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RESUMEN 

Las cepas de Mycobacterium tuberculosis están clasificadas en 6 grandes linajes que a su 

vez se subdividen en familias y genotipos con características fenotípicas particulares que 

influyen en su virulencia y transmisibilidad. En el genoma de M. tuberculosis se 

encuentran los genes pe y ppe que codifican para la familia de proteínas PE y PPE, de las 

cuales algunas se encuentran en la superficie celular y otras son secretadas. Factores 

como su inmunogenicidad y la naturaleza polimórfica del extremo C-terminal han llevado a 

proponer que estas proteínas juegan un papel en la variación antigénica de la bacteria y 

en la evasión de la respuesta inmune. Se han identificado inserciones y deleciones que 

afectan los marcos de lectura abiertos de los genes pe/ppe, causando cambios físico-

químicos en las proteínas codificadas. Muchos de estos cambios han sido 

correlacionados con la función in vivo, incluyendo su virulencia y patogénesis. Con el 

objetivo de encontrar una relación entre los polimorfismos de los genes pe/ppe con 

linajes/familias específicas del patógeno, en este estudio se analizaron59 cepas de M. 

tuberculosis de pacientes con tuberculosis provenientes de Michoacán. Se utilizaron datos 

de estudios previos en los que se había determinado la especie, el linaje y la familia de 

estas cepas. Se amplificaron y secuenciaron los genes pe_pgrs18, pe_pgrs26, pe3 y 

ppe44; posteriormente se buscaron polimorfismos mediante la comparación en GenBank 

por medio del algoritmo BLASTn y usando alineamientos múltiples con los programas 

Clustal X y Mega 6. Para el gen pe_pgrs18 se encontró que las cepas de las familias T, 

LAM, SNR del linaje Euro Americano, EAI del linaje Indo-Oceánico y Beijing del linaje del 

Este de Asia, presentaron polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs) en las posiciones 

54 a 247. Este mismo gen en las familias Haarlem, X, SNR del linaje Euro Americano, 

SNR del linaje Indo Oceánico y Ghana del Oeste de África presentaron SNPs e 

inserciones en las posiciones 295 a 510. El gen pe_pgrs26 presentó SNPs, inserciones y 

deleciones; las cepas de las familias X y T presentaron los mismos SNPs y las cepas de 

la familia EAI también. El gen ppe44 presentó dos SNPs, 176 y 581, y fueron encontrados 

en las familias T, EAI, Beijing, SNR EA y ND. Algunos de los polimorfismos encontrados 

concuerdan con la literatura, pero otros son de nueva descripción. El gen pe_pgrs18 fue el 

más polimórfico, encontrándose polimorfismos en más de la mitad de las cepas 

estudiadas. Los datos obtenidos permiten concluir que existe una relación entre algunos 

de polimorfismos encontrados y la familia a la que pertenecen las cepas de estudio. 

 

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, genes pe/ppe, polimorfismos, linajes. 
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ABSTRACT 

The strains of M. tuberculosis are classified into 6 major lineages, which in turn are 

subdivided into families and genotypes that shown particular phenotypic characteristics 

that influence its virulence and transmissibility. In the genome of M. tuberculosis are the pe 

and ppe genes that encode the protein families PE and PPE, which may found on the cell 

surface or secreted. Factors such as its immunogenicity and the polymorphic nature of the 

C-terminal end, have led to assume that these proteins play a role in antigenic variation 

and the bacteria evasion of the immune response.  Insertions and deletions have been 

identified and they affect the open reading frames of the pe and ppe genes; this causes 

physico-chemical changes in the proteins. Many of these changes have been correlated to 

the function in vivo, including virulence and pathogenesis. The aim of this study was to find 

an association between the polymorphisms of pe/ppe genes with specific lineages/families 

of the pathogen, so 59 strains of Mycobacterium tuberculosis from patients with 

tuberculosis from Michoacán were analyzed. The species, lineage and family of these 

strains were previously described. The genes pe_pgrs18, pe_pgrs26, pe3 and ppe44 were 

amplified and sequenced. The sequences were analyzed to find polymorphisms using the 

BLASTn algorithm and multiple alignments with the Clustal X and Mega 6 programs. For 

the gene pe_pgrs18 it was found that the strains of families T, LAM, SNR of Euro-

American lineage, EAI of Indo-Oceanic lineage and Beijing of East Asia lineage, presented 

single nucleotide polymorphisms (SNPs) in positions 54 to 247. The same gene in the 

families Haarlem, X, SNR of Euro-American lineage, SNR of Indo-Oceanic lineage and 

Ghana of West Africa presented SNPs and insertions in the positions 295 to 510. The 

gene pe_pgrs26 presented SNPs, insertions and deletions; strains of families X and T 

presented the same SNPs as well as the strains of family EAI. The ppe44 gen presented 

two SNPs, 176 and 581, and were found in families T, EAI, Beijing, SNR EA and ND. 

Some of the polymorphisms found are consistent with the literature, but others are newly 

described. The pe_pgrs18 gene was the most polymorphic, polymorphisms were found in 

more than half of the studied strains. The data obtained suggest that there is association 

between some polymorphisms found and the family to which they belong the studied 

strains. 

 

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, pe/ppe genes, polymorphism, lineages. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Epidemiología 

La tuberculosis (TB) representa un problema de salud pública mundial, siendo 

la primera enfermedad que fue declarada como emergencia mundial por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS). Para el año 2011 se reportaron 8.6 

millones de casos nuevos y 1.3 millones de personas murieron por esta causa en 

todo el mundo. La mayor incidencia de TB se presenta en Asia y África, 

destacando la India y China, las cuales en conjunto representan casi el 40% de los 

casos mundiales de TB. Cerca de un 60% de los casos corresponden a las 

Regiones de Asia Sudoriental y el Pacífico Occidental (WHO, 2014). Con 

excepción de Europa del Este y algunos países africanos, las tasas de prevalencia 

y mortalidad se han reducido en todo el mundo gracias a las medidas para el 

tratamiento y control sugeridas por la OMS. Sin embargo, se han reportado cepas 

de Mycobacterium tuberculosis resistentes a isoniazida y rifampicina, lo que se ha 

denominado como tuberculosis multidrogorresistente (MDR-TB). También se han 

aislado cepas extensamente drogorresistentes (XDR-TB) que además de 

presentar resistencia a rifampicina e isoniazida, también son resistentes a 

cualquier fluoroquinolona y al menos a uno de los tres antibióticos inyectables de 

segunda línea que son la capreomicina, kanamicina y amikacina. En el 2012 se 

detectaron más de 450,000 casos de MDR-TB, representando el 3.6% de los 

casos nuevos y el 20% de los casos previamente tratados; la mayor parte de 

cepas que presentan este tipo de resistencia se concentran en Europa 

(particularmente en Europa del Este) y África (particularmente Sudáfrica). A finales 

del 2012prácticamente todos los países y territorios habían reportado a la OMS 

por lo menos un caso de XDR-TB, siendo un total de 2, 230 casos los reportados 

hasta el momento (WHO, 2014). 
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La situación en América Latina es menos preocupante que en regiones como 

Asia y África, sin que por ello deje de representar un problema de salud pública. 

En México, en el año 2014 la Secretaría de Salud reportó una incidencia de más 

de 20,000 casos nuevos de TB pulmonar y extrapulmonar, con cerca de dos mil 

defunciones; presentándose en Michoacán 324 de los casos nuevos reportados 

(SSA, 2014). Asimismo, en nuestro país también se han reportado casos de MDR-

TB y XDR-TB (WHO, 2009). 

1.2  Agente causal 

El agente causal de la TB humana es la actinobacteria M. tuberculosis, la cual 

forma junto con M. bovis, M. canetii, M. pinnipedii, M. africanum y M. microti, un 

grupo genéticamente muy cercano denominado Complejo Mycobacterium 

tuberculosis (MTBC, por sus siglas en inglés). Si bien M. tuberculosis es el 

principal agente de TB en humanos, el resto de los miembros del MTBC también 

se han aislado ocasionalmente de muestras humanas (Palomino et al.,  2007). 

 M. tuberculosis es una bacteria aerobia que no produce esporas, cilíndrica 

(0.5 a 3 µm), y que no posee flagelos ni cápsulas. Tiene una gran cantidad de 

ácidos micólicos en su pared celular, lo cual la distingue del resto de las bacterias; 

es de crecimiento lento con un tiempo de generación de 18 h, por lo que necesita 

de 3 a 4 semanas de incubación a 37°C, por lo general, para formar colonias 

visibles macroscópicamente (Raviglione y O’Brien, 2008). 

 

1.3 Detección y tipificación del agente causal 

En los países en desarrollo el diagnóstico de la TB se lleva a cabo 

principalmente mediante microscopía y cultivo bacteriano. Dado que los miembros 

del MTBC son organismos de crecimiento lento, pueden transcurrir de 6 a 12 

semanas antes de que se observen colonias en el medio de cultivo, por lo que el 

diagnóstico suele basarse en la sintomatología del paciente, radiografías de tórax 

y microscopía (Palomino et al., 2007). De éstas, la microscopía es el método de 

diagnóstico más específico y consiste en la tinción de muestras de esputo con la 
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técnica de Ziehl-Neelsen para bacilos ácido-alcohol resistentes (BAAR); sin 

embargo, se requieren 10,000 bacterias por mm3 en la muestra para que la tinción 

sea positiva. Se ha calculado que la tinción para BAAR detecta solamente entre un 

40 a 60% de los casos de TB activa. Por esta razón desde hace casi veinte años 

se han hecho importantes esfuerzos por aplicar técnicas de biología molecular 

para acelerar y mejorar la certeza del diagnóstico (van Soolingen, 2001). Además 

de la detección de bacilos del MTBC en muestras clínicas, las técnicas 

moleculares también permiten la tipificación de los aislados, de manera que se 

puede hacer un seguimiento epidemiológico.  

Entre las técnicas desarrolladas, el “estándar de oro” de genotipificación de 

M. tuberculosis es el análisis de IS6110-RFLP, que caracteriza a los aislados por 

el análisis de polimorfismos de fragmentos de restricción de la secuencia de 

inserción IS6110 que se encuentra en varias copias en el cromosoma bacteriano 

(de 8 a 20 copias). Más de una enzima de restricción corta a esta secuencia de 

inserción, entre las que se encuentran BamHI, SstII, PstI, BstEII, BssHII y PvuII 

(Fig. 1), y todas se han utilizado con éxito para generar polimorfismos de longitud 

de fragmentos de restricción; sin embargo, se prefiere el uso de PvuII ya que tiene 

un sitio único de restricción en la secuencia IS6110. Una gran ventaja de esta 

técnica es la alta reproducibilidad de los resultados entre diferentes laboratorios 

(van Embden et al, 1993). 

 

Figura 1. Mapa físico del elemento de inserción IS6110 de 1.35 kb en M. tuberculosis. 

(Modificado de van Embden et al., 1993). 

 

 Otra técnica estandarizada a nivel mundial es el spoligotyping o 

“espoligotipificación”, la cual detecta la presencia o ausencia de varios 
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espaciadores que se encuentran entre secuencias repetidas en una zona de 

repetidos directos del cromosoma micobacteriano (Fig. 2). Este locus contiene 

múltiples repetidos directos de 36 pb altamente conservados, interespaciados por 

secuencias no repetitivas de 34 a 41 pb de longitud, denominadas espaciadores 

(Kamberbeek et al., 1997).  

 

 

Figura 2. Estructura de repetidos directos (DR) en el genoma micobacteriano.. Principio de la 
amplificación in vitro de la región de repetidos directos mediante PCR y patrones de hibridación o 
espoligotipos. BCG: Bacillus Calmette-Guérin; H37Rv: cepa de referencia de M. tuberculosis; X: 
familia X de M. tuberculosis. (Modificado de Comas et al., 2009). 

 

Mientras que el análisis mediante RFLPs tiene un alto poder de resolución y 

es útil en la definición de cadenas de transmisión, el spoligotyping tiene un poder 

de resolución más limitado, pero permite establecer relaciones entre genotipos en 

una escala temporal más amplia y asignarlos a familias de cepas. Combinando 

ambas técnicas se obtiene una caracterización más completa de las cepas 

causantes de brotes de TB en una población, además, los resultados generados 

son comparables con los datos de cualquier región del mundo. La técnica de 

RAPDs (polimorfismos de amplificación de ADN al azar) también se ha utilizado 

para caracterizar brotes de M. tuberculosis y pseudo-epidemias de otras especies 
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de micobacterias (Linton et al., 1994; Harn et al., 1997; Zhang et al., 2002; 

Esteban et al., 2006; Vázquez-Marrufo et al., 2008). Aunque es una técnica rápida 

y económica, no ha tenido una aceptación generalizada debido a las dudas sobre 

su reproducibilidad entre laboratorios (Tazi et al., 2002). La genotipificación por 

análisis de minisatélites, denominados MIRU-VNTRs en M. tuberculosis (Fig. 3) y 

polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs, por sus siglas en inglés) es cada vez 

más utilizada en sustitución del análisis RFLP, el cual tiene varias complicaciones 

técnicas, además de ser costoso (Supply et al., 2001; Gutacker et al., 2002).  

 

 

Figura 3. Genotipificación de MTBC basada en VNTR. (Modificado de Comas et al., 2009). 

 

Estudios recientes en Taipei (Dou et al., 2008), Trinidad y Tobago (Baboolal 

et al., 2009), Burkina Faso (Godreuil et al., 2007), India (Stavrum et al., 2008), 

España (López-Calleja et al., 2009) y Brasil (Lazzarini et al., 2007) han 

demostrado la utilidad de éstas técnicas en la genotipificación de cepas locales. 

Actualmente, las bases de datos de genotipos de M. tuberculosis a nivel mundial 

contienen datos generados mediante spoligotyping y MIRU-VNTRs 
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(http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/ y http://www.miru-

vntrplus.org/MIRU/index.faces). 

En resumen, las técnicas moleculares desarrolladas a la fecha difieren en su 

poder de resolución y se utilizan para evaluar jerarquías taxonómicas distintas. 

Algunas permiten identificar miembros del MTBC (Huard et al., 2003), discernir 

entre micobacterias del MTBC y micobacterias atípicas (Telenti et al., 1993; 

Takewaki et al., 1994; Roth et al., 1998) y establecer subfamilias y relaciones 

epidemiológicas o evolutivas entre ellas (van Soolingen, 2001; Mathema et al., 

2006). Respecto a las ventajas de incluir técnicas moleculares en los estudios 

epidemiológicos de TB, diversos trabajos han demostrado que el seguimiento 

tradicional, a través de investigación de contactos, cubre un bajo porcentaje, de 

entre 10 y30% de los casos relacionados que son identificados por técnicas 

moleculares (Mathema et al., 2006). El uso complementario de estas técnicas ha 

permitido el establecimiento de grupos de riesgo o áreas en las cuales existe 

transmisión activa, casos pertenecientes a un brote en una región en particular, o 

aquellos asociados a movimientos migratorios.  

Con el surgimiento de la epidemiología molecular y gracias a la genotipificación 

de aislados de M. tuberculosis alrededor del mundo, fue posible identificar grandes 

grupos de aislados con características particulares; estos grupos van en orden 

decreciente, linaje, familia, genotipo, definiendo el linaje como la clasificación de 

M. tuberculosis basado en largas secuencias de polimorfismos y SNP (LSP/SNP), 

la familia se refiere a las clasificaciones basadas en spoligotyping, y el genotipo se 

refiere a los patrones de MIRU-VNTR (Kato-Maeda et al., 2011). Se tiene claro 

que los distintos genotipos se encuentran asociados a ciertas regiones del mundo 

en particular (Gagneux y Small, 2007; Reed et al., 2009). Actualmente se manejan 

6 grandes linajes de M. tuberculosis y la información recopilada indica que cada 

linaje y sus genotipos pueden poseer particularidades fenotípicas que influyen en 

su virulencia y transmisibilidad (Tsenova et al., 2005; Nicol y Wilkinson, 2008), lo 

que resalta la importancia de la combinación de la epidemiología clásica y 

molecular en los seguimientos de brotes tanto a nivel local como mundial. 
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1.4 Vía de transmisión y mecanismo de invasión 

La TB es transmitida de humano a humano principalmente por vía aérea. La 

fuente de infección es aquel paciente con TB pulmonar que expectora bacilos por 

medio de pequeñas gotas infecciosas (gotas de Flügge) mientras tose, habla, 

canta, escupe o estornuda. Estas partículas miden de 0.5 a 10 μm y pueden 

permanecer hasta 30 minutos en el aire en suspensión, lo cual les permite 

ingresar hasta la vía aérea y sacos alveolares de un nuevo hospedero (American 

Thoracic Society, 2000), donde tienen contacto con los macrófagos, neutrófilos y 

células dendríticas del pulmón, a los cuales pueden infectar originando la 

producción y secreción de péptidos antimicrobianos, citocinas y quimiocinas. El 

balance de mediadores lipídicos, como la prostaglandina E2 (proapoptótica) o 

lipoxina (LX) A4 (pronecrótica), dentro de los macrófagos infectados juega un 

papel muy importante en la determinación de las vías que conducen a la inducción 

de apoptosis o necrosis. Las células apoptóticas infectadas pueden ser 

englobadas por las células dendríticas o endocitadas por macrófagos pulmonares 

no infectados. Las células dendríticas infectadas por M. tuberculosis migran a los 

ganglios linfáticos locales a los 8-12 días después de la infección, bajo la 

influencia de la IL-12 y de las quimiocinas CCL19 y CCL21, para impulsar la 

diferenciación de células T a su forma activa Th1. Las células protectoras de 

antígeno específicas Th1 migran de regreso a los pulmones de manera 

dependiente de quimiocinas después de 14-17 días de la infección o exposición 

inicial y producen INF-γ, conduciendo a la activación del macrófago, la producción 

de citocinas, la inducción de factores microbicidas, incluyendo la sintasa de óxido 

nítrico inducible (iNOS), y el control bacteriano (O’Garra et al., 2013). 

Se estima que un paciente con TB no diagnosticado y no tratado infecta de 10 

a 20 personas por año. Aproximadamente el 10% de las personas infectadas con 

el bacilo de la TB desarrollará la enfermedad activa durante su vida, con un alto 

riesgo en los dos primeros años después de la infección. Cerca del 55% de estos 

pacientes con enfermedad activa tienen una forma pulmonar contagiosa 

(American Thoracic Society, 2000). Las probabilidades de entrar en contacto con 
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una persona con TB, la duración e intimidad de ese contacto, el grado de 

contagiosidad y el ambiente que se comparte con la persona enferma son, todos 

ellos, factores importantes para la transmisión (Raviglione y O’Brien, 2008). 

1.5 Patogenicidad y virulencia 

Definir con precisión estos términos ha sido tema de debate a través de los 

años y, sin duda alguna, el conocimiento más profundo de los microorganismos ha 

ayudado a aclarar tales conceptos. En este trabajo se tomarán las definiciones 

establecidas por Casadevall y Pirofski (1999), quienes revisaron de manera 

exhaustiva y sistemática estos términos; definiendo patogenicidad como la 

capacidad de un microbio para causar daño en el hospedero, y virulencia como la 

capacidad relativa de un microbio para causar daño en el hospedero, dicho de otra 

manera, el grado de daño que el microorganismo pueda llegar a causar. 

Los miembros del MTBC han desarrollado estrategias para evadir o modular la 

respuesta inmune del hospedero a su favor. En los últimos años se han dado 

avances considerables en el entendimiento molecular de la patogenicidad, 

virulencia y persistencia de estas micobacterias. Una contribución significativa ha 

sido la identificación de genes esenciales de virulencia micobacterianos, 

permitiendo entender los mecanismos que el bacilo emplea para sobrevivir y 

persistir en el hospedero (Forrellad et al., 2013).La mayoría de estos genes de 

virulencia codifican para enzimas relacionadas con vías de síntesis de lípidos, 

proteínas de la superficie celular, así como reguladores y proteínas de los 

sistemas de transducción de señales. Otro grupo relevante de genes es el 

involucrado en la supervivencia micobacteriana dentro del microambiente hostil en 

los macrófagos del hospedero (Forrellad et al., 2013). 

Es notable el hecho de que las micobacterias carezcan de los factores de 

virulencia clásicos, como las toxinas, que son típicos en otros patógenos 

bacterianos, y el hecho de que muchos de los genes de virulencia de las especies 

del MTBC también se conservan en micobacterias no patógenas. Esto sugiere que 

las especies patógenas han adaptado sus genomas de un estilo de vida libre a un 
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ambiente intracelular con la mínima adquisición de genes de virulencia exclusivos 

(Forrellad et al., 2013). 

El MTBC presenta una gran cantidad de factores de virulencia, teniendo cada 

uno participación en procesos de infección, desarrollo de la enfermedad o 

persistencia (Forrellad et al., 2013). Algunos de estos factores son: 

 Metabolismo de ácidos grasos y lípidos: síntesis de ácidos micólicos, 

síntesis de lípidos complejos (dimicocerosato de tiocerol, sulfolípido), 

catabolismo del colesterol. 

 Proteínas de la envoltura celular: proteínas de la pared celular, 

lipoproteínas, sistemas de secreción. 

 Proteínas inhibidoras de agentes antimicrobianos: respuesta a estrés 

oxidativo y nitrosativo, secuestro del fagosoma, inhibición de la 

apoptosis. 

 Protein-cinasas. 

 Proteasas y metalo-proteasas. 

 Proteínas transportadoras de metales (importadoras y exportadoras). 

 Reguladores de expresión de genes: sistema de dos componentes, 

factores sigma, otros reguladores transcripcionales. 

 Proteínas de función desconocida: familias PE/PPE. 

 

La presencia de cada uno de estos factores de virulencia va a determinar el 

éxito de la micobacteria sobre el hospedero. 

Un requisito para clasificar a un gen como factor de virulencia es que su 

ausencia atenúe la virulencia del microorganismo en un modelo in vivo. Sin 

embargo, este criterio comprende a una gran cantidad de genes, incluyendo a los 

genes housekeeping o de mantenimiento, que tienen función en la supervivencia 

de la bacteria dentro del hospedero. Estos genes están involucrados en el 

metabolismo celular básico, por lo que no se consideran generalmente factores de 

virulencia (Forrellad et al., 2013). 
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En relación a los factores anteriormente listados, existen estudios en los que 

han inactivado genes o proteínas del genoma micobacteriano y que ha llevado a 

una pérdida medible de la patogenicidad o virulencia en modelos in vivo, por lo 

que se han establecido como verdaderos factores de virulencia de la micobacteria 

(Bhatt et al., 2007; Berthet et al., 1998; Ferrer et al., 2010; Lee et al., 2008). 

1.6 Familia de genes pe/ppe 

Uno de los aportes de mayor relevancia tras la secuenciación del genoma 

de M. tuberculosis H37Rv (Cole et al., 1998) fue el descubrimiento de las familias 

de genes pe/ppe, los cuales representan uno de los aspectos más intrigantes de 

esta bacteria. A pesar de que han transcurrido17 años de este hallazgo, la función 

de dichos genes y las proteínas codificadas sigue sin ser totalmente conocida, 

aunque ya se cuenta con evidencia de que algunos miembros de estas familias de 

genes están implicados en la virulencia de las micobacterias patógenas (Fishbein 

et al., 2015). 

En un principio se planteó que estas dos familias multigénicas 

representaban cerca del 10% del potencial de codificación cromosómica (Cole et 

al., 1998); sin embargo, en una reexaminación de la base de datos Tuberculist 

(http://tuberculist.epfl.ch/) se observó que este valor se sobreestimó ligeramente, 

siendo un total del 7% del potencial de codificación el que representan en realidad 

los genes pe/ppe (Lew et al., 2011). Es notable la presencia de dichos genes en 

los miembros de lento crecimiento del género Mycobacterium (Fishbein et al., 

2015). 

 Estos genes codifican para dos familias de proteínas, denominadas PE y 

PPE, que se caracterizan por tener dominios N-terminales conservados de 

alrededor de 110 y 180 aminoácidos, respectivamente (Cole et al., 1998). El 

nombre PE se deriva del motivo distintivo Prolina (P)-Glutámico (E), y el de PPE 

representa el motivo Prolina (P)-Prolina (P)-Glutámico (E) usualmente presente 

dentro de los 10 primeros aminoácidos de estas proteínas. De las dos familias, la 

PE es la más grande (Cascioferro et al., 2007) con 99 miembros, mientras que la 
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PPE tiene 69 miembros (McEvoy et al., 2012), están presentes en todas las 

micobacterias, aunque las especies no patógenas tienen una cantidad menor de 

genes pe/ppe y proteínas PE/PPE (Fishbein et al., 2015). En la especie que se 

han realizado una mayor cantidad de estudios relacionados a estas familias de 

genes y proteínas es en M. tuberculosis, sin dejar de lado los estudios en M. 

marinum y M. avium. 

La familia pe puede dividirse en genes pe_pgrs (secuencias polimórficas 

ricas en GC) y genes pe (sin características distintivas). A su vez, la familia ppe se 

divide en genes ppe_mptr (repetidos en tándem polimórficos principales), genes 

ppe_svp (con un motivo GxxSVPxxW), genes ppe_ppw (con un motivo PxxPxxW) 

y genes ppe sin características distintivas (Fig. 4). Esta diversidad de subclases 

indica que los miembros de las familias podrían jugar papeles funcionalmente 

distintos (Fishbein et al., 2015). 

 

Figura 4. Estructura de los genes pe/ppe. Representación de la estructura de los 
miembros de las familias de genes pe/ppe, se muestra el dominio N-terminal conservado (verde), 
las posiciones de los motivos y las diferencias entre las subfamilias encontradas en ambos genes 
(gris y azul). (Tomado de Gey van Pittius et al., 2006). 
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1.6.1 Evolución y variación de las familias pe/ppe 

Estas familias de genes no han sido todavía identificadas en ninguna 

especie no micobacteriana, ni en aquellas bacterias cercanamente 

relacionadas,por ejemplo Nocardia farcinica (Mukhopadhyay y Balaji, 2011).Las 

proteínas PE/PPE están presentes tanto en micobacterias patógenas como en 

saprófitas, y parecen ser más importantes para el metabolismo micobacteriano de 

lo que se pensaba (Gey van Pittius et al., 2006; Akhter et al., 2012). 

Se han realizado análisis filogenéticos de estas familias de genes y sus 

proteínas (Gey van Pittius et al., 2006), para lograr comprender de donde 

provienen y cómo influye su variación en la función que desempeñan. Las 

micobacterias no patógenas tienden a tener menos genes pe/ppe, mientras que 

las especies patógenas tienen una expansión general de estos genes, 

especialmente dentro del sublinaje V de ambas familias de genes (Fig. 5 y 6) 

(Fishbein et al., 2015). El MTBC, así como las especies M. leprae, M. marinum, M. 

ulcerans y M. avium, poseen la mayor cantidad de genes pe/ppe (McGuire et al., 

2012). 

Las subfamilias polimórficas pe_pgrs y ppe_mptr están presentes en todos 

los miembros del MTBC, y solamente algunas especies de micobacterias de lento 

crecimiento presentan pocos integrantes de estas dos subfamilias (Gey van Pittius 

et al., 2006). 

Aunque el origen de las familias pe/ppe es todavía desconocido, los genes 

pe/ppe ancestrales se han asociado con el sistema de secreción micobacteriano 

tipo VII o ESX, denominado sistema antigénico de secreción temprana blanco 6 

(Abdallah et al., 2007). El genoma de M. tuberculosis posee cinco grupos de 

genes esx (Gey van Pittius et al., 2001), algunos de ellos están implicados en la 

patogénesis (Simeone et al., 2009). Se ha propuesto que la expansión de las 

familias de genes pe/ppe inició por una serie de duplicaciones del grupo de genes 

esx que comenzó con la duplicación de una región esx ancestral (Gey van Pittius 

et al., 2001; Akhter et al., 2012). Las reconstrucciones filogenéticas muestran que 

los grupos de genes esx se expandieron a través de múltiples duplicaciones de 
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genes, acompañadas por una expansión de la familia de genes pe/ppe. El 

sublinaje I constituye los genes pe/ppe insertados en y/o asociados con el grupo 

de genes esx-1. Se tiene la hipótesis de una relación similar para el sublinaje 

II/esx-3, sublinaje III/esx-2 y sublinaje IV/esx-5. Este análisis filogenético sugiere 

una lenta expansión de los genes pe/ppe hasta el surgimiento del sublinaje más 

expansivo y reciente, el sublinaje V (Fig. 5 y 6) (Fishbein et al., 2015). 
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Figura 5. Reconstrucción filogenética de relaciones evolutivas entre los miembros de 
la familia de proteínas PE. Los genes marcados en morado, verde y azul, están presentes en las 
regiones 1, 2 y 3 del grupo de genes ESAT-6 (esx), respectivamente. Los genes marcados en rojo 
están presentes en la región 5 del grupo de genes ESAT-6 (esx) y los genes marcados en amarillo 
son miembros de la subfamilia PGRS. (Modificado de van Pittius et al., 2006). 
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Figura 6. Reconstrucción filogenética de relaciones evolutivas entre los miembros de 
la familia de proteínas PPE. En colores se muestra la región del grupo de genes ESAT-6 (esx) en 
la que se encuentra cada grupo de genes: los genes marcados en morado están presentes en la 
región 1, los marcados en verde en la región 3, los marcados en azul en la región 2, los marcados 
en rojo en la región 5 y los marcados en amarillo son miembros de la subfamilia MPTR (Modificado 
de van Pittius et al., 2006). 

 

Varios autores han especulado que las proteínas PE/PPE representan una 

fuente de variación antigénica, lo cual se sigue investigando. Sin embargo, 

determinados miembros de las familias presentan una extensa variación genética, 

con múltiples mecanismos que contribuyen a la alteración de su secuencia 

codificante (Fishbein et al., 2015). La recombinación homóloga espontánea ocurre 

de manera intergénica principalmente en los genes pe_pgrs que comparten 

grandes regiones homólogas (Karboul et al., 2008); esto puede resultar en 
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deleciones, codones de inicio alternativos, inserciones, polimorfismos de un solo 

nucleótido (SNPs) e inserciones de elementos transponibles que también pueden 

contribuir a la variación genética (Gey van Pittius et al., 2006; McEvoy et al., 

2009a; 2012). 

Las variaciones genéticas son muy frecuentes entre los miembros del 

sublinaje V, incluyendo los genes pe_pgrs33, pe_pgrs16, pe_pgrs26 y 

ppe_mptr34, aunque la variación también ha sido reportada en miembros de otros 

sublinajes, por ejemplo ppe38 del sublinaje IV (Sampson et al., 2001; Banu et al., 

2002; Talarico et al., 2005; 2008; McEvoy et al., 2009b; Copin et al., 2014). 

Es cada vez más evidente que la inserción de elementos desempeña un 

papel en la presencia y arreglo de los genes pe/ppe en el genoma micobacteriano. 

En particular, los elementos IS6110 conducen a la variación genética que podría 

contribuir a cambios fenotípicos, ya que frecuentemente se insertan en los genes 

pe/ppe y las regiones que flanquean (Sampson et al., 1999; McEvoy et al., 2007). 

Un análisis de secuenciación de los sitios de inserción de IS6110 realizado 

en 519 aislados clínicos demostró que la secuencia IS6110 frecuentemente 

interrumpe los genes pe/ppe (Reyes et al., 2012). La mayoría de las inserciones 

reportadas de IS6110 fueron en genes ppe, predominando en los sublinajes IV y 

V. La presencia de estos elementos de inserción, cerca o dentro de los genes 

pe/ppe, puede influir en los niveles de expresión de los genes, algo que ha sido 

reportado para otros genes de M. tuberculosis (Safi et al., 2004). 

El impacto de la variación genética sobre la estructura y, 

consecuentemente, sobre la función de las proteínas PE/PPE, sigue siendo 

ampliamente desconocido. La limitada información de la estructura confirmada 

experimentalmente de estas proteínas limita la capacidad de predecir las 

consecuencias funcionales de la variabilidad de las proteínas PE/PPE (Fishbein et 

al., 2015). 
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1.6.2 Regulación de la transcripción de genes pe/ppe 

La regulación de la familia de genes pe/ppe está controlada por un grupo 

heterogéneo de reguladores transcripcionales (Voskuil et al., 2004).Los factores 

sigma micobacterianos facilitan la adaptación fisiológica a los estímulos 

ambientales y la virulencia de las micobacterias patógenas (Sachdeva et al., 

2010); múltiples factores sigma regulan la expresión de genes pe/ppe. Se ha visto 

que SigF regula genes de todos los sublinajes de la familia de genes pe, así como 

genes ppe de los sublinajes I-IV. SigF está presente tanto en micobacterias 

saprófitas como en patógenas, y está unido a la adaptación bacteriana al ambiente 

de estrés por pH, estrés oxidativo y choque de calor (Williams et al., 2007). SigB 

es otro factor sigma implicado en el control de la respuesta a estrés de la pared 

celular micobacteriana. SigB regula la expresión de mucho genes pe_pgrs y 

algunos genes ppe, los cuales se ha sugerido que están involucrados en la 

interacción hospedero-patógeno en la pared celular (Lee et al., 2008). SigD 

también regula muchos genes pe_pgrs, aunque mayoritariamente sólo regula 

genes ppe, con la excepción de ppe19. SigD responde al ambiente pulmonar 

humano, modulando la expresión en respuesta a inanición e hipoxia, y suprime la 

expresión de múltiples proteínas PE_PGRS (Calamita et al., 2005). 

SigB y SigD parecen controlar la expresión de la mayoría de los miembros 

del sublinaje de reciente evolución de los genes pe/ppe encontrados solamente en 

micobacterias patógenas, y controlan la expresión de genes esenciales de la 

respuesta a estrés y patogenicidad de la bacteria in vivo (Calamita et al., 2005). 

Esto indica que las proteínas PE/PPE bajo su control también podrían jugar un 

papel en la virulencia de la micobacteria (Fishbein et al., 2015). 

Algunos otros reguladores identificados hasta el momento son los sistemas 

reguladores de dos componentes (TCSs, por sus siglas en inglés), los cuales son 

sensores de células bacterianas, y que en M. tuberculosis contribuyen a la 

adaptación de su estilo de vida intracelular. Varios TCSs afectan la expresión de 

genes pe/ppe; como phoPR que controla la expresión de al menos trece de estos 

genes (Bretl et al., 2011; Walters et al., 2006).  
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1.6.3 Localización y función de proteínas PE/PPE 

Existe evidencia experimental que prueba que gran parte de las proteínas 

PE/PPE se encuentran en la superficie celular (Brennan et al., 2001). Se demostró 

también que el dominio PE del extremo N-terminal de la bien caracterizada 

proteína PE_PGRS33 es necesario para la localización de la proteína en la pared 

celular de M. marinum y M. tuberculosis (Cascioferro et al., 2007). Por otra parte, 

varias proteínas PE/PPE son secretadas por el sistema de secreción tipo VII 

(ESX) (Abdallah et al., 2007). 

El alto contenido de genes pe/ppe del MTBC sugiere un importante papel 

biológico para sus respectivas proteínas (McEvoyet al., 2012). Un gran número de 

funciones han sido atribuidas a los genes pe/ppe, todas dirigidas hacia la 

interacción del bacilo con el hospedero (Namouchiet al., 2013). Con base en los 

estudios publicados al respecto, es evidente que varios miembros de estas 

familias de genes y proteínas tienen la capacidad de influir en la respuesta inmune 

del hospedero (Fishbein et al., 2015). Sin embargo, la función de las proteínas 

PE/PPE sigue siendo en gran parte desconocida y la hipótesis que se ha 

planteado los últimos años aún espera por un mayor soporte experimental 

(Cascioferro et al., 2007). 

Dada la asociación de una gran cantidad de proteínas PE/PPE con la pared 

celular de la micobacteria, algunas proteínas han sido implicadas en la integridad 

estructural y la morfología de las colonias de M. tuberculosis (Fishbein et al., 

2015). Por ejemplo, se ha observado que la deleción del gen ppe38en el sublinaje 

IV de M. marinum, compromete la integridad estructural por la alteración de la 

superficie celular y evita la formación del biofilm (Dong et al., 2012). La ruptura de 

tres genes ppe del sublinaje V a través de mutagénesis mediante transposones, 

incrementó significativamente la resistencia a ampicilina, implicando a estas 

proteínas en el mantenimiento de la integridad de la pared celular de M. 

tuberculosis (Danilchanka et al., 2008).La exposición en la superficie o la 

secreción al medio extracelular posiciona a las proteínas PE/PPE para interactuar 

directamente con blancos del hospedero (Fishbein et al., 2015). Existe evidencia 
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de que ciertos miembros de la familia de estas proteínas pueden interactuar con 

moléculas del hospedero, como los receptores tipo Toll 2 (TLR2, por sus siglas en 

inglés) (Basu et al.,2007; Nair et al., 2009; Zumbo et al., 2013). 

Investigaciones recientes han sugerido una unión intrigante entre las 

proteínas PE/PPE y el metabolismo de lípidos de las micobacterias. Un estudio 

reciente mostró que una mutante de M. marinum deficiente en la síntesis de 

lipooligosacáridos, presenta una disminución en la secreción de proteínas 

PE_PGRS (van den Woude et al., 2012). Otro trabajo mostró que en estado de 

inanición continua, M. tuberculosis aumenta la regulación de la expresión de los 

genes de lipasas, incluyendo dos miembros de la familia PE, llamados LipY 

(PE_PGRS63) y LipX (PE11) (Deb et al., 2006). LipY fue la primer proteína 

PE/PPE que se asoció con propiedades enzimáticas, por lo que fue denominada 

triacilglicérido lipasa (Fishbein et al., 2015). 

Antes de la aparición de la respuesta inmune adaptativa, la infección por M. 

tuberculosis es establecida mediante su entrada al macrófago del hospedero 

(Kaufmann, 2001; Thi et al., 2012). Varias proteínas PE/PPE han sido ligadas a la 

inhibición y/o activación de la actividad del macrófago (Fig. 7). El sistema de 

secreción ESX-5 y las proteínas PE/PPE asociadas son parcialmente 

responsables de la virulencia de M. tuberculosis y contribuyen con su capacidad 

para crecer dentro del macrófago (Bottai et al., 2012). Por ejemplo, PE_PGRS62 

(sublinaje V) inhibe la maduración del fagosoma y ciertos mecanismos 

bactericidas in vivo (Huang et al., 2012). Además, PE_PGRS62, PE5, PPE15 y 

PPE2 inhiben la producción de especies reactivas de oxígeno; mientras que PE5, 

PE15 y PE4 ayudan a incrementar la supervivencia de la micobacteria dentro del 

macrófago (Tiwari et al., 2012). Por último, PE_PGRS30 inhibe la fusión del 

fagolisosoma, asociándose también a la virulencia micobacteriana (Iantomasi et 

al., 2012). Se ha visto que la interrupción de ppe38 en M. marinum reduce la 

fagocitosis del macrófago y la virulencia en peces zebra (Dong et al., 2012), y hay 

evidencia de los efectos inmunomoduladores de las proteínas PE/PPE sobre el 

ambiente del macrófago (Mukhopadhyay y Balaji, 2011). 
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Figura 7. Influencia de las proteínas PE/PPE en el procesamiento del macrófago por 
M. tuberculosis. Representación de la infección de M. tuberculosis al macrófago hospedero y los 
puntos en los cuales las proteínas PE/PPE afectan este proceso. A) Proteínas que presentan 
inhibición de la fagocitosis del bacilo. B) Proteínas que se unen a TLR2. C) Proteínas que detienen 
los mecanismos de estrés nitrosativo mediante la inhibición de la Óxido Nítrico Sintasa inducible 
(iNOS) para la producción de Especies Reactivas de Nitrógeno (RNS). D) Proteínas que inhiben 
parcialmente la maduración del fagosoma, ya sea la acidificación o la fusión del fagolisosoma 
(Modificado de Fishbein et al., 2015). 

 

Un análisis in vivo de la expresión de 10 genes ppe_mptr de cepas 

pertenecientes al sublinaje V en tejido de pulmón y bazo de ratones infectados con 

M. tuberculosis, reveló que estos genes aumentan en gran medida su 

transcripción cuando son expuestos a isoniazida y etambutol. El blanco de estos 

fármacos son las vías enzimáticas que llevan a la biosíntesis de la pared celular, 

proporcionando evidencia indirecta del papel de las proteínas PPE_MPTR en 

dicha estructura celular y la posible interacción entre el patógeno y el hospedero 

(Soldini et al., 2011). 

 

1.6.4 Polimorfismos en los genes pe/ppe 

En organismos patógenos generalmente se encuentra que las proteínas 

directamente expuestas a la vigilancia del sistema inmune del hospedero 

muestran niveles más altos de polimorfismos que las que se encuentran en las 
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proteínas housekeeping (McEvoy et al., 2012). Como se mencionó anteriormente, 

actualmente existe evidencia robusta de que muchas proteínas PE/PPE se 

encuentran en la superficie celular (Sampson et al., 2001; Banu et al., 2002; 

Delogu et al., 2004; Cascioferro et al., 2007; Brennan et al., 2001) y que otras 

probablemente son secretadas (Abdallah et al., 2006).Esto, junto con su 

inmunogenicidad y la naturaleza polimórfica bien establecida de los repetidos en el 

extremo C-terminal, ha conducido a plantear su implicación en la variación 

antigénica y la evasión de la respuesta inmune (McEvoy et al., 2012). De hecho, 

existen estudios que han revelado diversos grados de polimorfismos en la 

secuencia de pe/ppe entre aislados clínicos de M. tuberculosis. En ese sentido, 

Talarico y colaboradores (2005, 2007, 2008), han documentado el alto grado de 

polimorfismos en los genes pe_pgrs33, pe_pgrs16 y pe_pgrs26. 

La mayor parte de los estudios se han llevado a cabo en pe_pgrs33, el cual 

ha sido usado como modelo de esta subfamilia (Cascioferro et al., 2007). Se ha 

demostrado que esta proteína está implicada en la interacción del bacilo con los 

macrófagos (Brennan et al., 2001), el dominio PE de PE_PGRS33 es necesario 

para su localización en la pared celular, y el dominio PGRS afecta la forma y la 

morfología de la colonia bacteriana (Mukhopadhyay y Balaji, 2011). Basu y 

colaboradores en (2007) demostraron que pe_pgrs33 provoca apoptosis en los 

macrófagos mediante interacción directa con TLR2 e induce la secreción de factor 

de  necrosis tumoral alfa (TNF-, por sus siglas en inglés). En el mismo estudio se 

comprobó también que la interacción es mediada por el dominio PGRS, que esta 

propiedad es específica para PE_PGRS33, y que polimorfismos en el dominio 

PGRS afectan la capacidad de la proteína para inducir la secreción de TNF- 

(Basu et al., 2007). 

Recientemente, Kohli y colaboradores (2012) realizaron un estudio 

comparativo entre la familia de genes pe/ppe de las cepas H37Rv y H37Ra que 

presentan diferencias genéticas en el contexto de virulencia, dichas cepas están 

bien caracterizadas y provienen de la misma cepa antecesora M. tuberculosis 

H37. Para una interpretación más significativa también investigaron familias de 
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genes que no pertenecen a pe/ppe y que se conoce están asociados con 

patogénesis, como son las familia mce, MmpL, factores Sigma y TCSs, así como 

los cambios fisicoquímicos que se presentaron en las proteínas codificadas. 

Encontraron que en la cepa H37Ra están ausentes las proteínas PE10, 

PE_PGRS49, PE_PGRS56, PE_PGRS60, a pesar de que las secuencias de 

nucleótidos estaban presentes en el genoma. Entre la familia de proteínas 

PE_PGRS encontraron secuencias de aminoácidos completamente iguales de 

PE_PGRS14, PE_PGRS24, PE_PGRS30, PE_PGRS33, PE_PGRS34, 

PE_PGRS35 y PE_PGRS45 en ambas cepas. Las diferencias en las secuencias 

de aminoácidos también fueron evidentes en las proteínas wag22, PPE18, PE24, 

PPE5, PPE9, PPE13, PE_PGRS22, PE_PGRS25, PE_PGRS36, PE_PGRS40 y 

PE_PGRS47. En cuanto a las familias de genes que no pertenecen a pe/ppe, las 

diferencias fueron mínimas, encontrándose sólo un miembro de cada familia 

diferente en la cepa H37Ra por inserción o SNP, atribuyendo dichos cambios a la 

atenuación de esta cepa. El análisis genómico comparativo identificó varios 

cambios claves en la secuencia de nucleótidos entre las proteínas PE/PPE 

homólogas de H37Rv y H37Ra, estos cambios incluyeron principalmente 

inserciones y deleciones que afectaban los marcos de lectura abiertos de los 

genes; además, dichas alteraciones resultaron en cambios físico-químicos de las 

proteínas codificadas, como alteración de la estructura globular del extremo N-

terminal, pérdida o ganancia de sitios de fosforilación, codones de paro que 

provocan el acortamiento del extremo C-terminal, que sean hidrófobas o 

hidrofílicas. Así, dicho trabajo establece una correlación de diversos cambios en la 

secuencia de nucleótidos con la función in vivo, incluyendo la virulencia y 

patogénesis, por lo que los investigadores señalan que son necesarios más 

estudios bioquímicos y funcionales para establecer el papel que los cambios 

detectados juegan en la atenuación de H37Ra (Kohli et al., 2012). 

Se han detectado polimorfismos en algunos genes y proteínas de la familia 

ppe asociados a determinados genotipos dentro de especies del género 

Mycobacterium. Por ejemplo, en M. avium subsp. paratuberculosis los 
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polimorfismos dentro del locus MAP1506 permitió diferenciar entre cepas de los 

genotipos I (específico de ovinos), II (específico de bovinos) y III (cepas 

intermedias) (Griffiths et al., 2008).También se ha documentado un SNP en la 

posición 581 en el gen ppe44 que es específico de cepas de la familia Beijing 

(Rindi et al., 2007). Dicho polimorfismo puede ser empleado como herramienta 

epidemiológica para distinguir a las cepas Beijing en ensayos simples de PCR, 

algo que todavía no ha sido explorado. Esto mismo puede ser aplicado para otros 

genotipos de M. tuberculosis. No obstante, a la fecha no existen estudios en los 

que se busque asociar a los polimorfismos en los genes de las familias de 

proteínas PE/PPE con genotipos específicos. Por otro lado, también se han 

reportado polimorfismos en genes que codifican para la familia de proteínas PE 

relacionados con características clínicas de las cepas. Así, Wang y colaboradores 

(2011) reportaron que ciertos polimorfismos del gen que codifica para la proteína 

PE_PGRS33están relacionados con cepas clínicas capaces de causar 

tuberculosis meníngea pediátrica, una forma particularmente agresiva de la 

enfermedad. De manera interesante, dicho polimorfismo presenta la misma 

frecuencia entre cepas de la familia Beijing y cepas dentro de otras familias (Wang 

et al., 2011). Nuevamente, la relación entre polimorfismos de los genes pe y otras 

familias de M. tuberculosis se encuentra poco explorada.  

 

1.7 Antecedentes 

En el laboratorio de Genética Molecular Microbiana, se tiene una colección de 

120 cepas de micobacterias, recolectadas a partir del año 2009, con datos 

epidemiológicos de los pacientes, que incluyen: ubicación de la enfermedad, edad, 

género, comorbilidad y jurisdicción de procedencia. De estos aislados, 59 se han 

caracterizado mediante al menos una de las siguiente técnicas de genotipificación: 

análisis de deleciones específicas de especie en 8 regiones genómicas (Huard et 

al., 2003), espoligotipificación (Kamerbeek et al., 1997) y/o MIRU-VNTR 

(Mycobacterial Interspersed Repetitive Units – Variable Number of Tandem 
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Repeats (Supply et al., 2006). Con estas técnicas se determinó la especie dentro 

del MTBC a la que pertenece cada asilado, su familia y su linaje (Tabla 1). Dentro 

de las cepas tipificadas se encontraron tres cepas RDRIO: Mycobacterium 

tuberculosis que portan una deleción desde el gen Rv3346c hasta el gen Rv3355c, 

genotipo reportado previamente por Lazzarini y colaboradores (2007).  Destaca la 

presencia de una cepa de la familia Beijing, de origen asiático, tres cepas del linaje 

Este de Asia e India, que también es de origen asiático, pero predominante en el 

estado de Guerrero, y una cepa de la familia Ghana del linaje Oeste de Asia. 

Adicionalmente, se ha determinado si estas 59 cepas presentan resistencia a 

uno o más de los antibióticos de primera línea usados en el tratamiento de TB 

(Isoniacida (INH), Rifampicina (RIF), Etambutol (EMB), Estreptomicina (SM) y 

Pirazinamida (PZA)) (Tabla 1). Así como la presencia de mutaciones en genes 

asociados a dichas resistencias. 

 

Tabla 1. Características clínicas, genotípicas y resistencia a antibióticos de las cepas de 

estudio. 

CEPA PANEL DE 

HUARD 

ORIGEN 

CLÍNICO 

LINAJE FAMILIA RESISTENCIA 

MYC 001 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano X Sensible 

MYC 003 M. tuberculosis Meníngea Euro-Americano T Sensible 

MYC 004 M. tuberculosis Meníngea Este de Asia Beijing Sensible 

MYC 006 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano X Sensible 

MYC 007 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano LAM Sensible 

MYC 008 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano LAM Sensible 

MYC 009 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano X Sin información 

MYC 011 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano SNR EA Sensible 

MYC 012 M. tuberculosis Pulmonar ND ND Resistente 

(MDR-TB) 

MYC 013 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano X Sensible 

MYC 014 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano X Sensible 

MYC 015 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano SNR EA Sensible 
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MYC 016 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano SNR EA Resistente 

(INH) 

MYC 017 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano T Resistente 

(MDR-TB) 

MYC 018 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano SNR EA Resistente 

(SM, EMB) 

MYC 019 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano Haarlem Sensible 

MYC 021 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano SNR EA Sensible 

MYC 022 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano X Sensible 

MYC 023 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano LAM Sensible 

MYC 024 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano T Resistente 

(MDR-TB) 

MYC 026 M. tuberculosis Meníngea Indo-Oceánico SNR IO Resistente 

(PZA) 

MYC 027 M. tuberculosis Pulmonar Indo-Oceánico EAI Sensible 

MYC 028 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano SNR EA Resistente 

(RIF) 

MYC 029 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano LAM Sensible 

MYC 030 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano SNR EA Sensible 

MYC 031 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano LAM Sensible 

MYC 032 M. tuberculosis Pulmonar Indo-Oceánico SNR IO Sensible 

MYC 033 M. tuberculosis Pulmonar ND ND Resistente 

(PZA) 

MYC 034 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano SNR EA Sin información 

MYC 035 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano T Resistente  

(EMB) 

MYC 036 M. tuberculosis Meníngea Euro-Americano T Sin información 

MYC 037 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano T Resistente 

(SM) 

MYC 039 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano Haarlem Resistente 

(RIF) 
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MYC 040 M. tuberculosis Pulmonar  Euro-Americano S Resistente 

(MDR-TB) 

MYC 041 M. tuberculosis Pulmonar  ND ND Resistente 

(MDR-TB) 

MYC 042 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano X Sensible 

MYC 043 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano S Resistente 

(MDR-TB) 

MYC 044 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano T Sin información 

MYC 045 M. tuberculosis Pulmonar Indo-Oceánico SNR IO Sensible 

MYC 046 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano Haarlem Sensible 

MYC 047 M. tuberculosis Mixta Euro-Americano NEW-1 Sensible 

MYC 048 M. tuberculosis Mixta Euro-Americano NEW-1 Sensible 

MYC 049 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano NEW-1 Sensible 

MYC 050 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano S Sensible 

MYC 051 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano Haarlem Sensible 

MYC 052 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano Haarlem Sensible 

MYC 053 M. tuberculosis Mixta Euro-Americano X Sensible 

MYC 055 M. tuberculosis Meníngea Euro-Americano LAM Resistente 

(SM) 

MYC 056 M. tuberculosis Mixta  Euro-Americano LAM Sensible 

MYC 058 M. tuberculosis Pulmonar Oeste de África Ghana Sensible 

MYC 059 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano S Resistente 

(MDR-TB) 

MYC 060 M. tuberculosis Pulmonar ND ND Sensible 

MYC 061 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano LAM Sensible 

MYC 062 M. tuberculosis Pulmonar Indo-Oceánico EAI Resistente 

(SM,EMB, 

PZA) 

MYC 063 M. tuberculosis Meníngea  Euro-Americano NEW-1 Sin información 

MYC 064 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano X Sensible 

MYC 065 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano LAM Resistente 
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(MDR-TB) 

MYC 066 M. tuberculosis Pulmonar ND ND Sin información 

MYC 068 M. tuberculosis Pulmonar Euro-Americano Haarlem Sin información 

MYC 072 M. tuberculosis Pulmonar Indo-Oceánico EAI Resistente 

(RIF) 

LAM: Latino-América-Mediterráneo; EAI: Este Áfrico-Indio; SNR EA: Espoligotipo No Reportado del 
linaje Euro-Americano; SNR IO: Espoligotipo No Reportado del linaje Indo-Oceánico; ND: No 
Determinada. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

Ya que se cuenta con una colección de cepas aisladas de pacientes con 

tuberculosis provenientes de Michoacán y que éstas han sido tipificadas genético 

molecularmente, es interesante encontrar la asociación entre estas familias y las 

variantes que puedan presentar los genes pe/ppe en dichas cepas, con la finalidad 

de tener un mejor entendimiento de las características genéticas que se 

encuentran detrás de un fenotipo o genotipo observado. 

Dada la falta de una mayor evidencia epidemiológica y experimental que 

demuestre que los genes pe/ppe juegan un importante papel en la virulencia y 

permanencia de M. tuberculosis en los tejidos del hospedero; es de gran 

importancia contar con un conocimiento más detallado de las características 

genéticas delas cepas de M. tuberculosis circulantes en el estado de Michoacán 

para establecer las cadenas de transmisión existentes y entender mejor la 

persistencia de ciertas cepas en los casos clínicos documentados; esto aunado al 

conocimiento de las características de las cepas predominantes (linaje, familia, 

genotipo, resistencia a antibióticos y determinantes genéticos relacionados con 

ella, genes que evaden el sistema inmune), generará información de utilidad para 

determinar el grado de virulencia y patogenicidad de las cepas y en el manejo 

epidemiológico futuro de TB en la región. 
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3. HIPÓTESIS 

 

 Existen polimorfismos en los genes pe y ppeen cepas de Mycobacterium 

tuberculosis aisladas de pacientesdel estado de Michoacán que se relacionan con 

características genotípicas y clínicas específicas. 

 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.1  OBJETIVO GENERAL 

  

Establecer la relación entre los polimorfismos de los genes pe y ppe de 

cepas de M. tuberculosis aisladas de pacientes del Estado de Michoacán y sus 

características genotípicas y clínicas. 

 

 

4.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

1. Identificar los polimorfismos en los genes pe y ppe en cepas de M. 

tuberculosis aisladas de pacientes del Estado de Michoacán. 

 

2. Asociar los polimorfismos de los genes pe y ppe con las familias de M. 

tuberculosis aisladas de pacientes del Estado deMichoacán. 

 

3. Relacionar los polimorfismos de los genes pe y ppe con las características 

clínicas de las cepas de M. tuberculosis aisladas de pacientes del Estado 

de Michoacán. 
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Material biológico 

 Para este estudio se incluyeron59 aislados clínicos de M. tuberculosis 

obtenidos durante 2009-2014 de pacientes con tuberculosis pulmonar, meníngea, 

ganglionar y mixta (Tabla 1), donados por el “Hospital General Dr. Miguel Silva” 

(HGMS), la clínica no. 75 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)de 

Morelia Michoacán y el Laboratorio de Micobacterias del Laboratorio Estatal de 

Salud Pública de Michoacán (LESP). La manipulación de las cepas se realizó en 

un área de bioseguridad nivel II con prácticas de bioseguridad nivel III. Se solicitó 

también a dichas instancias la información clínica y epidemiológica de cada uno de 

estos aislados y los pacientes de quienes se obtuvieron. La información obtenida 

se manejó de acuerdo a los protocolos de ética y confidencialidad 

correspondientes. Como cepa de referencia para los análisis moleculares se utilizó 

la cepa M. tuberculosis H37Rv donada por el DC. Antonio Enciso Moreno, de la 

Unidad de Investigación del IMSS-Zacatecas. 

 

6.2 Extracción de ADN 

 Las resiembras de las cepas y la extracción de ADN se llevaron a cabo en 

campana de bioseguridad nivel II, con prácticas de bioseguridad nivel III. Las 

cepas fueron resembradas en un tubo con medio Lowenstein-Jensen e incubadas 

a 37°C por tres o cuatro semanas. A partir de los subcultivos de estas cepas se 

extrajo el ADN genómico. Se suspendieron colonias de micobacterias en 400 µl de 

solución de lisis (Tris-HCl 100mM, pH 8.0, SDS 0.2%, NaCl 100mM y EDTA 

50mM) y se inactivaron a 80°C durante 1h. Enseguida se colocaron los tubos en 

hielo durante 2min, se agitaron vigorosamente por 5min y se centrifugaron 

brevemente. Posteriormente se agregaron 400 µl de mezcla de fenol y cloroformo 

1:1 (v/v), se agitó vigorosamente por 10min y se centrifugó a 13,400g por 10min. 

Se recuperó el sobrenadante en un tubo nuevo y se agregó un volumen igual de 
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mezcla de fenol y cloroformo 1:1 (v/v, 400µl aproximadamente), repitiendo los 

pasos de agitación y centrifugado. Se recuperó el sobrenadante y se transfirió a un 

tubo nuevo, se agregaron dos volúmenes de isopropanol frío. Se incubó la 

muestra a -20°C por al menos 20min, transcurrido el tiempo se centrifugó a 9300g 

por 10min, se decantó el sobrenadante y la pastilla de ADN se lavó con 200 µl de 

etanol al 70% (v/v) dos veces y se dejó secar a temperatura ambiente hasta la 

evaporación total del etanol. Una vez seca la pastilla de ADN se resuspendió en 

30µl de agua desionizada estéril. La integridad del ADN obtenido se visualizó por 

electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/v) teñidos con bromuro de etidio en un 

fotodocumentador ChemiDoc (BioRad, USA). La concentración de ADN fue 

determinada en el espectrofotómetro NanoDrop (ThermoScientific®, USA). Se 

prepararon diluciones de trabajo a una concentración de 20ng/µl. El ADN aislado y 

las diluciones de trabajo se conservaron a -20°C hasta su utilización. 

 

6.3 Amplificación por PCR de los genes pe y ppe 

 Para la estandarización de las condiciones de amplificación se llevaron a 

cabo ensayos de PCR de los genespe_pgrs18, pe_pgrs26, pe3 y ppe44 utilizando 

ADN de la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv. Los oligonucleótidos 

utilizados se enlistan en la Tabla 2. Inicialmente la reacción de PCR se desarrolló 

con Tris-HCl 20mM pH 8.2, MgCl2 1.5mM, dNTPs 0.2µM, 0.4µM de cada 

oligonucleótido, 1U de Taq DNA Polimerasa Recombinante (Invitrogen®, USA), 

25ng de ADN y DMSO al 4%. Las condiciones iniciales empleadas en la cepa de 

referencia se fueron modificando para optimizar el ensayo de PCR para cada uno 

de los 4 genes en todos los aislados de estudio (Tabla 3), y se utilizó la enzima 

Taq HIFI Platinum Polimerasa (Invitrogen®, USA). El programa de amplificación 

fue distinto para cada gen (Tabla 4). Las amplificaciones se llevaron a cabo en un 

termociclador Corbett Research Palm-Cycler™ (Corbett Life Science®). Los 

productos de amplificación se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa 



Polimorfismos en genes pe y ppe presentes en cepas de Mycobacterium                      
tuberculosis provenientes de Michoacán 

 2015 

 

Erandi Frutos Hernández                                                                                                           33  

 

al 2% (p/v) teñidos con bromuro de etidio (BrEt) y las imágenes de los geles se 

capturaron en el fotodocumentador ChemiDoc (BioRad, USA). 

 

Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados en este estudio. 

Gen Clave Secuencia 5’ 3’ 

Tamaño del 

fragmento 

(pb) 

Fuente 

pe_pgrs18 
pe_pgrs18F 

pe_pgrs18R 

GCAGGGATCGTCCGAATAAA 
CGGTCACGCCCACAAGGTG 

1561 McEvoy et 
al., 2012 

pe_pgrs26 
pe_pgrs26F 

pe_pgrs26R 

CGAACGTGATGGTAGTCCCG 

CCTTTGCCGTCGAGGCTTTC  

1240  

pe3 
pe3F 

pe3R 

CGGGATCGGTTCGGCGATAC 

CGACAACTCCGTCACACTGG 

1297  

ppe44 
ppe44F  

ppe44R 

TGGCGAGCGTGGTGCCTACGCTGGC 

GGGTTAGCGCAATGTGGC  

1292  McEvoy et 

al., 2012 

 

Tabla 3. Condiciones empleadas en los ensayos de PCR para la amplificación de los genes 

de virulencia. 

Gen 
Tris-

HCl 
MgSO4 dNTPs 

Oligo 

directo 

Oligo 

reverso 
Taq HIFI ADN DMSO 

pe_pgrs18 20mM 2.0mM 0.2µM 0.4µM 0.4µM 1.2 U/µL 30ng 6% 

pe_pgrs26 20mM 2.0mM 0.2µM 0.4µM 0.4µM 1.2 U/µL 20ng 6% 

pe3 20mM 2.0mM 0.2µM 0.4µM 0.4µM 1.2 U/µL 20ng 4% 

ppe44 20mM 2.0mM 0.2µM 0.4µM 0.4µM 1.2 U/µL 30ng 4% 

 

Tabla 4. Programas de amplificación mediante PCR de los genes de estudio. 

Gen 
Desnaturalización 

inicial 
Desnaturalización Alineamiento Extensión 

Extensión 

final 

pe_pgrs18 

95° por 6min 

1 ciclo 

95° por 30s 

 

20 ciclos 

61° por 1min 

20 ciclos 

72° por 

3min 

20 ciclos 

72° por 

2min 

1 ciclo 

pe_pgrs26 

95° por 6min 

1 ciclo 

95° por 30s 

25 ciclos 

62° por 1min 

25 ciclos 

72° por 

2min 

25 ciclos 

72° por 

2min 

1 ciclo 
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pe3 

95° por 6min 

1 ciclo 

95° por 30s 

25 ciclos 

61° por 1min 

25 ciclos 

72° por 

1:30min 

25 ciclos 

72° por 

2min 

1 ciclo 

ppe44 

95° por 6min 

1 ciclo 

95° por 30s 

25 ciclos 

61° por 1min 

25 ciclos 

72° por 

2min 

25 ciclos 

72° por 

2min 

1 ciclo 

 

6.4 Secuenciación  

 Los productos de amplificación obtenidos fueron secuenciados por la 

empresa Elim Biopharm (USA) utilizando un secuenciador de electroforesis capilar 

ABI 3730xl de Applied Biosystems. Solamente se secuenció la cadena codificante 

de los genes pe_pgrs18, pe_pgrs26, pe3, ppe44. 

 

6.5 Análisis bioinformático 

 Las  secuencias obtenidas se compararon con las depositadas en el 

GenBank por el algoritmo Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para 

encontrar aquellas con máxima identidad. De dicha búsqueda se seleccionaron 

secuencias para la identificación de polimorfismos. Se realizó un alineamiento 

múltiple mediante los programas Clustal X versión 2.1 y Mega versión 6.06 y las 

secuencias obtenidas fueron editadas manualmente en el programa Bioedit 

versión 7.2.5. 

 

6.6 Análisis estadístico 

 Para el procesamiento de los datos se empleó el paquete estadístico SPSS 

v. 20.0. La asociación de variables se efectuó con el estadístico de prueba no 

paramétrico Chi cuadrado. La herramienta estadística para interpretar la 

asociación de las variables fue mediante residuales tipificados. Las cifras 

estadísticamente significativas fueron las que asociaron a un P<0.05. 
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Optimización de los ensayos de amplificación por PCR de los genes 

pe/ppe 

 Se utilizó el ADN de la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv para 

estandarizar las condiciones de amplificación para cada uno de los genes de 

estudio, obteniendo los productos esperados (Fig. 8). 

 

 

Figura 8. Productos de amplificación obtenidos de los genes de estudio con ADN de la cepa 

M. tuberculosis H37Rv. Geles de agarosa al 2% (p/v) teñidos con BrEt. A) Gen pe_pgrs18, 

1561pb; B) gen pe_pgrs26, 1240pb; C) gen pe3, 1297pb; D) gen ppe44, 1292pb. M: marcador de 

tamaño molecular, 1 kb plus ADN ladder (Invitrogen, USA). 
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 Una vez obtenidos los productos de amplificación deseados con la cepa de 

referencia, se realizaron las amplificaciones de los genes de interés en cada una 

de las cepas de estudio (Fig. 9).Se obtuvieron los productos de amplificación del 

tamaño esperado para cada uno de los 4 genes de interés en las 59 cepas 

analizadas. Sin embargo, las cepas MYC 023 y MYC 056 mostraron bandas de 

mayor tamaño en el gen pe_pgrs18, este resultado fue analizado y es explicado 

posteriormente. 

 

 

Figura 9. Productos de amplificación obtenidos de los genes de estudio en las cepas de M. 

tuberculosis. Geles de agarosa al 2% (p/v) teñidos con BrEt que muestran los productos de 

amplificación de A) Gen pe_pgrs18; B) gen pe_pgrs26; C) gen pe3; y D) gen ppe44. Carriles: M, 

marcador de peso molecular, 1 kb plus ADN ladder (Invitrogen, USA); 1 a 11: amplicones 

representativos de algunas de las cepas de estudio. 

 

  

7.2 Secuenciación 

 Las secuencias utilizadas para el análisis presentaron los siguientes 

tamaños: pe_pgrs18 con 1374 bases, pe_pgrs26 con 733 bases, pe3 con 1245 

bases y ppe44 con 822 bases. 



Polimorfismos en genes pe y ppe presentes en cepas de Mycobacterium                      
tuberculosis provenientes de Michoacán 

 2015 

 

Erandi Frutos Hernández                                                                                                           37  

 

Al realizar la secuenciación de los cuatro productos de amplificación de las 

59 cepas, se obtuvieron electroferogramas de muy buena calidad, con una alta 

resolución y definición de picos (Fig. 10). 

 

 

 

 

 

        A 

        B 
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Figura 10. Electroferogramas representativos de las secuencias obtenidas de distintos 

productos de amplificación de los genes de interés. Electroferogramas obtenidos en la reacción 

de secuenciación de los genes A) pe_pgrs18, cepa MYC 068; B) pe_pgrs26, cepa MYC 042; C) 

pe3, cepa MYC 007; y D) ppe44, cepa MYC 015. 

 

7.3 Detección de SNPs, inserciones y deleciones en los genes de interés 

Con las secuencias editadas se realizó una búsqueda BLASTn en el 

Genbank comprobándose que cada una de estas correspondía a los genes de 

estudio. Anteriormente se mencionó que dos de las cepas (MYC 023 y MYC 056) 

habían presentado productos de amplificación mayores de lo esperado. Al realizar 

el BLASTn se encontró que presentaban 100% de identidad con una transposasa, 

es decir con una enzima presente en elementos móviles del ADN. En este caso en 

      C 

      D 
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particular pertenece a la secuencia de inserción IS6110, los cual corroboró la 

inserción de esta secuencia en el gen pe_pgrs18 de la cepa correspondiente.  

El alineamiento múltiple mostró que los tipos de polimorfismos identificados 

en los cuatro genes analizados fueron SNPs, inserciones y deleciones (Fig. 11). 

Las posiciones de los polimorfismos se establecieron en base a la posición dentro 

del gen de la cepa de referencia H37Rv (número de acceso AL123456.3). 

 

 

 

 

 

         A 

         B 
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Figura 11. Alineamiento múltiple representativo de las secuencias de los genes de estudio. 

Se alinearon las 59 secuencias correspondientes a cada una de las cepas estudiadas; como 

referencia se usó la secuencia de la cepa M. tuberculosis H37Rv obtenida de la base de datos 

GenBank(número de acceso AL123456.3).Los alineamientos mostrados corresponden al gen 

pe_pgrs26. Tipos de polimorfismos encontrados: A) SNP; B) inserciones; C) deleciones. 

 

Después de realizar los alineamientos se identificaron los tipos de 

polimorfismos presentes en los 4 genes de cada una de las 59 cepas (Tabla 5), 

así como la posición en la que se encontraban. 

 

Tabla 5. Tipos y cantidad de polimorfismos encontrados en cada gen. 

Polimorfismo pe_pgrs18 pe_pgrs26 pe3 ppe44 

SNP 144 7 8 2 

Inserción 4 2 1 0 

Deleción 3 1 0 0 

 

El gen pe_pgrs18 resultó ser el más polimórfico ya que el 71.1% de las 

cepas analizadas presentaron algún polimorfismo en su secuencia, mientras que 

el gen ppe44 mostró ser el más conservado, ya que sólo el 11.8% de las cepas 

presentaron algún polimorfismo. 

 

         C 



Polimorfismos en genes pe y ppe presentes en cepas de Mycobacterium                      
tuberculosis provenientes de Michoacán 

 2015 

 

Erandi Frutos Hernández                                                                                                           41  

 

7.4 Asociación entre polimorfismos y familias 

Se realizó la asociación de variables mediante el estadístico de prueba no 

paramétrico Chi cuadrado, considerando un resultado estadísticamente 

significativo si era asociado a un P<0.05. 

En las figuras presentadas a continuación se muestran únicamente las 

asociaciones estadísticamente significativas entre el polimorfismo y la familia para 

cada uno de los genes. La totalidad de polimorfismos, su posición y familia en que 

se encontraron, se especifican en las tablas6, 7, 8 y 9. 

 

7.4.1 Asociación entre los polimorfismos del gen pe_pgrs18 y las familias de 

M. tuberculosis 

Se obtuvo la secuencia completa del gen pe_pgrs18 (1374 bases) 

(coordenadas en el genoma 1,095,078..1,096,451),presentó más de 100 SNPs; 

sin embargo, se observó un patrón de asociación con base en las posiciones de 

los cambios y familias en que se presentaban, lo que permitió formar tres grupos 

bajo estos criterios. El primer grupo estuvo integrado por siete SNPs en las 

posiciones 54-247, presentes en las familias LAM, T, Haarlem, EAI, Beijing, SNR 

EA, SNR IO y ND; el segundo grupo lo formaron 47 SNPs en las posiciones 295-

510, presentes en las familias X, T, Haarlem, NEW-1, Ghana, SNR EA, SNR IO y 

ND; el tercer grupo se formó por dos SNPs en las posiciones 774 y 808, presentes 

en las familias T, EAI, Beijing, SNR EA y ND (Fig. 12), las cepas que 

corresponden a las familias que presentaron polimorfismos se muestran en la 

Tabla 6. 
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           B 
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Figura 12. Asociación entre SNPs del gen pe_pgrs18 y las familias de M. tuberculosis. 

Presencia o ausencia de SNPs en las familias de las cepas de estudio. A) Grupo de 5 SNPs en las 

posiciones 54 a 247 (P<0.05). B) Grupo de 47 SNPs en las posiciones 295 a 510 (P<0.05). C) 

Grupo de 2 SNPs en las posiciones 774 y 808 (P<0.05). 

 

De las cuatro inserciones que se presentaron en el gen pe_pgrs18, solo una 

resultó estadísticamente significativa, la ubicada en la posición 297-308, que se 

presentó en las familias X, T, Haarlem, NEW-1, Ghana, SNR EA, SNR IO y ND 

(Fig. 13). 

 

            C 
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Figura 13. Asociación entre la inserción 297-308 del gen pe_pgrs18 y las familias de M. 

tuberculosis. Presencia o ausencia de inserciones en las familias de las cepas de estudio. 

Inserción 297-308(P<0.05). 

 

Ninguna de las otras tres deleciones fue estadísticamente significativa en su 

relación con las familias de M. tuberculosis de las cepas de Michoacán. El total de 

las posiciones de los polimorfismos, incluidos los no significativos del gen 

pe_pgrs18 se muestran en la tabla 6.Se observó una clara asociación entre la 

posición tanto de los SNPs como de una inserción con las familias en las que se 

presentan.  

 

Tabla 6. Tipos de polimorfismos en el gen pe_pgrs18, posiciones y familia en que se 

encuentran. 

Polimorfismo Posición Familia Cepa (MYC) 

SNP 54-247 LAM, T, Haarlem, EAI, 

Beijing, SNR EA, SNR 

IO, ND 

004, 007, 008, 015, 

018, 019, 024, 027, 

029, 030, 031, 032, 

033, 039, 044, 051, 
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052, 055, 061, 062, 

065, 072 

 295-510 X, T, Haarlem, NEW-1, 

Ghana, SNR EA, SNR 

IO, ND 

001, 006, 009, 011, 

013, 014, 017, 019, 

021, 022, 024, 028, 

030, 032, 039, 042, 

046, 047, 048, 051, 

052, 053, 058, 064, 

066, 068 

 746 X 006 

 774 y 808 T, EAI, Beijing, SNR 

EA, ND 

004, 018, 027, 033, 

044, 062, 072 

 784 EAI 072 

 962-1217 LAM 065 

Inserciones 297-308 X, T, Haarlem, NEW-1, 

Ghana, SNR EA, SNR 

IO, ND 

001, 006, 009, 011, 

013, 014, 017, 019, 

021, 022, 024, 028, 

030, 032, 039, 042, 

046, 047, 048, 051, 

052, 053, 058, 064, 

066, 068 

 985-987 LAM 065 

 1167 LAM 065 

 1183 LAM 065 

Deleciones 468-596 S 040 

 1081 LAM 065 

 1110-1124 LAM 065 

 

La secuencia del gen pe_pgrs18 de la cepa MYC 065 perteneciente a la 

familia LAM, presentó 88 SNPs (más del 50% de los SNPs para este gen) a partir 
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de la posición 962 y hasta la 1217. Es importante mencionar que ninguna otra 

cepa mostró la presencia de dichos polimorfismos. 

 

7.4.2 Asociación entre los polimorfismos del gen pe_pgrs26 y las familias de 

M. tuberculosis 

El gen pe_pgrs26(coordenadas en el genoma 1,618,209..1,619,684) 

presentó dos SNPs con asociación significativa, uno en la posición 368 presente 

en las familias T, EAI y ND; el otro en la posición 707 encontrado en familias T, 

EAI, Beijing, SNR EA y ND (Fig. 14), las cepas que corresponden a las familias 

que presentaron polimorfismos se muestran en la Tabla 7. 

 
 

          A 
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Figura 14. Asociación entre SNPs del gen pe_pgrs26 y las familias de M. tuberculosis.  

Presencia o ausencia de SNPs en las familias de las cepas de estudio. A) SNP 368 (P<0.05). B) 

SNP 707 (P<0.05). 

 

Las inserciones no mostraron resultados estadísticamente significativos 

(Tabla 7), en contraste con la deleción 558-570 presente en las familias Beijing y 

SNR EA, que si presentó una asociación significativa con dichos grupos genéticos 

(Fig. 15). 

          B 
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Figura 15. Asociación entre la deleción del gen pe_pgrs26 y las familias de M. tuberculosis. 

Presencia o ausencia de deleciones en las familias de las cepas de estudio. Deleción 558-

570.(P<0.05). 

 

Tabla 7. Tipos de polimorfismos en el gen pe_pgrs26, posiciones y familia en la que se 

encuentran. 

Polimorfismo Posición Familia Cepa (MYC) 

SNP 302 T 036 

 368 T, EAI, ND 027, 033, 044, 062 

 450 SNR IO 032 

 509 T 044 

 637 SNR EA 034 

 686 X, SNR EA, ND 013, 014, 016, 053, 

066 

 707 T, EAI, Beijing, SNR 

EA y ND 

004, 018, 027, 033, 

044, 062, 072 

Inserciones 449 T 035 

 480 X 006 
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Deleciones 558-570 Beijing y SNR EA 004, 018 

 

El gen pe_pgrs26 presentó una menor cantidad de polimorfismos, siendo en 

las cepas pertenecientes a la familia T en donde se observaron la mayoría de 

estos cambios. Sin embargo, sólo se amplificaron 733 bases de las 1476 que 

forman el gen en la cepa de referencia H37Rv. 

 

7.4.3 Asociación entre los polimorfismos del gen pe3 y las familias de M. 

tuberculosis 

En el caso del gen pe3(coordenadas en el genoma 187,433..188,839) se 

amplificaron 1245 bases de las 1407 que constituyen el gen en la cepa de 

referencia H37Rv;este gen mostró ocho SNPs y una inserción; sin embargo, no se 

obtuvo ninguna asociación estadísticamente significativa con las familias. Las 

posiciones de los polimorfismos, así como las familias y las cepas en que se 

presentan, se muestran en la Tabla 8. 

 

Tabla 8. Tipos de polimorfismos en el gen pe3, posiciones y familia en que se encuentran. 

Polimorfismo Posición Familia Cepa (MYC) 

SNP 182 T 024 

 313 LAM 007, 029 

 505 NEW-1 048 

 652 LAM 023 

 1079 T 024 

 1102 X, T, ND 013, 014, 017, 

053, 066 

 1217 X 006 

 1256 X 001 

Inserciones 944 ND 060 
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No se observó relación entre los polimorfismos del gen pe3, ya que solo 

una o dos cepas pertenecientes a las familias mencionadas en la Tabla 8 son las 

que presentaron algún cambio en la secuencia del gen antes mencionado. Sin 

embargo, se observó que únicamente las familias pertenecientes al linaje Euro 

Americano presentaron polimorfismos en la secuencia del gen pe3. 

 

7.4.4 Asociación entre los polimorfismos del gen ppe44 y las familias de M. 

tuberculosis 

El gen ppe44 (coordenadas en el genoma 3,079,309..3,080,457) posee dos 

SNPs, uno en la posición176 en las familias T, EAI y ND, y otro en la posición 581 

en las familias T,EAI, Beijing, SNR EA, y ND, encontrándose en ambos una 

asociación estadísticamente significativa (Fig. 16), las cepas que corresponden a 

las familias que presentaron polimorfismos se muestran en la Tabla 9. 

 

          A 
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Figura 16. Asociación entre SNPs del gen ppe44 y las familias de M. tuberculosis. Presencia 

o ausencia de SNPs en las familias de las cepas de estudio. A) SNP 176 (P_valor<0.05). B) SNP 

581 (P_valor<0.05). 

 

 Se observó que todas las cepas de la familia EAI y una cepa de la familia T 

y ND presentaron ambos SNPs. El SNP 581 se presentó en un número mayor de 

cepas en comparación al 176. Los SNPs de este gen están presentes en familias 

de distintos linajes, Euro-Americano, Indo-Oceánico y Este de Asia. 

 Se amplificaron un total de 822 bases de las 1145 por las que está formado 

el gen ppe44. 

 

Tabla 9. Tipos de polimorfismos en el gen ppe44, posiciones y familia en que se encuentran. 

Polimorfismo Posición Familia Cepa (MYC) 

SNP 176 T, EAI, ND 027, 033, 044, 

062, 072 

 581 T, EAI, Beijing, 

SNR EA, ND 

004, 018, 027, 

033, 044, 062, 

          B 
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072 

 

7.5 Asociación entre los polimorfismos y las características clínicas de las 

cepas 

Una vez terminado el análisis de asociación entre polimorfismos y familias, 

se realizó, mediante la misma prueba estadística, la búsqueda de relación entre 

los polimorfismos y las características clínicas de las cepas, cuyos resultados se 

presentan a continuación. 

 

7.5.1 Asociación entre polimorfismos del gen pe_pgrs18 y las características 

clínicas de las cepas 

Con respecto al gen pe_pgrs18 se forman nuevamente dos grupos, el 

primero incluyó 41 SNPs ubicados en las posiciones 295 a 450 presentes en 25 

cepas pulmonares y una ganglionar; y el segundo está compuesto por tres SNPs 

ubicados en las posiciones 507, 508 y 510, presentes también en 25 cepas 

pulmonares y una ganglionar. Fue en estos grupos donde se encontró una 

asociación estadísticamente significativa entre los SNPs encontrados y las 

características clínicas de las cepas (Fig. 17). El total de los polimorfismos 

observados, incluyendo los no significativos, y las cepas que se presentaron 

muestran en la Tabla 10. 
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Figura 17. Asociación entre SNPs del gen pe_pgrs18 y la procedencia clínica de la cepa. 

Presencia o ausencia de SNPs en los fenotipos de las cepas de estudio. SNPs 295 a 450 y 507 a 

510 (P<0.05). 

 

 
De igual manera, la inserción 297-308 presente en las mismas 25cepas de 

origen pulmonar y una ganglionar, se asoció significativamente con las 

características clínicas de las cepas analizadas (Fig. 18). 
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Figura 18. Asociación entre inserción del gen pe_pgrs18 y la procedencia clínica de la cepa. 

Presencia o ausencia de inserciones en los fenotipos de las cepas de estudio. Inserción 297-308 

(P<0.05). 

 

La deleción del gen pe_pgrs18 no resultó con asociaciones significativas, y 

solo se detectó en una cepa de origen pulmonar. 

 

Tabla 10. Origen clínico de las cepas y su relación con las modificaciones presentes en el 

gen pe_pgrs18. 

Origen SNP Inserción Deleción Cepa (MYC) 

Pulmonar 54-1217 297-308, 985-

987, 1167, 

1183 

468-596, 1081, 

1110-1124 

001, 006, 007, 

008, 009, 011, 

013, 014, 015, 

017, 018, 019, 

021, 022, 024, 

027, 028, 029, 

030, 031, 032, 

033, 039, 040, 

042, 044, 046, 

047, 048, 051, 

053, 058, 061, 

064, 065, 066, 

068, 072 

Meníngea 54, 153, 213, 

774, 808 

  004 

Mixta 54, 129, 153, 

213, 247, 

462, 471, 

774, 808 

  055, 062 

Ganglionar 54, 129, 153, 

295-471, 507, 

297-308  052 
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508, 510 

 

Las cepas provenientes de tuberculosis pulmonar presentaron los tres tipos 

de polimorfismos, en la cepa ganglionar se encontraron numerosos SNPs y una 

inserción, y en las cepas meníngeas y mixtas solo se observaron algunos SNPs. 

 

7.5.2 Asociación entre los polimorfismos del gen pe_pgrs26 y la procedencia 

clínica de la cepa 

 Para el gen pe_pgrs26 solamente el SNP 302 resultó ser estadísticamente 

significativo para su asociación a una cepa meníngea (MYC 036). Tanto en 

inserciones como en deleciones, no se encontraron resultados significativos (Tabla 

11). 

 

 

Tabla 11. Origen clínico de las cepas y su relación con las modificaciones presentes en el 

gen pe_pgrs26. 

Origen SNP Inserción Deleción Cepa (MYC) 

Pulmonar 368, 450, 

509, 637, 

686, 707 

449, 480 558-570 006, 013, 014, 

016, 018, 027, 

032, 033, 034, 

035, 044, 053, 

066, 072 

Meníngea 302, 707  558-570 004, 036 

Mixta 368, 707   062 

Ganglionar     

 

Las cepas pulmonares muestran los tres tipos de polimorfismos en el gen 

pe_pgrs26, mientras que las meníngeas presentan SNPs y una deleción, en 

referencia a las mixtas  presentan solamente SNPs y la ganglionar no tiene ningún 
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cambio en su secuencia, en este gen. Las cepas pulmonares, meníngeas y mixtas 

presentan el mismo SNP en la posición 707. 

 

7.5.3 Asociación entre los polimorfismos del gen pe3 y la procedencia clínica 

de la cepa 

En el gen pe3 no se observó ninguna asociación estadísticamente 

significativa entre los polimorfismos presentes (SNPs e inserción) y el origen de 

las cepas analizadas. Solamente las cepas pulmonares mostraron cambios en la 

secuencia de este gen (Tabla 12). 

 

Tabla 12. Origen clínico de las cepas y su relación con las modificaciones presentes en el 

gen pe3. 

Origen  SNP Inserción Deleción Cepa (MYC) 

Pulmonar 182, 313, 505, 

652, 1079, 1102, 

1217, 1256 

944  001, 006, 

007, 013, 

014, 017, 

023, 024, 

029, 048, 

053, 060, 066 

Meníngea     

Mixta     

Ganglionar     

 

 

7.5.4 Asociación entre los polimorfismos del gen ppe44 y la procedencia 

clínica de la cepa 

Los resultados tampoco fueron significativos entre los SNPs encontrados en 

el gen ppe44 y el origen clínico de las cepas. Los polimorfismos se presentaron en 

cepas pulmonares, meníngeas y mixtas (Tabla 13). 
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Tabla 13. Origen clínico de las cepas y su relación con las modificaciones presentes en el 

gen ppe44. 

Origen  SNP Inserción Deleción Cepa (MYC) 

Pulmonar 176, 581   018, 027, 033, 044, 

072 

Meníngea 581   004 

Mixta 176, 581   062 

Ganglionar     

 

 Se observó que solamente una cepa meníngea presentó el SNP 581, y una 

cepa mixta presentó los dos SNPs (176 y 581), y las cepas pulmonares 

presentaron también ambos SNPs. 

 

7.6 Polimorfismos reportados y de nueva descripción 

Se obtuvieron polimorfismos que coinciden con lo reportado en la literatura, 

así como algunos otros que se describe por primera vez su presencia en estos 

genes de estudio. Se encontraron coincidencias de diferentes familias en las que 

se han observado las variaciones en la secuencia de estos genes, así como otras 

en las que no se han reportado previamente. 

 

Tabla 14. Polimorfismos que coinciden con los reportados y familias en que se presentó la 

variación. 

Gen Tipo de 

polimorfismo 

Posición Variación en 

familias de 

nuestro estudio 

Variación en 

familias 

previamente 

reportada (McEvoy 

et al., 2012) 

pe_pgrs18 SNP 54 LAM, T, Haarlem, 

EAI, Beijing, SNR 

EA, SNR IO, ND 

EAI, LAM, Beijing, 

Haarlem, T 
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  129 LAM, T, Haarlem, 

EAI, Beijing, SNR 

EA, SNR IO, ND 

LAM, LCC, T, 

Haarlem, EAI, 

Beijing 

  153 LAM, T, Haarlem, 

EAI, Beijing, SNR 

EA, SNR IO, ND 

EAI, LAM, Beijing, 

Haarlem, T 

  213 LAM, T, Haarlem, 

EAI, Beijing, SNR 

EA, SNR IO, ND 

LAM, LCC 

  247 LAM, T, Haarlem, 

EAI, Beijing, SNR 

EA, SNR IO, ND 

LAM, LCC, EAI 

  462 X, T, Haarlem, 

NEW-1, Ghana, 

SNR EA, SNR IO, 

ND 

EAI 

  471 X, T, Haarlem, 

NEW-1, Ghana, 

SNR EA, SNR IO, 

ND 

EAI, CAS 

  808 T, EAI, Beijing, 

SNR EA, ND 

PGG1 

  962 LAM CAS 

 Inserción 297-308 X, T, Haarlem, 

NEW-1, Ghana, 

SNR EA, SNR IO, 

ND 

Haarlem, LCC 

pe_pgrs26 SNP 368 T, EAI, ND EAI 

  686 X, SNR EA LCC 

  707 T, EAI, Beijing, 

SNR EA, ND 

PGG1 

pe3 SNP 1102 X, T, ND LCC 
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ppe44 SNP 176 T, EAI, ND EAI 

  581 T, EAI, Beijing, 

SNR EA, ND 

PGG1 

 

 

El resto de polimorfismos mencionados en las tablas 6, 7, 8 y 9 que no 

aparecen en esta tabla, son de nueva descripción. 
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8. DISCUSIÓN  

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa, prevenible y curable, que cada 

año causa la muerte de aproximadamente 2 millones de personas en todo el 

mundo, por lo que ha sido nombrado el patógeno humano más exitoso. La 

circulación de cepas multidrogorresistentes y extremadamente drogorresistentes, 

además de la epidemia de VIH-SIDA, agravan enormemente el control y 

tratamiento de la enfermedad, haciendo necesaria la búsqueda de nuevas 

técnicas de diagnóstico, la creación de fármacos exitosos y un mejor 

entendimiento del estilo de vida intracelular de este patógeno. Después de que el 

bacilo es fagocitado, emplea mecanismos para evitar la eliminación del macrófago 

y poder sobrevivir dentro de él, a pesar del ambiente hostil. Muchos de estos 

mecanismos, ya han sido dilucidados; sin embargo, hay otros que aún no tienen 

una clara explicación. 

En 1998 Cole y colaboradores secuenciaron el genoma completo de M. 

tuberculosis H37Rv, permitiendo así una explicación molecular de varios 

fenómenos relacionados a la evasión de la respuesta inmune. En este sentido uno 

de los hallazgos más interesantes fue la identificación de las familias de genes 

pe/ppe, de las cuales diferentes estudios han permitido establecer que su función 

está relacionada con la virulencia de la bacteria (Banu et al., 2002; Brennan et al., 

2001; Basu et al., 2007; Bottai et al., 2012; Kohli et al., 2012). No obstante, tanto 

de un gran número de genes de estas dos familias, como de las proteínas que 

codifican, se desconoce todavía su función. Además, trabajos que intenten 

relacionar polimorfismos en los genes pe/ppe con una familia de M. tuberculosis 

son muy escasos, por lo que la relevancia de este trabajo aumenta al presentar 

resultados no reportados anteriormente y que proporcionan un mayor 

conocimiento del comportamiento de estas familias multigénicas en relación a las 

características filogenéticas de las cepas analizadas. 

La importancia de contar con una mayor comprensión de la relación que existe 

entre los genes pe/ppe y la virulencia de M. tuberculosis dio la base para el 

desarrollo de este trabajo, como un primer acercamiento para entender dicha 
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relación. Este estudio se enfocó en la búsqueda de una asociación entre 

polimorfismos de estos genes y las familias de M. tuberculosis establecidas por 

métodos genéticos y la procedencia clínica de las cepas de pacientes del estado 

de Michoacán. 

Respecto al gen pe_pgrs18los datos obtenidos muestran que los grupos de 

SNPs están distribuidos en familias pertenecientes a distintos linajes, y las familias 

que se presentan en el primer grupo (SNPs 54-247) no lo hacen en el segundo 

(SNPs 295-510); las familias del tercer grupo (SNPs 774 y 808) son las mismas 

que las del primer grupo de SNPs. Las familias SNR y ND están presentes en los 

tres grupos; sin embargo, éstas son familias que no se encuentran reportadas en 

las bases de datos o que no se lograron tipificar con las técnicas empleadas en el 

laboratorio.  

La cepa MYC 065 fue la más polimórfica de todas las estudiadas, presentó 88 

de los 144 SNPs encontrados en total en todas las cepas, ubicados en las 

posiciones 962-1217. Esta cepa pertenece a la familia LAM y también cae dentro 

del primer grupo de SNPs. Sin embargo, las posiciones del resto de sus SNPs, no 

representan un resultado estadísticamente significativo. No hay reportes similares 

en la literatura de que una sola cepa presente una cantidad tan grande de SNPs. 

Un análisis posterior de esta cepa en particular resultaría interesante para 

observar si la presencia de una cantidad tan grande de polimorfismos conlleva 

implicaciones en su morfología o la interacción con células del hospedero. 

Actualmente son pocos los estudios que relacionan polimorfismos de los genes 

pe/ppe con las familias de M. tuberculosis. La mayor parte de las investigaciones 

se centran en la función y evolución de estos genes. El gen pe_pgrs18, según un 

análisis comparativo de secuencias realizado por Karboul y colaboradores (2006), 

es parte de un par de genes duplicados (con pe_pgrs17) que muestra evidencia 

de recombinación homóloga. Estos genes presentan una variación genética 

llamada polimorfismo 12/40, que consiste en una inserción en el marco de lectura 

de 12 nucleótidos acompañada de 40 SNPs dispersos en un segmento de ADN de 

135 nucleótidos que abarca la unión de las regiones PE y PGRS (Karboul et al., 
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2006).El polimorfismo 12/40 fue encontrado en varias de las cepasanalizadas en 

este trabajo, específicamente en las familias X, T, Haarlem, NEW-1, Ghana, SNR 

EA, SNR IO, ND. Estos datos concuerdan con el trabajo previo en el que se 

señala la presencia de esta variación en cepas de las familias Haarlem y LCC 

(McEvoy et al., 2012). Así, estos resultados sugieren que en dichas cepas se lleva 

a cabo la recombinación homóloga previamente descrita con la consecuente 

conversión de genes con pe_pgrs17.Este polimorfismo 12/40 ha sido empleado 

para inferir detalles de la evolución y expansión clonal del MTBC, ya que el par de 

genes pe_pgrs17y pe_pgrs18 son propios de las especies de este complejo, y 

dicha variación puede presentarse en ambos genes, en solo uno de ellos o estar 

ausente en los dos, y de esta manera se pueden identificar las especies antiguas 

de las recientes dentro del MTBC (Karboul et al., 2006). 

Los resultados que muestran la asociación de polimorfismos del gen 

pe_pgrs18 con las familias de M. tuberculosis solo son comparables con el estudio 

realizado por McEvoy y colaboradores (2012), debido a que es el único estudio 

previo relacionado, observando una coincidencia con los SNPs 54, 129, 153, 213,  

247, 462, 471, 808, 962 y la inserción 297-308. El resto de los polimorfismos 

encontrados en dicho trabajo no fueron observados en los resultados aquí 

obtenidos. Por otra parte, también hay coincidencia en la presencia de estos 

cambios en la secuencia del gen en las familias en que se reportan en ese trabajo 

con los del presente estudio. Sin embargo, en este trabajo se encontraron 

polimorfismos de nueva descripción, es decir, no reportados anteriormente.  

Otro hallazgo interesante en la secuencia del gen pe_pgrs18 fue la presencia 

de la secuencia IS6110, la cual es un elemento transponible presente en el 

genoma de MTBC (van Embden et al., 1993). Esta inserción se encontró en las 

cepas MYC 023 y 056, ambas pertenecientes a la familia LAM y que por la 

presencia de dicha inserción no se pudieron analizar con el resto de las 

secuencias. Este tipo de eventos de inserción de la secuencia IS6110 han sido 

previamente reportados por McEvoy y colaboradores (2009a), pero en genes 

distintos al de este trabajo, ya que lo reportaron en los genes ppe38, ppe39 y 
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ppe40 en un total de 10 aislados de M. tuberculosis de las familias Haarlem y 

Beijing. Así, en este estudio se reporta por primera vez la inserción de dicha 

secuencia en el gen pe_pgrs18. La razón de la inserción de la secuencias IS6110 

en el gen pe_pgrs18,y en los genes ppe38, ppe39 y ppe40 (McEvoy et al., 

2009a),se desconoce, por lo que son necesarios análisis posteriores para aclarar 

el impacto que la inserción de la secuencia IS6110 pueda tener en el gen y su 

expresión, principalmente en los genes pe_pgrs en los que el dominio pe es 

responsable de la localización celular de las proteínas codificadas por dichos 

genes (Cascioferro et al., 2007), y que podría ser afectada por esta inserción. 

El gen pe_pgrs26 presentó tres tipos de polimorfismos que incluyeron 7 SNPs, 

2 inserciones y una deleción, resultando estadísticamente significativos los SNPs 

368 (presente en familias T, EAI, ND), y 707 (presente en familias T, EAI, Beijing, 

SNR EA, ND); así como la deleción 558-570 (presente en familias Beijing, SNR 

EA). El resto de resultados no fueron significativos, pero en general se observó 

que las familias T, X y EAI presentaron la mayor cantidad de polimorfismos en 

este gen; sin embargo, no se observaron en la totalidad de las cepas de dichas 

familias, a excepción de la familia EAI. Talarico y colaboradores (2008)reportan 

una gran cantidad de polimorfismos en este gen, especialmente SNPs y 

deleciones de más de 100pb. En el estudio realizado por estos investigadores se 

documenta que los genes pe_pgrs26 y pe_pgrs16 son inversamente regulados, es 

decir, cuando un gen aumenta su expresión el otro la disminuye, durante la 

infección persistente por M. tuberculosis, lo que sugiere que la regulación 

diferencial de la expresión de estos genes puede estar involucrada en la latencia 

de la bacteria. 

De los polimorfismos encontrados en las secuencias analizadas del gen 

pe_pgrs26, los SNPs en las posiciones 368 (familias T, EAI, ND), 686 (familias X, 

SNR EA) y 707 (familias T, EAI, Beijing, SNR EA, ND)coinciden con lo reportado 

en la literatura (Talarico et al., 2008; McEvoy et al., 2012), y el resto son de nueva 

descripción. En cuanto a la coincidencia con las familias en que se reportan estos 

cambios, el SNP 686 es reportado en la familia LCC (McEvoy et al., 2012), de la 
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cual no había cepas en nuestra muestra de estudio; sin embargo, no se había 

reportado anteriormente la presencia de estos SNPs en la familia T. 

Es importante tener en cuenta que gran parte de los polimorfismos reportados 

en los estudios anteriormente mencionados se encontraron después de la posición 

800 de la secuencia. Desafortunadamente el tamaño de secuencia que aquí 

obtenida fue cercana a las 800pb;y aunque se realizó por duplicado el proceso de 

secuenciación no se logró obtener una secuencia clara y definida de mayor 

tamaño. Esto seguramente influyó en que no se consiguiera una detección más 

amplia de polimorfismos y, por lo tanto, mayor concordancia con los datos ya 

reportados. 

En el gen pe3 se encontraron 8 SNPs y una inserción, sin resultados 

estadísticamente significativos en relación con la asociación al genotipo. Los 

polimorfismos se observaron solamente en familias pertenecientes al linaje Euro-

Americano (X, T, LAM, NEW-1) y el SNP 1102, y la inserción 944 se presentó en 

una cepa de la familia ND. Los SNPs encontrados en la secuencia del gen pe3 

sólo se observaron en cepas pertenecientes al linaje Euro-Americano, pero no se 

presentaron en todas las cepas que integran cada familia de este linaje, por lo que 

no se puede establecer una relación entre polimorfismo y familia de M. 

tuberculosis. En los datos publicados en la literatura solo coincide la presencia del 

SNP 1102 y difiere de la familia en la que se encuentra en este trabajo. Dicho SNP 

se reporta en la familia LCC (McEvoy et al., 2012) y aquí se encontró en la familia 

ND, no se cuenta en la colección de cepas con alguna que pertenezca a la familia 

LCC es por ello que no coincide; la coincidencia de solo un SNP y las diferencias 

en los demás encontrados con los reportados puede deberse a la diversidad de 

cepas que se presentan en cada región y los eventos de adaptación que deben 

sufrir para poder persistir. El resto de SNPs encontrados por dichos autores 

también son reportados solo en familias pertenecientes al linaje Euro-Americano. 

No existen más estudios que asocien los polimorfismos en este gen con alguna 

familia de M. tuberculosis. 
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En el gen ppe44 se encontraron solamente SNPs en las posiciones 176 y 581, 

resultando ambos estadísticamente significativos en su asociación al genotipo. 

McEvoy y colaboradores (2012) reportan la presencia de estos SNPs, así como de 

tres más que no se encontraron en las secuencias aquí analizadas. Las familias 

que coinciden con lo reportado por estos investigadores son EAI y Beijing. 

Adicionalmente, en este trabajo se observó la presencia de dichos cambios en una 

cepa de la familia T, no reportado anteriormente. Rindi y colaboradores (2007) 

analizaron 30 aislados clínicos de M. tuberculosis, observando que únicamente la 

familia Beijing presentaba el SNP 581 en el gen ppe44, el cual no presentaba 

variación en cepas de las demás familias analizadas. Además, midieron la 

expresión del gen ppe44, encontrando que la expresión era alta exclusivamente 

en cepas de la familia Beijing. Con base en estos resultados, los autores proponen 

que este cambio en la secuencia es exclusivo de dicha familia y a este gen como 

uno de los más conservados de la familia ppe. Un estudio posterior reporta cuatro 

SNPs adicionales al 581 en éste gen; sin embargo, no se especifica claramente en 

qué familias se encuentra este SNP en particular (McEvoy et al., 2012).  

Este trabajo arroja resultados interesantes en relación con el gen ppe44. 

Aunque dicho gen fue el que menor cantidad de polimorfismos presentó, el SNP 

581 se asoció con algunas de las familias reportadas también en el estudio de 

Rindi y colaboradores (2007). Así, aunque en ambos casos este SNP está 

presente en la familia Beijing, aquí también se encontró en las familias T, EAI, 

SNR EA y ND, algo no reportado anteriormente. Esto sugiere que la bacteria sufre 

cambios genéticos constantes como parte de su adaptación a su estilo de vida 

patógeno, ya que aunque sigue siendo incierta la función de este gen, estudios 

previos aportan evidencia de que induce la respuesta inmune celular y humoral 

(Bonanni et al., 2005; Romano et al., 2008). Es necesario realizar estudios para 

determinar si este cambio en específico, y su presencia en distintas familias, tiene 

algún impacto sobre la virulencia de las cepas que lo llevan. 

Los aislados analizados en este estudio provenían de pacientes con diferentes 

manifestaciones de la enfermedad e incluían variantes pulmonares (50 aislados), 
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meníngeas (5 aislados), ganglionares (1 aislado) y mixtas (3 aislados). Con el 

objetivo de establecer una posible asociación entre el origen clínico y los 

polimorfismos encontrados, se realizó un análisis de correlación. La evaluación 

arrojó que para el gen pe_pgrs18 existen dos grupos de SNPs. El primer grupo 

está integrado por 41 SNPs ubicados entre las posiciones 295 - 450, y el segundo 

incluyó a tres SNPs en las posiciones 507, 508 y 510. Ambos grupos están 

presentes en el 50% de los aislados pulmonares (25 de 50) y en el único aislado 

ganglionar. Además, en estos mismos aislados se presentó la inserción 297-308. 

El resto de los SNPs, inserciones y deleciones, no presentaron asociaciones 

significativas con el genotipo de las cepas analizadas. Los aislados pulmonares 

presentaron los tres tipos de polimorfismos, mientras que en las cepas meníngeas 

y mixtas sólo se observaron SNPs y en la cepa ganglionar se encontraron SNPs y 

la inserción 297-308; no existen estudios relacionados en los que intenten asociar 

los polimorfismos del gen pe_pgrs18 con la procedencia clínica de las cepas. 

Para el gen pe_pgrs26 se encontró solamente una asociación estadísticamente 

significativa, entre el SNP 302 y un aislado de TB meníngea. Las cepas 

pulmonares presentaron SNPs, inserciones y deleciones, mientras que las mixtas 

sólo SNPs y la ganglionar no presentó ningún cambio en su secuencia. 

En cuanto al gen pe3 sólo se presentaron SNPs y una inserción en los aislados 

pulmonares, siendo el SNP 1102 el que se observó en 5 de las 50 cepas. El resto 

de los cambios en la secuencia del gen solo los presentaron una o dos cepas, por 

lo que no se encontraron asociaciones significativas genotipo-polimorfismo. 

Finalmente, el SNP 176 del gen ppe44 estuvo presente en 4 aislados 

pulmonares y uno mixto. El SNP 581 se encontró en 5 cepas pulmonares, una 

meníngea y una mixta. El aislado ganglionar no presentó cambios en este gen. 

Ninguna de estas asociaciones resultaron significativas. 

Cabe señalar que en ningún caso se presentó un polimorfismo en la totalidad 

de aislados de un mismo origen. Sin embargo, sería necesario ampliar el número 

de cepas analizadas para poder afirmar o negar una posible asociación entre 
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determinados cambios en las secuencias de los genes y el tipo de manifestación 

clínica que en la cual se presentan. 

Desafortunadamente no existen estudios que permitan una comparación de los 

resultados entre los polimorfismos en los genes aquí evaluados con los distintos 

orígenes en relación al tipo de tuberculosis en el cual se encontraron las cepas. 

Sin embargo, si se han realizado análisis similares con el gen pe_pgrs33 (Wang et 

al., 2011; Talarico et al., 2007), encontrando ciertos cambios en la secuencia 

presentes en cepas provenientes de casos de TB meníngea en pacientes 

pediátricos. 
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9. RESUMEN DE RESULTADOS 

 

I. Los tipos de polimorfismos encontrados en los genes pe y ppe fueron 

SNPs, inserciones y deleciones. 

II. El gen pe_pgrs18 presentó asociación entre el grupo de SNPs 54-247 y las 

familias LAM, T, Haarlem, EAI, Beijing, SNR EA, SNR IO, ND; y entre los 

grupos de SNPs 295-510, 774 y 808, y la inserción 297-308 y las familias X, 

T, Haarlem, NEW-1, Ghana, SNR EA, SNR IO, ND. 

III. Se observó la asociación del SNP 368 del gen pe_pgrs26 con las familias 

T, EAI, ND; el SNP 707 y las familias T, EAI, Beijing, SNR EA, ND; así 

como entre la deleción 558-570 y las familias Beijing, SNR EA. 

IV. El gen pe_pgrs18 presentó 151 polimorfismos en total en el 71.1% de las 

cepas analizadas, siendo el más variable de los 4 genes estudiados. 

V. El SNP 176 del gen ppe44 presentó asociación  con las familias T, EAI, ND; 

mientras que el 581 con las familias T, EAI, Beijing, SNR EA, ND. Siendo 

este último reportado por primera vez para familias diferentes a la Beijing. 

VI. Varios aislados pulmonares presentaron los tres polimorfismos en las 

secuencias de los cuatro genes de estudio, y fue el único caso clínico que 

presentó cambios en la secuencia del gen pe3. 

VII. El único aislado ganglionar presentó únicamente cambios en la secuencia 

del gen pe_pgrs18. 

VIII. En el gen pe_pgrs18 se observó una relación entre los SNPs 295-450, 507, 

508 y 510, y la inserción 297-308, y el 50% de los aislados pulmonares y el 

aislado ganglionar. 

IX. Se presentó asociación entre el SNP 302 del gen pe_pgrs26 y un aislado 

de TB meníngea. 
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10. CONCLUSIÓN 

 

Se aceptó parcialmente la hipótesis planteada, ya que se logró establecer una 

correlación entre polimorfismos de los genes pe/ppe y las familias de las cepas de 

M. tuberculosis, pero no se observó una relación con su origen clínico. 
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