de 150 residuos rica en prolina (16) (26).

Las familias de genes PE y PPE, las cuales suelen ser muy polimérficas, codifican proteinas
con regiones ricas en prolina-glutamato y prolina-prolina-glutamato respectivamente,
generalmente son proteinas excretadas o estan localizadas en la membrana celular. Se ha
sugerido que estas proteinas participan en la respuesta inmune y pueden actuar como factores
de virulencia (42). En este sentido, estudios recientes sefialan que el gen ponAl, el cual

pertenece a la familia PPE, es un importante regulador de la morfologia y crecimiento
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bacteriano (16) (26). Asimismo, se lo ha descrito como un posible biomarcador de

tuberculosis latente (43).

Se ha descrito que un SNP en el dominio transglicosilasa (T34D) puede alterar la
concentracion inhibitoria minima (MIC) de rifampicina en M. tuberculosis (17), se ha
observado resultados similares en el dominio transpeptidasa (Q365H) (18). El knock-out del
dominio transglicosilasa incrementa el porcentaje de supervivencia de M. tuberculosis en
concentraciones moderadas de rifampicina (0.00195 ug/ml); sin embargo, el knock-out del
dominio transpeptidasa disminuye ligeramente el porcentaje de supervivencia comparado
con las cepas wild type. Por tanto, los cambios en la actividad enzimatica de PonAl estan

asociados a una alteracion de la susceptibilidad de M. tuberculosis a rifampicina (17).

Recientemente se ha identificado la sobreexpresion del gen ponAl en pacientes con
tuberculosis latente, por lo que se podrian implementar nuevos métodos de laboratorio para
la identificacion temprana de tuberculosis mediante la medicion de esta proteina en liquidos
biologicos (26).

11.3 Justificacion

La resistencia a la rifampicina representa un problema de salud global, ya que el nimero de
casos de TB-MDR y TB resistente a rifampicina viene en aumento. Por lo que entender los
mecanismos moleculares que llevan a la adquisicion de resistencia antimicrobiana en
Mycobacterium tuberculosis, representa un paso previo para la basqueda de nuevos enfoques
terapéuticos y métodos diagndsticos. Asimismo, la presencia de mutaciones compensatorias
podria generar una alteracion en la expresion de proteinas, por lo que las concentraciones
alteradas de determinadas proteinas o metabolitos podrian ser usados como un método para
la deteccidn temprana de tuberculosis resistente a rifampicina.
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11.4 Objetivos

-ldentificar potenciales mutaciones compensatorias asociadas a la resistencia a rifampicina

en Mycobacterium tuberculosis.

11.4.1 Objetivos especificos

-ldentificar SNPs asociados a la resistencia a rifampicina o a la presencia de SNPs en el gen

rpoB de Mycobacterium tuberculosis.

-Describir la posible asociacion entre la presencia de al menos un SNP en genes, distintos a

rpoAy rpoC, y la resistencia a rifampicina.

-Describir la posible asociacion entre la presencia de al menos un SNP en genes, distintos a

rpoAy rpoC, y la presencia de al menos un SNP en el gen rpoB.

-Describir la posible asociacion entre la presencia de SNPs en ponAl y la resistencia a

rifampicina.

I1.5 Hipotesis de trabajo

Existen SNPs en diversos genes asociados a la resistencia a rifampicina, ademas de los
reportados en la literatura, o a la presencia de al menos un SNP en el gen rpoB, que podrian

ser potenciales mutaciones compensatorias en Mycobacterium tuberculosis.
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I1l. METODOLOGIA

I11.1 Disefio de estudio
Estudio observacional descriptivo de tipo transversal analitico.
111.2 Poblacién y muestra

Nuestro estudio se basé en el analisis de 3 bases de datos secundarias, las cuales provienen
de 3 estudios previos realizados en el Laboratorio de Bioinformatica y Biologia molecular de
los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
(LID-UPCH). Estas 3 bases de datos contienen en total 914 genomas de M. tuberculosis, los
cuales provienen de cepas asiladas en el periodo 2001-2016 de pacientes con tuberculosis de

Lima y Callao.

Para la seleccion de las muestras, estos estudios, utilizaron los siguientes criterios: las
muestras fueron aisladas de pacientes con tuberculosis activa y no relacionados, ademas se
utilizo la prueba de sensibilidad a medicamentos observada microscopicamente (MODS)

para identificar a las cepas sensibles y resistentes a rifampicina.

La mayoria de los genomas analizados en este estudio presentan polirresistencia microbiana,
por lo que son resistentes a muchas drogas de primera linea (incluida la rifampicina). Siendo

la mayor parte genomas de cepas MDR.
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111.3 Procedimiento de estudio
111.3.1 Andlisis de 72 genomas para determinar la asociacion entre la presencia de al

menos un SNP en genes y la resistencia a rifampicina

Se analiz6 una base de datos de 72 genomas de M. tuberculosis los cuales proceden de
muestras tomadas en el periodo 2001-2007. Para lo cual se procedio a realizar el siguiente
analisis:

Tabla 2. Clasificacion de los genomas teniendo en cuenta la presencia de al menos un SNP en un
gen en particular

Con al menos un SNP  Sin ningin SNP en un Total
enun gen “X” gen “X”
Resistente a A B A+B
rifampicina
Sensibles a C D C+D
rifampicina
Total A+C B+D A+B+C+D

Este andlisis se realizd para todos los genes que presenten al menos un SNP de los 72

genomas estudiados. Luego se realizaron las siguientes pruebas estadisticas:
-Odds ratio (OR): A(D)/B(C)

La cual se realizo para hallar la asolacion entre resistencia a rifampicina y la presencia de al
menos un SNP en un gen en especifico (44). Cuando el valor del denominador del OR fue

cero, se le sum6 0.5 al A, B, Cy D (45).
-Indice de Youden: {[A/(A+C)] + [D/(B+D)] — 1}

La cual se realiz6 para determinar la capacidad que tiene la presencia de al menos un SNP,

en un gen en especifico, de identificar las cepas resistentes a rifampicina (44).
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Ademas, se procedio a realizar un analisis similar teniendo en cuenta la presencia o ausencia
de al menos un SNP en el gen rpoB. Por lo que A+B fueron los genomas con al menos un
SNP en rpoB y C+D los genomas sin ningn SNP en rpoB (tabla 3). De igual forma, como
en el apartado anterior, se calculé el OR y el indice de Youden. De igual manera, cuando el

valor del denominador del OR fue cero, se le sum6 0.5al A, B, Cy D (45).

Tabla 3. Clasificacion de los genomas teniendo en cuenta la presencia de al menos un SNP en el

gen rpoB
Con al menos un SNP  Sin ningun SNP en un Total
en un gen “X” gen “X”
Con al menos un SNP A B A+B
en el gen rpoB
Sin ningn SNP en el C D C+D
gen rpoB
Total A+C B+D A+B+C+D

Las pruebas estadisticas se realizaron teniendo en cuenta un nivel de confianza del 95%.
Asimismo, para la clasificacion y el analisis estadistico se uso el lenguaje de programacion

R.

111.3.2 Analisis de 72 genomas para determinar la asociacion entre la presencia de SNPs

y la resistencia a rifampicina

Se realizé el analisis de los SNPs de los genes cuyos odds ratios presentaron un intervalo de

confianza que no incluy6 la unidad. Para lo cual se realiz6 el siguiente analisis:

Tabla 4. Clasificacién de genomas teniendo en cuenta la presencia un SNP en especifico

Con al menos un SNP  Sin ningin SNP “Y”’ Total
“Y” en un gen “X” enun gen “X”
Resistente a A B A+B
rifampicina
Sensibles a C D C+D
rifampicina
Total A+C B+D A+B+C+D

18



Luego se calcul6 el OR y el indice de Youden de cada SNP. Ademas, se procedid a realizar
un andlisis similar teniendo en cuenta la presencia o ausencia de al menos un SNP en el gen
rpoB. Por lo que A+B fueron los genomas con al menos un SNP en el gen rpoB y C+D los
genomas sin ningn SNP en el gen rpoB (tabla 5). De igual forma, como en el apartado
anterior, se calcul6 el OR y el indice de Youden. Ademas, cuando el valor del denominador

del OR fue cero, se le sumé 0.5 al A, B, Cy D (45).

Tabla 5. Clasificacion de genomas teniendo en cuenta la presencia un SNP en especifico

Con al menos un SNP  Sin ningtin SNP “Y” Total
“Y” en un gen “X” en un gen “X”
Con al menos un SNP A B A+B
en el gen rpoB
Sin ningn SNP en el C D C+D
gen rpoB
Total A+C B+D A+B+C+D

Las pruebas estadisticas se realizaron teniendo en cuenta un nivel de confianza del 95%.
Asimismo, para la clasificacion y el analisis estadistico se uso el lenguaje de programacion

R.

111.3.3 Analisis de 200 genomas para determinar la asociacion entre la presencia de al

menos un SNP en genes y la resistencia a rifampicina

Se realizd el andlisis descrito en la seccion 111.3.1 para los genes de la base de 72 genomas
que tuvieron una asociacién estadisticamente significativa entre la presencia de al menos un
SNP un gen y la resistencia a rifampicina. Asimismo, para los genes que presentaron
asociacion con la presencia de al menos un SNP en el gen rpoB, se procedié de manera

similar. En esta seccion se analizaron un total de 200 genomas.
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111.3.4 Andlisis de 200 genomas para determinar la asociacion entre la presencia de

SNPs y la resistencia a rifampicina

Se realiz6 el andlisis descrito en la seccidn 111.3.2 para los SNPs de los genes que tuvieron

una asociacion estadisticamente significativa. Se analizaron 200 genomas.

Luego se unificaron los datos de ambas bases de datos obteniéndose 272 genoma, se
analizaron los genes que presentaron un OR estadisticamente significativo en el analisis
descrito en la seccion 111.3.1. Se calcul6 el OR, indice de Youden, razén de prevalencias y el

test exacto de Fisher.

111.3.5 Analisis de 914 genomas para determinar la asociacion entre la presencia de

SNPs en el gen ponAly la resistencia a rifampicina

Se analizaron 3 bases de datos de 914 genomas de M. tuberculosis los cuales proceden de
muestras tomadas en el periodo 2001-2016. Para lo cual se procedi6 a realizar el siguiente
analisis:

Tabla 6. Clasificacion de genomas teniendo en cuenta la presencia de al menos un SNP en el gen

PonAl
Con al menos un SNP  Sin ningn SNP en el Total
en el gen ponAl gen ponAl
Resistente a A B A+B
rifampicina
Sensibles a C D C+D
rifampicina
Total A+C B+D A+B+C+D

Luego se procedié a calcular el OR, indice de Youden, prueba de Chi-cuadrado y la razon de
prevalencias. Mas adelante se realizaron estas pruebas estadisticas para cada uno de los SNPs

de ponAl utilizando la metodologia descrita en la seccion 111.3.2 (tabla 7).
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Tabla 7. Clasificacion de genomas teniendo en cuenta la presencia de un SNP en especifico el gen

PonAl
Con al menos un SNP  Sin ningtin SNP “Y” Total
“Y” en el gen ponAl en el gen ponAl
Resistente a A B A+B
rifampicina
Sensibles a C D C+D
rifampicina
Total A+C B+D A+B+C+D

Las pruebas estadisticas se realizaron teniendo en cuenta un nivel de confianza del 95%.
Asimismo, para la clasificacion y el analisis estadistico se uso el lenguaje de programacion

R.
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IV. RESULTADOS

IV.1 Anélisis de 72 genomas para determinar la asociacion entre la presencia de SNPs

en un geny la resistencia a rifampicina

Se encontrd que 2044 genes en los 72 genomas de M. tuberculosis presentaron al menos un
SNP. Se encontraron dos genes (pIcA y Rv1999c) cuyo odds ratios fueron estadisticamente
significativos (tabla 9). Asimismo, la frecuencia de genomas con SNPs en estos genes fue
mayor en los genomas resistentes a rifampicina (tabla 8). Se excluyeron genes asociados a la
resistencia a otras drogas, ya que la mayoria de los genomas estudiados proviene de cepas

multidrogorresistente.

En la clasificacion de estos genes A representa los genomas resistentes a rifampicina y con
algiin SNP en el gen estudiado, B son los genomas resistentes a rifampicina y sin ningin SNP
en dicho gen, C son los genomas sensibles a rifampicina y con algin SNP en el gen estudiado

y D son los genomas sensibles a rifampicina y sin ningin SNP en dicho gen.

Tabla 8. Frecuencia de los genes asociados a la resistencia a rifampicina que presentaron un OR

significativo
plcA 7 28 1 36
Rv1999c 8 27 2 35

A (genomas resistentes a rifampicina y con algin SNP en el gen estudiado), B (genomas resistentes
a rifampicina y sin ningn SNP en dicho gen, C (genomas sensibles a rifampicina y con algin SNP
en el gen estudiado) y D (genomas sensibles a rifampicina y sin ningan SNP en dicho gen
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Tabla 9. Odds ratios significativos de genes asociados a la resistencia a rifampicina

Gen OR Intervalo Intervalo  Valorde  Indice de
de de p del Youden
confianza confianza OR
bajodel  alto del OR
OR
pIcA 9 1.045 77.476 0.045 0.39
Rv1999c 5.19 1.017 26.433 0.047 0.17

La presencia de al menos un SNP en el gen pIcA presentan mayor capacidad para clasificar
correctamente en resistente o sensible a rifampicina que la presencia de al menos un SNP en

el gen Rv1999c (tabla 9).

Se encontraron 21 genes que tuvieron odds ratios estadisticamente significativos, con un
nivel de confianza del 95% (tabla 10). Se considero a los genomas con algun SNP en rpoB
como el grupo expuesto. Donde A representa los genomas con algin SNP en rpoB y con
algin SNP en el gen estudiado, B son los genomas con algin SNP en rpoB y sin ningn SNP
en dicho gen, C son los genomas sin ningin SNP en rpoB y con algun SNP en el gen
estudiado y D son los genomas sin ningn SNP en rpoB y sin ningtn SNP en dicho gen. Los
odds ratios son estadisticamente significativos, por lo que serian factores asociados a la
presencia de al menos un SNP en rpoB (tablall). En este analisis el gen Rv1999c presentd
un mayor indice de Youden, lo cual es indicativo que posee mayor capacidad para clasificar

cepas respecto a si poseen o0 no algin SNP en rpoB.
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Tabla 10. Frecuencia de los genes asociados a la presencia de al menos un SNP en el gen rpoB que
presentaron un OR significativo

Gen A B C D
dnakE 11 29 0 32
dppA 10 30 1 31
esxl 12 28 2 30
esxP 12 28 2 30
esxV 11 29 3 29
guaB2 14 26 2 30
lipY 20 20 8 24
l1dD2 17 23 3 28
mbtB 13 27 3 29
narJ 8 32 1 31
pdc 12 28 1 31
pimE 12 28 1 31
PPE64 10 30 0 32
Rv0380c 19 21 6 26
Rv0987 10 30 1 31
Rv1429 9 31 0 32
Rv2052¢c 10 30 1 31
Rv2308 13 27 2 30
Rv3729 19 21 7 25
Rv3798 17 23 4 28
Rv1999c 9 31 1 31

A (genomas con algin SNP en rpoB y con algin SNP en el gen estudiado), B (genomas son algin
SNP en rpoB y sin ningn SNP en dicho gen, C (genomas sin ningn SNP en rpoB y con algln
SNP en el gen estudiado) y D (genomas sin ningn SNP en rpoB y sin ningn SNP en dicho gen)
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Tabla 11. Odds ratios significativos de genes asociados a la presencia de al menos un SNP en el

gen rpoB
Gen OR Intervalo Intervalo  Valorde indice de
de de p del Youden
confianza confianza OR
bajodel  alto del OR
OR

dnaE 28.51 1.61 503.39 0.02 0.52
dppA 10.33 1.245 85.751 0.02 0.42
esx| 6.43 1.320 31.307 0.02 0.37
esxP 6.67 1.37 32.52 0.02 0.38
esxV 5.69 1.159 27.922 0.03 0.35
guaB2 8.08 1.677 38.898 0.009 0.41
lipY 3 1.090 8.254 0.03 0.26
lldD2 6.90 1.796 26.495 0.004 0.4
mbtB 4.65 1.194 18.142 0.02 0.33
narJ 9 1.074 75.368 0.04 0.4
pdc 13.29 1.621 108.826 0.01 0.45
pimE 13.29 1.621 108.826 0.01 0.45
PPE64 22.38 1.256 398.549 0.03 0.47
Rv0380c 3.231 1.139 9.168 0.03 0.27
Rv0987 10.333 1.245 85.750 0.03 0.42
Rv1429 19.603 1.094 351.241 0.04 0.46
Rv1999c 9 1.074 75.368 0.04 0.4
Rv2052c 10.333 1.245 85.750 0.03 0.42
Rv2308 8.078 1.677 38.898 0.009 0.41
Rv3729 3.231 1.388 9.168 0.02 0.27
Rv3798 5.174 1.526 17.541 0.008 0.36

IV.2 Analisis de 72 genomas para determinar la asociacion entre la presencia de SNPs

y la resistencia a rifampicina

Los SNPs de los genes que presentaron odds ratios estadisticamente significativos, fueron
mas frecuentes en los genomas resistentes a rifampicina (tablal2). Los SNPs de los genes
plcA y Rv1999c presentan un OR mayor a 1, pero no son estadisticamente significativos con
un nivel de confianza del 95%. Asimismo, el SNP G337A del gen plcA'y el SNP N271D del
gen Rv1999c presentaron una mayor capacidad para clasificar correctamente en resistente o

sensible a rifampicina que los otros SNPs presentados (tabla 13).
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Tabla 12. Frecuencia los SNPs considerando los genomas resistentes a rifampicina como grupo

expuesto
Gen SNP A B C D
plcA G337A 3 32 0 37
plcA T446A 4 31 1 36
Rv1999c A4TT 1 34 0 37
Rv1999c W94C 2 33 1 36
Rv1999c L240M 4 31 2 35
Rv1999c N271D 3 32 0 37

A (genomas resistentes a rifampicina y con el SNP estudiado), B (genomas resistentes a rifampicina
y sin el SNP estudiado), C (genomas sensibles a rifampicina y con el SNP estudiado) y D (genomas
sensibles a rifampicina y sin el SNP estudiado)

Tabla 13. OR e indice de Youden de los SNPs de los genes asociados a la resistencia a rifampicina

OR Intervalo Intervalo  Valor de p

d_e d_e del indice de
confianza  confianza Indice

Gen SNP bajodel alto del OR Youden

OR OR

plcA G337A 8.08 0.4 162.27 0.17 0.54
plcA T446A 4.65 0.49 43.78 0.18 0.34
Rv1999c A4TT 3.26 0.13 82.76 0.47 0.52
Rv1999c W94C 2.18 0.19 25.2 0.53 0.19
Rv1999c L240M 2.26 0.39 13.19 0.37 0.20
Rv1999c N271D 8.08 0.4 162.27 0.17 0.54

Los SNPs de los genes asociados a la presencia de al menos un SNP en rpoB, son mas

frecuentes en genomas con al menos un SNP en el gen rpoB (tabla 14).

Tabla 14. Frecuencia de SNPs considerando la presencia de SNPs en el gen rpoB como grupo

expuesto
Gen SNP A B C D
Rv1999c A4TT 1 39 0 32
Rv1999c¢ W94C 3 37 0 32
Rv1999c L240M 5 35 1 31
Rv1999c¢ N271D 3 37 0 32
dnaE P618R 7 33 0 32
dnaE D961N 2 38 0 32
dnaE Al1031S 3 37 0 32
dppA Q4R 5 35 1 31
dppA A287V 1 39 0 32
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esxl| Q20L 10 30 2 30

esxP T3S 12 28 2 30

esxV S23L 6 34 1 31

guaB2 A391T 5 35 2 30

lipY G58A 5 35 1 31

lipY P427L 12 28 7 25

[1dD2 V3l 3 37 2 30

[1dD2 V253M 13 27 3 29

mbtB V674L 5 35 1 31

narJ P179R 5 35 1 31

pdc P247T 3 37 0 32

pdc S494R 7 33 0 32

pimE G53S 7 33 0 32

PPE64 A500T 3 37 0 32

Rv0380c AL71T 4 36 0 32

Rv0380c G180D 11 29 5 27

Rv0987 T142A 1 39 0 32

Rv0987 F717v 5 35 1 31

Rv1429 R135L 7 33 0 32

Rv2052c V4221 3 37 1 31

Rv2052c R512wW 3 37 0 32
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Rv2308 R179P 2 38 1 31
Rv2308 D212N 4 36 1 31
Rv3729 R24C 11 29 5 27
Rv3729 V142A 11 29 5 27
Rv3729 P269S 5 35 1 31
Rv3729 Q516H 5 35 1 31
Rv3729 R549K 3 37 0 32
Rv3729 G555R 4 36 0 32
Rv3798 L433R 17 23 4 28

A (genomas con algiin SNP en rpoB y con el SNP estudiado), B (genomas son algin SNP en rpoB y
sin el SNP estudiado), C (genomas sin ningin SNP en rpoB y con el SNP estudiado) y D (genomas
sin ningin SNP en rpoB y sin el SNP estudiado)

Asimismo, los SNPs Q20L, T3S, V253M y L433R de los genes esxl, esxP, 11dD2 y Rv3798
respectivamente, presentaron un OR que no incluye la unidad, por lo que son
estadisticamente significativos con un nivel de confianza del 95%. Los SNPs P618R, R529H,
S494R, G53S, N196Y, R135L y T31A de los genes dnakE, guaB2, pdc, pimE, PPE64, Rv1429
y Rv2308 respectivamente, presentaron una mayor capacidad para clasificar correctamente

en 2 grupos, teniendo en cuenta la presencia o no algun SNP en el gen rpoB (tabla 15).

Tabla 15. OR e indice de Youden de los SNPs de los genes asociados a la presencia de al menos un
SNP en el gen rpoB

OR Intervalo Intervalo  Valor de p

d_e d_e del i dice de
confianza  confianza Indice

Gen SNP bajodel alto del OR Youden

OR OR

Rv1999c AATT 2.47 0.1 62.66 0.58 0.45
Rv1999c W94C 6.07 0.302 121.88 0.24 0.46
Rv1999c L240M 4.29 0.49 40 0.19 0.30
Rv1999c N271D 6.07 0.302 121.88 0.24 0.46
dnakE P618R 14.55 0.8 265.31 0.07 0.49
dnakE D961IN 2.47 0.1 62.66 0.58 0.45
dnakE A1031S 6.07 0.302 121.88 0.24 0.46
dppA Q4R 4.29 0.49 40 0.19 0.3
dppA A287V 2.47 0.1 62.66 0.58 0.45
dppA P484S 8.01 0.415 154.62 0.17 0.47
esx| Q20L 5 1.01 24.77 0.049 0.33
esx| S23L 4.29 0.49 40 0.19 0.3
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esxP T3S 6.43 1.32 31.31 0.02 0.37

esxV S23L 5.47 0.62 48.02 0.13 0.33

guaB2 A391T 2.14 0.39 11.87 0.38 0.18

lipY G58A 4.29 0.49 40 0.19 0.3

lipY P427L 1.53 0.52 4.49 0.44 0.1

[1dD2 V3l 1.27 0.19 7.76 0.84 0.05

[1dD2 V253M 4.65 1.19 18.14 0.03 0.33

mbtB V674L 4.29 0.49 40 0.19 0.3

narJ P179R 3.44 0.37 32.46 0.28 0.26

pdc P247T 6.07 0.302 121.88 0.24 0.46

pdc S494R 14.55 0.8 265.31 0.07 0.49

pimE G53S 14.55 0.8 265.31 0.07 0.49

PPE64 A500T 6.07 0.302 121.88 0.24 0.46

Rv0380c Al71T 8.01 0.415 154.62 0.17 0.47

Rv0380c G180D 2.66 0.76 9.33 0.13 0.22

Rv0987 T142A 2.47 0.1 62.66 0.58 0.45

Rv0987 Fr1rv 4.29 0.49 40 0.19 0.3

Rv1429 R135L 14.55 0.8 265.31 0.07 0.49

Rv2052c V4221 251 0.25 254 0.43 0.21

Rv2052c R512wW 6.07 0.302 121.88 0.24 0.46

Rv2308 R179P 1.63 0.14 18.85 0.7 0.12

Rv3729 R24C 2.05 0.63 6.67 0.23 0.17
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Rv3729 V142A 2.05 0.63 6.67 0.23 0.17

Rv3729 P269S 4.29 0.49 40 0.19 0.3
Rv3729 Q516H 4.29 0.49 40 0.19 0.3
Rv3729 R549K 6.07 0.302 121.88 0.24 0.46
Rv3729 G555R 8.01 0.415 154.62 0.17 0.47
Rv3798 L433R 5.17 1.53 17.54 0.008 0.36

IV.3 Analisis de 200 genomas para determinar la asociacién entre la presencia de SNPs
en un geny la resistencia a rifampicina

La presencia de al menos un SNP en los genes analizados es mas frecuente en los genomas
resistentes a rifampicina (tabla 16) y en los genomas con al menos un SNP en rpoB (tabla
18). La mayoria de los genes presentan odds ratios menor a 1 (tablas 17 y 19), lo cual es
diferente a lo observado en el andlisis anterior. Sin embargo, ninguno OR presentd un
intervalo de confianza que no incluya a la unidad. Por lo que serian estadisticamente no

significativos, con un nivel de confianza del 95%.

Tabla 16. Frecuencia de los genes asociados a la resistencia a rifampicina que presentaron un OR

significativo
Gen A B C D
plcA 7 70 1 122
Rv1999c 10 67 16 107

A (genomas resistentes a rifampicina y con algin SNP en el gen estudiado), B (genomas resistentes
a rifampicina y sin ningn SNP en dicho gen, C (genomas sensibles a rifampicina y con algin SNP
en el gen estudiado) y D (genomas sensibles a rifampicina y sin ningan SNP en dicho gen)

Tabla 17. OR e indice de Youden de genes asociados a la resistencia a rifampicina

Intervalo de Intervalo de Valor de
confianza bajo del confianza alto p del OR .
OR del OR Indice de
Gen OR Youden
0.05
plcA 1.23 0.55 2.77 0.61
Rv1999c  ( gog 0.43 2.33 0.996
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Tabla 18. Frecuencia de los genes asociados a la presencia de al menos un SNP en el gen rpoB que
presentaron un OR significativo

Gen A B C D
dnakE 0 80 0 120
dppA 6 74 14 106

esxl| 56 24 76 44
esxP 0 80 0 120
esxV 72 8 92 28

guaB2 6 74 12 108

lipY 22 58 58 62
lldD2 20 60 28 92
mbtB 14 66 14 106

narJ 6 74 10 110

pdc 8 72 16 104
pimE 8 72 14 106

PPE64 6 74 6 114
Rv0380c 20 60 40 80
Rv0987 10 70 20 100
Rv1429 4 76 6 114
Rv2052c 6 74 6 114
Rv2308 12 68 26 94
Rv3729 18 62 46 74
Rv3798 12 68 28 92
Rv1999c 10 70 16 104

A (genomas con algin SNP en rpoB y con algin SNP en el gen estudiado), B (genomas son algin
SNP en rpoB y sin ningn SNP en dicho gen, C (genomas sin ningin SNP en rpoB y con algun
SNP en el gen estudiado) y D (genomas sin ningan SNP en rpoB y sin ningn SNP en dicho gen)
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Tabla 19. OR e indice de Youden de genes asociados a la presencia de SNPs en el gen rpoB

Intervalo de Intervalode  Valor de p :

confianza bajo  confianza alto del OR Indice de

Gen OR del OR del OR Youden
dnaE 15 0.029 76.21 0.84 0.10
dppA 0.61 0.23 1.67 0.34 -0.11
esx| 1.35 0.74 2.47 0.33 0.07
esxP 15 0.029 76.21 0.84 0.10
ey 274 1.18 6.37 0.02 0.22
quagz 073 0.26 2.03 0.55 -0.07
lipy 041 0.22 0.74 0.004 -0.21
ldD2 1.1 0.57 2.12 0.79 0.02
mbig 161 0.72 3.58 0.25 0.12
narJ 0.89 0.31 2.56 0.83 -0.03
odc 0.72 0.29 1.78 0.48 -0.08
pime 084 0.34 211 0.71 -0.04
PPEG4 154 0.48 4.96 0.47 0.11
Rvo3goc 067 0.35 1.26 0.21 -0.10
Rvogg7 071 0.32 1.62 0.42 -0.08
Rvld29 1 0.27 3.66 1 0.00
Rv2052c  1.54 0.48 4.96 0.47 0.11
Ry2308 064 0.3 1.35 0.24 -0.10
Ry3729 047 0.25 0.89 0.02 -0.17
Rya79s  0.53 0.25 1.11 0.09 -0.14
Rv1999c  0-93 0.4 2.16 0.86 -0.02

Sin embargo, los genes plcA, dnak, esxl, esxP, esxV, IldD2, mbtB, PPE64 y Rv2052c
presentaron un OR mayor a 1, similar a lo observado en el anterior anlisis, aungue ninguno

presento un OR estadisticamente significativo (tabla 19).
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IV 4. Andlisis de 200 genomas para determinar la asociacion entre la presencia de SNPs
y la resistencia a rifampicina

La frecuencia de SNPs en los genomas resistentes a rifampicina es baja (tabla 20), al igual
que en los genomas con al menos un SNP en el gen rpoB (tabla 22). Asimismo, los SNPs
G337A, P90S y K234N del gen plcA presentan un OR mayor a 1, pero no son
estadisticamente significativos. De la misma manera, el SNP N270D del gen Rv1999c

presenta un OR mayor a 1 (tabla 21).

Tabla 20. Frecuencia de los SNPs considerando la resistencia a rifampicina en el grupo expuesto

Gen SNP A B C D
plcA G337A 3 74 0 123
plcA T446A 4 73 1 122
plcA P90S 0 77 0 123
plcA K234N 0 77 0 123
Rv1999c A4TT 0 77 0 123
Rv1999c W94C 0 77 6 117
Rv1999c L240M 6 71 10 113
Rv1999c N271D 4 73 0 123
Rv1999c N271H 0 77 2 121

A (genomas resistentes a rifampicina y con el SNP estudiado), B (genomas resistentes a rifampicina
y sin el SNP estudiado), C (genomas sensibles a rifampicina y con el SNP estudiado) y D (genomas
sensibles a rifampicina y sin el SNP estudiado)
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Tabla 21. OR e indice de Youden de SNPs asociados a la resistencia a rifampicina

Gen
plcA

plcA

plcA

plcA
Rv1999c

Rv1999c
Rv1999c
Rv1999c
Rv1999c

SNP
G337A

T446A

P90S

K234N
A4TT

Wo4C
L240M
N271D

N271H

OR
15.12
0.62
3.32
8.18
1.59
0.12
0.95
15.12
0.31

Intervalo

confianza bajo

del OR
0.802
0.19
0.59
0.39
0.03
0.007
0.33
0.802
0.015

de

Intervalo de
confianza alto
del OR

284.92
2.05
18.55
172.68
81.15
2.1
2.74
284.92
6.62

Valor de
p del OR

0.07
0.43
0.17
0.18
0.82
0.15
0.93
0.07
0.46

indice de
Youden

0.63
-0.11
0.29
0.62
0.11
-0.40
-0.01
0.63
-0.39

ElI SNP S412R del gen mbtB presenta un OR de 21.3 y un valor de p de 0.04, por lo que seria

estadisticamente significativo (tabla 23). Sin embargo, este mismo SNP, en la tabla 15,

presenta un OR menor a 1 y no es estadisticamente. Adicionalmente, los SNPs P247T,

A500T, A429T de los genes pdc, PPE64, Rv2052c respectivamente; presentan un OR mayor

a 10 (tabla 23) y estos mismos SNPs en la tabla 15 presentan un OR mayor a 6. Sin embargo,

en ambos casos estos resultados no son estadisticamente significativos.
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Tabla 22. Frecuencia de SNPs considerando la presencia de SNPs en el gen rpoB como grupo

expuesto

GEN SNP A B D
Rv1999c A4TT 0 80 0 120
Rv1999c wo4C 0 80 6 114
Rv1999c L240M 6 74 10 110
Rv1999c N271D 4 76 0 120
Rv1999c N271H 0 80 2 118
dnak P618R 0 80 0 120
dnakE D961N 0 80 0 120
dnak A1031S 0 80 0 120
dppA Q4R 6 74 10 110
dppA A287V 0 80 0 120
dppA P484S 0 80 2 118
dppA P273S 0 80 2 118
esxl Q20L 36 44 52 68
esxl| S23L 38 42 56 64
esx| S33R 6 74 2 118
esxP T3S 0 80 0 120
esxV Q20L 18 62 36 84
esxV S23L 60 20 86 34
esxV S33R 26 54 50 70
esxV S39G 2 78 0 120
esxV T37A 2 78 0 120
guaB2 H38D 0 80 0 120
guaB2 A391T 4 76 10 110
guaB2 R529H 0 80 2 118
guaB2 A499V 2 78 0 120
lipY G58A 6 74 10 110
lipY G197A 10 70 18 102
lipY P427L 14 66 44 76
lipY S49A 2 78 0 120
lipY G278S 0 80 2 118
lldD2 Va3l 8 72 14 106
lldD2 G59A 6 74 10 110
lldD2 V253M 10 70 14 106
mbtB S412R 6 74 0 120
mbtB V674L 6 74 8 112
mbtB S1000L 2 78 2 118
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mbtB
narJ
narJ
narJ
pdc
pdc
pdc
pdc
pimE
pimE
pimE
PPE64
PPE64
PPE64
PPE64
Rv0380c
Rv0380c
Rv0380c
Rv0380c
Rv0380c
Rv0987
Rv0987
Rv0987
Rv0987
Rv0987
Rv0987
Rv0987
Rv0987
Rv1429
Rv1429
Rv2052c
Rv2052c
Rv2052c
Rv2052c
Rv2308
Rv2308
Rv2308
Rv2308
Rv2308

S178T
P179R
P195L
E122V
P247T
D297N
S494R
T396A
T4P
G53S
R363P
N196Y
A500T
G75S
TS50P
M76V
AL71T
M76V
G180D
H86D
V83F
T142A
A372V
Frirv
W797X
L415F
E854A
L2641
PI1L
R135L
P83L
V4221
A429T
R512W
T31A
R179P
D212N
L145P
R106P
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78
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80
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78
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80
74
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80
80
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80
78
76
80
78
78
74
78
80
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118
110
120
120
120
106
118
118
110
118
118
118
120
118
118
116
120
114
90
120
116
120
110
110
120
116
116
118
116
118
120
120
120
114
120
106
110
120
118



Rv3729 R24C 10 70 16 104

Rv3729 V142A 10 70 16 104
Rv3729 P269S 6 74 10 110
Rv3729 Q516H 6 74 10 110
Rv3729 R549K 0 80 6 114
Rv3729 G555R 0 80 2 118
Rv3729 D110N 0 80 2 118
Rv3729 R694Q 0 80 2 118
Rv3798 L433R 12 68 28 92

A (genomas con algin SNP en rpoB y con el SNP estudiado), B (genomas son algiin SNP en rpoB y
sin el SNP estudiado), C (genomas sin ningin SNP en rpoB y con el SNP estudiado) y D (genomas
sin ningin SNP en rpoB y sin el SNP estudiado)

Tabla 23. OR e indice de Youden de genes asociados a la presencia de SNPs en el gen rpoB

Rv1999c A47T 1.5 0.029 76.21 0.84 0.10

Rv1999c L240m 089 0.31 2.56 0.83 -0.02

0.29 0.014 6.21 0.43 -0.24
Rv1999c N271H

dnaE D96IN 1.5 0.029 76.21 0.84 0.10

dopA Q4R 089 0.31 2.56 0.83 -0.02

dppA  Pagas 029 0.014 6.21 0.43 -0.24

esx| Q20L 1.07 0.61 1.89 0.82 0.02

4,78 0.94 24.33 0.06 0.34
esx| S33R



esx\V/ Q20L 0.68 0.35 13 0.24 -0.09

0.67 0.37 1.22 0.19 -0.09
esxV S33R

7.68 0.361 162.01 0.19 0.44
esxV. T37A

guaB2  A391T 0.58 0.175 191 0.37 -0.11

QuaB2  aqq9v 7.68 0.361 162.01 0.19 0.44

o
o
ol

lipy  Glora 081 0.35 1.86 0.62

lipY sagpn 768 0.361 162.01 0.19 0.44

lldD2 V3l 0.84 0.34 2.11 0.71

o
o
S

N2  v2s3m 1.08 0.46 2.57 0.86 0.02

0.29 0.014 6.21 0.43
mbtB  g17gT

o
N
N

] plosL 15 0.029 76.21 0.84 0.10

odc  paa7T 1418 0.753 267.04 0.08 0.51

odc  S4oar 151 0.21 10.97 0.68 0.10

pimE T4p 0.89 0.31 2.56 0.83 -0.02
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PIME  paggp 029 0.014 6.21 0.43 -0.24

PPEGA  AS00T 1418 0.753 267.04 0.08 0.51

=)
[N
N

0.29 0.014 6.21 0.43
PPE64  T5op

RV0380c A171T 19 0.029 76.21 0.84 0.10

Rv0380c Gisop 093 0.252 111 0.09 -0.14

Rv0987 V83F 0.74 0.13 4.16 0.74 -0.05

Rv0987 A372v 0.89 0.31 2.56 0.83 -0.02

7.68 0.361 162.01 0.19 0.44

0.16 0.009 3.03 0.22 -0.31

RV1429 P91L 0.74 0.13 4.16 0.74 -0.05

Rv2052c Ps3L 1 0.029 76.21 0.84 0.10

Rv2052c A429T 14.18 0.753 267.04 0.08 0.51

Rv2308 T31A /.68 0.361 162.01 0.19 0.44

Rv2308 D212N 089 0.31 2.56 0.83 -0.02

RV2308  pigep 02 0.014 6.21 0.43 -0.24

39



Rv3729 V142A 0.93 0.4 2.16 0.86 -0.01

Rv3729  Q516H 0.89 0.31 2.56 0.83 -0.02

Rv3729 G555R  0-29 0.014 6.21 0.43 -0.24

0.29 0.014 6.21 0.43 -0.24

En la tabla 24 y 25 puede apreciarse los OR y el indice de Youden de los datos unificados de
las bases de 72 y 200 genomas. Se puede observar que la presencia de al menos un SNP en
los genes dnakE, esxP, mbtB, PPE64, Rv1429 y Rv2025c esta asociado significativamente a

la presencia de al menos un SNP en el gen rpoB.

Tabla 24. Pruebas estadisticas de los genes asociados a la resistencia a rifampicina

_ plcA | 094 | 088 | 051173 | 0o | 088 | 0% | 062146
|
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Tabla 25. Pruebas estadisticas de los genes asociados a la presencia de SNPs en el gen rpoB

0.58 0.00003 ID ID
dnaE* 35.14 0.01 2.06-599.89

. . . 0.89-1.38
esxl 1.24 0.38 0.77-2.01

0.08 0.25 112 | 0.94-1.33
esxV 1.38 0.21 0.83-2.3

: -0.09 0.17 081| 0.59-1.09
lipY 0.70 0.16 0.43-1.15

0.21 0.01 201 | 115351
mbtB* | 231 0.01 1.19-4.47

1.59 0.12 0.21 1.49 0.82-2.72

pdc 0.19 0.79-3.19

0.31 0.006 338 | 1.36-8.37
PPEG4* | 3.74 0.008 1.42-9.89

0.05 0.61 1.21 0.69-2.12

Rv2052¢c* | 3.19 0.01 1.97-8.02 0.28 0.01 2.9 1.23-6.81

-0.04 0.52 0.88 0.63-1.25

0.05 0.28 1.42 0.77-2.6

Rv1999c 1.49 0.26 0.74-3.02

*Genes cuyos resultados son estadisticamente significativos. ID: indeterminado.



Tabla 26. Pruebas estadisticas de los SNPs de los genes asociados a la presencia de al menos un

SNP en el gen rpoB

Gen
dnakE

dnakE
dnaE
esxP
mbtB
mbtB
mbtB
mbtB
PPE64
PPE64
PPE64
PPE64
Rv2052c
Rv2052c
Rv2052c
Rv2052c
Rv1429
Rv1429

SNP
P618R*

D961N
A1031S
T3S*
S412R
V674L
S1000L*
S178T
N196Y™*
A500T*
G75S
TS50P
V422]
A429T*
R512W
P83L
PIO1L
R135L*

OR
20.15
3.83
9.09
8.33
4.65
1.6
6.08
0.25
6.08
20.15
0.25
0.25
6.57
20.15
0.62
3.83
1.28
6.08

Valor de p
del OR

0.04
0.41
0.15
0.006
0.06
0.31
0.02
0.37
0.02
0.04
0.37
0.37
0.09
0.04
0.51
0.41
0.73
0.02

Razén de
prevalencias

ID
1D
ID
7.6
4.43
1.55
5.7

6.33
1D
0.63
1D
1.27
5.7

Intervalos
de
confianza
de RP

REs88tail
0.94-20.95
0.66-3.61
1.25-25.89
ID
1.25-25.89

0.75-53.49
ID
0.16-2.48
ID
0.32-4.96
1.25-25.89

Valor de p
del test
exacto de
Fisher

0.003
0.44
0.08

0.002

0.047
0.35
0.01
0.51
0.01

0.003
0.51
0.51
0.09

0.003
0.74
0.44
0.73
0.01

indice de
Youden

0.57
0.56
0.57
0.44
0.35
0.12
0.39
-0.44
0.39
0.57
-0.44
-0.44
0.40
0.57
-0.11
0.56
0.06
0.39

* SNPs cuyos resultados son estadisticamente significativos. ID: indeterminado.

Se encontr6 que los SNPs P618R (gen dnak), T3S (gen esxP), S1000L (gen mbtB), N196Y

(gen PPE64), A500T (gen PPE64), A429T (gen Rv 2052c) y R135L (gen Rv 1429) son

factores asociados significativamente a la presencia de al menos un SNP en rpoB. Ademas,

son mas prevalentes en los genomas con algin SNP en rpoB.
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IV.5 Anélisis de 914 genomas para determinar la asociacion entre la presencia de SNPs

en el gen ponAly la resistencia a rifampicina
Este estudio evalud 3 bases de datos de 469, 72 y 373 genomas las cuales fueron obtenidas

en los periodos 2007-2012, 2001-2007 y 2016, respectivamente. Los genomas fueron

clasificados segun el criterio descrito en la seccion 111.3.5 (tabla 27).

Tabla 27. Clasificacion de los genomas de las 3 bases de datos segun la presencia o ausencia de al
menos un SNP en el gen ponAl

Bases de datos A B C D
Base de 469
genomas 218 128 89 34
Base de 72
genomas 20 15 21 16
Base de 373
genomas 37 21 223 92
Total 275 164 333 142

A (genomas resistentes a rifampicina y con algin SNP en ponAl), B (genomas resistentes a
rifampicina y sin ningin SNP en ponAl), C (genomas sensibles a rifampicina y con algin SNP en
ponAl) y D (genomas sensibles a rifampicina y sin ningin SNP en ponAl)

El nimero de genomas con al menos un SNP en ponAl duplica el nimero de genomas sin
ningun SNP en ponAl. Por lo que se puede afirmar que los SNPs en este gen son bastante
frecuentes y es ligeramente mayor el nimero de cepas, sensibles a rifampicina, con SNPs en

ponAl que cepas resistentes con SNPs en ponAl (tabla 28).

Tabla 28. Clasificacion de los genomas totales segln la resistencia a rifampicina y la presencia de
al menos un SNP en el gen ponAl

Con al menos un SNP  Sin ningiin SNP en el Total
en el gen ponAl gen ponAl
Resistente a 275 164 439
rifampicina
Sensibles a 333 142 475
rifampicina
Total 608 306 914
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La presencia de al menos un SNP en el gen ponAl es un factor asociado a la resistencia a
rifampicina, ya que tiene un OR, estadisticamente significativo, menor a 1. Es mas probable
encontrar SNPs del gen ponAl en cepas sensibles a rifampicina que en cepas resistentes, ya
que la razon de prevalencias es menor a 1. Ademas, determinar la presencia de SNPs en
ponAl no es una prueba muy Util si queremos determinar si una cepa es resistente a

rifampicina, ya que el indice de Youden fue muy bajo (tabla 29).

Tabla 29. OR, indice de Youden y comparacion de proporciones de la asociacién entre la presencia
de al menos un SNP en el gen ponAly la resistencia a rifampicina

Gen OR Intervalode Valor indice de Razén de Intervalo
confianza dep  Youden prevalencias de
del OR del confianza
OR del RP
ponAl 0.72 0.543-0.942 0.017 -0.08 0.89 0.81-0.98

Tabla 30. Prueba de Chi-cuadrado

Gen X?  Valor
calc dep

del X?

calc

ponAl 571 0.017

Existe una asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de al menos un SNP y
la resistencia a rifampicina, ya que el valor de p de la prueba de Chi-cuadrado es menor a
0.05 (tabla 30).

El cambio de prolina a serina en la posicion 631 es mas frecuente que todos los otros SNPs
juntos. Ademas, este SNP es ligeramente mas frecuente en cepas sensibles a rifampicina. Por
el contrario, el SNP A516T es ligeramente mas frecuente en cepas resistentes a rifampicina

(tabla 31).
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Tabla 31. Frecuencia de SNPs en el gen ponAl segln la presencia o ausencia de resistencia a
rifampicina

P631S 252 187 303 172

T658A 5 434 4 471

P630S 0 439 2 473

Q415H 0 439 1 474

Tl 0 439 3 472

El cambio de prolina a serina en la posicion 631 de PonAl es un factor asociado
estadisticamente a la resistencia a rifampicina. Ademas, es ligeramente mas prevalente en
cepas sensibles a rifampicina. EI SNP A516T es un factor asociado estadisticamente a la
resistencia a rifampicina (tabla 32), este SNP es mas frecuente en cepas resistentes a

rifampicina.

Tabla 32. OR, indice de Youden y comparacion de proporciones de la asociacién entre la presencia
de al menos un SNP en el gen ponAl y la resistencia a rifampicina de los SNPs del gen ponAl

P631S* 0.77  0.586-0.998 0.048 -0.07 0.9 0.81-0.9998

T658A 1.36 0.36-5.08 0.65 0.08 1.35 0.37-5.01

P630S 0.22 0.01-4.5 0.32 -0.48 ID ID

Q415H 0.36 0.01-8.86 0.53 -0.48 ID ID

45



P6L 0.36 0.01-8.86 0.53 -0.48 ID ID
Tl 0.15 0.007-2.96 0.22 -0.48 ID ID
A185V 3.25 0.13-80.07 0.47 0.52 ID ID

*SNPs estadisticamente significativos. ID: indeterminado

Tabla 33. Prueba de Chi-cuadrado para los SNPs

SNP X?  Valor de p del X?

calc calc
P631S 3.9 0.048
A516T 5.39 0.02

Se encontrd que los SNPs P631S y A516T estan asociados estadisticamente a la resistencia

a rifampicina, cuando se los evalu6 con la prueba de Chi-cuadrado (valor de p> 0.05).
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V. DISCUSION

Las mutaciones en los genes rpoC y rpoA incrementan el fitness de las cepas resistentes a
rifampicina, las cuales presentan una disminucion del fitness debido a SNPs en el gen rpoB.
Se ha propuesto el termino mutaciones compensatorias para referirse a ellas (10). Sin
embargo, las mutaciones en los genes rpoC y rpoA no explicarian del todo las caracteristicas
fenotipicas observadas en las cepas resistentes a rifampicina (12) (13). Por lo que, existirian
mutaciones en otros genes que estarian asociados a la resistencia a rifampicina, como las que

fueron encontradas en otros microorganismos (25).

Este estudio analiz6 3 bases de datos de genomas de M. tuberculosis con el objetivo de
identificar potenciales mutaciones compensatorias asociadas a la resistencia a rifampicina.
En una primera etapa se evaluaron todos los genes que presentaron al menos un SNP de una
base de datos de 72 genomas. Se encontrd que la presencia de al menos un SNP en dos genes
(plcA y Rv1999c), cuando se consideré a los genomas resistentes a rifampicina como el
grupo expuesto, son factores asociados a la resistencia a rifampicina. Sin embargo, cuando
se consider6 a los genomas con algin SNP en el gen rpoB como el grupo expuesto, se
encontrd que 21 genes serian factores asociados a la presencia de al menos un SNP en el gen
rpoB. Esto se debe a que no todos los SNPs en el gen rpoB generan resistencia a rifampicina;
sin embargo, este estudio incluyo estas mutaciones ya que podrian contribuir con la

disminucion del fitness.

En una segunda etapa se evalu6 solo los genes que presentaron un OR estadisticamente
significativo, en la primera etapa. Se analizaron 200 genomas y se encontr6 que solo el gen
esxV present6 un OR con significancia estadistica con un nivel de confianza del 95%, ademas

su OR fue mayor que 1; por lo que seria un factor asociado para la presencia de al menos un
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SNP en el gen rpoB. Sin embargo, cuando se unifico estos datos con la base de 72 genomas,
se encontrd que este gen presentaba un odds ratio estadisticamente no significativo.
Asimismo, se encontrd otros genes que también presentaron odds ratios mayor que 1 (pIcA,

dnak, esxl, esxP, lldD2, mbtB, PPE64 y Rv2052c).

Posteriormente se unificaron ambas bases de datos obteniéndose un total de 272 genomas,
donde la presencia de al menos un SNP en 6 genes (dnaE, esxP, mbtB, PPE64, Rv1429 y
Rv2052c) serian factores asociados significativamente a la presencia de al menos un SNP en
el gen rpoB. En este analisis no se encontrd que la presencia de al menos un SNP en algun
gen sea un factor asociado para la resistencia a rifampicina. Ya que los genes plcA y Rv1999c
presentaron odds ratios estadisticamente no significativos con un nivel de confianza del 95%.
Asimismo, los genes dnakE, esxP y PPE64 presentaron un indice de Youden igual a 0.58, 0.44
y 0.31 respectivamente, los cuales fueron los valores mas altos encontrados en este grupo de
6 genes. Por lo que tendrian mayor capacidad para clasificar genomas o cepas en segun si
presentan algin SNP en el gen rpoB o no. Los genes esxP, mbtB, PPE64, Rv1429 y Rv2052c,
en esta unificacion de datos, presentan razones de prevalencia mayores a 1; asimismo, estos
resultados son estadisticamente significativos con un nivel de confianza del 95%. Por tanto,
cuando se dan SNPs en estos genes es mas probable que estas cepas también presenten SNPs
en el gen rpoB. Ya que los SNPs en estos genes son mas prevalentes en el grupo con SNPs

en el gen rpoB.

El gen dnaE codifica la subunidad a del ADN polimerasa III, la cual participa en la
replicacion del ADN vy en la reparacion de errores (presenta actividad 3’-exonucleasa y 5°-
exonucleasa) (46). Nuestro estudio encontré SNPs en este gen cuando se analiz6 la base de

datos de 72 genomas, pero en la base de datos de 200 genomas no se encontrdé ningdn SNPs.
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Ademas, el cambio de prolina a arginina en la posicion 618 (P618R) es el SNP mas frecuente.
Los SNPs en este gen podrian generar un cambio en la reparacién de errores, por lo que las
cepas de M. tuberculosis con SNPs en este gen serian mas propensos a mutaciones (47).
Nuestro estudio propone que el SNP P618R podria generar un cambio conformacional en
esta subunidad del ADN polimerasa Ill, ya que la prolina es un aminoécido apolar y la
arginina presenta polaridad (48); por lo que esta mutacion generaria una regién con polaridad

que alteraria las posiciones de aminoécidos vecinos.

El gen esxP codifica una proteina similar a la ESAT-6, cuya funcién ain no se conoce. Sin
embargo, se ha encontrado niveles altos en pacientes con TB activa y se ha sugerido que
podria ser importante para la propagacion de M. tuberculosis en el entorno alveolar (49).
Nuestro estudio encontro solo el SNP T3S en el gen esxP en la base de datos de 72 genomas;
sin embargo, en la base de datos de 200 genomas no se encontro ningun SNP en este gen. El
cambio de serina a treonina no produciria cambios importantes en la proteina codificada por
el gen esxP, ya que ambos aminoacidos presentan un grupo hidroxilo en su cadena lateral

(48); por lo que no se darian cambios estructurales importantes.

Por otro lado, el gen mbtB codifica la feniloxazolina sintasa, la cual esta involucrada en la
sintesis de micobactina (50). Recientemente se ha propuesto que esta proteina interactta con
la proteina codificada por el gen Rv0148, la cual seria una deshidrogenasa/ reductasa de
cadena corta y su sobreexpresion estaria relacionada con la resistencia a aminoglucésidos
(51). Nuestro estudio encontrd que el SNP S1000L era mas comun en cepas con algun SNP
en el gen rpoB cuando se analizé la base de 72 genomas; sin embargo, esto fue refutado
cuando se analizo la base de 200 genomas. Ademas, se encontrd el SNP S412R en solamente

los genomas con algin SNP en el gen rpoB en la base de 200 genomas y en la base de 72
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genomas su frecuencia fue baja y estaba presente en los grupos con SNP y sin SNP en el gen
rpoB. Sin embargo, en forma global la presencia de algin SNP en este gen es un factor
asociado a la presencia de algin SNP en el gen rpoB. Ademas, es mas frecuente en cepas con
alguna mutacién en el gen rpoB. Nuestro estudio plantea que el SNP S1000L podria generar
cambios estructurales en la enzima feniloxazolina sintasa, ya que el cambio de serina (un
aminoécido polar) a leucina (un aminoécido apolar) (48) podria alterar las posiciones de
aminodcidos vecinos. Sin embargo, el cambio de serina a arginina (S412R) no produciria

cambios importantes, ya que ambos aminoécidos son polares.

La familia de genes PPE codifica proteinas con regiones ricas en repeticiones de prolina-
prolina-glutamato, las cuales suelen desencadenar respuestas inmunes innatas y son blanco
del sistema inmune adaptativo. Ademas, las regiones ricas en estos aminoacidos suelen ser
muy polimdrficas (42). Nuestro estudio encontrd el SNP N196Y en el gen PPE64, un gen de
la familia PPE, estaba presente en solamente genomas con algin SNP en el gen rpoB en la
base de 72 genomas; sin embargo, en la base de 200 genomas este SNP estaba presente en
igual cantidad en ambos grupos, aunque en menor frecuencia que en la primera base de datos.
Como en el caso anterior, cuando se unific6 ambas bases de datos, se encontrd que la
presencia de algin SNP en este gen es un factor asociado a la presencia de algun SNP en el
gen rpoB. Nuestro estudio propone que el SNP N196Y podria generar cambios estructurales
en la proteina codificada por el gen PPE64, debido a que ambos aminoacidos presentan
diferencias estructurales (la asparagina presenta un grupo carboxamida y la tirosina un grupo

aromatico en sus cadenas laterales) (48).

El gen Rv1429 y el gen Rv2052 codifican proteinas hipotéticas cuya funcion no se conoce

(52). Nuestro estudio encontrd los SNPs P91L y R135L en el gen RV1429, este ultimo en
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mayor frecuencia. Este Ultimo SNP podria generar cambios estructurales en la proteina
hipotética codificada por este gen, ya que la arginina presenta un grupo guanidino lo que le
confiere polaridad y la leucina presenta un grupo isobutilo que le confiere apolaridad (48).
Por otro lado, el SNP A429T del gen Rv2052 se encontrd solo en los genomas que tenian
algun SNP en el gen rpoB, cuando se analizaron los 270 genomas; sin embargo, la frecuencia
de este SNP fue baja. Este SNP también generaria cambios estructurales, ya que la alanina

es apolar y la treonina polar (48).

El gen ponAl es un gen que pertenece a la familia PPE y codifica una proteina bifuncional
de union a la penicilina con actividad transglicosilasa y transpeptidasa. Participa en la
biosintesis del peptidoglicano y esta involucrado en procesos de crecimiento y morfologia
celular (16) (26). Se ha reportado que el SNP Q365H altera la susceptibilidad de M.
tuberculosis a rifampicina, mediante el cambio de la concentracion inhibitoria minima (MIC)
(18). Se observé resultados similares con el SNP T34D (17). Por lo tanto, determinados SNPs
en PonAl podrian alterar la susceptibilidad a rifampicina en cepas de M. tuberculosis (18).
Nuestro estudio encontré que la presencia de al menos un SNP en ponAl es un factor
asociado significativamente a la resistencia a rifampicina, ya que presenté un odds ratio en
un intervalo de confianza que no incluyo a la unidad. Asimismo, es mas probable encontrar
estos SNP de ponAl en cepas sensibles a rifampicina que en resistentes; ya que se encontrd
una razon de prevalencias de 0.89. Estos resultados se obtuvieron luego de evaluar 914

genomas de M. tuberculosis.

El cambio de prolina a serina en la posicion 631 es el SNP mas frecuente de ponAl,
encontrado en este estudio. Se observd que la presencia de este SNP es un factor asociado

significativamente a la resistencia a rifampicina, ya que posee un OR de 0.77 y un intervalo
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de confianza que no incluye la unidad. Asimismo, presenta una razén de prevalencia de 0.9
por lo que es ligeramente méas probable encontrar este SNP en cepas sensibles a rifampicina
que en resistentes. Un andlisis protedmico identifico a la mutacion P631S de PonAl en cepas
de M. tuberculosis H37Ra, las cuales son avirulentas, por lo que se sugirié que esta proteina
esta asociada a la virulencia y mutaciones puntuales en la region terminal rica en prolina
podrian ser claves para el desarrollo de avirulencia (53). Otro estudio que evalu6 las familias
de genes PE y PPE sugiri6 que la mutacion P631S en PonA1l seria un marcador de resistencia

a rifampicina (42).

Estudios recientes sefialan que PonAl regula la actividad de RipA mediante su unién al
dominio endopeptidasa, en dicha interaccion participa la region C-terminal de PonAl, la cual
es una region de alrededor de 150 residuos rica en prolina (16). Recientemente se encontrd
gue mutaciones en esta region pueden alterar capacidad de union de PonAl con RipA y estas
alteraciones generan cambios fenotipicos como crecimiento lento o alteraciones en la
morfologia celular (26). Por lo que los resultados presentados en este estudio se deberian a
que el cambio de prolina a serina en la posicion 631 alteraria la capacidad de union de PonAl

con RipA.

Nuestro estudio encontré que el cambio de alanina a treonina en la posicion 516 de PonAl
es un factor asociado significativamente a la resistencia a rifampicina, ya que posee un OR
de 1.58 y un intervalo de confianza que no incluye a la unidad. Asimismo, se encontré una
razon de prevalencia igual a 1.49; por tanto, es mas probable encontrar este SNP en cepas
resistentes a rifampicina. EI dominio transpeptidasa de PonAl abarca desde el residuo 310 al
600 (16); por lo que este SNP podria alterar la actividad transpeptidasa de PonAl. Esta

alteracion generaria alteraciones en la estructura y/o composicion del peptidoglicano, lo cual
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generaria cambios fenotipicos en cepas con esta mutacion. Alguno de estos cambios seria

una menor permeabilidad de la rifampicina.

Nuestro estudio analizé bases de datos de genomas obtenidos de cepas con polirresistencia
microbiana; por lo que los resultados presentados podrian deberse a factores distintos a la
resistencia a rifampicina o a la presencia de SNPs en el gen rpoB. Debido a esto nuestro
estudio analiz6 distintas bases de datos de periodos de tiempo distintos para disminuir al
maximo este tipo de sesgos. Asimismo, debido a que no es posible determinar la
temporalidad de los SNPs estudiados, no es posible determinar si estos SNPs ocurrieron antes
0 después de la aparicion de SNPs en el gen rpoB. Razén por la cual no es posible determinar
si los SNPs encontrados son factores de riesgo o factores de proteccion asociados a la

resistencia a rifampicina.
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VI CONCLUSIONES

-Se encontraron 6 genes (dnak, esxP, mbtB, PPE64, Rv1429 y Rv2052c) asociados
significativamente a la presencia de al menos un SNP en el gen rpoB, cuyos SNPs serian

potenciales mutaciones compensatorias.

- La presencia de al menos un SNP en estos genes (dnak, esxP, mbtB, PPE64, Rv1429 y

Rv2052c) es méas probable en cepas con al menos un SNP en rpoB.

-Los SNPs P618R (gen dnakE), T3S (gen esxP), S1000L (gen mbtB), N196Y (gen PPE64),
A500T (gen PPE64), A429T (gen Rv 2052c) y R135L (gen Rv 1429) son factores asociados

significativamente a la presencia de al menos un SNP en el gen rpoB.

-La presencia de al menos un SNP en el gen ponAl es un factor asociado significativamente
a la resistencia a rifampicina. De igual forma el cambio de prolina a serina en la posicion 631
(P631S) y el SNP A516T son factores asociados significativamente a la resistencia a

rifampicina.
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VIl RECOMENDACIONES

- Analizar mas bases de datos de genomas de M. tuberculosis para confirmar o refutar
los resultados presentados. Ya que las frecuencias de muchos de los SNPs
encontrados fueron bajas y se requiere una evidencia estadistica robusta para
proponer hipotesis que expliquen la relacién de estos SNPs con la presencia de SNPs

en el gen rpoB.

- Evaluar experimentalmente el efecto de los SNPs en PonAl sobre la actividad

transpeptidasa y transglicosilasa.

- Evaluar experimentalmente el efecto de los SNPs en PonAl sobre la resistencia a

rifampicina en M. tuberculosis.
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