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Resumen 

La tuberculosis (TB) continúa siendo un grave problema de salud pública mundial. En Colombia, el 

linaje mas prevalente es el Euroamericano. El aumento de la circulación del genotipo Beijing en el 

territorio nacional, el cual se asocia con resistencia a medicamentos e hipervirulencia causando la 

muerte de los pacientes, es motivo de investigación. La variante Beijing-Like SIT190 es la más 

prevalente en Colombia, seguido del Beijing-Clásico SIT1. Los mecanismos patogénicos y 

modulatorios son desconocidos. El presente trabajo comparó el comportamiento de las cepas 323 

(Beijing-Like) y 391 (Beijing-Clásico), en un modelo de TB pulmonar en ratones Balb/c. El curso 

de la enfermedad fue diferente para cada grupo de animales, los infectados con Beijing-Like tuvieron 

una mortalidad del 100% al día 45 post-infección (PI), con altas cargas bacilares y neumonía masiva, 

mientras que el total de los infectados con Beijing-Clásico murieron hacia el día 60 PI por neumonía 

y necrosis. Se realizó RNA-seq dual para determinar el perfil de expresión génica a los días 3, 14, 

28 y 60 PI. En los ratones infectados con Beijing-Clásico se sobreexpresaron genes asociados con 

respuesta proinflamatoria, comparado con los infectados con Beijing-Like que sobreexpresaron 

genes asociados con respuesta antiinflamatoria; siendo ambas cepas inductoras de respuesta inmune 

no protectora.  El genotipo Beijing-Like causó enfermedad aguda y fulminante y, Beijing-Clásico 

causó TB crónica pero severa. A nivel bacteriano, con el RNA-seq de Mtb se logró ~33% del 

transcriptoma completo a los días 3, 14, 28 y 60 PI. El perfil de expresión fue diferente para 323 

Beijing-Like y para 391 Beijing Clásico, evidenciando que las variaciones a nivel regulatorio 

desencadenan un fenotipo diferente en el hospedador.  
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Abstract 

Tuberculosis (TB) is a serious global public health problem. In Colombia, the most prevalent lineage 

is the Euroamerican. The increased circulation of the Beijing genotype which is associated with drug 

resistance and hypervirulence causing death in patients is intriguing. The Beijing-Like SIT190 

variant is the most prevalent in Colombia, followed by the Classical-Beijing SIT1. The pathogenic 

and modulatory mechanisms triggered by these strains are unknown. In the present work, the course 

of pulmonary TB was compared in the Balb/c mouse model, in mice infected with Beijing-Like 

(strain 323) and Classical-Beijing (strain 391). The course of the disease was different for each group 

of animals, those infected with Beijing-Like had a mortality of 100% by day 45 post-infection (PI), 

with high bacillary loads and massive pneumonia, and those infected with Classical-Beijing 100% 

died by day 60 PI from pneumonia and necrosis. Dual RNA-seq was performed to determine the 

global gene expression profile at days 3, 14, 28 and 60 PI. In mice infected with Classical-Beijing, 

genes associated with a pro-inflammatory response were overexpressed and in those infected with 

Beijing-Like, genes associated with an anti-inflammatory response were overexpressed, both strains 

inducing non-protective immune responses. Beijing-Like caused acute and fulminant disease and 

Classical-Beijing caused chronic but severe TB. Modulation at the bacterial level was consistent 

with the type of disease caused in each group of animals, causing the premature death of the animals. 

At the bacterial level, the RNA-seq of Mtb achieved ~ 33% of the complete transcriptome at days 

3, 14, 28 and 60 PI. The expression profile was different for 323 Beijing-Like and for 391 Classic 

Beijing, showing that variations at the regulatory level trigger a different phenotype in the host. 
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Introducci·n 

La tuberculosis (TB) continúa siendo un grave problema de salud pública a nivel mundial. Es una 

enfermedad infecciosa causada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis (Mtb) que 

frecuentemente causa enfermedad pulmonar, es una enfermedad crónica adquirida principalmente 

por vía aérea, sin embargo, esta se puede presentar de forma extra pulmonar causando TB en casi 

todos los órganos del cuerpo, siendo un patógeno altamente exitoso infectando cerca de dos billones 

de personas a nivel mundial [1].  El bacilo es expulsado al medio ambiente por personas con TB 

activa en gotas de saliva producidas por tos o estornudos, estas bacterias infectan a nuevas personas 

a partir de la inhalación de estas y aunque solo del 5 al 10% de los pacientes infectados desarrollan 

la enfermedad, se estima que cerca de 1,7 millones de personas infectadas con Mtb desarrollan TB 

en algún momento de su vida. Adicionalmente, existen condiciones asociadas al paciente que se 

consideran factores de riesgo para la presentación de TB, que hacen que este número se pueda 

incrementar dadas las comorbilidades que deprimen el sistema inmunitario del hospedador tales 

como: desnutrición, alcoholismo, tabaquismo y enfermedades como el cáncer, diabetes, VIH-SIDA 

y otras enfermedades inmunosupresoras; así como condiciones socio-económicas asociadas a la 

presentación de esta enfermedad tales como: pobreza, hacinamiento, desplazamiento, no acceso a 

servicios de salud  y por ende el no diagnóstico oportuno y el no tratamiento efectivo; todos estos 

factores configuran el cuadro epidemiológico de esta enfermedad  [2,3]. 

 

En el inicio de la década de los 90s, la TB se declaró como una emergencia sanitaria mundial por la 

OMS y es la única emergencia mundial que permanece vigente, debido  a la circulación de cepas 

multidrogorresistentes (MDR), resistentes a rifampicina (R) e isoniazida (H), principales 

medicamentos de primera línea; cepas extremadamente o extensivamente resistentes (XDR), que 

además de ser resistentes a R e H, también son resistentes a cualquier fluoroquinolona y al menos 

un fármaco adicional del grupo A (Fluoroquinolonas, Bedaquilina y Linezolid) [4]  medicamentos 

de segunda línea; cepas totalmente resistentes o ultrarresistentes (XXDR), que son resistentes a todos 

los medicamentos antituberculosos conocidos. Además la aparición de la pandemia del VIH-SIDA 

ha empeorado la situación, por lo que la TB continua como una de las principales enfermedades 

infecciosas que causa una alta morbilidad y la más alta mortalidad a nivel mundial debida a un solo 

agente infeccioso [5,6]. 

 

I.I . Datos históricos de la TB 

De acuerdo con los resultados de la búsqueda de material genético de Mtb, en restos óseos 

momificados de personas pertenecientes a diferentes culturas antiguas, se han logrado hacer 

inferencias sobre los orígenes de Mtb y su asociación con TB en humanos y animales. Se cree que 
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esta bacteria se encuentra en la tierra desde hace más de 150 millones de años y se postula que el 

ancestro de Mtb co-evolucionó con los primeros homínidos hace alrededor de tres millones de años 

[7,8]. Se han identificado ácidos nucleicos  del patógeno en momias provenientes de diferentes 

culturas con antigüedades de 2000 a 5000 años [9]; en Colombia se han identificado ácidos nucléicos 

de Mtb en huesos y dientes de cadáveres prehispánicos que datan de los años 1200 a 1600 DC. Como 

hallazgo interesante, los restos de estas personas presentaban lesiones típicas de TB en los huesos o 

mal de Pott [7,10]. 

 

Cuando se inici· la descripci·n de la TB en la antig¿edad, esta se llam· ñtisisò y fue descrita por 

Hipócrates quien describió la enfermedad como fatal, fácil de contagiarse y que ocurría en personas 

de entre 18 y 35 años, la creencia era que esta enfermedad era de origen genético, sin embargo, 

Aristóteles consideraba la enfermedad como contagiosa. Posteriormente el mismo Hipócrates hizo 

una descripci·n m§s precisa en la que observ· que la ñtisisò causaba ulceraciones en los pulmones 

causando dolor de pecho, tos, fiebre y expectoración con pus [11]. A inicios del siglo XVII se 

present· un brote epid®mico en Europa ñLa gran plaga Blancaò y tuvo una duraci·n de cerca de 200 

años y se constituyó como la principal causa de muerte de la época en dicho continente. La mayor 

tasa en la mortalidad por TB en el continente americano fue de 9000 muertes/100.000 habitantes en 

población nativa americana hacia 1886, gracias a que fueron obligados a vivir en confinamiento, 

superando con creces las tasas epidémicas en el continente europeo [12]. Aunque inicialmente se 

creyó que la TB fue introducida al continente americano con la llegada de los conquistadores 

europeos, hoy se sabe que  la enfermedad se encontraba en el continente mucho antes gracias a la 

presencia de DNA del patógeno encontrada en restos óseos de poblaciones nativas del continente 

[13,14].  

 

También en el siglo XVII se hacen las primeras descripciones patológicas y anatómicas de la TB, se 

señala la presencia de tubérculos o granulomas en los pulmones y se nombra la enfermedad 

oficialmente como ñTuberculosisò describiendo adem§s tres fases de la enfermedad, las cuales se 

denominaron en su momento  como: (i): Inflamación, (ii ): Ulceración y (iii ): Tisis [15]. Robert Koch 

en 1882 hizo la descripción etiológica de la TB en su más famosa presentación en Berlín (Die 

aetiologie der Tuberculose). Cultivó la bacteria en un medio de cultivo de papa y agar,  desarrolló 

nuevas tinciones bacterianas basadas en azul de metileno [16,17]; logró reproducir la enfermedad en 

cobayos y gracias a esto pudo establecer sus clásicos postulados que permiten implicar el origen 

infeccioso de las enfermedades, los publicó en 1890 [18]. Koch ganó el premio nobel de medicina 

en 1905 [19]. Después de establecer el origen infeccioso de la TB, en 1921 se realizó la primera 

aplicación de la vacuna BCG gracias a la atenuación de la virulencia de Mycobacterium bovis 

realizada por Calmette y Guerin en Francia [20], la cual hace parte de los esquemas actuales de 

inmunización en niños, esta vacuna evita la presentación de formas graves de la enfermedad como 

la TB meníngea. En 1943 inicia la era de la quimioterapia, a partir de la purificación de la 

estreptomicina obtenida de cultivos del hongo Streptomyces griseus, posteriormente se desarrollaron 

otros antibióticos como el ácido p- aminosalicílico en 1949 , isoniazida en1952, pirazinamida en 

1954, cicloserina en 1955, etambutol en 1962 y rifampicina en 1963 [21].  
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I.II. Tuberculosis en el mundo 

Para el 2019 la Organización Mundial de la Salud (OMS) estimó que se presentaron en el mundo 

10.0 millones de casos incidentes de TB y 1.2 millones de muertes debidas a la enfermedad en 

pacientes VIH negativos y 250.000 adicionales en pacientes VIH positivos, haciendo de esta 

enfermedad un grave problema de salud pública a nivel mundial, situación que se empeora por el 

aumento de la circulación de bacterias resistentes a antimicrobianos de primera y segunda línea. Para 

este mismo año se estimó que 500.000 personas con TB se encontraban infectadas con bacterias 

monorresistentes a la rifampicina y el 78% de estos pacientes estaban infectados por cepas con cepas 

(MDR), entre los casos de MDR-TB, se estimó que el 8.5% de estos pacientes estaban infectados 

con cepas XDR-TB [22]. En la Figura I -1., se muestra el mapa mundial de incidencia de TB para el 

2019 en el que se observa que los países con mayores tasas de incidencia se encuentran en el África 

subsahariana con incidencias de más de 300 casos/100.000 habitantes en algunos países, así como 

en países del pacífico occidental; en América latina, para este año, los países con mayores incidencias 

fueron Perú y Ecuador con incidencias de 100-299/100.000 habitantes, Colombia se mantiene como 

un país de incidencia media de TB con 25-99 casos/100.000 habitantes [23].  

 

 
Figura I - 1. Tasas de Incidencia estimadas por la OMS por país a nivel mundial año 2019. Tomado de WHO 

TB report 2020 [22]. 
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I.II.I . Tuberculosis en Colombia 

De acuerdo con los datos de la OMS, Colombia es considerado un país con carga media alta de la 

enfermedad.  Del año 2013 al año 2019, se ha evidenciado un aumento en la tasa de incidencia de 

24.46 casos /100.000 habitantes en 2013 a 27.7 en 2019. En el año 2019 se notificaron al sistema de 

vigilancia en salud pública (Sivigila) 15.034 casos de TB de todas las formas, de los cuales 13947 

fueron casos nuevos, para una incidencia nacional de 27.7 casos /100.000 habitantes. Las tasas de 

incidencia más altas se presentaron en: Amazonas (66,47), Risaralda (53,75), Meta (46,56), 

Barranquilla (44,09) y Buenaventura (43,70). Mientras que los departamentos con mayor carga de 

la enfermedad para 2019 fueron: Antioquia (2587 casos), Valle del Cauca (1816 casos) y Bogotá 

D.C. (1140 casos) [24]. 

 

El 64.79% de los casos se presentaron en el sexo masculino. El mayor número de casos se presentó 

en el grupo entre 25 a 34 años (3254 casos), seguido por el grupo de 65 y más años (3090 casos).  

Según el tipo de TB predomina la forma pulmonar con el 83.3% de los casos, mientras que la forma 

de TB extrapulmonar mas frecuente fue la TB pleural (44%). La coinfección TB-VIH fue del 11.9% 

[24] . 

 

Al año en Colombia mueren alrededor de 1000 personas por TB; se estima que muchos de los casos 

de la enfermedad se concentran en población vulnerable: Pacientes VIH+ (11 de cada 100), indígenas 

(5 de cada 100), habitantes de calle (4 de cada 100) y reclusos (6 de cada 100) [25]. La tasa de 

incidencia nacional pasó de ser 25/100.000 habitantes en 2010 a ser de 26/100.000 habitantes en 

2019, en la Figura I -2. se muestra el mapa de las tasas de incidencia de los departamentos para el 

2018 [26]. 

 

En cuanto a la resistencia a medicamentos, la OMS estimó que para el 2017 se reportaron en el país 

420 casos de MDR-TB, pero se diagnosticaron menos del 60% de los casos, teniendo así un grave 

problema de subregistro en el país.  Se estima que para el 2050 el 25% de las muertes causadas por 

bacterias resistentes a antibióticos serán ocasionadas por Mtb, pues es el agente etiológico causante 

de enfermedades respiratorias con mayores tasas de resistencia [27]. 
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Figura I - 2. Incidencia de tuberculosis en Colombia año 2018. Fuente Sivigila [28] 

 

 

I.I II . Taxonomía de la Familia Mycobacteriacea 

El género Mycobacterium se clasifica taxonómicamente de la siguiente forma: Dominio: Bacteria, 

Filo: Actinobacteria, Orden: Corynebacteriales, Sub-Orden: Corynebacterineae, Familia: 

Mycobacteriacea. El filo Actinobacteria, está compuesto principalmente por bacterias Gram-

positivas con alto contenido de G+C en sus genomas [29]. Una forma clásica de hacer la clasificación 

de las especies de este género es por las tasas de crecimiento de las bacterias dividiéndolas en: i) 

Rápidas crecedoras (Requieren menos de 7 días para formar colonias visibles) y ii) Lentas 

crecedoras: (Requieren más de 7 días para formar colonias visibles) [30]. 

 

Clásicamente, la clasificación de especies del género Mycobacterium se basaba en las diferencias en 

la secuencia de la subunidad ribosomal 16S, sin embargo, este marcador genético confiere poca 

variabilidad entre las especies, es un gen pequeño de aproximadamente 1500 pb y contiene las 

regiones hipervariables A y B ubicadas en el primer tercio del gen, sin embargo la región que confiere 

mayor variabilidad es la región hipervariable A, gracias a la cual se han clasificado la mayoría de las 

especies [31]. En la región hipervariable B se pueden presentar tres tipos principales de variaciones: 

en la hélice 18 (i): Una inserción de 14 nucleótidos, (ii ): Una inserción de 12 nucleótidos o (iii ): 

Ninguna Inserción [32]. Gracias a este blanco molecular, se lograron diferenciar muy bien las 

bacterias lentas crecedoras de las rápidas crecedoras, la mayoría de las rápidas crecedoras tienen una 
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hélice 18 muy corta sin secuencias de inserción, mientras que las lentas crecedoras poseen una 

inserción de 12 nucleótidos en la región hipervariable B, algunas especies lentas crecedoras como 

M. terrae y M. nonchromogenicus tienen una inserción de 14 nucleótidos [33,34]. 

 

En resumen, usando el gen 16S como marcador polimórfico para clasificación de especies tenemos 

que: (i): Una hélice 18 corta es marcador genético de las bacterias rápidas crecedoras. (ii ): Hay un 

pequeño grupo de especies lentas crecedoras que están relacionadas con el complejo M. simiae las 

cuales comparten la misma secuencia en la región hipervariable B con una secuencia corta en esta 

región. (iii ): La región hipervariable B con una inserción de 12 nucleótidos es característico de las 

Micobacterias lentas crecedoras. (iv): Un pequeño grupo de bacterias lentas crecedoras relacionadas 

con el complejo M. terrae tienen una inserción más larga de 14 nucleótidos en la región hipervariable 

B [34,35]. 

 

Es importante resaltar que la clasificación taxonómica de este y muchos otros géneros de organismos 

eucariotas y procariotas está en constante cambio de acuerdo con el análisis de nuevos blancos 

moleculares y con el refinamiento de las técnicas de secuenciación y análisis de genomas; en la 

actualidad y según la más reciente clasificación taxonómica del género basada en la secuenciación 

de 150 cepas del género en donde se analizaron 1941 proteínas core (nucleares o centrales) 

específicas del género Mycobacterium y 136 proteínas core del filo Actinobacteria; se logró 

establecer que este género está constituido por cinco grupos monofiléticos o clados principales: 

ñTuberculosis-Simiae,ò ñTerrae,ò ñTriviale,ò ñFortuitum-Vaccae,ò y ñAbscessus-Chelonaeò y 

cuatro nuevos miembros Mycolicibacter gen. nov. (clado ñTerraeò), Mycolicibacillus gen. nov. 

(clado ñTrivialeò); Mycolicibacterium gen. nov. (clado ñFortuitum-Vaccaeò), y Mycobacteroides 

gen. nov. (clado ñAbscessus-Chelonaeò). Adicionalmente el género Mycobacterium es el género tipo 

de la familia Mycobacteriaceae y a él pertenecen las principales especies causantes de enfermedad 

en el ser humano tales como M. tuberculosis y M. leprae.  [29]. 

 

Estos a su vez se siguen agrupando en LENTOS CRECEDORES (Micolicibacter gen. Nov. Clado 

ñTerraeò, Micolicibacillus gen. Nov. Clado ñTrivialeò y el g®nero enmendado Mycobacterium clado 

ñTuberculosis-simiaeò) y RĆPIDOS CRECEDORES (Mycobacteroides gen. Nov. Clado 

Abscessus-chelonae y Mycolicibacterium gen. Nov. Clado ñFortuitum-Vaccaeò). 

 

I.IV . Generalidades de la Familia Mycobacteriaceae  

La Familia Mycobacteriaceae está conformada por los géneros: Mycobacterium, Mycolicibacter 

gen. nov., Mycolicibacterium gen. nov., Mycolicibacillus gen nov., Mycobacteroides gen. nov y 

Amycolicoccus [29]. 

 

Esta familia está constituida por bacilos rectos o ligeramente curvos ácido alcohol resistentes, 

aerobios o microaerófilos, tienen un tamaño de 0.2-0.6 x1 -10 uM, pertenecen al filum 

Actinobacteria y las especies patógenas representativas del género son M. tuberculosis y M. lepreae 
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[29]. No poseen pilis ni flagelos, lo que hace que sean inmóviles, no tienen esporas, pero tienen un 

alto número de gránulos citoplasmáticos; no se colorean con la coloración de Gram, aunque pueden 

ser considerados como Gram positivos, tienen alto contenido de lípidos y ácidos micólicos en la 

pared celular, se consideran bacilos ácido alcohol resistentes [26]. Son aerobios o microaerófilos 

(requieren oxígeno para sobrevivir), si se someten a crecimiento en presencia de 5-10% de CO2 su 

crecimiento se ve favorecido y la temperatura óptima de crecimiento es de 37ºC [36,37]. Mtb es una 

especie de crecimiento lento, crece después de 7 días de incubación, debido a que su tiempo de 

generación o de duplicación es de 24 a 48 horas,  por lo que para observar colonias visibles en medios 

de cultivo sólidos se debe esperar de dos a ocho semanas [38]. 

 

I.IV . I. Pared celular de las Micobacterias 

La pared celular de las micobacterias es una de las más complejas. Se caracteriza por tener en su 

estructura de dentro hacia afuera: (i): una capa de peptidoglicano (formada por cadenas de N-

acetilglucosamina, y residuos de N-glicosilmurámico), (ii ): Arabinogalactano; (iii ): Ácidos 

micólicos, que conforman la micomembrana o membrana externa de los ácido alcohol resistentes y 

(iv) cápsula presente en las micobacterias patógenas [39]. El peptidoglicano está unido 

covalentemente al Arabinogalactano el cual actúa como único sitio de unión de los ácidos micólicos 

formando el core o centro de la pared celular formada por el complejo ácido micólico-

arabinogalactano-peptidoglicano; entretejidos en esta estructura se unen diferentes lípidos libres 

como los fosfatidil inositol manosidos, los lipomananos, y los lipoarabinomananos. Se conectan 

capas adyacentes de cadenas de glicano conectadas por péptidos pequeños con la secuencia l-alanil-

d-isoglutamil-meso-diaminopimelato-d-alanil-d-alanina y se unen al residuo d-lactoil de cada ácido 

N-acetilmurámico, los péptidos que salen de las cadenas de glicano, se entrecruzan con el grupo 

carboxilo de los d-Ala en la cuarta posición y en el extremo del grupo amino del 

mesodiaminopimelato en la tercera posición, en la Figura I -3 se muestra esquemáticamente ña 

estructura de la pared celular micobacteriana con la descripción de los lípidos que la conforman [40]. 

Además, entre la membrana citoplasmática y la pared bacteriana se ha podido visualizar el 

periplasma y porinas en la membrana externa, por lo que la pared de las bacterias ácido alcohol 

resistentes es más gram negativa que gram positiva. 
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Figura I - 3. Esquema de estructura de la pared celular de las Micobacterias. Los símbolos azul claro 

representan residuos de arabinosa, los símbolos rojos representan residuos de galactosa, los símbolos cafés 

representan residuos de manosa y los círculos negros representan residuos de glucosa. El d-arabino-d-manano, 

el d-glucano y el d-manano son polisacáridos capsulares. Las cadenas de ácido micólico se muestran en verde 

oscuro. LM: lipomanano; ManLAM: lipoarabinomanano protegido con manosa; AG: arabinogalactano; PG: 

peptidoglicano, TDM: Trealosa Dimicolatos, TMM: Trealosa Monomicolatos, SL: Sulfolípidos, PAT: 

Poliaciltrealosa, PIM: Fosfatidil Inositol Manosidos, DAT: 2,3 di-O-aciltrealosa, PDIM: Ftiocerol 

dimicocerosatos, PGL: Glucolípido fenólico, MPM: Manosil-ɓ-1-fosfomicocétido. Tomado de Jackson M., 

2014  [41]. 

 

I.V. Complejo M. tuberculosis MTBC  

La TB es causada por los miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC), la especie 

Mtb es la que se aísla con mayor frecuencia en humanos. Por mucho tiempo se creyó que esta 

enfermedad era causada por un patógeno de características únicas, ya que su genoma era reconocido 

como altamente conservado y sin evidencia de transferencia horizontal de genes; sin embargo, 

actualmente se sabe que la variante lisa de MTBC M. canetti, considerada como el miembro más 

ancestral del complejo, lleva a cabo procesos de transferencia horizontal de genes y procesos de 

recombinación entre cepas diferentes, confiriéndole una mayor variabilidad genética con respecto a 

los demás miembros del complejo. Hasta el momento, no hay evidencia de transmisión humano-
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humano de esta bacteria, de hecho, solo se han reportado alrededor de 60 casos únicamente en el 

continente africano, sugiriendo que el origen de esta bacteria es ambiental, aunque aún no se ha 

logrado identificar un reservorio específico. A pesar de que M. canetti tiene la facultad de llevar a 

cabo la transferencia horizontal de genes, no se ha encontrado evidencia que lo puedan hacer otros 

miembros del MTBC, lo que impide que esta sea una fuente de variabilidad genética para los 

miembros de este complejo [42,43]. 

 

Los miembros del complejo MTBC pueden ser clasificadas en dos grupos: (i) Los adaptados a 

humanos tales como Mtb sensu stricto, cuya diferenciación entre aislamientos clínicos está dado por 

sutiles diferencias genómicas que dan origen a los linajes y M. africanum [44], que circula 

únicamente en el continente africano, y este a su vez se divide en dos grupos de acuerdo con sus 

características bioquímicas y geográficas, M. africanum subtipo I con propiedades similares a M. 

bovis y M. africanum subtipo II, con propiedades similares a M. tuberculosis [45] y (ii) Miembros 

adaptados a animales tales como: M. microti [46], M. bovis [47],  M. pinnipedi [48], ñM. mungiò 

[49], ñM. orygisò [50], ñM. suricattaeò [51], ñChimpanzee bacillusò [52], M. caprae [53] y ñM. 

canettiò [54] de vida libre. Todas estas especies conforman el llamado MTBC. Las especies 

adaptadas a animales pueden causar enfermedad en los humanos a partir de transmisión zoonótica. 

Sin embargo, en general la clasificación taxonómica de las especies del género Mycobacterium está 

sometida a constantes modificaciones y actualizaciones, de acuerdo con los análisis genéticos y la 

variación en sus hallazgos. La más reciente publicación de Riojas MA y cols., en 2018 en la 

International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology [55], en la cual, basados en la 

secuenciación de genomas completos de cepas ATCC de cada especie del complejo y posteriores 

ensayos de hibridación digital DNA-DNA para la determinación de identidad de Nucleótidos 

Promedio y cálculo de distancias filogenómicas entre otros análisis, propusieron la unión de las 

especies del  MTBC M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. caprae, M. microti y M. pinnipedii 

como sinónimos heterotípicos de Mtb y, recomiendan el uso del término var para diferenciarlas, 

mientras que las especies ñM. canettiò, ñM. mungi', y ñM. orygisò se deben considerar como cepas 

de la especie Mtb pero denominadas de la misma forma, ya que estas tres últimas no han sido 

publicadas adecuadamente para su validación. Por lo tanto, se propone nombrar los miembros del 

complejo MTBC de la siguiente manera: M. tuberculosis var. Tuberculosis, M. tuberculosis var 

africanum, M. tuberculosis  var bovis, M. tuberculosis var BCG, M. tuberculosis  var caprae, M. 

tuberculosis var microti, M. tuberculosis var pinnipedii, M. tuberculosis  var canettii, M. tuberculosis  

var mungi, M. tuberculosis  var orygis, M. tuberculosis  var uricattae, M. tuberculosis var dasie, M. 

tuberculosis var chimnazee [55]. 

 

El patógeno Mtb inició su expansión clonal  en el continente africano y co-evolucionó con el hombre 

[42,56]. Inicialmente se creyó que MTBC se originó en hospederos animales, sin embargo, con la 

disponibilidad de metodologías de secuenciación de nueva generación (NGS) y la secuenciación de 

genomas completos (WGS), se ha logrado determinar que las cepas ancestrales de MTBC, se 

separaron filogenéticamente de las cepas adaptadas a animales antes de la transición demográfica 
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neolítica, es decir, antes del inicio de las migraciones humanas desde el continente africano a otros 

continentes [57], dando como resultado la dispersión de algunos miembros del MTBC y la 

adquisición de cierta especificidad en cuanto el predominio de determinados genotipos en 

determinadas regiones geográficas; sin embargo, este fenómeno se ha visto alterado por la capacidad 

de las personas para navegar y comerciar, estrategias que les ha permitido interactuar, con 

poblaciones distantes, lo que se ve reflejado en la adaptación bacteriana a grupos poblacionales, 

dando paso a la diferenciación de las cepas bacterianas en grupos que dan origen a los linajes, 

sublinajes, familias y genotipos [58,59]. De hecho, la presencia de material genético de MTBC, en 

lesiones óseas de momias pertenecientes a diferentes culturas, que datan de siglos de antigüedad y 

que provienen de civilizaciones egipcias, europeas, asiáticas, africanas y precolombinas en el 

continente americano, soportan esta observación que ha sido ampliamente descrita en la literatura 

[60] indicando una posible co-evolución con el hombre [14,61,62]. 

 

A pesar de la estabilidad del genoma de Mtb debido, entre otras razones, a la  muy baja capacidad 

de intercambio de material genético intra-especie e inter-especie [63] y a la limitación en el proceso 

de transducción, debido a que el locus CRISPR (Repeticiones Palindrómicas Cortas Agrupadas y 

Regularmente Interespaciadas) restringe la adquisición de DNA a partir de bacteriófagos [64]. 

Llama la atención la evidencia existente que indica que pequeñas variaciones como mutaciones 

(SNPs, deleciones e inserciones principalmente) y cambios a nivel regulatorio, muchas veces 

inducidos por presiones selectivas ambientales o inducidas por los mismos humanos, se produzcan 

grandes variaciones en el fenotipo bacteriano. Gracias a las observaciones realizadas a partir de 

diversos estudios en animales [65,66], en modelos celulares [67,68] y en estudios en humanos 

[69,70], se ha podido evidenciar la variabilidad en el fenotipo de la enfermedad, mostrando la 

existencias de cepas hiper, hipo y normovirulentas [65,71] variabilidad en el perfil de resistencia a 

antibióticos aun en cepas del mismo genotipo y presencia de las mismas en una población 

circunscrita [72,73], se concluye que a pesar de la alta conservación en los genomas de las distintas 

cepas, los cambios puntuales que se producen impactan significativamente el fenotipo de la bacteria 

y de la enfermedad en los modelos evaluados. 

 

Diferencias en la virulencia y en el perfil de resistencia, impactan negativamente en la eficacia del 

tratamiento, lo que obstaculiza alcanzar la meta de la disminución del número de casos incidentes y 

prevalentes de TB en el mundo y por ende las muertes por esta enfermedad, que son desencadenadas 

por los diferentes genotipos de Mtb anteriormente mencionados [56]. 

 

I.V. I. Métodos de tipificación molecular, evolución y clasificación del 

complejo M. tuberculosis 

La Epidemiologia Molecular de Mtb, ha sido útil para establecer diferencias a nivel genético y 

determinar así la dinámica de transmisión de la enfermedad. Las técnicas de epidemiología 

molecular permiten establecer transmisión reciente de cepas de Mtb, reactivaciones endógenas y 

reinfecciones, pseudoinfecciones, brotes, evaluación de los programas de TB y georreferenciación 
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de linajes. El conocimiento generado a partir de este campo, ha sido muy útil en los programas de 

salud pública sobre todo en países desarrollados [74]. 

 

Las técnicas de tipificación de Mtb más usadas a nivel mundial son: RFLP-IS6110 ñRestriction 

fragment Length Polymorphismò (Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restricción), 

Spoligotyping (espoligotipado) y MIRUS-VNTR ñMycobacteria Intergenic Repetitive Units - 

Variable Number Tandem Repeatsò (Unidades Repetitivas Interg®nicas de Micobacterias - Unidades 

Variables Repetidas en Tandem). El nivel de resolución de cada metodología va a depender de la 

región genómica a tipificar y de la cobertura del genoma por cada una de ellas.  

 

RFLP-IS6110: esta técnica se basa en el polimorfismo generado por la diferencia en la longitud de 

los fragmentos de ADN digeridos con una enzima de restricción.  En el caso de M. tuberculosis, su 

aplicación en tipia utiliza la detección de la secuencia IS6110.  Hasta hace poco tiempo fue 

considerada como el método estándar o prueba de referencia para la tipia del complejo Mtb, cuya 

metodología fue estandarizada por Van Embden JD, 1993 [75]. La variabilidad en el número de 

copias de IS6110, así como su localización en el cromosoma de Mtb, genera un alto polimorfismo 

entre las cepas de diferentes orígenes, lo cual posibilita la diferenciación [76]. El polimorfismo 

encontrado entre las diferentes cepas puede explicarse por la capacidad de transposición del 

elemento, se asume que una transposici·n ñnaturalò ocurre raramente, lo que confiere estabilidad a 

un determinado patrón.  Las características de especificidad de especie, estabilidad en el tiempo y 

alto grado de polimorfismo son las 3 características requeridas para permitir su utilización en 

Epidemiología.  Se han descrito cepas de Mtb carentes de IS6110. y también una baja proporción de 

aislados con escasas copias de IS6110.  En ambos casos el poder discriminatorio del método 

disminuye por lo que se recomienda utilizar otros métodos para la diferenciación de estos aislados 

[77,78]. 

 

Las principales desventajas de esta metodología son: la gran cantidad de DNA requerido, la 

dificultad en su realización, la baja capacidad de comparación inter-laboratorios y el bajo poder 

discriminatorio en aislamientos clínicos con pocas copias de la IS6110 [79]. 

 

Spoligotyping y MIRUS-VNTR son dos métodos de tipificación basados en PCR, por lo que 

requieren poca cantidad de DNA genómico. La región polimórfica que se tipifica con spoligotyping 

es el locus DR (Direct Repeats) descrito por Kamerbeek y cols., en 1997 [79]. Actualmente sabemos 

que el locus DR en Mtb pertenece a los Locus CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats) [80], la presencia de estos locus en los genomas bacterianos fue descrito por 

Ishino y cols., en 1987 en E. coli a partir de la clonación y la secuenciación del gen iap responsable 

de la conversión de las isoformas de la enzima fosfatasa alcalina [81], al realizar el anterior proceso 

notaron la presencia de regiones repetidas de 29 nucleótidos espaciadas por regiones no repetidas y, 

gracias a la subsecuente secuenciación de varios genomas bacterianos, estas estructuras fueron 

reconocidas como regiones CRISPR. Al determinar su estructura y función, concluyeron que estas 
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regiones genómicas se encuentran en número variable dependiendo la especie y que esta región actúa 

como una especie de sistema inmune bacteriano, ya que una vez un fago infecta una bacteria, se 

incorporan los ácidos nucleicos de dicho fago al locus como región no repetida o espaciador e impide 

una nueva infección actuando como un ñsistema inmune de memoriaò  bacteriano [64]. La 

tipificación del locus DR se lleva a cabo a partir de la amplificación por PCR y posterior hibridación 

con sondas complementarias de las secuencias espaciadoras fijadas en una membrana de nylon por 

medio de una hibridación reversa, lo que permite identificar la presencia o ausencia de los 

espaciadores 1 a 43 del locus. Estos resultados pueden ser fácilmente digitalizados con códigos 

binarios lo que facilita la comparación de resultados entre laboratorios y su principal beneficio es la 

clasificación en linajes y familias de aislados de Mtb. Sin embargo, es el método de tipificación de 

mas bajo poder discriminatorio, por lo que es necesario realizar otro método como MIRUS-VNTR 

[82]. Con respecto a la construcción de filogenias y a la determinación de relaciones evolutivas, este 

en un marcador muy poco robusto, ya que solo se analiza una pequeña región genómica, dando como 

posible resultado, la evolución convergente en las cepas analizadas, como se evidenció en un estudio 

que utilizó los patrones existentes de la base de datos SpolDB4 [83]. 

 

El método MIRUS-VNTR fue descrito por Supply y cols., en  1997 [84] y consiste en determinar el 

número de VNTRs en cada locus MIRUS. En el genoma de Mtb, existen 41 de estos locus, de los 

cuales 24 son los más polimórficos, inicialmente solo se utilizaba un set de 12 o 15 locus para esta 

metodología [84,85]. 

 

El Spolygotyping, junto con MIRUS-VNTR son las metodologías utilizadas actualmente para 

genotipificación. Aunque estos métodos de Epidemiología Molecular son muy útiles a nivel 

epidemiológico y estudios de brotes; es necesario el uso de otros marcadores genéticos para estudios 

de relaciones evolutivas, ya que estos generan el fenómeno de convergencia genética, ya que se 

basan en pequeñas regiones del genoma de Mtb, que son altamente polimórficas con altas tasas de 

cambio. En la Figura I -4., se esquematizan los diferentes blancos moleculares usados en los métodos 

de epidemiología molecular para tipificación de Mtb [86]. 

 



Introducción 39 

 

 

 

Figura I - 4. Cromosoma de M. tuberculosis con blancos moleculares y métodos de tipificación de cepas y 

aislamientos clínicos. MIRUs-VNTR, Spoligotyping, RFLPIS6110, identificación de SNPs en genomas 

parciales o completos. Autoria propia 

 

Las relaciones evolutivas de MTBC han sido estudiadas y abordadas desde diferentes perspectivas 

y marcadores moleculares, gracias a esto, se ha logrado establecer que Mtb es un patógeno con una 

reducida variabilidad genética, y estas diferencias solo pueden ser determinadas usando métodos de 

diferenciaci·n de alta resoluci·n tales como LSP ñLarge Sequence Polymorphismò (Polimorfismos 

de secuencia larga),  detectados a partir de la hibridación con un set de arreglos de DNA o por PCR, 

identificando deleciones largas en el genoma. Sin embargo, a pesar de la robustez de este marcador 

a nivel epidemiológico, no posee suficiente resolución para la diferenciación entre cepas 

estrechamente relacionadas. La metodología más robusta para la reconstrucción de filogenias es la 

tipificación de SNPs (Single nucleotide Polimophisms) en secuencias de genomas completos, actual 

prueba de oro, o la identificación de SNPs en secuencias multilócus [87,88].  

 

Actualmente se sabe que MTBC se divide en dos grandes grupos de linajes denominados 

ñancestralesò y ñmodernosò; los linajes ancestrales, no poseen una deleci·n gen·mica espec²fica en 

la región TbD1, mientras que los modernos si poseen esta deleción [89]. En la región TbD1 de los 

genomas de linajes ancestrales, se encuentra un número importante de genes de la familia mmpL7 

(Mycobacterial Membrane Protein Large 7), que codifican para proteínas micobacterianas de 

membrana, implicadas en el transporte de componentes de la pared celular como PDIM (Ftiocerol 
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dimicocerosato) y policétidos específicos, como también en la expulsión de medicamentos 

antituberculosos al exterior de la célula, por lo que están implicadas en la resistencia a antibióticos, 

de tal manera que los linajes modernos pierden esta capacidad, en la Figura I -5., se muestra la más 

reciente reconstrucción filogenética de MTBC [42]. 

 

Basándose en la reconstrucción filogenética de MTBC por SNPs, en genomas completos se 

determinó que existen 9 linajes filogeográficos, denominados del 1-9. Los linajes modernos, son 

monofiléticos, es decir que todos comparten un único ancestro común a diferencia de los linajes 

ancestrales. A este grupo pertenecen los siguientes linajes: Linaje 2 (Oriente Asiático) el cual 

comprende el genotipo Beijing; Linaje 3 (Oriente Africano y Centro de Asia) y el Linaje 4 (Euro 

Americano). Por el contrario los linajes ancestrales son parafiléticos, a este grupo pertenecen: el 

Linaje 1 (Oriente Africano, Filipinas y Borde del Océano Índico); Linaje 5 (Occidente Africano 1); 

Linaje 6 (Oeste Africano 2); Linaje 7 (Etiopia) Anteriormente, usando LSPs y secuenciación 

multilocus, no se había logrado identificar el Linaje 7 [42,74]. 

 

 

 

Figura I - 5. Árbol de mínima expansión basada en SNPs obtenidos de la comparación de secuencia de 

genoma completo de 220 cepas de MTBC [38]. 

Más recientemente, se logró identificar la presencia de un linaje adicional que circula exclusivamente 

en la regi·n de los grandes lagos del continente africano, conocido como ñLinaje 8 Ruanda-

Uganda", el cual se obtuvo a partir de un paciente masculino de 77 años, quien provenía de Uganda, 

pero vivía en Ruanda [90]. Usando el test Deeplex® Myc-TB en el cual se determina el genotipo 

(spoligotyping), detección simultanea de resistencia bacteriana a 15 fármacos, determinación de 

especie (evalúa ~100 especies del género Mycobacterium), se determinó que el aislamiento 

bacteriano era resistente a rifampicina (Mutación Asp435Tyr en rpoɓ) y recibió tratamiento de 
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segunda línea para tuberculosis con moxifloxacina, kanamycina, protionamida, etambutol, 

clofazimina, izoniacida y pirazinamida, el paciente falleció después de 20 días de tratamiento, 

posteriormente se logró establecer que el aislamiento clínico era MDR. Después de la secuenciación 

y análisis del genoma, se logró establecer que esta cepa difería en 189 SNPs del ancestro común más 

cercano del MTBC y M. canettii y se catalog· como L8 ñLinaje 8 Ruanda-Uganda. Se identificaron 

in sílico las mutaciones Ser94Ala en inhA (resistencia a izoniacida), Asp435Tyr en rpoɓ, se 

identificaron las mutaciones Ala378 en embB y Ala205 en gidB las cuales no se asociaron con 

resistencia a etambutol ni a estreptomicina, el espoligotipo de esta cepa no había sido previamente 

reportado en la base de datos internacional SITVIT2 y tenía el patrón 

1111100000000000000000000000000001110000000. En la Figura I -6 se muestras la construcción 

filogenética de 241 cepas de MTBC a partir de la identificación de 43.442 SNPs mostrando la 

relación evolutiva del recientemente descrito Linaje 8 y su cercanía con M. canettii [90]. 

Posteriormente se  identificó el Linaje 9 el cual se encuentra georreferenciado en África oriental 

[91]. 
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Figura I - 6. Árbol filogenético de máxima verosimilitud construido a partir de 241 genomas de MTBC 

mostrando las relaciones evolutivas de los linajes ancestrales y modernos de MTBC [81]. 

 

El Linaje 9 del complejo MTBC, se decribió a partir de un estudio de genómica comparativa de 696 

genomas de los cuales el 95% se aislaron de pacientes provenientes de África subsahariana y, 5% de 

los genomas de pacientes de origen no africano. 365 genomas correspondían al Linaje 5, 326 

genomas correspondieron al linaje 6 y 5 genomas no pudieron ser clasificados en ninguno de estos 

dos linajes. Al contrsuir la filogenia, se encontró que los 5 aislamientos no clasificados, formaron un 

clado hermano al linaje 6; los pacientes de los que se aislaron estas bacterias provenían del oriente 

africano (Djibuti, Somalia y un paciente de origen europeo), mientras que los aislamientos del linaje 

5 y 6 provenian del occidente africano del centro del continente. Los 5 genomas no clasificados 
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presentaron una distancia de 1,191 SNPs al linaje 6, 1.632 SNPs al linaje 5 y 1.491 SNPs a los 

genomas asociados a animales, clasificando estos 5 aislamientos como Linaje 9 [91]. En la figura I -

7 se muestra la filogenia construida con 424 genomas de M. africanum, demostrando la formación 

del clado hermano al linaje 6 denominado como Linaje 9. 

 

 

 

Figura I - 7. Filogenia construida a partir de 424 genomas de M. africanum analizados junto con genomas 

asociados con animales de referencia. Tomado de Coscolla M y cols.,[91] 

 

En cuanto a las diferencias entre los primeros 7 linajes, se han logrado establecer marcadores para 

cada uno, de acuerdo a LSPs, as² por ejemplo el linaje del Occidente Africano 1 ñlinaje 5ò posee la 

deleci·n en RD9 y en RD711; el linaje Occidente Africano 2 ñlinaje 6ò posee deleci·n en RD9 y 

RD702; el linaje Indo-Oce§nico ñ Linaje 1ò posee deleci·n en RD9 y RD239; el linaje del Oriente 

Africano y centro de Asia ñLinaje 3ò posee deleciones en TbD1 y RD750; el linaje del Oriente 

Asiático posee deleciones en TbD1,  RD105, RD181, RD150 y RD142 y algunas familias de este 

linaje poseen deleciones en RD207 (responsable de la perdida de los primeros 34 espaciadores en el 

locus DR del genotipo Beijing) [92]. 
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El linaje Euroamericano ñLinaje 4ò, comprende 10 sub-linajes determinados por deleciones en las 

regiones RD115, RD122, RD174 (Diferencia el sub-linaje RD rio), RD182, RD183, RD193, RD219, 

RD726 y RD761[93]. Adicionalmente, las cepas de este linaje presentan una deleción de 7 pb en el 

gen pks1/15 que codifica para PDIM, que es el lípido más apolar y más importante de Mtb. El linaje 

4 se caracteriza por presentar deleciones en pks1/15, 122, 115, 182, 183, 193, 219, las que son más 

frecuentes en cepas provenientes de los continentes americano y europeo, mientras que las 

deleciones 174, 726 se encuentran con mayor frecuencia en cepas de África Occidental. La deleción 

761 en cepas de África del sur y  la 724 en África central, además la identificación de las cepas de 

este linaje se puede realizar por la identificación de SNPs en katG 463/gyrA 95 [94]. 

 

La secuenciación de genoma completo (WGS) es el método más robusto para la construcción de 

filogenias, basado en la identificación de todos los SNPs presentes en los genomas a estudiar. Esta 

metodología permite determinar in sílico los MIRUS, patrones de Spoligotyping, IS6110, LSPs, y 

detecta además mutaciones y tipos de mutaciones presentes en el genoma. Por las razones expuestas 

esta metodología se convierte en la herramienta de elección tanto para epidemiología molecular 

como para el estudio de relaciones evolutivas [95]. 

 

Los primeros estudios de identificación de SNPs, se llevaron a cabo a partir de la secuenciación 

multilocus, usando un set de genes implicados en diferentes procesos metabólicos de la bacteria. 

Estos análisis se realizan a partir del alineamiento de las secuencias de dichos genes, para identificar 

mutaciones puntuales entre cepas y luego se establece si dicha mutación produce o no cambio en el 

aminoácido codificado. Las mutaciones a nivel de SNPs e indels, pueden tener efectos a nivel de la 

síntesis de proteínas y expresión génica. Los SNPs de mayor importancia son los no sinónimos, ya 

que cambian el marco de lectura de las proteínas, produciendo cambios funcionales importantes, 

estas mutaciones confieren un impacto importante en el fenotipo, linaje y resistencia a 

medicamentos, por mutaciones de novo en MTBC [96]. Entre mayor número de SNPs no sinónimos, 

mayor es el cambio evolutivo de la cepa, por ejemplo, Gutacker y col., establecieron las relaciones 

evolutivas de Mtb analizando 5069 cepas, comparando la secuencias de 7 genes con las secuencias 

de los genomas de las cepas H37Rv y CDC1551, permitiendo identificar nueve clusters o grupos 

genéticos y 227 SNPs no sinónimos [97]. Sin embargo, a pesar que se analizaron un gran número de 

cepas, las filogenias reportadas son sesgadas y convergentes, debido a la pobre cobertura del genoma 

[98]. 

 

En el 2009 Comas y cols., analizaron los SNPs de 97 cepas de Mtb, a partir de la secuenciación 

directa de una región de 70 kbp, que corresponde a 89 genes, encontrando 339 SNPs que 

determinaron una filogenia congruente con las correspondientes filogenias obtenidas por MIRUS-

VNTR, Spoligotyping y LSP. A pesar de la concordancia encontrada en las filogenias determinadas 

por las diferentes metodologías, el Spoligotyping fue el método menos adecuado para las inferencias 

evolutivas, ya que aunque infiere resultados evolutivamente importantes, las cepas son agrupadas en 

grandes grupos, por lo que la información a nivel de clados y familias no es confiable; en cuanto a 
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MIRUS-VNTR la información es mucho más confiable si se usa el set de 24 locus, puesto que 

clasifica las cepas de Mtb mejor y proporciona información evolutiva importante, por lo que la 

secuenciación multilocus es el método más robusto para definir grupos filogenéticos de bacterias 

genéticamente monomórficas como Mtb [92]. 

 

Se han identificado sets de SNPs que son informativos de cada linaje; el estudio de 259 cepas de 

Mtb provenientes de diferentes partes del mundo, identificó 34.127 SNPs obteniendo los 7 linajes 

existentes [98]. El máximo número de SNPs encontrado en este estudio al comparar dos cepas, una 

adaptada a humanos y otra a animales fue de 2.188 SNPs, mientras que al comparar cepas adaptadas 

a humanos el resultado fue 1856 SNPs, de los cuales 387 SNPs fueron homoplásicos (convergentes). 

Su aparición está dada por: (i) adición incorrecta de bases durante la secuenciación, (ii) mutaciones 

recurrentes y (iii) selección positiva. De acuerdo a estos resultados, en Mtb son pocas las posiciones 

variables, lo que confirma la teoría de la expansión clonal de este microorganismo [42,99]. 

 

En un trabajo realizado en el 2013 por Rose y cols., se identificaron los SNPs con información 

filogenética importante para cada linaje, en cepas adaptadas a humanos y se obtuvieron 13.086 SNPs, 

estudiando 28 cepas de MTBC procedentes de diferentes orígenes geográficos y pertenecientes a los 

linajes 1-6. En este estudio se analizaron los SNPs no sinónimos y sinónimos conservados en esta 

población, los que son específicos de cada linaje y están relacionados con cambios evolutivos 

tempranos [100]. Los SNPs generados de novo, se han encontrado en genes que producen resistencia 

a antimicobacterianos y que están relacionados con cambios evolutivos recientes, aunque existe la 

hipótesis que los cambios evolutivos tempranos de los patógenos disminuyen el fitness del 

microorganismo. Sin embargo, se ha probado que es un patógeno con alto fitness a pesar de la 

frecuencia de mutaciones en genes de resistencia [42]. En MTBC, se presenta el fenómeno de las 

mutaciones compensatorias; en las regiones determinantes de resistencia a medicamentos, en 

regiones promotoras o en otros genes que confieren virulencia, lo que hace que ciertos linajes de 

MTBC tengan mayor circulación que otros a nivel mundial [101,102]. 

 

Se han encontrado 319 SNPs específicos en los linajes modernos (Linajes 2, 3, y 4); para el linaje 1 

se identificaron 463 SNPs; Linaje 2: 124 SNPs; Linaje 3: 353 SNPs; Linaje 4: 163 SNPs; Linaje 5: 

698 SNPs y linaje 6: 674 SNPs. La mayoría de mutaciones puntuales que se encontraron en este 

estudio fueron no sinónimas, por lo que se categorizaron funcionalmente y la mayoría de ellas se 

encontraron en genes regulatorios (NarL, Rv0275KdpD, BlaI, SirR, VirS, Rv3167c y Rv3830c) [100]. 

 

Los trabajos mencionados anteriormente, indican que el análisis de SNPs a partir de la secuenciación 

de genoma completo, es la forma más robusta de construir filogenias, indicando que la tuberculosis 

se originó en el continente Africano, co-evolucionando con el Homo-sapiens, que dispersó la 

enfermedad gracias a las migraciones humanas, al establecimiento de rutas de comercio y a que este 

patógeno sufrió un proceso de adaptación a determinadas poblaciones humanas, por lo que cepas de 

MTBC de los linajes 5 (Occidente Africano I), 6 (Occidente Africano II) y 7 (Etiopia), hasta hace 
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poco se creía, estában adaptados únicamente a habitantes de dichas zonas geográficas y a dichas 

razas, siendo los linajes 2 (este asiático) y 4 (Euroamericano), los de mayor capacidad de adaptación, 

dispersión y circulación a nivel mundial, están asociados con alta virulencia y resistencia a 

antibióticos.  Sin embargo, recientemente se ha reportado la presencia de M. tuberculosis var 

Africanum en Brasil, a partir de un aislamiento clínico obtenido a partir de una paciente con TB 

pulmonar; la identificación se realizó por secuenciación  del gen 16S y secuenciación parcial del gen 

Hsp65 [103]. Por otra parte, en 2016 se hizo el primer reporte de M. tuberculosis var Africanum en 

Colombia, a partir de la secuenciación por Illumina de un aislamiento clínico obtenido en el país 

[104].  

 

El genotipo Beijing, perteneciente al linaje 2 (Este asiático), se originó en la provincia de Beijing en 

China, de allí se dispersó a los países asiáticos vecinos (Mongolia, Corea del Norte y Vietnam), 

siendo el responsable del mayor número de casos de TB en el oriente asiático [105]. Este genotipo 

está asociado a alta virulencia y resistencia a medicamentos de primera y segunda línea, siendo 

MDR) o XDR, este es un patógeno exitoso en términos evolutivos, puesto que, a diferencia de otros 

genotipos, causa tuberculosis en personas de todas las razas. Posee una copia intacta del gen pks1/15, 

que le permite producir PDIM, el cual es un importante factor de virulencia, asociado a alteración 

en la modulación de la respuesta inmune del huésped, produciendo una respuesta tipo Th2 no 

protectora. Sin embargo, el perfil de resistencia a antibióticos, la expresión de genes de virulencia y 

la modulación de la respuesta inmune, son variables entre los aislamientos clínicos de este genotipo 

[106]. 

 

El segundo linaje más disperso a nivel mundial es el Linaje 4 Euroamericano, se pueden encontrar 

aislamientos clínicos de este linaje en cualquier país del mundo, aunque como su nombre lo dice, es 

más prevalente en Europa y las Américas, la diferenciación de este linaje está dado principalmente 

por las regiones de diferenciación, la deleción en pks1/15 e identificación por Spoligotyping. Este 

linaje se caracteriza por la ausencia de los espaciadores 33-36 y sus sublinajes más importantes son 

HARLEM, LAM, T, S y X [107]. Aunque este linaje está ampliamente diseminado a nivel mundial, 

la virulencia de los aislamientos clínicos es variable, así como el perfil de resistencia a antibióticos 

[108]. 

 

Los linajes con mayor restricción en su localización geográfica son los linajes Occidente Africano 

1, Occidente africano 2 y el linaje de Etiopia, Mtb co-evolucionó con el Homo Sapiens originándose 

estos 2 linajes en el continente africano, las cepas de estos linajes, se separaron del ancestro común 

de Mtb casi simultáneamente con las cepas adaptadas a animales (M. bovis y M. canetti), y de 

acuerdo con estudios genómicos, se sabe que la adquisición de esta bacteria no fue a partir de 

animales domésticos, sino por un proceso de especiación, lo cual dio origen a los diferentes linajes 

filogeográficos [42]. 
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I.V I . Genotipo Beijing: origen, descripción, clasificación 

presencia global 

El genotipo Beijing, perteneciente al linaje 2 o del Este asiático de Mtb es un grupo filogeográfico 

responsable de TB en por lo menos un cuarto del total de casos a nivel global [109]. fue descrito en 

1995 por Dick Van Soolingen y cols., a partir de un análisis poblacional de aislamientos clínicos 

circulantes en China entre 1992 y 1994, que se caracterizaron por compartir el mismo patrón RFLP-

IS6110, con 15 a 20 copias de esta secuencia de inserción y, en el estudio del locus polimórfico DR 

estas cepas mostraron un espoligotipo significativamente diferente a los aislamientos de otras 

regiones del mundo, caracterizado por poseer únicamente los espaciadores 35 a 43 [105]. Las cepas 

con estas características genotípicas son conocidas como Beijing típicas o clásicas, sin embargo, se 

pueden encontrar aislamientos clínicos con diferencias en los patrones de bandeo por RFLP-IS6110 

y con ausencia de espaciadores diferentes entre los espaciadores 35 a 43, dichas cepas son conocidas 

como Beijing Atípicas o Beijing-like [110]. Por otra parte, hay otro grupo de cepas que se han 

denominado como ñPseudo-Beijingò, las cuales se caracterizan por tener un espoligotipo t²pico de 

este linaje, pero al indagar sobre deleciones en las regiones de diferenciación (RD) específicamente 

RD207 y RD105 se observa que estas cepas tienen una deleción más corta (más o menos 100 pb 

menos) a la deleción presente en las cepas Beijing típicas [111]. Adicionalmente, cepas de este 

genotipo fueron identificadas en la década de los 90s en la ciudad de Nueva York en pacientes VIH+ 

en brotes en hospitales y c§rceles, en ese momento fueron denominadas como MDR ñWò, pero 

posteriormente se identificó que estas hacían parte de un pequeño sublinaje de la familia Beijing, 

por lo que es común encontrar en la literatura la denominación de W/Beijing [112,113]. 

 

Se cree que el éxito del genotipo Beijing para mantenerse en circulación a nivel global está 

determinado por varias causas; una de ellas, la vacunación con el bacilo atenuado de M. bovis 

Calmette Guerin (BCG) [114], ya que la inmunización con esta vacuna ha sido ampliamente utilizada 

en la región asiática en donde este predomina; esta hipótesis ha sido formulada a partir de varios 

estudios en los que se ha determinado que, por lo general a los pacientes a los que se les aísla han 

sido vacunados previamente, mientras que en pacientes infectados con otros genotipos bacterianos, 

pueden o no estar vacunados, por lo que se postula que la presencia de cicatriz de la vacuna BCG, 

es un factor de riesgo para contraer tuberculosis causada por el genotipo Beijing, especialmente en 

áreas en las que este es endémico [105,115]. 

 

Las cepas del genotipo Beijing, se han asociado con brotes de tuberculosis multirresistente (TB-

MDR) a nivel global, causados por migraciones poblacionales, comercio entre países y facilidad en 

el desplazamiento alrededor del mundo. El linaje Beijing posee ventajas selectivas, en comparación 

con otros linajes del MTBC tales como: (i): aumento en la capacidad de adquirir resistencia a 

medicamentos, (ii ): alta capacidad mutagénica y aumento en la transmisibilidad e (iii ): 

hipervirulencia [116]; estas dos últimas características se observan más frecuentemente, en las cepas 

de evolución reciente, principalmente las encontradas en  países latinoamericanos, países del sur de 
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África y  Europa Oriental, a diferencia de las cepas ancestrales, las cuales en su área de influencia 

principal Este asiático, presentan perfiles de susceptibilidad a antibióticos variables y virulencia 

disminuida [109]. 

 

Genotípicamente y basándose en la identificación o tipificación de polimorfismos de secuencia larga 

(LSP), cuyo tamaño varía entre 224 y 11.985 pb, el Linaje 2 se caracteriza por la presencia o deleción 

de diferentes LSP que clasifican este genotipo; por ejemplo; todas las cepas hasta ahora estudiadas 

tienen la deleción RD105 y la deleción RD207, este último responsable de la pérdida de los primeros 

34 espaciadores en el locus DR Direct Repeats presente en todos los miembros del MTBC [117]. La 

RD181 es característica de casi todas las cepas de la familia Beijing y es un marcador de evolución 

temprana mientras que las RD150 y RD142 pueden o no estar presentes en dichas cepas siendo así 

característicos de cepas de evolución más reciente [118]. 

 

El análisis de los LSP se ha logrado a partir de la amplificación por PCR de estos, secuenciación 

parcial, total o a partir de la detección por hibridación de sondas. Como se trata de grandes deleciones 

genómicas, estas son responsables de la deleción parcial o total de genes de Mycobacterium, 

característica que influencia las variaciones en la virulencia de este linaje [119]. 

 

Los hallazgos de estas deleciones genómicas principales son: RD 105 de 4267 pb, que deleciona por 

completo los genes Rv0072 que codifican parte de una proteína transportadora permeasa no 

caracterizada tipo ABC [120] y Rv0073 que codifica para una proteína de unión a ATP 

transportadora de glutamina tipo ABC y deleciona parcialmente los genes Rv0071 que codifican  

para una posible madurasa intrónica de tipo II, gen no esencial para el crecimiento in vitro de la 

bacteria [121] y Rv0074 que codifica para una proteína hipotética conservada, encontrada en la 

fracción membranal de la bacteria por espectrometría de masas, no esencial para el crecimiento in 

vitro [122]. 

 

La deleción RD207 de 7399 pb, es la principal responsable de la pérdida de espaciadores en el locus 

DR (Direct Repeats) de este genotipo, es evidenciada en el espoligotipo característico de 9 

espaciadores 35 a 43 y a su vez es la responsable de la deleción parcial de 7 genes y la pérdida de la 

secuencia de inserción IS6110. Los genes delecionados por este RD son:  Rv2814c subunidad de 

transposasa requerida para la transposición de IS6110; Rv2815c Transposasa putativa para IS6110 

que se fusiona con Rv2814c posible responsable del cambio en el marco de lectura durante la 

traducción [123]; Rv2816c, Rv2817c, Rv2818c,  Rv2819c y Rv2820c, codifican para proteínas 

hipotéticas conservadas, que corresponden a posibles islas genómicas específicas de M. tuberculosis 

[124,125]. Por otra parte, la RD181 es una deleción genómica de 711 pb, que deleciona dos genes: 

el Rv2262c que codifica para una proteína hipotética conservada de función desconocida y Rv2263 

que codifica para una posible enzima oxidorreductasa [125]. La RD142 es una deleción de 2851 pb, 

región en la que se encuentran ubicados 4 genes: el Rv1190 y Rv1191, que codifican para proteínas 

hipotéticas; Rv1192 proteína de función desconocida y sigl posible factor sigma alternativo de la 

RNA polimerasa sigL [126,127]. La RD 152 es una delecion de 11985 pb, responsable de la pérdida 
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de 12 genes cutl, picD, y wag22 que son miembros antigénicos pertenecientes a la familia de 

proteínas PE-PGRS; Rv1754c proteína conservada rica en prolina; Rv1756c, Rv1757c subunidades 

transposasas putativas para IS6110; Rv1760 posible triacilglicerol sintetasa, responsable de la 

acumulación de lípidos de pared celular; Rv1761c posible proteína transportadora de extremo 

hidrofóbico involucrada en procesos de metabolismo lipídico de pared celular; Rv1762c proteína de 

función desconocida; Rv1763 y Rv1764 transposasas putativas para la inserción de IS6110 y, 

Rv1765c proteína hipotética conservada del citosol de M. tuberculosis [67,69]. 

 

Otro marcador importante para la clasificación del genotipo Beijing es la presencia de una copia 

intacta del gen pks15/1, el cual es un marcador genético comúnmente detectado en las cepas Beijing 

de origen asiático (81); este gen codifica para un factor de virulencia lipídico de la pared celular 

denominado Ftiocerol Dimicoserosato (PDIM) [128,129], es el más apolar de la pared de la bacteria, 

relacionado estructuralmente con el glicolípido fenólico y su estructura es tan densa, que ha sido 

denominada la CERA de la pared celular [127]. EL PDIM se encuentra presente en todas las especies 

del complejo Mtb y en algunas micobacterias no tuberculosas (MNT), siempre y cuando sean 

patógenas para humanos y animales. Todas las cepas que producen ptiocerol dimicocerosatos o 

ptiocerol ptioceranatos, también sintetizan sustancias estructuralmente relacionadas como los 

fenolftioceroles [130]. En teoría las cepas de Mtb virulentas poseen una copia completa de este gen 

y producen PDIM, sin embargo, cepas de como H37Rv y CDC1551, poseen una deleción de 7 pares 

de bases en este gen que  afecta la producción tanto de PDIM como del Peptido PGLs;  las cepas del 

linaje 2 producen estos dos lípidos, lo que posiblemente está relacionado con su exacerbada 

virulencia sobre todo en las cepas de evolución moderna, esto ha sido comprobado en estudios en 

modelos animales (Ratón y Cobayo) y celulares (Macrófagos) usando cepas virulentas  (HN878) 

deficientes en pks15/1 o  cepas transfectadas con este gen (CDC1551, H37Rv, Erdman), cuyo 

fenotipo resulta en cepas con mayor virulencia con respecto a su contraparte silvestre [131,132]. 

 

Otros marcadores genéticos para la clasificación de las cepas Beijing en sublinajes ancestrales o 

modernos como la presencia de un locus NTF (Noise Transfer Function) intacto con la RD181 intacta 

es caracter²stica de las cepas m§s antiguas o ancestrales ñat²picasò de ese genotipo, si esta se 

encuentra delecionada las cepas son clasificadas como ñancestralesò o ñancestrales cl§sicasò [133]. 

Las cepas más modernas de la familia Beijing se caracterizan por la presencia de 1 o 2 copias de la 

IS6110 en la región cromosomal NTF y por la presencia de mutaciones de único nucleótido (SNPs) 

en los genes que codifican para enzimas de reparación de DNA que son exclusivos del genotipo 

Beijing Mut2 y Mut4 [134]; en Mut2 se produce una mutación en el codón 58 produciendo el cambio 

de glicina por arginina GGA (Gly) por CGA (Arg),  y en el gen Mut4 se produce un cambio de 

Arginina por Glicina en el codón 48 CGG (Arg) por GGG (Gly). Las cepas que no presentan SNPs 

en estos genes, son denominadas como cepas modernas [135,136]. 

 

De acuerdo a estudios filogeográficos recientes, a partir de análisis de MIRU-VNTR e identificación 

de SNPs en secuencias de genomas completos de 4987 cepas pertenecientes al genotipo Beijing 
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provenientes de 99 países [116] se sugirió que este linaje se originó en la zona nororiental del este 

Asiático en el norte de China, Corea y Japón, hace aproximadamente 6600 años y se determinó que 

este genotipo se divide en 6 sublinajes o  grupos principales o complejos clonales (CC): CC1, CC2, 

CC3, CC4, CC5 y CC6 y un sublinaje basal BL7. Con estos 7 sublinajes se construyó un árbol 

filogenético de mínima expansión (MStree), que los agrupó en 3 brazos principales. Posteriormente, 

se indagó por la presencia de la IS6110, en la región NTF estudiando un subgrupo de 337 

aislamientos y se determinó que los complejos clonales 1 a 5 (CC1-CC5), se clasificaron como cepas 

modernas típicas por la presencia de esta secuencia de inserción y, que las cepas pertenecientes al 

CC6 y BL7 se clasificaron como variantes Beijing Ancestrales Atípicas, por la ausencia de una o 

dos copias de la IS6110 en esta región [116]. Además, estos sublinajes tienen distintos patrones de 

dispersión a nivel mundial, CC1 (Asia central alrededor del mar negro), CC2 (Rusia y Oriente 

Europeo), CC3 (Oriente Asiático, Océano Pacífico y Américas), CC4 (África oriental y sur y océano 

Pacífico), CC5 (Dispersión hacia el océano pacífico Micronesia y Polinesia) y CC6 y BL7 (oriente 

asiático, Norte América y México). En la Figura I -7., se muestra se muestra la distribución mundial 

de los complejos clonales del genotipo Beijing [137]. 

 

 
Figura I - 8. Distribución mundial de los complejos clonales y el linaje basal del genotipo Beijing en donde 

cada círculo corresponde a un país y el tamaño del círculo corresponde a la cantidad de aislados clínicos. 

Tomado de Merker M. y cols 2015 [104]. 

 

Como se puede evidenciar, dependiendo de los marcadores empleados, se obtienen resultados 

diferentes de filogenia del linaje 2, por lo que no hay un consenso con respecto a la caracterización 

del mismo. Con el ánimo de unificar la clasificación de este linaje, recientemente se realizó un 

análisis evolutivo y comparativo con todos los marcadores empleados por los diferentes estudios 

[138]. En esta investigación, se analizó el genoma de 1.398 cepas del linaje 2 provenientes de 32 

países y adicionalmente se incluyeron los datos de 13 estudios independientes. Después de excluir 

regiones repetitivas, elementos móviles, genes de la familia PE-PPE, genes asociados a resistencia a 
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medicamentos y SNPs artefactuales asociados a indels, se emplearon 39.786 SNPs para reconstruir 

la filogenia de máxima verosimilitud; los resultados obtenidos dividen el linaje 2 en dos clados 

fil ogenéticos: proto-Beijing y Beijing ñCl§sicoò. Las cepas del clado proto-Beijing se caracterizan 

por la deleción RD105 y un patrón spoligotyping atípico para Beijing, conteniendo espaciadores 

entre los espaciadores 1-43[138]. 

 

Las cepas del clado Beijing ñcl§sicoò se caracterizan por la deleci·n RD207, una rama temprana 

dentro del clado contiene los genes mutT2, mutT4 y ogt intactos. Pasos evolutivos subsiguientes 

consistieron en adquirir la deleción RD181 y una mutación en el gen mutT4 (codón 48). Otro grupo 

monofilético importante lo constituyen cepas con mutaciones en los genes mutT4 (codón 48) y ogt 

(cod·n 37). Todas estas ramas son consideradas Beijing ñancestralò, dentro del clado Beijing. El 

grupo monofilético mayoritario (1212 cepas del estudio mencionado), contiene cepas con las 

mutaciones en mutT2 (codón 58), mutT4 (codón 48), ogt (codón 12) y la presencia de la secuencia 

de inserción IS6110 en la regi·n NTF; estas cepas son consideradas Beijing ñmodernasò dentro del 

clado Beijing.  Finalmente; el clado Beijing es dividido en 8 grupos de dos a 5 subgrupos 

dependiendo del estudio. 

 

Por tal motivo, Shitikov y cols, proponen un método para la clasificación del linaje 2, el cual incluye 

los clados proto-Beijing y Beijing, y tiene un mayor poder discriminatorio mayor, comparado con 

los otros métodos de genotipificación. Este método clasifica 10 grupos dentro del clado Beijing, 

donde tres de ellos pertenecen al grupo Beijing ñancestralò (Asia Ancestral 1, Asia Ancestral 2, Asia 

Ancestral 3) y siete pertenecen al grupo Beijing ñmodernoò (Asian African 1, Asian African 2, Asian 

African 2/RD142, Asian African 3, Pacific RD150, Europe/Russia B0/W148 outbreak y Central 

Asia) [138]. 

 

I.V I . I. Epidemiología de Genotipo Beijing  

I.VI.I.I. Genotipo Beijing en el mundo 

El genotipo Beijing del Este asiático de Mtb es uno de los más exitosos a nivel mundial junto con 

cepas del linaje Euroaméricano. Aunque como se discutió anteriormente su origen es asiático, hoy 

lo encontramos en casi todo el mundo y más de un cuarto de la epidemia global de TB es causada 

por cepas de esta familia. Aunque hay países en los que aún no se reporta, muy seguramente en 

muchos de ellos es porque no se busca, si bien es difícil establecer una prevalencia o incidencia 

mundial de este genotipo, por la no vigilancia epidemiológica de genotipos de Mtb por país como se 

hace en la mayoría de los eventos de interés en Salud pública, si se encuentran diversos estudios en 

los que se reporta Beijing en todos los continentes [109]. 

 

Además de ser un exitoso patógeno emergente por su capacidad de infectar personas sin distingo de 

nación o raza como ocurre con otros genotipos [139], por ejemplo los del Occidente Africano y 

Etiopia (Linajes 5, 6, 7, 8 y 9) los cuales están limitados geográficamente; el genotipo Beijing 

frecuentemente se encuentra en Brotes de TB, causando TB resistente a medicamentos y casi siempre 
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se presenta como un patógeno con alta virulencia causando cuadros graves de la enfermedad 

[112,113], que en muchos de los casos el desenlace es fatal [140]. 

 

Seg¼n la ñAcci·n Europea Concertada en Marcadores genéticos de nueva generación y técnicas para 

la epidemiolog²a y control de Tuberculosisò, el genotipo Beijing tiene cuatro tipos de 

comportamiento o patrones de presentación mundial: (i): Endémico sin resistencia a medicamentos, 

que predomina en el Oriente Asiático; (ii ): Epidémico resistente a medicamentos que circula en su 

mayoría en la antigua Unión Soviética, Cuba, Vietnam y Sur África y con circulación poco frecuente 

en Europa Occidental; (iii ): Epidémico pero sensible a medicamentos antituberculosos circulando en 

su mayoría en Argentina y Malawi y (iv): Muy poca o infrecuente circulación en algunos países del 

continente Africano y continente Europeo [141]. 

 

La asociación de MDR-TB y genotipo Beijing es variable ya que no solo depende de la población 

de estudio, sino del origen de los pacientes, el tamaño de la muestra etc., [142,143] y así como hay 

estudios en los que no se encuentra asociación entre resistencia a medicamentos y TB, otros estudios 

si han logrado establecer dicha asociación [144,145] aunque como se mencionó anteriormente ya 

están establecidos los patrones de circulación, dependiendo del estudio, se pueden presentar 

cualquiera de los patrones antes mencionados en cualquier lugar [146]. 

 

En Asia, es el genotipo más prevalente, hay estudios que reportan genotipo Beijing en más del 50% 

de los pacientes o cepas incluidas en los estudios, llegando incluso al 90% de los casos de TB con 

este genotipo en países como China [105,147], Mongolia [148], Vietnam [149ï151] e India [152]. 

 

En Europa la presencia de cepas genotipo W/Beijing es variable, en la Antigua Unión Soviética la 

circulación de estas es alta con el 45%-56% de los aislamientos, mientras que en Europa Occidental 

la proporción es bastante baja <6% de los aislamientos. En el continente africano el genotipo Beijing 

es poco frecuente, sin embargo, en la capital de Sur África, la proporción es significativamente 

mayor [141], estudios reportan prevalencias de genotipo Beijing de menos del 10% y en algunos 

estudios asociados a pacientes VIH+ como por ejemplo en Mozambique [153]. 

 

I.VI. I. II.  Genotipo Beijing en el continente americano  

Los países que conforman Am®rica Latina o ñNuevo Mundoò, como se denomin· inicialmente a esta 

región del mundo, por los colonizadores europeos provenientes de España, Francia, Portugal, 

Inglaterra y Holanda, gracias a las ambiciones expansionistas del imperio francés dirigido por 

Napoleón III, America, se divide en tres regiones principales: América del Norte, América Central 

y América del Sur, pero la región Latinoamericana, que en su mayoría fue denominada como tal por 

el colonialismo español  está dividida en: América central (México, Guatemala, Belice, El salvador, 

Honduras, Nicaragua, Costa Rica y Panamá), América del sur (Colombia, Venezuela, Perú, Ecuador, 

Bolivia, Paraguay, Uruguay, Chile, Argentina, Brasil, Guayana, Guyana y Surinam) y las islas del 

caribe en las cuales hay variabilidad de idiomas siendo las islas más representativas: Las Antillas 
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mayores (Cuba, Isla de la Española (República Dominicana y Haití) y Puerto Rico), Antillas 

Francesas y Holandesas, Trinidad y Tobago  entre otras [154]. 

 

Debido al proceso de colonialismo europeo, no solo llegaron al continente americano las costumbres 

sociales, religiosas e idiomáticas del viejo continente, también llegaron diferentes enfermedades que 

fueron transmitidas a la población nativa americana e incluso fueron las responsables de diezmar 

dicha población en su momento con enfermedades como la viruela y el sarampión [155] y, 

posiblemente la tuberculosis. Sin embargo, sabemos que la TB estaba presente en el continente antes 

de la invasión europea, gracias a los registros que se conocen actualmente de presencia de DNA de 

Mtb en restos momificados precolombinos [13]. Es lógico pensar, que la variedad de genotipos que 

hoy conocemos en el continente, son producto no solo del colonialismo europeo, sino de la llegada 

de esclavos africanos, trayendo consigo sus respectivos genotipos de Mtb, dando como resultado una 

amplia variabilidad genética. 

 

Datos estimados por la OMS en el año 2019, muestran que el continente americano aportó cerca del 

3% de la carga mundial de TB, que corresponde a alrededor de 300.000 casos al año. Los países con 

mayor tasa de incidencia son Haití, Perú y Bolivia con 100-199 casos por cada 100.000 habitantes, 

mientras que el resto de los países del subcontinente tienen tasas de incidencia media de 25-99 casos 

por 100.000 habitantes a excepción de Chile que se sitúa como país de incidencia baja con 0-24 

casos por 100.000 habitantes [23]. 

 

En Canadá la mayoría de los reportes implican población migrante. En un estudio en Alberta se 

reportó que el 21% de las cepas de pacientes con TB correspondían a genotipo Beijing las cuales en 

su mayoría presentaban algún grado de resistencia a antibióticos [156][157]; en un estudio de 

cohortes de pacientes con TB en su mayoría migrantes se determinó que el 19% de ellos estaba 

infectado con cepas de genotipo Beijing [158]. Canadá es un país caracterizado por recibir una gran 

cantidad de población extranjera para ocupar su territorio y dada la alta calidad de vida de este país 

se considera que es un país con baja incidencia de TB junto con Estados Unidos, en estos países la 

TB por genotipo Beijing se presenta en 19-27% de los casos [157,158]. 

 

En Estados Unidos, el reporte de este genotipo se ha realizado a partir de brotes, por lo que la 

proporción es alta; uno de ellos en la ciudad de Nueva York en donde se aislaron cepas MDR en el 

22% de los pacientes con diagnóstico de TB, posteriormente con la tipificación con RFLP-IS6110 

se demostró que estas cepas pertenecían al genotipo Beijing y se denominaron W/Beijing [159]. En 

otro brote en Houston Texas en el 25% de los pacientes estudiados 326 de 1283 pacientes estaban 

infectados por este genotipo [160], a pesar que el reporte de este genotipo en USA es en brotes 

epidémicos, se ha comprobado la circulación nacional de Genotipo Beijing en población migrante y 

no migrante [161]. 
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Hasta hace pocos años, se pesaba que la circulación del genotipo Beijing en América Latina era 

infrecuente, sin embargo, con la realización creciente de estudios de tipificación de cepas de Mtb 

usando técnicas de epidemiología molecular clásica o secuenciación masiva, se ha evidenciado un 

aumento significativo en el reporte de este genotipo en los distintos países de la plataforma 

continental y las islas del caribe [162]. 

 

Los estudios que se han llevado a cabo en américa Latina son dispersos y se han realizado por lo 

general en grupos específicos de población. En una revisión de tema, realizada con el fin de obtener 

información sobre la presencia del genotipo Beijing en América Latina, se obtuvo que: Solo el 3.9% 

(980/25.184) de las cepas tipificadas por distintos métodos pertenecían a genotipo Beijing [163]. Los 

países con mayor predominio del genotipo Beijing son Cuba (17.26%, n=112), Perú (16%, n=634) 

y Colombia (5%, n=100). Los genotipos presentes en Cuba son SIT1/Beijing clásico, y solamente 

una cepa es SIT190/Beijng-like [164]. A pesar de que Cuba tiene una de las incidencias de TB más 

bajas de América Latina [165], es el país con más presencia del genotipo Beijing con respecto a los 

otros países de la región y ha sido reportado desde el año 1995, en este país se ha incrementado 

significativamente la presencia de genotipo Beijing de un 11.3% en el año 1995 a un 25.6% en 2010  

[166] y además presenta alta resistencia a los antibióticos de primera línea, en especial a 

estreptomicina [141]. La asociación existente entre resistencia a antibióticos y el genotipo Beijing, 

surgió a partir de la falla en los programas nacionales de control de TB, en la extinta Unión soviética 

y se cree que la aparición de estas cepas en América Latina, se deba a un efecto fundador gracias a 

las relaciones diplomáticas entre los ex países soviéticos y la isla [167]. 

 

Perú es el siguiente país con mayor proporción de genotipo Beijing en América Latina, con un 16% 

correspondiente a 634/25123 cepas, todas obtenidas de pacientes de la ciudad de Lima y alrededores 

(29.4% según censo 2018). Colombia es el tercer país con mayor carga de genotipo Beijing 5% 

(100/1989) [163], el cual fue reportado circulando en el país desde 1997, específicamente encontrado 

en la ciudad portuaria de Buenaventura sobre el Pacífico Colombiano [168]. 

 

Ecuador tiene una prevalencia baja del genotipo Beijing con 1.17% , a pesar de ser un país limítrofe 

y de fronteras abiertas con países con predominancia alta del genotipo Beijing, como son Perú con 

16% y Colombia con 5% y al igual que en Cuba y Colombia, las cepas Beijing del Ecuador tienen 

una fuerte asociación con resistencia a los antimicrobianos [169]. 

 

El resto de los países de la región, (México, Guatemala, Panamá) presentan una prevalencia por 

debajo del 1%, también países con gran población como Brasil. Los países del cono sur (Chile, 

Argentina y Paraguay) históricamente han tenido prevalencias muy bajas de Beijing, sugiriendo la 

ausencia de migraciones importantes de población asiática o de Europa Oriental. Las islas del Caribe 

Oriental, tienen un comportamiento diferente a Cuba, posiblemente influenciado por el tipo de 

migrantes provenientes de Holanda y Francia principalmente [170ï173]. 
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Finalmente, hay que mencionar que la información es muy escasa con respecto al genotipo Beijing 

en Honduras, Haití, Bolivia y Paraguay en la Figura I -8., se muestra la distribución en América 

Latina del genotipo Beijing en comparación con los demás linajes que circulan en cada país del 

continente [163]. 

 
Figura I - 9. Distribución de genotipos por país en América Latina. Tomado de Cerezo-Cortés MI y cols., 2020 

[163]. 

 

I .VI.I.III. Genotipo Beijing en Colombia 

Los estudios de epidemiología molecular describiendo la circulación de genotipos de Mtb en 

Colombia corresponden a estudios que involucran varias regiones del país, sin embargo, el genotipo 

Beijing está geo-referenciado principalmente en la ciudad de Buenaventura y por el momento no 

existe reporte de la presencia de este genotipo en el resto del país. El genotipo predominante, a 

diferencia del encontrado en los otros países de la región antes mencionados, es el SIT190/Beijing-

like con el 79% de las cepas Beijing y es casi exclusivo de Colombia, con la excepción de Cuba, que 

reportó solo un caso causado por este genotipo. El primer estudio que detectó la presencia del 

genotipo Beijing en Colombia se realizó en 1998, basado en patrones RFLP y encontró que 11/34 

(32.4%) de los casos que tenían falla en el tratamiento correspondieron a la Familia Beijing [174]. 

En 2010 Murcia y col., reportaron en Bogotá el primer caso mortal de TB causado por el genotipo 

óóBeijing-likeôô (SIT190) [140][175], la bacteria se aisló de esputo y de muestras de necropsia; todos 

los aislamientos, tuvieron un patrón RFLP IS6110 idéntico, por Spoligotyping, estas cepas se 

caracterizaron por la ausencia de los espaciadores 1-34 y 40 y por MIRUS-VNTR (Mycobacterial 

Intersperced Repetitive Units-Variable Number Tandem Repeats) se obtuvo el patrón huérfano 

224326153223, de acuerdo a la base de datos del Institut Pasteur de La Guadaloupe (SITVIT2) [175]. 
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Estudios posteriores realizados en Cali encontraron también cepas pertenecientes al genotipo 

Beijing-like, SIT190, asociados a TB-MDR/XDR [176,177]. En el año 2012, Cerezo y col., 

realizaron un estudio de genotipificación en aislamientos clínicos obtenidos en Bogotá, encontrando 

los siguientes genotipos: LAM/SIT42 (49.34%), Harlem/SIT62 (38.25%), T/SIT53 (13.82%) y 

Beijing-like (1.06%) [178]. 

 

Puerto G y cols., genotipificaron 51 aislados de Mtb, obtenidos también de pacientes en 

Buenaventura, encontrando una prevalencia de 41% de cepas de la familia Beijing [179], este estudio 

refirió que el 81% de aislamientos TB-MDR correspondió a pacientes previamente tratados, mientras 

que en pacientes no tratados se recuperaron 5 aislados TB-MDR, no hubo ningún aislamiento 

sensible [180]. Llerena P y cols., analizaron por spoligotyping 201 aislados clínicos colombianos 

asociados a MDR-TB y se encontró que el 36,3% de los aislados pertenecían al linaje LAM 26.9% 

al linaje Haarlem y el 11% al linaje Beijing [181]. 

 

Otro genotipo Beijing-like encontrado recientemente en el país es el SIT406/Beijing-like en un 

paciente indígena del departamento del Cauca que también pertenece a la región pacífica del país 

[182]. genotipo que también se encontró en un paciente de Guadalajara, México [183]. Todas las 

cepas Beijing-like tienen todo el espectro de resistencia, desde cepas monoresistentes hasta 

extensivamente resistentes (XDR), a diferencia del fenotipo reportado en otros países, en los que no 

hay asociación a resistencia, excepto en Cuba donde también se encontró esta asociación [164]. 

 

En otro estudio reciente realizado por Nieto-Ramírez y cols., en el que se estudiaron aislamientos 

clínicos enviados al CIDEIM entre 2002 al 2010 para la realización de pruebas de susceptibilidad a 

medicamentos,  se logró establecer a partir del análisis 37 cepas de genotipo Beijing que estas 

presentaban un alto grado de resistencia antibióticos, sobre todo aquellas con SIT 190, los resultados 

de la evaluación de susceptibilidad a medicamentos mostraron que 30 de los 37 aislamientos 

tipificados en el estudio eran MDR, 6 fueron XDR y 1 fue sensible a medicamentos antituberculosis, 

36 aislamientos clínicos pertenecían al genotipo Beijing-Like SIT 190 y 1 aislamiento clínico 

pertenecía al genotipo Beijing Clásico SIT 1, se determinó que todas las cepas Beijing tenían la 

deleción en la región de diferenciación RD105 y adicionalmente se estableció que estos aislamientos 

clínicos eran sublinajes modernos del genotipo Beijing a partir de la confirmación de la presencia de 

las deleciones en las regiones de diferenciación RD207 y RD131 [184]. 

 

La mayoría de los aislados Beijing recuperados en el pa²s pertenecen al genotipo ñBeijing-like [174ï

176,179,180] sin embargo, poco se sabe de la enfermedad causada por este genotipo, que difiere del 

genotipo ñBeijing Cl§sicoò en el patr·n que presenta en la tipificaci·n por spoligotyping [83]. 

 

Los datos de los estudios mencionados ratifican la aparición de Mtb genotipo Beijing en nuestro país 

como un nuevo patógeno emergente asociado a TB-MDR / XDR. Las actividades comerciales, el 

turismo y la movilidad de la población de la ciudad de Buenaventura al resto del país pueden 

contribuir a la difusión del genotipo Beijing [116]. 
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Las cepa ñBeijing-Likeò 323 SIT 190 objeto de este estudio fue secuenciada  utilizando la plataforma 

PacBio; las características encontradas para este genoma fueron: (i) tamaño 4.411.216 bp; (ii) 

contenido G+C: 65.6%;  (iii) regiones codificantes para proteínas: 4.237; (iv) genes codificantes para 

tRNA: 45;  (v) genes codificantes para rRNA: 3; (vi) SNPs (Polimorfismos de único nucleótido): 

2.143.1787 se encontraron en regiones codificantes, 743 fueron mutaciones sinónimas, 1026 fueron 

de perdida de sentido o missense y 18 de ellas fueron sustituciones sin sentido; (vii) inserciones: 588 

y deleciones: 569. Posteriormente, la anterior cepa junto con la cepa 391 [185]. 

 

La mayoría de trabajos de investigación de las variables fenotípicas en virulencia se han llevado a 

cabo en el modelo murino, utilizando los diferentes linajes de M. tubeculosis.  El Ratón (Mus 

musculus) es el principal modelo animal utilizado para estos estudios, ofrece diferentes ventajas con 

respeto a los demás animales de laboratorio, entre ellas están: la facilidad de su manejo, el costo 

respecto a los demás modelos y la respuesta inmune uniforme. A pesar de que la inmunopatología 

que se desarrolla en estos animales no es igual a la que se desarrolla en humanos, lo que se constituye 

en la principal desventaja de su uso, este modelo ha ayudado a entender las características 

patológicas desencadenadas por las diferentes cepas de Mtb, lo cual ha contribuido a la identificación 

de blancos terapéuticos, a la evaluación de la actividad de diversos antibióticos y a la identificación 

de cepas virulentas de diferentes especies bacterianas, entre muchas otras aplicaciones [186]. 
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Planteamiento del problema 
 
A partir del primer reporte de pacientes con tuberculosis causada por el genotipo Beijing en la ciudad 

portuaria de Buenaventura en 1998 [174], así como en un estudio posterior que utilizó además de 

RFLP, MIRUs-VNTR y Spoligotyping para tipificar varios aislados clínicos de diferentes muestras 

obtenidos de una paciente proveniente del mismo puerto, se pudo determinar que pertenecían al 

genotipo Beijing-Like SIT190, que se diferencia del genotipo Beijing clásico (SIT 1) por la ausencia 

del espaciador número 40 entre los espaciadores 35 a 45 del locus DR [140]. 

 

La aparición de estudios posteriores que reportan la presencia y su asociación con resistencia a 

antibióticos en casi todas las cepas de este genotipo, corroboran la alta asociación de genotipo 

Beijing-Like con resistencia múltiple y extendida (MDR/XDR) a medicamentos para el tratamiento 

de TB [146,163,174] y probablemente la hipervirulencia de este patógeno el cual actualmente es 

considerado emergente en nuestro país.  El genotipo Beijing se está constituyendo en un grave 

problema de salud pública en el país debido a su alta resistencia y según proyecciones de la OMS, 

hacia el 2050 van a ser las ñSuperbacteriasò (SuperBugs) resistentes, las principales causantes de 

muerte a nivel mundial [187,188] [189,190].  En el caso de TB, se cree que cerca del 20% de los 

pacientes previamente tratados con los medicamentos antituberculosos de primera línea son MDR y 

el 9.7% de estos son XDR [191]. 

 

Si bien no existen estudios a nivel nacional para conocer la situación real de la circulación del 

Genotipo Beijing en el país, en los estudios publicados hasta el momento no se han reportado casos 

fuera de la ciudad Portuaria de Buenaventura y no se reporta la circulación del genotipo con SIT190 

en países vecinos como Ecuador y Perú que tienen circulación de Beijing [163], adicionalmente, aún 

no se tiene una explicación precisa de las particularidades de esta bacteria en el país, la principal 

hipótesis es que debido a que en el pacífico colombiano se encuentra uno de los principales puertos 

comerciales en la ciudad de Buenaventura, este puede ser la puerta de entrada de estas cepas 

provenientes de Asia. 

 

Dado que de estas bacterias solo se conoce su genotipo y su perfil de resistencia a antibióticos y de 

acuerdo con los escasos reportes que se tienen, la mayoría de los pacientes infectados con Beijing-

Like mueren de la enfermedad, tal como sucedió con el primer caso encontrado en la ciudad de 

Bogotá de la paciente proveniente del puerto de Buenaventura [140,168,174]. 
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Hasta el momento no se han reportado en el mundo estudios referentes a la interacción huésped 

patógeno (en modelos animales ni celulares) del genotipo Beijing-Like, cuya presencia en pacientes 

colombianos se encuentra en aumento.   En este estudio se propone ampliar el conocimiento existente 

de este genotipo emergente, de tal manera que los resultados obtenidos con respecto a la virulencia,  

respuesta inmune y expresión diferencial de genes en el análisis de transcriptoma a partir de tejidos 

infectados en el ratón (Mus musculus) BALB/c, permitirá generar el conocimiento necesario de la 

biología de este genotipo en este modelo animal que, aunque los resultados que se obtengan no serán 

100% extrapolables al humano, por sus diferencias en inmunopatogenicidad,  si permitirán disponer 

de herramientas útiles para generar intervenciones que permitan el control de esta peligrosa bacteria, 

que circula en América: en Estados Unidos, Cuba y Colombia, siendo este último el país con el 

mayor número de casos reportados [175].
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Hipotesis 
 

Mycobacterium tuberculosis genotipo Beijing-like es más virulento en el modelo de tuberculosis 

pulmonar progresiva murino comparado con las cepas de referencia y con el genotipo Beijing clásico 

circulante en Colombia. Adicionalmente, los genes del patógeno presentan una expresión diferencial 

que favorece el establecimiento y rápida progresión de la patología pulmonar y extrapulmonar 

produciendo enfermedad grave en los animales y posteriormente la muerte. 
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Justificaci·n 
 

En el inicio de la década de los 90, la TB se declaró como una emergencia sanitaria mundial por la 

OMS, y aún permanece vigente. El genotipo Beijing es uno de los genotipos más virulentos que 

circulan en el mundo, se le atribuye alta capacidad de virulencia, resistencia múltiple y extendida a 

medicamentos, está asociado con fallas en los tratamientos, brotes de tuberculosis multirresistente 

(TB-MDR), hipermutabilidad y aumento de la transmisibilidad. 

 

Varios estudios experimentales han proporcionado evidencia de que las cepas clínicas de MTBC 

difieren en su capacidad de virulencia. Teniendo en cuenta que se desconocen los factores 

determinantes de virulencia en el hospedador humano infectado con cepas del genotipo Beijing-

Like, así como la respuesta inmune del mismo y la modulación de la expresión génica de la bacteria 

y el hospedador durante la infección, el presente estudio brinda la posibilidad de determinar estos 

factores en el modelo murino, conocimiento que es de gran importancia para comprender la biología 

de la infección de este importante patógeno emergente en el país. Por estas razones consideramos el 

presente trabajo pionero en Colombia y esperamos proporcione importantes bases fundamentales 

para el control de cepas con el genotipo Beijing-Like en Colombia. 
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Objetivos 
 

Objetivo General 

Caracterizar la virulencia y la respuesta inmune in vivo de Mycobacterium tuberculosis genotipo 

Beijing a partir de la infecci·n del modelo de tuberculosis pulmonar progresiva ñrat·n BALB/cò y 

analizar la expresión diferencial de genes determinantes de virulencia en fase aguda y crónica de la 

enfermedad en el animal. 

 

Objetivos Específicos 

 

- Evaluar en el modelo animal de tuberculosis progresiva ñrat·n BALB/cò las bases 

histopatológicas e inmunológicas de la virulencia in vivo de Mycobacterium tuberculosis 

genotipos Beijing circulante en Colombia. 

 

- Evaluar en ratón BALB/c la expresión diferencial de genes de Mycobacterium tuberculosis 

genotipo Beijing circulante en Colombia, asociados a su virulencia en las fases aguda y 

crónica de la infección. 

 

 



 

 



 

 

 

 

 

 

 

Cap²tulo 1. Aislamientos cl²nicos colombianos de Mtb y 

Modelo de TB pulmonar progresiva Cr·nica Rat·n 

Balb/c. 
 

 

1.1. Introducción  

 

1.1.1. Respuesta inmune a Mtb  

1.1.1.1. Respuesta inmune Innata 

El proceso de infección por Mtb ocurre cuando cualquier hospedador infectado expulsa los bacilos 

a través de la saliva al toser o estornudar, estas gotas de saliva con bacterias pueden permanecer en 

el aire por largos periodos de tiempo, así como son capaces de sobrevivir en superficies, favoreciendo 

la infección de nuevos hospedadores los cuales inhalan los bacilos, los cuales llegan a los alvéolos 

pulmonares para establecer la infección. Se sabe de numerosas variables que favorecen la infección 

y posterior enfermedad por Mtb, se conocen entre ellas, variables genéticas y ambientales, así como 

distintos mediadores del huésped y del microorganismo, implicados en la resistencia o 

susceptibilidad a la infección por lo que incrementan el riesgo de la progresión hacia un estadío 

activo de la enfermedad. Entender como estos distintos factores interactúan determinando el 

desenlace de la infección es fundamental para el diseño de nuevas y más eficientes terapias contra 

esta enfermedad  [192]. 

 

Una vez entran los bacilos al microambiente pulmonar, inicia una interesante interacción entre los 

efectores inmunológicos del nuevo hospedador infectado y la bacteria. Mtb es un patógeno que ha 

incorporado a su estructura genética mecanismos para evadir el sistema inmune de la persona 

infectada, a través de estrategias sofisticadas y efectores moleculares que favorecen el proceso 

infeccioso y que bien podrían servir como blancos moleculares útiles para el desarrollo de vacunas 

y nuevos tratamientos antituberculosis (Antibióticos, inmunoterapia, terapia génica dirigida etc.,) 

[193]. 

 

Las células dendríticas y los macrófagos alveolares residentes, son las células encargadas de realizar 

el proceso inicial de fagocitosis y procesamiento de antígenos. El reconocimiento se da a partir del 

receptor de fagocitosis ubicado en la membrana de las células presentadoras de antígenos 
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profesionales (CPA) que son las encargadas de reconocer los antígenos del patógeno. Luego, las 

proteínas de superficie del bacilo, activan las proteínas del complemento. La otra ruta que puede 

tomar la respuesta de las células fagocíticas, es reconocer los residuos de manosa del 

lipoarabinomanan (LAM) por medio de los receptores de manosa. Si la fagocitosis se realiza por 

medio de los receptores de complemento, se produce una cantidad limitada de especies  reactivas de 

oxígeno para mediar la muerte de la bacteria, pero si la fagocitosis, es mediada por los receptores de 

manosa, el bacilo es dirigido al compartimento fagosomal, el cual al unirse con el lisosoma, tiene la 

capacidad de madurar y acidificarse para matar la bacteria, este proceso es mediado por proteínas 

bacterianas que le permiten evadir la acción de las células presentadoras de antígeno  [194ï196]. 

 

Existen muchos otros receptores involucrados en el reconocimiento de antígenos bacterianos, que 

van a cumplir diferentes funciones inmunes para el control de la infección, estos receptores, pueden 

estar ubicados en la superficie o en el citoplasma de las células y son los que reconocen los patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMPS), entre los que se encuentran: Receptores de superficie 

celular: TLRs (Toll like receptors), CRs (Receptores de complemento), MR (Receptores de manosa) 

y DC-SIGN (Señalización por Células dendríticas); entre los antígenos que estos receptores 

reconocen están: LM (Lipomanan), lipoproteinas, y trehalosa dimicolatos. Los receptores 

intracelulares tales como: NOD, TLR9, DAI, cGAS, AIM2, NLRP3,  IFI16,  STING,  DDX41 y 

RNA Pol III, se encargan del reconocimiento de ácidos nucleicos y peptidoglicano [195,197,198]. 

 

Luego de todo este proceso de reconocimiento, entra en acción una respuesta inmune innata 

proinflamatoria, caracterizada por la producción de las citoquinas TNF-Ŭ, IL-1ɓ e IL-12 entre otras, 

que producen la quimiotaxis de más macrófagos al sitio de infección y desencadenan la migración 

al sitio de infección de células Natural Killer (NK) y neutrófilos, activando el sistema de 

complemento  para mediar la muerte del bacilo fagocitado; por otra parte, los macrófagos producen 

la mol®cula efectora Interfer·n ɔ (IFN- ɔ) que adem§s de ayudar en el control de la infecci·n, facilita 

la producción de interleuquinas tales como: IL -12, IL-15 e IL-18 y la quimiotaxis de LT vírgenes,  

LT ɔŭ que se encuentran en las mucosas reconociendo epitopes bacterianos no mediados por 

moléculas de MHC y permitiendo así el aumento de células TCD8+, que posteriormente formarán 

el granuloma para contener la infección [193]. 

 

Dado que la mayoría de las veces, la respuesta inmune innata es insuficiente para el control de la 

infección, a medida que aumentan la concentración de Ags en las células, se activa la respuesta 

inmune adaptativa, mediada por linfocitos B (Inmunidad humoral) y linfocitos T (Inmunidad 

Celular); estos dos tipos de inmunidad, son activados en los órganos linfoides periféricos y una vez 

el antígeno está procesado por las CPA, este es presentado por medió de moléculas del complejo 

mayor de histocompatibilidad (MHC) a las células B y células T [199,200]. 

 

La respuesta inflamatoria constituye un mecanismo fundamental en el control y la eliminación de 

muchos patógenos, resultando claramente beneficiosa cuando es auto-limitada. La IL-1ɓ es una 

citoquina pro-inflamatoria importante en este proceso. La transcripción del gen que codifica el 
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precursor pro-IL -1Beta es inducido por PRRs (Patrones de reconocimiento de Receptores) como los 

TLRs (Toll like receptors) y el procesamiento del péptido precursor entra en su forma activa, gracias 

a un complejo multiprotéico conocido como inflamosoma, en este caso el inflamosoma NLRP3, 

activa la caspasa-1 que conduce a la maduración y secreción de IL-1ɓ e IL-18, las dos citoquinas 

pro-inflamatorias más potentes para el control de la infección por esta vía. La producción de IL-1ɓ 

es controlada a través de señales derivadas de la colonización microbiana y/o señales del tejido 

inflamado derivados de daños inducidos por este patógeno [201]. 

 

Claramente, la infección por Mtb, cuya principal célula hospedera es el macrófago [202ï204] 

desencadena una potente producción de IL-1ɓ  [205] e IL-12 [206]. La IL-12 es primordial para el 

establecimiento del otro componente de la respuesta,  la inmunidad adaptativa, a través de la 

inducción de los linfocitos Th1 productores de IFN-ɔ [207], siendo citoquina primordial para el 

control del bacilo [208,209], ya que actúa sobre los macrófagos infectados activando su función 

bactericida y por ende la liberación de enzimas hidrolíticas y especies reactivas de oxígeno tóxicas 

para las bacterias; sin embargo, el daño ocasionado al bacilo por estos efectores inmunes resulta 

igualmente dañino para las células y el tejido del huésped [210,211]. El IFN-ɔ tambi®n induce la 

producción de NO (Óxido Nítrico) producto de la actividad de la Óxido Nítrico Sintasa (iNOS), el 

cual inhibe el crecimiento bacteriano  [212] y a su vez favorece la liberación de IL-12 [213][214]. 

En los casos en que el control de la infección no es efectivo (5% de individuos infectados) las 

evidencias sugieren que la respuesta inflamatoria se perpet¼a en parte a expensas de un ñfeedbackò 

positivo del inflamosoma que al parecer se controla en individuos con infección latente ï pero que 

persiste en sujetos con enfermedad activa. No obstante, este escenario ha sido descrito desde hace 

varios años, actualmente se desconocen detalles acerca de los mecanismos homeostáticos 

responsables de los distintos tipos del devenir de la infección. Estudios recientes han sugerido un rol 

inhibitorio del IFN-ɔ sobre la liberaci·n de IL-1ɓ por el macr·fago, en respuesta a la infección por 

Mtb que es mediado por la inactivación del inflamosoma por NO [215]. 

 

Mediadores importantes de este proceso son los Interferones de tipo I que son esenciales para la 

defensa del huésped contra agentes virales, que en las fases iniciales de la infección favorecen la 

respuesta anti-viral incluida la formación del inflamosoma; pero que cuando sus niveles prevalecen 

como en el caso de la infección por Mtb este tipo de respuesta al parecer resulta deletérea para el 

hospedador.  En distintos estudios tanto en animales como en humanos, el IFN-ɓ ha sido asociado 

con tuberculosis exacerbada que cursa con niveles persistentes de este IFN en las primeras semanas 

de la infección [216ï218].  Se ha observado que la infección pulmonar inducida por cepas 

hipervirulentas de Mtb está asociada a altos niveles de IFN tipo I que comprende la respuesta Th1 

[219]. 

 

El IFN-ɓ previene la expresi·n de pro-IL-1ɓ y la secreci·n de IL-10, una citoquina anti-inflamatoria 

cuya producción es dependiente de la activación autocrina de STAT3 que modula la liberación de 

IL -1ɓ [220]. Estos  fenómenos han sido demostrados tanto en modelos animales in vivo, como en 
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monocitos humanos in vitro [221]. Otros estudios sugieren que la inhibición de IL-1ɓ en su mayor²a 

es independiente de IL -10 [217]. Los interferones de tipo I exógenos y la IL-10, también son capaces 

de inhibir otras citoquinas protectoras del huésped como IL-12 y TNF-Ŭ, mecanismo que parece 

estar mediado por la IL-10 [222]. Por su parte la IL-10 inhibe la respuesta Th1 desencadenada por 

Mtb a través de distintos mecanismos [223,224]. Adicionalmente, el IFN-ɓ antagoniza la 

señalización del IFN-ɔ regulando a la baja la expresi·n de su receptor y comprometiendo la 

activación de los macrófagos [225]. Sin embargo, las acciones de los IFN tipo I parecen ser más 

complejas, evidenciado en acciones que en ocasiones son opuestas y distintas a las previamente 

descritas [216]. Tanto el IFN-ɓ como IFN-ɔ activan la caspasa 11, que es pro-inflamatoria y favorece 

la activación del NLRP3 [216,219] y se ha observado que su secreción autocrina es requerida 

parcialmente para una producción óptima de IL-12, por estimulación de TLR [217,219] y TNF-Ŭ. 

Estas acciones contradictorias parecen estar explicadas por los hallazgos de McNab y col., quienes 

realizaron un estudio de la cinética de la acción de los IFN tipo I sobre los macrófagos infectados 

con Mtb, cuando están presentes pronto, después o previo a la infección. 

 

En términos generales fue posible establecer que la acción inhibitoria de la respuesta inmune del 

macrófago por el IFN-ɓ, es a expensas de la inhibición de los efectos del IFN-ɔ en los macr·fagos 

infectados.  Este estudio también sugiere que más allá de la acción del IFN tipo I o IL-10, los 

macrófagos raramente producen grandes cantidades de la forma activa de IL-12, la IL-12p70, lo cual 

sugiere que en el contexto de la infección por Mtb existen una variedad de mecanismos relacionados 

con la regulación a la baja de esta citoquina importante para la diferenciación Th1 de la respuesta 

celular [217]. 

 

La Prostaglandina E2 (PEG2) también constituye un mediador importante en la regulación de la 

infección por Mtb. Es inducida por la IL-1, mejora la actividad antimicrobiana de los macrófagos, 

bloquea la acción de los IFN tipo I e inhibe el crecimiento bacteriano, pero este último mecanismo 

no se conoce del todo. Se cree que está relacionado con la inhibición de la muerte por necrosis del 

macrófago. De manera importante el eje IL-1- PGE2 IFN tipo I está asociado con una presentación 

más severa de la enfermedad en los humanos [226,227]. 

 

Existen variaciones genéticas entre los individuos que tienen roles significativos en esta compleja 

red, por ejemplo, variaciones en la biosíntesis de eicosanoides [228] y polimorfismos de la IL-1ɓ, 

que se asocian con la predisposición a TB [229]. Lo anterior abre la posibilidad de que individuos 

que son capaces de mantener la infección controlada pero presentan un incremento en la vía de los 

IFN tipo I, por una infección viral por ejemplo, pasaran de infección pasiva a tuberculosis activa 

[230]. En la Tabla 1-1., se relacionan los principales receptores inmunes involucrados en el 

reconocimiento de antígeno y las principales citoquinas involucradas en la respuesta pro-

inflamatoria a Mtb 

 



 

 

Tabla 1- 1. Principales receptores inmunes implicadas en el reconocimiento de antígenos de M. tuberculosis 

 

RECEPTORES EN SUPERFI CIE DE MACRčFAGOS MOL£CULA FUNCIčN
C£LULAS EN LAS QUE SE 

EXPRESA O SE I NDUCE

Receptores de Manosa (Prote²na transmembranal tipo I) MR, CD206
Fagocitosis, Uni·n a superficie de Mtb (ManLAM), sobreregulaci·n de PPAR-ɔ y 

receptor Nuclear del peroxisoma
Macr·fagos, C®lulas dendr²ticas

capturadora de ICAM-3 de c®lulas dendr²ticas No Integrina 

(Prote²na Transmembranal tipo I I)
DC-SIGN, CD-209

Mediador de fagocitosis en CDs, uni·n de ligandos y receptores, Fagocitosis, tr§fico 

intracelularde part²culas ligando
C®lulas dendr²ticas

Dectina-1 (Prote²na Transmembranal tipo I I) ɓ -glucan PRR Regulador de respuesta Pro-inflamatoria, coestimula la producci·n de TNF-Ŭ e IL-12p40
Macr·fagos, C®lulas Dendr²ticas, 

neutr·filos

Receptores tipo Toll (TLRs)

Superficie (TLR2 y 4), 

Intracelulares (TLR8 y 

9)

Inducci·n de una fuerte respuesta pro-inflamatoria a mtb mediada por TLR-2 y las 

prote²nas adaptadoras Myd88 y TIRAP.
C®lulas Inmunes

Receptor de Complemento Tipo 3 CR1 (CD35) y CR4 

(CD11c/CD18)
CR3, CD11b/CD18 Opsonizaci·n, fagocitosis Monocitos y Macr·fagos

Dominio 1 y 2 de oligomerizaci·n de nucle·tidos NOD1, 

NOD2
 CARD4 y CARD15

Regulaci·n de respuesta pro-inf lamatoria, sobrevivencia intracelualr de Mtb en 

macr·fagos

C®lulas Epiteliales tipo II y MLB en c®lulas 

hep§ticas

Lectinas Solubles de tipo C o Colectinas 
SP-A, SP-D y lectinas de 

uni·n a manosa-MBL

Sistema inmune innato en pulm·n, modulan fagocitosis, favorecen fusi·n 

fagolisosomal, MLB reconoce carbohidratos de superficie actuando como opsonina y 

promueve inflamaci·n 

Factor de Necrosis Tumoral TNF-Ŭ
Respuesta proinf lamatoria protectora, Involuacrada en la formaci·n y mantenimiento 

de granulomas.

Monocitos, Macr·fagos y C®lulas 

Dendr²ticas

Interleuquina 1 Beta IL-1ɓ Mediador en la sobre regulaci·n de moleculas necesarias para el control del Mtb
C®lulas Inmunes en forma inactiva ro-IL-

1ɓ

Interleuquina 6 IL-6
Propiedades pro inflamatorias y anti inf lamatorias, inducci·n de LT citot·xicos y 

diferenciaci·n de Macr·fagos
C®lulas inmunes

Interleuquina 8 IL-8 o CXCL-8
Reclutamiento de C®lulas Inflamatorias al sitio de infecci·n, Niveles incrementados de 

esta quimioquina est§ sociado con mortalidad. 
C®lulas fagoc²ticas

Interleuquina 10 IL-10
Citoquina inactivadora de macr·fagos, promueve la reactivaci·n de la TB en ratones, 

inhibe maduraci·n fagolisosomal favoreciendo la persistencia intracelular de Mtb.

Monocitos, Macrofagos, C®lulas 

Dendr²ticas, Linfocitos B, Linfocitos T

Interleuquina 12 IL-12 Induce la Producci·n de IFN-ɔ por LT, promueve la diferenciaci·n de LT a Th1.
Monocitos, Macrofagos, C®lulas 

Dendr²ticas, Linfocitos B, Linfocitos T

Interleuquina 18 IL-18
Citoquina pro-inflamatoria, induce producci·n de IFN-ɔ, ejerce un rol protector 

durante la infecci·n con Mtb

Proteina quimioatractante de Monocitos-1 MCP-1 o CCL2 Involucrada en el reclutamiento de monocitos y formaci·n de granuloma Monocitos y Macr·fagos

RANTES CCL5 Promueve la formaci·n de granulomas 
C®lulas T, monoc²tos, macr·fagos, 

eosin·filos y bas·filos

čxido N²trico Sintetasa inducible iNOS o NOS2 Mol®cula efectora con actividad bactericida Macr·fagos y C®lulas Epiteliales

MOL£CULAS INVOLUCRADAS EN LA RESPUESTA I NMUNE I NNATA A Mtb

RECEPTORES CI TOSčLI COS I NTRACELULARES

CI TOQUINAS Y QUIMIOQUINAS
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1.1.1.2. Respuesta inmune adaptativa 

Posterior al control inicial de la TB por parte del sistema inmune innato, cobran importancia los 

linfocitos T CD4+ de memoria que son los responsables de generar una memoria inmunológica de 

tipo celular ante la presencia de bacterias del MTBC, esto ocurre una vez los bacilos migran hacia 

los nódulos linfoides, allí los linfocitos son activados y sufren un proceso de expansión ante la 

presencia de antígenos micobacterianos. La actividad protectora de los LT CD4+ puede iniciar tan 

temprano como a los 5 días de la infección primaria, sin embargo, el establecimiento completo de la 

respuesta ocurre entre las 2 y las 6 semanas posteriores a la infección primaria y tanto LT CD4+ y 

LT CD8+, pueden proteger contra nuevas infecciones por Mtb. 

 

A medida que aumentan la concentración de Ags en las células, se activa la respuesta inmune 

adaptativa, mediada por linfocitos B (Inmunidad humoral) y linfocitos T (Inmunidad Celular); estos 

dos tipos de inmunidad, son activados en los órganos linfoides periféricos y una vez el antígeno está 

procesado por las CPA, este es presentado por medio de moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC) a las células B y T  [199,200]. 

 

La células responsables de la iniciación de la respuesta inmune adaptativa para la generación de 

memoria inmunológica contra el bacilo, son las células dendríticas (CDs), estas células presentadoras 

de antígeno profesionales, son las encargadas del procesamiento de antígenos, o en su defecto el 

transporte de bacterias viables a los nódulos linfoides que drenan a pulmón, para presentar allí los 

antígenos que activan a las células T, o se presentan los antígenos procesados a las células T vírgenes 

por vía Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase II (MHC-II) [231]. Para que la generación de 

respuesta inmune de memoria efectiva contra Mtb sea generada, se requiere de la biodisponibilidad 

de las moléculas necesarias para el funcionamiento adecuado de este proceso, sin embargo, se ha 

evidenciado que diferentes genotipos de Mtb pueden alterar el funcionamiento normal de este 

proceso. Por ejemplo, fracciones lipídicas de cepas de genotipo Beijing, regulan negativamente la 

expresión de moléculas de MHC-II, impidiendo el procesamiento antigénico y el desarrollo de una 

respuesta inmune celular de memoria mediada por linfocitos T ayudadores [232]. En un modelo de 

infección in vitro en macrófagos derivados de médula ósea, estimulados con extractos solubles de 

diferentes genotipos de Mtb, se determinó que a diferencia de la cepa de laboratorio H37Rv y M. 

bovis BCG, las células estimuladas con genotipo Beijing, fueron incapaces de producir la 

maduración de CD por medio de la inhibición en la expresión de moléculas asociadas a MHC-II, 

además de la inhibición en la producción de IL-12 y TNF-Ŭ [232]. En general el éxito de una 

respuesta inmune celular de memoria contra Mtb, radica en la inducción de una respuesta potente y 

sostenida de los linfocitos T, que esté caracterizada por la Inducción de Células T Helper CD4+, las 

cuales promueven la proliferación de LT citotóxicos CD8+, este balance es interrumpido por cepas 

genotipo Beijing, desencadenando al final TB complicada en el hospedador [233,234]. En la Figura 

1-1., se esquematiza globalmente la intervención del sistema inmune innato y adaptativo, ante el 

reconocimiento de Mtb por células inmunes y la infección de células fagocíticas para el control y/o 

progresión de la TB. 
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Figura 1- 1. Esquema general de respuesta inmune innata y adaptativa a la infección por M. tuberculosis 

Tomado de: New vaccines for tuberculosis Kaufmann y cols., [224] 

 

 

1.1.2. Generalidades de Modelos animales e In-Vitro para el estudio de la 

virulencia de Mtb  

La virulencia de Mtb se define como ñla capacidad que tienen las diferentes cepas de: invadir, 

sobrevivir y multiplicarse dentro de las células del hospedero, la capacidad de inducir una respuesta 

inflamatoria granulomatosa, la capacidad de superar las defensas del huésped y persistir en el tejido 

del huésped en un estado latente (incluso por años)  [106,235]. Con el fin de indagar sobre los 

diferentes sucesos bioquímicos que ocurren durante el proceso de infección y enfermedad, se han 

utilizado diferentes modelos in-vitro e in-vivo, para simular los procesos de infección e indagar sobre 

los actores génicos y protéicos involucrados. 

 

La virulencia de Mtb se puede cuantificar en el laboratorio utilizando modelos celulares y Modelos 

animales (Ratón, Rata, Cobayo, Conejo, Primates no humanos, otros modelos animales). El principal  

criterio para la elección de un modelo animal es principalmente la similitud en el desarrollo de la 

patología y en la respuesta inmune a la del humano [65]. 
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1.1.3. Modelos In-Vitro para estudios de virulencia y respuesta inmune 

El primer modelo que se contempla para evaluar hipótesis planteadas sobre la infección y respuesta 

inmune generada por Mtb, es el modelo celular in vitro. Existe una variedad de líneas celulares de 

referencia de macrófagos, las cuales son infectadas por las bacterias, y además poseen la capacidad 

de establecer un nicho infeccioso intracelular, evadiendo su actividad inmune protectora en el 

hospedador infectado. Los modelos in vitro de infección son claves para comprender los mecanismos 

patogénicos desencadenados por Mtb y la patología que desencadenan diferentes cepas, observables 

la mayoría de las veces, por el tipo de citoquinas que se producen durante la infección de estas células 

[236]. 

 

Las infecciones en células in vitro se vienen realizando desde los años 50, usando cepas con 

diferentes niveles de virulencia, en fagocitos presentes en exudados peritoneales de cobayos sanos 

[237]. Hoy en día, se tienen líneas celulares de referencia de monocitos y macrófagos que han 

permitido dilucidar la capacidad replicativa y los mecanismos inmunes desencadenados por Mtb. La 

mayoría de las líneas celulares de monocitos y  macrófagos provienen de ratones, primates y 

humanos  [236]. En la Tabla 1-2., se relacionan las principales líneas celulares utilizadas para 

estudios de respuesta inmune in vitro y virulencia de Mtb. 

 

Son numerosas las ventajas de trabajar con cultivos celulares, la principal de ellas, los bajos costos 

en el mantenimiento de las líneas celulares (con respecto a los modelos animales), la disponibilidad 

en relativamente poco tiempo de una gran y homogénea población celular, disponibilidad de 

reactivos y anticuerpos, realizar estudios de tamizaje a gran escala, diferenciación de las células con 

una variedad de citoquinas, investigación del rol de la respuesta inmune desencadenada por las cepas 

de Mtb, inducción y activación de inflamasoma, generación de células mutantes, múltiples 

manipulaciones genéticas, relativa facilidad en la obtención de líneas celulares y cultivos primarios 

provenientes de cualquier especie animal [236]. 
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Tabla 1- 2. Principales líneas celulares utilizadas para estudios in-vitro de respuesta inmune generada por 

cepas de Mtb, estudios de virulencia in-vitro, citotoxicidad, capacidad replicativa, origen, características físicas 

de la línea celular. 

 

 

Los principales parámetros evaluados en estudios in- vitro son: 

¶ Determinación de UFCs: Determinación de la capacidad replicativa de las cepas bacterianas y 

determinación de la capacidad fagocítica y bactericida de las células a partir de la siembra en 

placa y cuantificación de la carga bacteriana. 

¶ Medición de citoquinas: Cuantificando la concentración de citoquinas por ELISA, Citometría 

de Flujo, Elispot, etc., o cuantificación de la expresión de citoquinas y otros genes por qRT-PCR 

o RNA-seq 

¶ Evaluación de alteraciones Morfológicas: Con preparaciones para Microscopía electrónica de 

transferencia, o coloraciones básicas como Giemsa. 

¶ Viabilidad Celular:  Usando coloraciones supravitales como Azul de tripán. 



78 Virulencia, respuesta inmune in-vivo y transcriptómica de Mtb genotipo Beijing 

 

1.1.4. Modelos animales para determinación de virulencia y respuesta 

inmune de Mtb 

El estudio de las manifestaciones clínicas asociadas a virulencia en animales, se ha convertido en 

una herramienta muy útil para evaluar todo el espectro clínico de las enfermedades infecciosas 

además de otros campos de investigación en salud humana. Existen diferentes modelos animales en 

los que cepas o aislamientos clínicos de Mtb pueden ser estudiadas, entre ellos tenemos: Ratón, Rata, 

Cobayo, Conejo, peces e inclusive, animales grandes como el ganado vacuno, porcino y los primates 

no humanos [238]. La selección de la especie animal va a depender de diversos factores: el más 

importante como se mencionó antes es la patología pulmonar, que debe ser lo más parecido a la del 

humano. Otro criterio muy importante es la infraestructura para el mantenimiento de los animales, 

entre más grande sea el animal, mayor espacio necesitará y por lo tanto se incrementan los costos de 

mantenimiento, además hay modelos que ofrecen mayores ventajas para trabajar en ellos, por otra 

parte, la bioseguridad de las instalaciones en las cuales se mantendrán los animales deben garantizar 

que no se presentaran infecciones en investigadores y mucho menos en la comunidad que rodee 

dichas instalaciones [239]. 

 

Básicamente, los animales de laboratorio, pueden clasificarse en dos grupos: Los animales 

ENDOCRIADOS y los animales EXOCRIADOS . Los animales endocriados son aquellos que son 

cruzados entre hermanos, por lo cual también se les conoce como animales consanguíneos o 

isogénicos (Inbred), su estatus genotípico, consiste en que los locus de todos los individuos son 

homocigotos para el mismo alelo de un locus determinado y su descendencia posee el mismo alelo 

idéntico, estos animales se obtienen después del cruce consecutivo por 20 o más generaciones y 

todos provienen de la misma pareja reproductora inicial, reduciendo en teoría en menos del 2% la 

variabilidad genética (Heterocigosis residual). Por otra parte, los animales exocriados son aquellos 

que son cruzados al azar (Random bred) de tal manera que el grado de consanguinidad sea lo más 

alejada posible. Aunque las cepas de animales endocriados tiene la bondad de reducir al máximo la 

variación de los resultados experimentales por variaciones intrínsecas del animal, la investigación 

en animales exocriados reproduce el tipo de reproducción humana, por lo que antes de elegir el tipo 

de animal más conveniente para la aproximación experimental que se quiera llevar a cabo, es 

necesario tener conocimiento sobre el background genético del animal y el tipo de crianza [240,241]. 

 

El inicio de la generación de cepas de animales endocriados se desarrolló hacia 1906 por G. M. 

Rommel quien llevó a cabo los experimentos de cruce entre hermanos en Cavia porcellus (Cobayo). 

A partir de estos experimentos, se empezaron a generar un gran número de cepas endocriadas en 

diferentes especies animales de mamíferos, anfibios, peces e invertebrados [240,241].  La primera 

cepa endocriada de ratón fue generada por C. C. Little in 1909, quien desarrolló la línea de ratones 

DBA (diluida, marrón y no agutí), otras líneas de ratones endocriados ampliamente utilizados en 

investigación son A/J, BALBc, C3H, C57BL/6 entre otros [240,242]. 

En cuanto a la nomenclatura, las líneas de consanguinidad de los animales se designan en letras 

mayúsculas, minúsculas o en combinación y también  pueden ser denominados con números y las 
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sublíneas son los números que se encuentran después de la barra (/), que por lo general es un número 

o código o una letra, es importante tener en cuenta que aunque los animales endocriados poseen una 

alta homogeneidad genética entre individuos, se pueden inducir fuentes potenciales de variabilidad 

como los son la contaminación involuntaria (apareamiento entre cepas diferentes), las mutaciones 

aleatorias espont§neas (ům2) y la selección heterocigota (Se involucra más de una pareja por 

generación en el stock de cría, los individuos con alta heterocigosidad con mayor fitness reproductivo 

contribuyendo más a la siguiente generación), por lo que en realidad no se dispone de cepas de 

animales completamente homocigotos, cualquiera de las anteriores causas de variabilidad genética 

puede tener implicaciones muy importantes en los resultados obtenidos, poniendo en tela de juicio 

su veracidad [240,242]. 

 

Ratón: Es el modelo que se usa más comúnmente para estudios de virulencia y desarrollo de 

vacunas, el ratón posee un 95% de homología en su genoma al del humano, por lo que es usado para 

el estudio de diferentes enfermedades que no pueden ser realizados en personas. Este modelo ofrece 

grandes ventajas para su uso: (i): es un modelo muy económico y no requiere una infraestructura 

muy compleja para su mantenimiento, (ii ): existe una amplia disponibilidad comercial de anticuerpos 

y reactivos, (iii ): los ratones pueden ser manipulados genéticamente para simular diferentes 

condiciones en humanos, (iv): se pueden obtener cepas de ratones endocriadas, lo que reduce la 

variabilidad en los experimentos, (v): La esperanza de vida de estos animales es acelerada, cada año 

de ratón equivale a 30 años humanos, lo que permite hacer el estudio de enfermedades crónicas en 

todo su espectro como TB.  El mayor inconveniente que presenta este modelo es que la patología 

pulmonar no es igual a la del humano a pesar de su homogeneidad, en ellos MTB no induce la 

producción de granulomas estructurados, cuya formación, está mediada por el intercambio en la 

producción de citoquinas T helper 1 y T helper 2 (Th1 y Th2) en fase aguda y latente de la 

enfermedad. Sin embargo, es el modelo del cual se tiene más información en cuanto a la 

investigación de patogenicidad y respuesta inmune, lo que permite tener puntos de referencia para 

poder comparar los hallazgos obtenidos de estudios de aislamientos clínicos determinados [186,238]. 

 

Quizá el laboratorio con la mayor colección de cepas de ratones es el The Jackson Laboratories en 

Estados Unidos, los grupos de cepas de ratones más comúnmente pedidos a este laboratorio constan 

de 8 cepas de ratones inmunodeficientes, 20 cepas de ratones endocriados, 7 cepas de ratones 

híbridos, 1 cepa de ratones exocriados y 17 cepas de ratones mutantes en diferentes genes. Los 

ratones de este laboratorio son usados principalmente para la investigación en Alzheimer y Cáncer, 

sin embargo, las cepas BALB/c y C56Bl/6 son ampliamente utilizados para la investigación en 

enfermedades infecciosas [243]. 

 

La cepa de ratón BALB/c es utilizada para la producción de anticuerpos monoclonales, esta 

característica es medida por la formación de plasmacitomas después de la inyección de aceite 

mineral. Como características físicas del animal, encontramos que es un ratón albino, genotipo 

Hld/Hld BALB/cByJ o BALB/cJ, la vida media del animal es de 18 meses. Es susceptible a la 
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formación de diferentes tipos de cáncer, así como también es susceptible a la infección por Mtb, 

desarrollando una enfermedad progresiva, por lo que es ampliamente utilizado para el estudio y 

caracterización de las fases de la enfermedad [243]. La primera cepa de este modelo fue criada por 

Bagg en 1913 obtenido de un stock del distribuidor de mascotas Ohio, la cual fue subsecuentemente 

endocriada por MacDowell en 1923; en 1932 este entregó la cepa endocriada a Snell y este la entregó 

a Andervont quien mantuvo la cepa a partir de 1935, luego Andervont entregó la generación 72(F72) 

de la cepa en 1951 a NIH, quien en 1974 la entrego a Charles River. La cepa de ratón BALB/c 

además puede ser utilizada para investigación en: Inmunología, estudios comportamentales y 

parasitología [243]. 

 

Cobayo: Es un modelo muy sensible a la infección por Mtb y es muy útil para estudios de virulencia, 

desarrollo de vacunas y evaluación de antibióticos. Es un modelo relativamente económico, pero 

más costoso que el ratón, sin embargo, la conformación de granuloma y la patología pulmonar es 

muy similar a la del humano. La principal desventaja de este modelo, es la poca disponibilidad 

comercial de anticuerpos y reactivos, por lo que hay que realizar metodologías para evaluar los genes 

asociados a virulencia y respuesta inmune que no implique el uso de estos [66,238,244,245]. 

 

Conejo: Es un modelo naturalmente resistente a la infección con Mtb, pero con el uso de animales 

endocriados (Cruce entre padres e hijos) aumenta la susceptibilidad a la enfermedad. Aunque su uso 

hoy en día es limitado, este fue usado para la evaluación de diferencias en la patología y virulencia 

entre Mtb y M. bovis y estudios de virulencia de asilamientos clínicos y cepas de referencia de Mtb. 

Uno de los grandes beneficios del uso de este modelo es el amplio espectro de la enfermedad que 

ellos desarrollan, además la patología pulmonar es la más similar a la del humano fuera del modelo 

primate. Los principales inconvenientes del uso de este modelo son: La no disponibilidad de 

reactivos y anticuerpos comercialmente, requiere una infraestructura más compleja para su 

mantenimiento aumentando los costos, y no hay mucha disponibilidad de animales endocriados, por 

lo que se obliga al uso de los exocriados produciendo una amplia variabilidad en los resultados 

[196,238,238]. 

 

Primates no humanos: aunque genéticamente es el animal más similar al humano y desarrolla la 

enfermedad progresiva con las características clínicas iguales a las del humano, es un modelo muy 

costoso, por lo que pocas instituciones pueden trabajar en este. El mecanismo de infección, la 

eficacia de la vacunación con BCG y el tratamiento son iguales al humano, convirtiéndolo en el 

modelo más robusto para estudio de virulencia, desarrollo de nuevos antibióticos, análisis de nuevos 

blancos terapéuticos y desarrollo de vacunas. Sin embargo, además del costo de mantenimiento, la 

probabilidad de contaminación del personal de laboratorio es mayor que con los otros animales, 

puesto que los primates expectoran y expulsan bacilos. Se requiere de grandes inóculos para poder 

inocular y los dispositivos para la infección experimental de estos animales son costosos y 

complejos. Las principales especies de primates usadas para estos estudios son: Macaca mulata 

(Rhesus) y Macaca fasicularis (Cinomologus) siendo esta última por su susceptibilidad más 

semejante a la del humano, la más usada (M. mulata es muy susceptible) [195ï197,246]. En la 
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Figura 1-2 se muestra un esquema de la correlación entre las diferentes fases de la enfermedad en 

distintos modelos animales en comparación con el humano. 

 

 

 
 

Figura 1- 2. Ciclo inmunlógico de la TB y su correlación entre los diferentes modelos animales y el humano 

Tomado de Ernst JD., 2012 [247]. 

 

1.1.5. Modelo Murino de tuberculosis Pulmonar progresiva Crónica 

Ratón Balb/c 

El modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva crónica (ratón Balb/c), fue diseñado con el 

fin de tratar de simular en un organismo vivo la historia natural de la TB como ocurre en el humano. 

Esta cepa de ratón es naturalmente resistente a la infección por Mtb, esta característica permite que 

el animal muestre unas fases de la enfermedad, las cuales están determinadas por el perfil de 

secreción de citoquinas determinadas no solo por las características del animal si no por la virulencia 

de las cepas con las que se realiza la infección. 

 

Como punto de partida, se requiere que los animales a infectar sean machos jóvenes, los cuales no 

poseen los ciclos hormonales presentados por las hembras relacionados con la reproducción y las 

bacterias son inoculadas intratraquealmente con altas dosis de Mtb para lograr establecer la infección 
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controlando el número de bacterias que ingresan a los pulmones, así esta no sea la vía natural de 

infección [248].  

 

En este modelo se establecieron dos fases claras en la progresión de TB (usando la cepa de referencia 

H37Rv): 

 

Fase Aguda (Días 1 a 28 pos-infección): Caracterizada por la producción de citoquinas pro-

inflamatorias tipo Th1 como IL-2, Il-12 e IFN-ɔ; estas citoquinas inducen la activación de los 

macrófagos, desencadenando un alto flujo celular al sitio de infección, cuyo fin es contener y/o 

eliminar los bacilos por la inducción de la formación de granulomas y la presentación de antígenos 

Micobacterianos por la inducción del MHC gracias al alto grado de diferenciación de los LT a LT-

CD4. Por otra parte, en los días más tempranos de la infección se induce la producción de un alto 

n¼mero de LT ɔŭ, los cuales disminuyen r§pidamente y vuelven a presentar un segundo pico de 

producción hacia el día 120 pos-infección [249]. 

 

Fase Crónica o avanzada (Día 20 a >120 pos-infección):  

Esta fase se caracteriza por la presentación de signos, síntomas y hallazgos concordantes con TB 

Activa, caracterizada por la disociación de las estructuras tipo granuloma que contenían la 

multiplicación de los bacilos y la aparición de zonas de neumonía, en algunos casos y dependiendo 

de la cepa, necrosis tisular y fibrosis pulmonar. Este cambio en el fenotipo de la enfermedad esta 

desencadenado por un cambio en el perfil de expresión de citoquinas, pudiendose observar un 

balance tipo Th0 (producción de cantidades iguales de IL-2 e IL-4 con alta producción de IFN-ɔ) o 

una polarización hacia una respuesta inmune tipo Th2 caracterizada por la producción de citoquinas 

antiinflamatorias como IL-4, IL-6, IL-10 y TGF-ɓ. La producci·n de las citoquinas antes 

mencionadas inducen un aumento en la producción de LTCD8, desencadenando una respuesta no 

efectiva contra la TB, ocasionando daño tisular y por lo tanto antagonizando la respuesta inmune 

celular de memoria [250,251]. 

 

Parámetros para la determinación de la virulencia in-vivo de cepas de Mtb 

Experimentalmente, se han definido y elegido los siguientes criterios para la evaluación de la 

virulencia de los aislamientos clínicos de Mtb: 

 

¶ Sobrevivencia: Se define por el tiempo en que tarda un animal en morir a causa de la 

enfermedad, aunque actualmente se practica eutanasia antes que el animal muera, atendiendo a 

signos clínicos sustitutos de desenlace por mortalidad. 

¶ Patología pulmonar: Medición de área de neumonía, porcentaje de necrosis tisular, infiltrados 

celulares, área de granulomas y demás hallazgos patológicos de la enfermedad. 

¶ Carga bacteriana: Para medir que tanto se multiplica la bacteria en el huésped vivo, en general, 

a mayor carga bacteriana, mayor virulencia, aunque pueden presentarse excepciones en cepas 

muy inmunogénicas y por ende multiplicación más rápida del bacilo, sin que desencadene signos 

clínicos tempranos ni produzca mortalidad en el animal, esta medición se realiza haciendo el 
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recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de la bacteria en medios de cultivo sólidos 

[238,245]. 

 

¶ Medición de citoquinas: Medición de citoquinas de tipo Th1, Th2 y T reg, la expresión de estas 

citoquinas es variable entre aislamientos, por lo que es necesario hacer la medición de todas para 

definir el tipo de respuesta de cada aislamiento clínico. En todos los modelos in vivo  se usan 

estos criterios para los estudios de virulencia; el método de cuantificación de la expresión o 

cuantificación de las proteínas dependerá del diseño del trabajo y la disponibilidad de 

metodologías y recursos [186,249]. 

 

 

1.2. Materiales y Métodos 
 

1.2.1. Caracterización de aislamientos clínicos de genotipo Beijing aisladas 

en Colombia 

Antes de empezar con las actividades relacionadas específicamente con el cumplimiento de los 

objetivos planteados en el presente trabajo, se realizaron diferentes actividades y experimentos 

encaminados a la caracterización completa de las cepas incluidas en este estudio. Para la 

confirmación de genotipo bacteriano se realizó: Spoligotyping y MIRUs-VNTR, para la 

determinación de la susceptibilidad de las bacterias a antibióticos de primera línea se realizó SIRE 

BACTECÊ-MGITÊ 960 y, para la detección genotípica de la susceptibilidad a antimicrobianos se 

realizó Genotype® MTBDRPlus 2.0. 

 

Por otra parte, y con el fin de tener una visión inicial de la virulencia (Capacidad replicativa y 

secreción de citoquinas generadas por la infección) de las cepas Beijing en un modelo in-vitro, se 

realizó un experimento de infección en macrófagos alveolares de ratón MH-S ñKILLINGò.  

Como producto de la pasantía internacional en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición 

Salvador Zubirán en la Ciudad de México, se realizó la caracterización morfológica de las cepas 

Beijing y Beijing-Like por microscopia electrónica (MET). A continuación, se describen las 

actividades que se llevaron a cabo para la fase inicial del presente trabajo. 

 

1.2.1.1. Consideraciones Éticas 

El protocolo de investigación para el desarrollo del presente trabajo fue aprobado por el Comité de 

Ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia bajo el acta de aprobación 

N° 011-104-15. 

 

Adicionalmente fue presentado bajo la ley mexicana NOM 061-Z00-1999 al Comité Interno para el 

cuidado y uso de animales de laboratorio (CICUAL) del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y 

Nutrición Salvador Zubirán y aprobado bajo el protocolo N° PAT-1846-16 / 20. 
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1.2.1.2. Cepas de Mtb objeto de estudio 

Las cepas de Mtb utilizadas en el presente estudio pertenecen a la familia Beijing Linaje 2 o del este 

asiático, de acuerdo con la clasificación de linajes basados en SNPs. Se utilizó el primer aislamiento 

clínico colombiano reportado en Bogotá y tipificado como Beijing-Like SIT 190 cepa 323, aislado 

de una paciente de sexo femenino proveniente del puerto de Buenaventura reportado por Murcia y 

cols., [175] y un aislamiento Colombiano Beijing Clásico SIT 1 cepa 391 también aislada del puerto 

de Buenaventura proveniente de un paciente de género masculino de 52 años de origen 

afrocolombiano quien padecía de TB pulmonar, este aislamiento clínico fue gentilmente donado por 

el grupo de  Micobacterias de la Red Nacional de Laboratorios, del Instituto Nacional de Salud [185]. 

Por último se utilizó un aislamiento clínico colombiano con el genotipo más prevalente en el país 

genotipo LAM9 código B077bc SIT 150 como control, [252] sensible a todos los medicamentos 

antituberculosis, obtenida de un paciente de 22 años habitante de calle VIH+. Debido a la 

optimización de recursos y al amplio reporte de la virulencia in-vivo generada por la cepa de 

laboratorio H37Rv en la literatura, no se incluyó esta cepa en la cinética de infección para este 

trabajo. Por otra parte, dado que el principal interés del presente trabajo es determinar la virulencia 

y el perfil de expresión de genes de las cepas colombianas de genotipo Beijing y por los altos costos 

del uso de herramientas de secuenciación de nueva generación (NGS), solo se realizó transcriptómica 

y microscopía electrónica de las dos cepas Beijing 323 y 391. 

 

1.2.1.3. Caracterización genotípica y fenotípica de cepas de Mtb  

Á SPOLIGOTYPING  

La tipificación de oligonucleótidos espaciadores entre repeticiones directas (DR) está basada en 

amplificación del locus DR e hibridación reversa con sondas complementarias a regiones 

espaciadoras para determinar su presencia o ausencia en cepas de Mtb, es una metodología útil para 

la identificación de linajes y familias a las que pertenecen aislamientos clínicos y cepas de Mtb 

descrita por Kamerbeek y cols., en 1997 [79]. La región DR está compuesta por múltiples copias 

conservadas de 36 pares de bases (repeticiones directas) separadas por espaciadores únicos, para esta 

metodología solo se tipifican 43 espaciadores.  

 

- Extracción de DNA. 

Para la obtención de DNA de las cepas de estudio se utilizó el kit de extracción rápida de DNA 

genómico GenoLyse®.  Brevemente, a 200 µl de buffer de Lisis (A-Lys) se le agregan entre 1 y 5 

colonias de un cultivo puro y se coloca en termobloque agitador a 95°C por mínimo10 minutos, 

posteriormente se adicionan 200 µl de buffer de purificación (A-NB) y se centrifuga a 10.000 rpm 

por 10 minutos. Se tomaron 200 µl del sobrenadante en donde se encuentran los ácidos nucleicos 

libres de detritos celulares, en el Anexo A-2 se detalla el protocolo para hibridación y detección y 

en la Tabla 1-3., se relacionan las condiciones de PCR para amplificación del Locus DR. 

 

 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kamerbeek+J&cauthor_id=9157152
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- Amplificación por PCR del locus DR. 

 

Tabla 1- 3. Condiciones de montaje de PCR para amplificación de los DR en cepas de Mtb 

 

 

Á MIRUs-VNTR 

La tipificación de cepas por el método Mycobacterial Intersperced Repetitive Units-Variable 

Number in Tandem Repeats descrito originalmente por Supply y cols., [253], que consiste en 

amplificar por PCR 24 de los 41 loci MIRU presentes en el cromosoma de Mtb y de acuerdo al peso 

molecular, al comparar el tamaño del amplicón comparando con un patrón de peso molecular en 

geles de agarosa después del corrido electroforético de dichos productos, determinar el número de 

repeticiones en tándem de cada loci MIRU. En el presente estudio se utilizó el método automatizado 

de alta resolución que se basa en PCR multiplex y electroforesis capilar, para la detección y cálculo 

de productos de amplificación en un software automatizado. 

 

- Extracción de DNA 

Los ácidos nucleicos no purificados se obtuvieron a partir de un hervido de colonias en un buffer de 

lisis compuesto por Tris-HCl 10 mM y EDTA 1mM. Las colonias resuspendidas en 200 ul de esta 

solución se colocaron en un vaso de precipitado con agua destilada a temperatura de ebullición sobre 

plancha de calentamiento por 10 minutos, posteriormente los tubos se llevaron a centrifugar a 14.000 

rpm por 2 minutos, el sobrenadante se transfirió a un tubo limpio previamente marcado y se almacenó 

a -70°C hasta su uso. 

 

Reactivo
Concentración 

final
Volumen 1X

Agua 14,2 ɛl

Buffer 10X 1X 2,5 ɛl

MgCl2 1,5 mM 0,75 ɛl

dNTPs 2,5 mM 2 ɛl

Primer DRa 20 pmolar 2ɛl

Primer DRb 20 pmolar 2ɛl

Taq polimerasa 0,04 unidades 0,05 ɛl

DNA Blanco 1,5 ɛl

Volumen final 25 ɛl

Temperatura Tiempo Repeticiones

96°C 3 min 1X

96°C 1 min

55°C 1 min

72°C 30 seg

72°C 5 min 1X

PROTOCOLO DE PCR

Primers

DRa : 5ô-GGT TTT GGG TCT GAC GAC-3ô+ biotina

DRb : 5ô-CCG AGA GGG GAC GGA AAC-3ô

20 X

PROTOCOLO TÉRMICO
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- PCR Multiplex de los 24 Loci MIRU  

A continuación, se muestran las condiciones para el montaje de PCR con 8 mezclas múltiples: Tabla 

1-4.  

 

Tabla 1- 4. Condiciones para montaje de PCRs multiplex para MIRU-VNTR. 

 

 

- Electroforesis Capilar 

Para determinar el tamaño de los fragmentos de amplificación de los diferentes Loci MIRU se utilizó 

un secuenciador ABI 3100, 3100 Avant. 

Se preparó el patrón de peso molecular 0.2 µl de MapMarker 1000 marcado con ROXÊ en 10 Õl de 

formamida. 

 

Se agregó 1µl de producto de PCR por cada pozo de una placa de lectura en el equipo antes 

mencionado, se centrifugó la placa para eliminar las burbujas presentes y se llevó al módulo de 

lectura. 

 

Los resultados fueron exportados en un archivo de Excel y posteriormente se hizo el análisis de las 

cepas para confirmación de linaje, familia y relación filogenética usando el portal https://miru-

vntrplus.org/MIRU/miruinfo.faces. 

 

Á Genotype® MTBDRPlus 2.0 

 

El GenoType® MTBDRplus 2.0 es un método molecular basado en PCR e hibridación reversa en 

membranas de nitrocelulosa con sonda lineal de productos de amplificación biotinilados, utilizado 

para la detección de resistencia a los antibióticos de primera línea Isoniazida y Rifampicina de 

aislamientos clínicos de Mtb. La identificación de cepas resistentes por este método se basa en la 

Número de 

mezcla Mezcla 1 Mezcla 2 Mezcla 3 Mezcla 4 Mezcla 5 Mezcla 6 Mezcla 7 Mezcla 8

Loci 4-26-40 10-16-31

0424- 0577-

2165

2401-3690-

4156

2163b- 1955-

4052 2-23-39 20-24-27

2347-2461-

3171

MgCl2 [C final] 3 mM 2mM 1.5 mM 3 mM 1.5 mM 2.5 mM 1.5 mM 2mM

H2O µl 7.5 8.3 8.7 7.5 8.7 7.9 8.7 8.3

Buffer 10X (µl) 2 2 2 2 2 2 2 2

Sln Q 5X (µl) 4 4 4 4 4 4 4 4

MgCl2 25 mM (µl) 1,2 0,4 0 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8

DNTPs 5 mM (µl) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,9

Primer F (µl) 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

Primer R (µl) 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

Hot Start Taq (µl) 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08

DNA (µl)

Volumen final (µl)

Forever

N° CiclosTiempo

18

2

1 X

1 X

30X para Mezclas 1, 2, 4, 6, 

7 y 8 

1 X

72°C

4°C

10 min

Protocolo térmico

Temperatura

95°C

94°C

59°C

72°C 1.5 min

1 min

1 min

15 min

1 X

1 X

35X para Mezclas 3 y 5 

https://miru-vntrplus.org/MIRU/miruinfo.faces
https://miru-vntrplus.org/MIRU/miruinfo.faces
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identificación de las mutaciones más frecuentes ubicadas en los genes determinantes de resistencia 

a estos dos antibióticos.  La resistencia a H se detecta en los genes KatG (codificante para Catalasa-

Peroxidasa) posición 315 y en el promotor del gen inhA (codificante para enoil ACP reductasa) y la 

resistencia a Rifampicina se detecta por mutaciones presentes en la región central de 81 pb del gen 

rpoɓ (Codificante para la subunidad ɓ de la ARN polimerasa bacteriana). El kit viene provisto con 

los reactivos para la amplificación y la hibridación. La extracción de DNA a partir de los cultivos de 

MTB se realizó con el kit Genolyse® siguiendo las instrucciones del fabricante. Para cada muestra 

se hace una mezcla maestra compuesta por: 10uL de AM-A, 35 uL de AM-B y 5 uL de DNA en 

solución y se llevó al equipo de PCR convencional utilizando el protocolo térmico relacionado en la 

Tabla 1-5. 

 

Tabla 1- 5. Protocolo térmico GenoType® MTBDRplus 2.0 

Temperatura °C Tiempo Número de Ciclos 

95 15 min 1X 

95 30 seg 10X 

65 2 min 

95 25 seg 20 X 

50 40 seg 

70 40 seg 

70 8 min 1X 

Los productos de amplificación se sometieron al proceso de hibridación siguiendo las instrucciones 

del fabricante (VER ANEXO A-3). 

 

Á SIRE BACTECÊ-MGITÊ 960 

Para la determinación fenotípica de resistencia se utilizó el método automatizado MGIT sigla en 

inglés de Tubo Indicador de Crecimiento Bacteriano (Beckton Dickinson, Maryland USA). Es un 

método cualitativo en el que se evalúan los antibióticos Estreptomicina (STR), Isoniazida (INH), 

Rifampicina (RIF) y Etambutol (EMB). En la Tabla 1-6., se muestran las concentraciones críticas y 

las concentraciones de trabajo de cada antibiótico evaluado. Brevemente; este método consiste en el 

crecimiento de aislados clínicos de Mtb en un tubo de medio de cultivo Middlebrook 7H9 que 

contiene al final del tubo un compuesto fluorescente en parafina, indicador del consumo de oxígeno 

en presencia de metabolismo bacteriano y que además contiene o no una concentración conocida de 

antibiótico. Para el montaje de la prueba se realizó una suspensión de colonias bacterianas puras a 

partir de un cultivo en medio LJ (Lowenstein Jensesn) en agua destilada estéril en un frasco con 

perlas de vidrio, se mezcló mediante vórtex por dos minutos para disgregar los grumos bacterianos, 

posteriormente en esterilidad se ajusta al tubo 1 de la escala de McFarland (3X108 células), se dejó 

reposar la suspensión y se llevó el sobrenadante a un nuevo tubo estéril, se ajustó la concentración 
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al tubo 0.5 de la escala de McFarland (1.5X108 células), posteriormente se realizó una dilución 1:5 

de la suspensión en agua destilada estéril, a partir de esta dilución 1:5 se realizó una dilución 1:100. 

Los tubos MGITTM con antibiótico previamente suplementados con 800 uL de OADC (Albúmina, 

Ácido Oléico, Dextrosa, Catalasa), se inocularon con 500uL de la suspensión 1:5 y el tubo control 

sin antibiótico se inoculó con 500uL de la dilución 1:100. Los tubos MGITTM inoculados se 

incubaron en el equipo BD BACTEC MGIT 960 SIRE (Tubo 1: Control de Crecimiento, Tubo 2: 

Estreptomicina, Tubo 3: Isoniazida, Tubo 4: Rifampicina, Tubo 5: Etambutol) los resultados se 

obtuvieron después de entre 4 y 13 días de incubación en donde se observan las gráficas de 

crecimiento de las bacterias de cada tubo, cuando una cepa es resistente la curva de crecimiento del 

tubo con el antibiótico correspondiente muestra crecimiento antes que el tubo control de crecimiento. 

 

Tabla 1- 6. Concentraciones de antibióticos para el método de detección fenotípica de   resistencia a 

antibióticos BACTECTM MGITTM SIRE. 

CONCENTRACIONES DE LOS ANTIBIčTICOS PARA BACTECTM MGITÊ SIRE 

Antibiótico  Concentración 

Inicial del 

Antibiótico  

Volumen de 

antibiótico 

adicionado a cada 

tubo MGITÊ 

Concentración final 

de antibiótico en 

cada tubo de 

MGIT Ê 

Estreptomicina 83 µg/mL 100 µL 1.0 µg/mL 

Isoniazida 1.0 µg/mL 100 µL 0.1 µg/mL 

Rifampicina 83 µg/mL 100 µL 1.0 µg/mL 

Etambutol 415 µg/mL 100 µL 5.0 µg/mL 

 

 

Á MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA PARA EL ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL 

DE CEPAS BEIJING AISLADAS EN COLOMBIA.  

 

La microscopía Electrónica de Transmisión (MET) es una técnica de alta definición encaminada al 

estudio detallado de la morfología de diferentes clases de células y tejidos. En esta técnica, una sonda 

enfocada en electrones es escaneada sobre la superficie de un especímen (muestra), formándose una 

imagen de alta resolución a partir de los electrones transmitidos. El escaneo con un microscopio 

electrónico permite obtener imágenes con calidad tridimensional y de gran profundidad.  El estudio 

ultraestructural de Mtb ha permitido identificar diferentes organelos a los cuales se les ha adjudicado 

una variedad de funciones. 

 

- Obtención de bacterias 

Las cepas criopreservadas en glicerol a -70°C fueron descongeladas subiendo la temperatura 

progresivamente, 1 hora a -20°C y 1 hora a 4 °C, una vez se descongelaron se tomaron 100 uL de 

las bacterias suspendidas en glicerol y se inocularon en 10 ml de medio líquido 7H9 (Ver Anexo A-

4 de preparación de medios de cultivo) suplementado con OADC y se llevaron a incubación a 37°C 
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por 72 horas, al obtener evidencia visual de crecimiento bacteriano, se escaló el cultivo a 60 ml de 

medio 7H9 y se midió el porcentaje de transmitancia cada 24 horas para determinar el inicio y el 

final de la fase logarítmica de cada bacteria (Anexo A-5, Anexo A-6). La cinética de crecimiento 

bacteriano fue graficada con los puntos de la medición diaria. Una vez establecida la fase logarítmica, 

se repitió el experimento y se tomaron las bacterias en la mitad de la fase logarítmica de crecimiento 

al día 14. Una vez se obtuvieron las bacterias en fase logarítmica de crecimiento se llevaron a la 

preparación de muestras para microscopía electrónica (Ver Anexo A-7). Una vez procesadas las 

muestras se observaron en el microscopio electrónico FEI Tecnai G2 Spirit Transmission Electron 

Micoscope Hillsboro, OR, USA. 

 

Á Caracterización in-vitro de la virulencia de las cepas de estudio de Mtb (KILLING). 

Un día antes de la infección, las células se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 1x105 

células por pozo y se incubaron durante toda la noche a 37°C con 5% de CO2. Las células MH-S 

adheridas fueron infectadas con 5 x106 bacterias por pozo (MOI 1:5) e incubadas 3 horas a 37°C. 

Posteriormente, las células fueron lavadas 3 veces con RPMIc (Medio de cultivo celular Roswell 

Park Memorial Institute completo) con 1% de estreptomicina para eliminar las micobacterias libres 

y posteriormente se agregaron 200 µl de medio RPMIc suplementado con Suero Fetal Bovino al 

10% y se incubó a 37°C por 1 hora (Día 0), 24 horas (Día 1), 48 horas (Día 2), 72 horas (Día 3) o 96 

horas (Día 4). Después de cada periodo de incubación, los sobrenadantes de los pozos se recuperaron 

en pooles y posteriormente, los macrófagos infectados se lisaron con 100 µl de 7H9 con SDS al 0.1% 

mezclando vigorosamente y raspando en cruz el fondo de la placa durante 10 min a temperatura 

ambiente. Las diluciones seriadas del producto de lisis en medio 7H9, fueron plaqueadas en placas 

de agar 7H10 y se realizó recuento de UFC a los 14 y 21 días de incubación. 

 

Para la medición de las citoquinas (IL-1ɓ, IL-10. TNF-Ŭ, IFN-ɔ e IL-12p70), se recuperaron los 

sobrenadantes de los macrófagos infectados a los siguientes tiempos: 1 hora (Día 0), 24 horas (Día 

1), 48 horas (Día 2), 72 horas (Día 3) o 96 horas (Día 4), los sobrenadantes recuperados fueron 

filtrados y congelados a -80°C hasta su procesamiento. La medición de citoquinas se hizo usando la 

técnica de ELISA tipo sándwich usando los estuches comerciales disponibles Mouse TNF-Ŭ 

(Mono/Mono) ELISA Set Cat. No. 555268 (BD OptEIAÊ); Mouse IFN-ɔ ELISA Set Cat. No. 

555138 (BD OptEIAÊ); Mouse IL-12 (p70) ELISA Set (BD OptEIAÊ); Mouse IL-10 ELISA Set 

Cat. No. 555252 (BD OptEIAÊ); Mouse IL-1ɓ ELISA Set Cat. No. 559603 (BD OptEIAÊ), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Ver protocolo completo en Anexo A-9. 
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1.2.2. Materiales & métodos para cumplir con el objetivo específico N° 1 ñEvaluar en el 

modelo animal de tuberculosis progresiva ñrat·n BALB/cò las bases histopatol·gicas e 

inmunológicas de la virulencia in vivo de Mycobacterium tuberculosis genotipos Beijing 

circulante en Colombiaò 

 

1.2.2.1. Modelo in-vivo de TB pulmonar progresiva crónica ratón Balb/c 

El uso de modelos animales para el estudio de la fisiopatología pulmonar de la tuberculosis, es una 

invaluable herramienta que ha permitido dilucidar los mecanismos utilizados por las diferentes cepas 

de M. tuberculosis para causar la enfermedad. Las características que se tienen en cuenta para los 

estudios de virulencia en un modelo animal son: i) El recuento de UFC, ii ), Patología (Histología) 

Pulmonar, iii ) Sobrevida, iv) Determinación de la expresión de genes que codifican para proteínas 

asociadas a la respuesta inmune desencadenada en el ratón ante la infección con Mtb (qRT-PCR, 

Transcriptómica). El modelo de tuberculosis pulmonar progresiva crónica ratón Balb/c es un modelo 

que permite evidenciar el progreso de la TB pulmonar a partir de la velocidad de replicación de las 

bacterias, la sobrevivencia de los animales, el estudio de los cambios tisulares de los órganos 

afectados y la determinación del tipo de respuesta celular generado por los animales que 

desencadenan o no una enfermedad complicada. A continuación, se describen los procedimientos y 

experimentos llevados a cabo para la infección y seguimiento de animales con las cepas de estudio, 

para la determinación de la virulencia y respuesta inmune in-vivo en este modelo animal. 

 

Para el presente trabajo se utilizaron ratones machos de la cepa Balb/c de 6 a 8 semanas de edad y 

22 gramos de peso. Esta cepa de ratón es producida y mantenida en el Departamento de Investigación 

Experimental y Bioterio (DIEB) del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador 

Zubirán. En la Figura 1-3., se muestra el resumen experimental y relación de las actividades para la 

determinación de virulencia in-vivo en ratones infectados con las cepas de estudio y en las Tablas 

1-7 a 1-11 se muestra la relación del número de animales a utilizar en cada experimento. 

 

Cálculo de la muestra. 

 

El cálculo de la N por experimento para el presente trabajo se realizó mediante una fórmula 

establecida basada en las incidencias seriadas de los procedimientos, es decir, cuantos animales se 

requieren para llevar a cabo los procedimientos experimentales que brinden la suficiente información 

sobre la virulencia de cepas de Mtb en el animal y así poder determinar el número de ratones 

necesarios por tiempo de sacrificio. 

 

X=N/((A/100) x (B/100) x (C/100)) 

Donde: 

X= Número final de animales necesarios o número de animales del cual debemos partir.  

N= Número mínimo estadístico que permite concluir los objetivos propuestos en el proyecto 

A= 100 - b% de incidencia 2 (p.ej.: muertes por enfermedad, sx humanitario)  

D= 100 - d% de incidencia 4 (p.ej.: muertes por anestesia en la infección) 
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Tabla 1- 7. Número de animales a infectar en experimento de inmunopatología 

 

INMUNOPATOLOGÍA 

Grupo/Cepa Cinética de sacrificio 

días post infección 

Ratones/grupo Total 

-Beijing-Like 323  

-Beijing Clásico 391 

-LAM B077bc 

1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 y 120                              7 por cepa por 

tiempo de sacrificio 

168 

 

Tabla 1- 8. Número de ratones a infectar en experimento de co-habitación 

 

EXPERIMENTO DE CO -HABITACIÓN (CONVIVENCIA)  

 Grupo/Cepa Cinética de sacrificio 

días pos-infección 

Ratones/grupo Total 

Modelo de 

convivencia para 

la evaluación de 

transmisibilidad . 

-Beijing Like 323  

-Beijing Clásico 

391 

-Cepa LAM 

B077bc 

30 y 60 días 14 por grupo 

por cepa 

84 

 

Tabla 1- 9. Número de ratones a infectar en experimento de RNA-seq 

SECUENCIACIÓN DE TRANSCRIPTOMA COMPLETO  

Grupos Grupo/Cepa Cinética de sacrificio 

días postinfección 

Ratones/grupo Total 

Secuenciación de 

transcriptoma de 

cada uno de los 

aislamientos clínicos 

- Beijing Like 323  

- Beijing Clásico 391 

-Cepa LAM B077bc 

 

 Día 3, 21 y 60                         7 ratones por 

tiempo de 

sacrificio por 

cepa 

63 

 

Tabla 1- 10. Consolidado de número de ratones a infectar en los experimentos por duplicado 

 

N° De Experimentos 

 

Número de 

ratones 

Experimento 315 

Repetición 315 

Total 2 experimentos 630 
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Tabla 1- 11. Número mínimo de animales requeridos (6 animales) para asegurar la cantidad necesaria de 

muestras que nos permitan hacer los experimentos 

 

 

PD: Pulmón derecho, PI: Pulmón izquierdo, UFC: Unidades Formadoras de Colonias, HIST: Histología, 

BM: Biología Molecular, BAZ: Bazo. 

Ratón PD P Izq BAZO

1 UFC HIST

2 UFC HIST

3 UFC BM

4 UFC BM

5        UFC           HIST

6 UFC UFC

7 BM BM

Ratón PD P Izq BAZO

1 UFC HIST

2 UFC HIST

3 UFC HIST

4 UFC HIST

5       UFC         HIST

6 UFC HIST

7 UFC HIST

Ratón PD P Izq BAZO

1 BM BM

2 BM BM

3 BM BM

4 BM BM

5 BM BM

6 BM BM

7 BM BM

Distribución de muestras por tiempo de sacrificio 

Transcriptomica

NO

Distribución de muestras por tiempo de sacrificio 

cinètica Inmunopatologia 

SI

NO

Distribución de muestras por tiempo de sacrificio 

Convivencia

SI

NO
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Resumen experimental objetivo N° 1. Evaluar en el modelo animal de tuberculosis progresiva ñrat·n 

BALB/cò las bases histopatol·gicas e inmunol·gicas de la virulencia in vivo de Mycobacterium tuberculosis 

genotipos Beijing circulante en Colombia 

 

 

 

Figura 1- 3. Resumen experimental para cumplir el objetivo específico N°1 del presente trabajo
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1.2.2.2. Procedimientos para la obtención de bacterias y estandarización del inóculo 

bacteriano 

Las cepas de Mtb se encontraban criopreservadas en glicerol a -70°C. Para la recuperación de las 

cepas en cultivo, se sacaron del ultracongelador y se colocaron a -20ºC por 1 hora y luego se dejaron 

a -4°C hasta su descongelación. 

Una vez descongeladas, se tomaron 100µl de la suspensión descongelada de bacterias y se inocularon 

en 10 ml de medio de cultivo 7H9 suplementado con Tyloxapol Premium (Ver Anexo A-4 de 

preparación de medios de cultivo) y se llevó a incubar con agitación a 37°C con 5% de CO2 por 48 

horas. Una vez pasadas las 48 horas de incubación, el cultivo se escaló a 65 ml de medio de cultivo 

7H9 suplementado con Tyloxapol Premium, y se llevó a incubación a 37°C al 5% de CO2 en 

agitación. Las cepas se recuperaron en la mitad de la fase logarítmica de crecimiento (Ver Anexo 

A-5) y se hicieron alícuotas del cultivo que se congeló a -70°C por 72 horas, posteriormente se 

descongelaron 3 alícuotas para verificar la concentración de las mismas haciendo diluciones seriadas 

de la suspensión bacteriana, posteriormente las diluciones se sembraron en placas de agar 7H10, se 

incubaron a 37°C por 14 a 21 días y se realizó recuento de UFCs, de acuerdo a la dilución sembrada, 

las UFCs se multiplicaron por un factor de dilución y se calculó la cantidad de bacterias (Ver Anexo 

A-6).  

 

1.2.2.3. Inoculación intratraqueal de ratones Balb/c 

El día de la infección, se calcula el número de dosis necesarias para (Número de animales) las 

infecciones de acuerdo con la concentración de los stocks bacterianos de manera tal que se obtengan 

250.000 bacterias en cada 100 µl de solución salina suplementada con Tyloxapol Premium de cada 

cepa bacteriana. 

 

Una vez se tiene ajustada la concentración de las bacterias, estas se envían refrigeradas al bioterio 

en donde se realiza la infección para que las suspensiones bacterianas no pierdan la cadena de frio. 

En el bioterio los  animales se anestesiaron con vapor de sevoflurano (100 uL por ratón) dentro de 

una cámara de acrílico de 20x20x20 cm, para su inoculación intratraqueal (v.it.) los animales se 

colocaron sobre una placa de icopor revestida con papel aluminio y se les sujetaron los incisivos con 

una banda de caucho, se introdujo una cánula de calibre 22G x1.0" w/ y punta roma de 1.25 mm por 

la tráquea y se infectaron con 250.000 UFC de las cepas de Mtb 391 Beijing Clásico, 323 Beijing-

Like y  LAM B077bc. Los animales utilizados para los estudios relacionados con Micobacterias se 

alojaron en cajas ventiladas bajo presión negativa y aire suministrado a través de filtros HEPA y 

manipulados bajo Bioseguridad Animal Nivel 3. 

 

1.2.2.4. Seguimiento y curva de sobrevida de ratones Balb/c 

La sobrevida de los animales se llevó sobre la totalidad de los animales infectados para los tres 

experimentos (Cinética, Transcriptómica, Convivencia), el sacrificio programado de acuerdo a la 

cinética de sacrificio en los días patognomónicos establecidos se llevó a cabo, pero estos decesos no 

se contaban en la sobrevida. A partir de la infección se hizo seguimiento diario del estado de salud 
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de los animales, si se observaba deterior en el estado de salud de los animales (Disminución de >20% 

del peso corporal, piloerección, distanciamiento social, disminución en la movilidad, fiebre) se hacía 

sacrifico humanitario y se registraba el deceso para ese día. Usando el programa estadístico 

GraphPad Prism 8 se construyó un archivo de sobrevida; si no se encontraba ningún deceso, se 

ingresaba un cero y si se encontraban animales muertos o se hacía eutanasia humanitaria se colocaba 

el número de animales fallecidos en la columna de cada cepa. 

 

1.2.2.5. Cinética de sacrificio 

Grupos de 6 animales para el experimento de Inmunopatología se sacrificaron a los días 1, 3, 7, 14, 

21, 28, y 60 pos-infección y se sacrificaron grupos de 6 animales para el experimento de 

Secuenciación de Transcriptoma completo a los días 3, 14 y 28 pos-infección. 

 

Para la eutanasia de los animales estos se inyectaron con Pentobarbital 210 mg/kg intraperitoneal. 

Se sacrificaron por exanguinación, posteriormente se expuso la cavidad peritoneal y torácica 

haciendo disección del animal haciendo colgajos de la piel de dicha zona teniendo la precaución de 

no cortar el peritoneo, luego se corta el peritoneo y se abre la caja torácica de manera tal que queden 

expuestos los pulmones, la tráquea y los órganos abdominales. Se pinzó con una Pinza de Kelly el 

bronquio derecho y se cortó el pulmón derecho el cual se colocó en criotubo de 2 ml previamente 

identificado con la fecha, cepa y ratón e inmediatamente almacenó temporalmente en un contenedor 

con nitrógeno líquido; posteriormente se perfundió con una jeringa de 5 ml con aguja el pulmón 

izquierdo con etanol absoluto a través de la tráquea del animal teniendo cuidado de no cortarla ni 

perforarla con la aguja, una vez perfundido, se cortó el pulmón y e colocó inmediatamente en un 

tubo Falcon con etanol absoluto (se realizó este procedimiento en 3 animales de cada grupo, para el 

procesamiento histológico) se fijaron en etanol absoluto por lo menos 72 horas, los pulmones 

derechos no perfundidos de los otros 3 animales se colocaron en criotubos previamente identificados 

y se almacenaron en nitrógeno líquido para su transporte. Para diferenciar los pulmones para 

histología pulmonar de cada ratón 1, 2 y 3 de cada punto de sacrificio se cortó: (i) R1solo el pulmón, 

(ii ) R2 Pulmón y corazón, (iii ) R3 pulmón, corazón y tráquea ya que todos los órganos van al mismo 

Falcon con etanol. Después de recolectar los pulmones se procedió a recolectar el bazo el cual fue 

colocado en criotubos individuales de 2 ml y almacenados inmediatamente en nitrógeno líquido. 

 

Para el almacenamiento permanente de los órganos, los tubos se organizaron en crio cajas las cuales 

se guardaron a -70°C hasta el procesamiento de los mismos, UFCs y experimentos de biología 

molecular.  

 

1.2.2.6. Determinación de unidades formadoras de colonia (UFC) en pulmones y 

bazos de ratones Balb/c. 

Los órganos almacenados a -70°C (Pulmones y bazos), se sacaron del ultracongelador y se colocaron 

en tina de hielo antes de comenzar su procesamiento. A cada tubo con cada órgano se le agregó una 

perla de Sílice y Zirconio con filo y se les agregó PBS 1x-Tween 0.05% y se homogenizaron tres 
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veces consecutivas en el equipo FasTPrepTM por 20 segundos cada vez con intervalos de 3 minutos, 

posteriormente se llevaron a sonicar por 45 segundos a 20kHz para disgregar los cúmulos 

bacterianos, una vez se  homogenizaron los tejidos, se realizaron diluciones en base 10 del 

homogenizado usando PBS 1x-Tween 0,05%   (desde 10-1 hasta 10-5) en una microplaca de Elisa, 

cada dilución fue sembrada posteriormente en placas de agar 7H10 y se incubaron a 37°C durante 

14 y 21 días para el recuento de UFCs, para el cálculo de las colonias, se multiplicó el número de 

UFCs contadas por el factor de conversión de cada dilución. Ver protocolo completo en Anexo A-

10. 

 

1.2.2.7. Procesamiento histológico de tejidos 

Para el estudio histológico, tres pulmones izquierdos fueron previamente perfundidos vía IT con 

etanol absoluto y almacenado por 72 horas. Se realizaron cortes parasagitales a nivel del hilio 

pulmonar y los tejidos fueron colocados en cassettes de plástico en un procesador de tejidos Spin 

Tissue Processor Microm STP 120 (ThermoFisher Scientific). Los cassettes son embebidos en 

parafina en la estación de inclusión HistoStar Embedding Workstation (ThermoFisher Scientific), 

posteriormente los bloques son cortados en micrótomo (Leica RM2135) en secciones de 4µm y 

colocados en portaobjetos. Los tejidos son desparafinados y teñidos en un tren de hematoxilina-

eosina. El proceso se concluye colocando una gota de resina y un cubreobjetos en el tejido.  

 

El área de neumonía y granulomas fue determinada en micras cuadradas mediante un analizador de 

imágenes (Q Win Leica, Milton Keynes). Adicionalmente se obtuvieron cortes de hígados con la 

misma metodología para realizar la medición de la inflamación inducida por la administración de 

los adenovirus recombinantes. Las mediciones fueron tomadas a ciego y los datos fueron reportados 

como la media y la desviación estándar de 3 ratones diferentes de cada tiempo en 2 experimentos 

diferentes. 

 

1.2.2.8. Expresión de citoquinas en homogenizados de pulmón por medio de qRT-

PCR. 

Se midió la expresión de citoquinas pro y antiinflamatorias, en pulmones pulverizados con nitrógeno 

líquido, de ratones infectados con 323 Beijing-Like, 391 Beijing-Clásico y con la cepa LAM B077bc 

a los días 3, 14, 28 para todas las cepas y al día 60 PI para 391 Beijing-Clásico. La medición de 

expresión de citoquinas en estos tiempos, se realizó con base en el análisis histológico de los 

pulmones basándose en los cambios en el progreso de la patología pulmonar y de las UFCs para las 

tres cepas. Se realizó extracción de RNA a partir de pulverizados de pulmón con nitrógeno líquido, 

usando el kit Quick RNA mini prep Zymo. Cat. R1055, siguiendo las instrucciones del fabricante 

con algunas modificaciones (Ver protocolo completo en Anexo A-11). Posteriormente, se hizo la 

síntesis del cDNA (Anexo A-12) y se amplificaron las citoquinas: IL-10, TNF-Ŭ, TGF-ɓ, IFN-ɔ, 

iNOS e IL-12 de acuerdo con las condiciones mencionadas en el Anexo A-12. 
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1.2.2.9. Modelo de convivencia de ratones Balb/c 

Para determinar la capacidad de las cepas de Mtb de infectar animales sanos, se utilizó el modelo de 

co-habitación o convivencia previamente descrito por Marquina-Castillo y cols., [254] que consiste 

en poner a convivir ratones sanos y enfermos en proporciones iguales durante el tiempo que duren 

vivos los animales enfermos. Para este experimento se infectaron 14 ratones por cepa y se pusieron 

a convivir el mismo número de ratones sanos en cajas ventiladas bajo presión negativa y aire 

suministrado a través de filtros HEPA. Para distinguir los animales infectados de los sanos sobre 

todo en las fases iniciales del experimento, se hizo una marca en la cola de los animales sanos con 

marcador de tinta indeleble, a los 60 días y 90 días de convivencia, se hizo sacrificio de los ratones 

sanos y se recuperaron los pulmones para la realización de UFCs (Ver Anexo A-10) e histología 

pulmonar. Como la mayoría de los animales infectados fallecieron antes del día 60 post infección, 

se iba tratando de mantener la proporción de animales sanos y enfermos completando las cajas con 

los ratones infectados para los otros experimentos.  

 

1.2.2.10. Análisis estadístico 

En general los resultados se reportaron como la media ± desviación estándar. La significancia 

estadística se determinó a partir de la aplicación de análisis de varianza de múltiples mediciones 

(ANOVA). *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005; ****P < 0.001, cada observación se analizó por 

triplicado. Todos los experimentos de la cinética in-vivo y el experimento in-vitro se hicieron por 

duplicado.  

 

1.2.2.11. Análisis de expresión global de genes en pulverizados de pulmón por medio de 

secuenciación de transcriptoma completo (RNA-seq). 

Al observar los hallazgos de los experimentos de UFCs y la histología pulmonar de los ratones 

infectados con las cepas 323 Beijing-Like y 391 Beijing-Clásico y dado que para el momento se 

encontraba activa la línea de investigación en NGS en el Departamento de Patología Experimental 

del INCMNSZ, se decidió hacer secuenciación de transcriptoma completo (RNA-seq) del 

hospedador murino Balb/c en ratones infectados con estas dos cepas. De acuerdo con los hallazgos 

de la histología pulmonar y del recuento de UFCs en pulmones para cada cepa, se decidió secuenciar 

el transcriptoma completo de cada cepa de Mtb genotipo Beijing a un día temprano post-infección 

(D3), un día intermedio (D14) y un día tardío (D28).  

 

1.2.2.12. Extracción de RNA para secuenciación 

Se sacrificaron 6 ratones (solo infectados con cepas Beijing) por cepa y se extrajeron los pulmones, 

los cuales fueron almacenados inmediatamente en nitrógeno líquido y posteriormente se 

almacenaron permanentemente a -70°C. Brevemente, para la extracción de RNA se maceraron en 

un mortero y pistilo previamente enfriados con nitrógeno líquido los dos pulmones de cada ratón 

(R1-R6) en presencia de nitrógeno líquido hasta obtener un polvo fino, posteriormente se hicieron 

alícuotas de dicho pulverizado en tubos eppendorf previamente enfriados y se almacenaron en 

nitrógeno líquido y posteriormente a -70°C teniendo mucho cuidado de no dejar aumentar la 
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temperatura de los pulverizados y evitar de este modo la degradación del RNA, posteriormente se 

realizó extracción de RNA usando una o dos alícuotas de pulmón cada vez siguiendo el protocolo 

detallado en el Anexo A-11.  

 

1.2.2.13. Determinación de cantidad y calidad del RNA previo al proceso de 

secuenciación. 

Una vez obtenido el RNA, se hicieron 3 alícuotas de 5 µl en tubos de PCR (0,2 ml). Una alícuota se 

utilizó para medir la concentración y la relación 260/280 por espectrofotometría en el equipo 

EPOCHTM, la segunda alícuota fue utilizada para realizar electroforesis en agarosa al 2% con el fin 

de evidenciar la integridad de las subunidades ribosomales, si las extracciones tenían relaciones 

260/280 cercanas a 2.0 y en el gel de agarosa se observaban claramente las subunidades ribosomales 

sin signos de degradación, se enviaron a la Red de Apoyo a la Investigación (RAI) para la medición 

de RIN (RNA Integrity Number) por medio de electroforesis capilar usando los Nanochips RNA 

6000 en el equipo 2100 Bioanalyzer. Si el RIN de cada muestra extraída era 7.0 o superior, estas 

muestras eran seleccionadas para el proceso de RNA-seq. Para cada tratamiento, se secuenciaron 3 

ratones independientes. 

 

1.2.2.14. Envío de muestras a secuenciación. 

Una vez se obtuvieron todas las muestras que cumplieron las condiciones para el proceso de 

secuenciación, se enviaron a la RAI, en donde se elaboraron las librerías utilizando el kit TruSeq® 

Stranded mRNA de Illumina siguiendo las instrucciones del fabricante; posteriormente estas 

librerías fueron cuantificadas por Fluorometría usando el Qubit dsDNA HS de ThermoFisher cat. 

Q32851; posteiormente se evaluó el tamaño de los fragmentos de las librerías construidas usando el 

equipo 2100 Bioanalyzer y el kit High sensitivity DNA Kit Agilent, Cat 50674626; una vez 

verificadas las condiciones de las librerías construidas se secuenciaron las cepas utilizando el sistema 

Illumina HiSeq 2500 a partir de la preparación de una mezcla equimolar de las librerías a una 

profundidad de 100x, secuenciando tanto la hebra forward como la reverse siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

 

1.2.2.15. Análisis de resultados de RNA-seq 

Los resultados de las secuencias, fueron entregados digitalmente en formato FastQ y compartidos en 

la nube del sistema Illumina BaseSpace, en una cuenta creada específicamente para este proyecto. A 

las lecturas o secuencias, se les hizo control de calidad (>20Q) usando el programa Tim_Galore 

https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore/blob/master/Docs/Trim_Galore_User_Guide.md) 

versión 0.6.4 y FastQC Version 0.11.9. Posteriormente, las lecturas obtenidas del control de calidad 

se mapearon contra el genoma de referencia de Mus musculus reportado en el NCBI (assembly 

GRCm38.p6) usando el software BWA_MEM [255] con los parámetros establecidos por defecto 

para el software. El conteo de lecturas se realizó usando el software Htseq-count versión 0.11.1 [256] 

y posteriormente a expresión diferencial de genes se obtuvo usando el programa bioconductor 

DESeq2 (versión 3.7) [257] y considerando como genes diferencialmente expresados aquellos con 

https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore/blob/master/Docs/Trim_Galore_User_Guide.md
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un valor de p <0.01, el listado de genes diferencialmente expresados se digitalizó en un archivo de 

Excel.  

 

Con el listado de genes diferencialmente expresados, se realizaron análisis de enriquecimiento a 

través del análisis de ontologías con los genes regulados diferencialmente, usando el portal gratuito 

en línea Gene Ontology (GO) http://geneontology.org/, este análisis se realizó con el fin de clasificar 

funcional y jerárquicamente los genes diferencialmente expresados. 

 

Se realizaron análisis de enriquecimiento usando el portal en línea KEGG 

https://www.genome.jp/kegg/ usando WebGestalt (WEB-based Gene SeT AnaLysis Toolkit) [258], 

con el fin de analizar las vías metabólicas a las que estaban asociados los genes diferencialmente 

expresados. Tanto para los análisis de enriquecimiento en KEGG y GO, se utilizó un punto de corte 

de valor de p de 0.01.  

 

Por otra parte, se realizaron análisis de sobrerrepresentación (ORA), usando la plataforma InnateDB 

https://www.innatedb.com/. Por último, se realizó un análisis de interacción por redes biológicas 

usando la plataforma NetworkAnalyst https://www.networkanalyst.ca/. Los datos crudos de 

secuenciación se depositaron en el repositorio gratuito del NCBI bajo el bioproyecto PRJNA635984. 

Ver protocolo de análisis en el Anexo A-13. 

 

1.3. Resultados 

1.3.1. Caracterización genotípica y fenotipica de los aislamientos clínicos de mtb 

1.3.1.1. Genotipificación de aislamientos clínicos por Spoligotyping y MIRUS-VNTR 

Los ensayos de tipificación se realizaron con el fin de confirmar el genotipo de los aislamientos 

clínicos objeto del presente trabajo.  

 

Por Spoligotyping se confirmó que el aislamiento 323 pertenece al Linaje 2 (Este asiático) genotipo 

Beijing SIT 190 denominado en la base de datos internacional SITVIT2 como Beijing-like, 

caracterizado por la ausencia de los espaciadores 1-34 y 40 de los 43 analizados por esta 

metodología. 

 

El aislamiento clínico 391 pertenece al linaje 2 (Este asiático) genotipo Beijing SIT 1 caracterizado 

por la ausencia de los espaciadores 1-34 denominado en la base de datos internacional SITVIT2 

como Beijing-Clásico. 
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El aislamiento clínico LAM9 B077bc pertenece al linaje 4 (Euroamericano) sublinaje LAM9 SIT 

150 caracterizado por la ausencia de los espaciadores 21-24 y 33 a 36 según la base de datos 

SITVIT2.  

 

Por el método automatizado MIRUs-VNTR (24 loci) se confirmó el linaje al cual pertenecían estas 

cepas. En la Figura 1-4., se muestran los espoligotipos y los MIRU tipos analizados en el portal 

VNTRplus https://www.miru-vntrplus.org/MIRU/index.faces. 

 

 
Figura 1- 4. Patrones obtenidos por Spoligotyping y MIRUs-VNTR para la confirmación de linaje de las cepas 

incluidas en el estudio en comparación con la cepa de laboratorio H37Rv. 

 

 

1.3.1.2. Determinación genotípica y fenotípica de la resistencia a antibióticos de primera 

línea para el tratamiento de TB. 

Con el fin de caracterizar por distintas metodologías las cepas del estudio, se verificó el perfil de 

resistencia a antibióticos. Por Genotype® MTBDRplus, se obtuvo que la cepa Beijing-Clásico 391 

es MDR (Resistencia a Isoniacida y Rifampicina), la resistencia a R se determinó por la pérdida en 

la hibridación con la sonda del WT8 que corresponde a los codones 530 a 533 del gen, aunque no 

hubo hibridación con ninguna de las sondas MUT, la pérdida del WT es indicativo de resistencia a 

R. Por otra parte, se detectó resistencia a H por la pérdida de hibridación con la sonda WT que hibrida 

en el codón S315T1 y se observó hibridación con la sonda MUT1 que corresponde a la mutación 

S315T1. En cuanto a 323 Beijing-Like se obtuvo resistencia a rifampicina por pérdida de WT8, pero 

sin hibridación con ninguna de las sondas MUT y resistencia a H por pérdida de WT e hibridación 

en MUT1, detectando la mutación S315T1. 

 

En cuanto a la cepa LAM9 B077bc se detectó que es sensible a R y H, observando hibridación de 

todas las sondas WT y ninguna hibridación con sondas mutantes, tanto para rpoɓ, inhA y katG.  

Adicionalmente se realizó la prueba fenotípica de susceptibilidad a antibióticos BACTECTM 

MGITTMSIRE con el fin de determinar la resistencia a los 4 antibióticos de primera línea S, I, R E 

individualmente; se obtuvo que la cepa 323 Beijing-Like es resistente a los 4 antibióticos de primera 

línea /H, R, S, E), la cepa Beijing-Clásico 391 es resistente a S, I y R y la cepa LAM B077bc es 

sensible a los cuatro antibióticos de primera línea. 

 

https://www.miru-vntrplus.org/MIRU/index.faces
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1.3.1.3. Caracterización morfológica ultraestructural de cepas Beijing por 

microscopía electrónica de transmisión (MET ). 

Antes de realizar el procedimiento, se realizó una curva de crecimiento para cada cepa, midiendo 

cada 24 horas el porcentaje de transmitancia con un nefelómetro análogo con el fin de determinar la 

fase logarítmica de crecimiento de las bacterias. En la Figura 1-5 se muestran las curvas de 

crecimiento para las cepas Beijing. Para el procesamiento de las cepas para MET se recuperaron las 

bacterias el día 12 después de la detección de crecimiento, las mediciones iniciaron el día 12 porque 

a partir de ese día que se presentaron cambios en el porcentaje (%) de transmitancia, la medición de 

cada punto se realizó cada 24 horas. Para graficar los resultados, se obtuvieron los valores de 

absorbancia, calculando el Log10 de la transmitancia, con los puntos de tiempo que comprenden la 

fase logarítmica de crecimiento, se calculó el tiempo de generación de cada cepa a partir de la 

regresión lineal y pendiente con los puntos de la fase log de la curva de crecimiento. 

 

 

 
Figura 1- 5. Curvas de crecimiento de cepas Genotipo Beijing.A) 323 Beijing-Like, B) 391 Beijing Clásico. 

El crecimiento de las cepas fué seguido cada 24 horas por 21 días, midiendo el % de Transmitancia, estos 

valores fueron convertidos a absorbancia para obtener las gráficas de crecimiento y cálculo del tiempo de 

generación (g) de cada cepa. 

 

 

Las dos cepas fueron recuperadas al día 12 de crecimiento, tiempo aproximado en que las bacterias 

se encontraban en la mitad de la fase logarítmica de crecimiento (Metabólicamente activas) para 

realizar las preparaciones para MET. Debido a que el genotipo Beijing de Mtb es un genotipo 

emergente en Colombia, y el conocimiento de estas cepas es reducido y, dado que en el INCMNSZ 

se dispone de un microscopio electrónico de transmisión, se decidió ahondar en el proceso de 

caracterización, en este caso sobre las bacterias en cultivo para determinar sus características 

ultraestructurales. En las Figuras 1-6 y 1-7., se observan las capturas fotográficas para las cepas 323 

y 391 y en la Figura 1-8., se observan capturas fotográficas de la cepa de laboratorio H37Rv 

(Imágenes cedidas por el Laboratorio de Patología experimental del INCMNSZ).  
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Adicionalmente en la Tabla 1-12 se hace una comparación en cuanto a la presencia o ausencia de 

organelos bacterianos entre las cepas Beijing y H37Rv. En la cepa 323, es evidente la presencia de 

vacuolas lipídicas grandes, lo que sugiere la presencia de depósitos de reserva de lípidos, 

posiblemente utilizados para su metabolismo durante los procesos metabólicos que realice la bacteria 

o involucrados en mecanismos de evasión de respuesta inmune y por lo tanto podrían actuar como 

posibles factores de virulencia, las vacuolas lipídicas son más pequeñas en la cepa 391 y 

prácticamente inexistentes en H37Rv.Otro elemento que llama visiblemente la atención es la gran 

cantidad de depósitos de metales pesados (posiblemente Hierro), que podrían actuar como cofactores 

de procesos metabólicos de la bacteria, estos depósitos de metales son menos evidentes en la cepa 

391 y aún más escasos en H37Rv. 

 

Se evidenció la estructura de la envoltura celular, compuesta por una membrana celular seguida de 

varias capas de peptidoglicano, rodeada de una pared celular, formando una estructura similar a 

cápsula de Mtb. La pared celular consistió en la presencia de dos capas distintas visibles, un interior 

electrón densa y una capa exterior electrón transparente que se cree está compuesto por el complejo 

Micolil -arabinogalactano unido covalentemente a peptidoglicano. Se hicieron mediciones del grosor 

de las mismas a las tres cepas, y a pesar de presentar diferentes perfiles en cuanto a la susceptibilidad 

a antibióticos, solo hubo una diferencia significativa en la comparación de medias en nanómetros de 

la pared celular entre H37Rv y la cepa Beijing-Clásica 391 MDR, la cual es una bacteria MDR 

(resistente a H, R y S). Llama la atención que la pared celular de 323-Beijing-like presenta un grosor 

normal, casi igual al de H37Rv, a pesar de ser un aislamiento clínico XDR. (Figura 1-9). 

 

El citoplasma está compuesto por una red compleja de sistemas membranosos, a este sistema se le 

ha adjudicado el nombre de mesosomas, los cuales se forman por la invaginación y bifurcación de 

la membrana citoplasmática y se observan únicamente en bacilos Gram positivos, estas estructuras 

se observan como elementos laminares tubulares o vesiculares cubiertos por una membrana que las 

envuelve. La función de estas estructuras es servir como potenciadores de la actividad metabólica 

de la micobacteria; esta estructura puede variar en forma, estructura y localización dependiendo del 

estadio metabólico bacteriano [259]. Sin embargo, hay autores que afirman que esta estructura de 

forma artefactualmente por el procesamiento de las muestras para MET por la fijación química y el 

proceso de deshidratación [260], estas estructuras se observan claramente tanto en los aislamientos 

clínicos genotipo Beijing como en H37Rv (Figuras 1-6 A, 1-7 I y 1-8 B). 

 

Es interesante resaltar la fase de actividad metabólica en la que se recuperaron las bacterias, pues, 

tanto para la cepa 323 como la 391 se observa un patrón de agrupamiento o formación de filas de 

bacterias con septos visibles y bacilos en elongación, que indican que las cepas se encuentran en una 

fase de replicación activa. En las fotografías (Figuras 1-6, 1-7 y 1-8) se observa claramente el 

material genético de los bacilos, dependiendo la forma en la que se visualizó, se nombró como 

cromosoma o nucleoide en las tres cepas. 
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En la Tabla 1-12 se relacionan los organelos intracelulares observados en los aislamientos clínicos 

analizados por MET y su representatividad dentro de la célula.  

 

 
Figura 1- 6. Fotografías con MET de bacterias de Mtb genotipo Beijing-Like cepa 323. A). Se observan las 

grandes vacuolas (V) y el mesosoma (M). B). Mesosoma (M), C). Ribosomas (R), depósitos de metales 

pesados (MD) y gránulos de polifosfato (PG), D). Septo, y polos celulares E). Vacuolas (V) y Nucleoide (N), 

F). Agrupamiento de las bacterias. G-H). Gránulos de polifosfato (PG) y vacuolas (V), I) . Cromosoma (C) o 

nucleoide (N), vacuolas (V), J). Vacuola (V), Mesosoma (M) y depósitos de metales (MD), K) . Gránulos de 

polifosfato (PG) y Mesosoma (M), L) . Nucleoide (N), Septo (S), Pared celular (CW) y membrana plasmática 

(MP). 
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Figura 1- 7. Fotografías con MET de bacterias de Mtb genotipo Beijing- Clásico cepa 391. A). Pared celular 

(CW), Membrana Plasmática (MP), Gránulos de Polifosfato (PG). B). Material Intracelular (IM), C). 

Elongación Bacteriana (E) y vacuolas (V), D). Septo (S), E). Mesosoma (M), F). Ribosomas (R), Nucleoide 

(N) y Material intracelular (MI) . G). Membrana (M) y pared celular (CW) H). Ribosomas (R), I) . Mesosoma 

(M), J). Pared Celular (CW) y Gránulos de Polifosfato (PG) K). Pared Celular (CW) y membrana Plasmática 

(MP) L) . Septo (S). 
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Figura 1- 8. Fotografías con MET de bacterias de Mtb cepa H37Rv. A). Cromosoma (C), Pared celular (CW) 

B). Fotografía de un bacilo en el que se observa claramente el material genético, Cromosoma (C). C). Pared 

Celular (CW) y Cromosoma (C) D). Cromosoma (C) E). Cromosoma (C), F). Ribosoma (R), Nucleoide (N), 

Pared Celular (CW), G). Membrana (CM), Pared celular (CW), Cromosoma (C) H). Membrana Celular (CM). 
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Tabla 1- 12. Relación de organelos celulares observados por MET para cada aislamiento clínico. 

 

T
a
m

a
ñ
o
 (

n
m

)

H
37

R
v

B
ei
j in

g 
C
lá
si
co

 3
91

B
ei
j in

g-
L
ik

e 
32

3

0

5

10

15
*

Grosor  de paredes celulares

 
Figura 1- 9. Comparación del espesor de las paredes celulares 
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1.3.1.4. Infección de macrófagos alveolares de ratón MH -S ñKILLINGò 

Con el fin de obtener un acercamiento inicial sobre el comportamiento de los aislamientos clínicos 

del estudio en un modelo de infección (en este caso in-vitro) se utilizó una línea de macrófagos 

alveolares adherentes de ratón (Balb/c) MH-S (ATCC® CRL-2019Ê), esta l²nea celular es 

ampliamente utilizada para estudios de replicación y secreción de citoquinas. Las células se 

infectaron con los aislamientos clínicos 323, 391 y LAM-B077bc, se realizó el Killing (Lisis) de las 

células con SDS 0.1% y UFCs a los días: 0, 2, 3 y 4 post infección con cada una de las cepas.  

En los días tempranos post-infección D0 y D2, se observa la capacidad fagocítica de los macrófagos, 

la cual está determinada no solo por el tipo de respuesta inmune generada por la célula sino de la 

modulación de la misma por parte de las bacterias infectantes. 

 

Al D0 post-infección, no se observó diferencia en la cantidad de bacterias fagocitadas, tendencia que 

se mantuvo hasta el día 2 post-Infección. Al día 3 post-infección se empezó a observar diferencias 

en el número de UFCs entre las cepas. El objetivo en esta etapa del ensayo es determinar cuál es la 

capacidad de sobrevivencia y capacidad de replicación de las bacterias, dentro de una célula que 

tiene la capacidad de producir su muerte. 

 

En la Figura 1-10 A., se observan gráficamente los resultados obtenidos a partir de las UFCs al D0, 

D2, D3 y D4 post-infección. La Cepa 323 Beijing-Like mostró la más alta capacidad de 

multiplicación intracelular, desencadenada posiblemente por la regulación de factores de virulencia 

propios de la cepa, que le permiten evadir los mecanismos de muerte y el procesamiento de antígenos 

de los macrófagos en cultivo. El objetivo de incluir un aislamiento clínico LAM9 que es el genotipo 

más prevalente en el país, era disponer de un control cl²nico ñNormovirulentoò y sensible a 

medicamentos para comparar su comportamiento con el de las cepas Beijing, sin embargo, con estos 

resultados se observa que después de 323 Beijing-Like, el aislamiento clínico B077bc muestra un 

fenotipo virulento, con una alta capacidad de multiplicación intracelular, a diferencia de la cepa 

H37Rv y el aislamiento clínico 391 Beijing-Clásico; siendo H37Rv la cepa con menor virulencia 

(inferida por la capacidad replicativa intracelular). 

 

Para determinar la respuesta inmune generada por los macrófagos MH-S después de la infección con 

las diferentes bacterias, se midieron las citoquinas pro-inflamatorias IL-12p70, IFN-ɔ y TNF-Ŭ y la 

citoquina antiinflamatoria IL-10 por ELISA (Figura 1-10 B-E) en pooles de sobrenadantes 

obtenidos antes de realizar el proceso de Killing en día tiempo post-infección, dado que el volumen 

de sobrenadante era muy bajo no se pudieron hacer réplicas del experimento y se interpreta 

cualitativamente la producción de citoquinas. 

 

En cuanto a la secreción de IL-1ɓ, se observa que se produce en muy bajas cantidades por parte de 

las células infectadas con todas las bacterias, siendo indetectable la presencia de esta citoquina en 

los sobrnadantes (no se muestran datos), sin embargo, las células infectadas con el aislamiento 

clínico LAM-B077bc, producen una cantidad superior de IL-12p70 comparado con las otras 
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bacterias al D0 post-infección, seguido de una cantidad importante de las citoquinas protectoras IFN-

ɔ y TNF-Ŭ a los d²as 3 y 4 post-infección, la cual es una respuesta inmune protectora o benéfica para 

las células infectadas; sin embargo, la presencia de estas citoquinas no neutraliza la alta capacidad 

replicativa de esta cepa. La producción de la citoquina TNF-Ŭ es tard²a ante la infección con el 

aislamiento clínico 323 Beijing-Like y su efecto no se ve reflejado en la carga bacteriana al D4 post-

infección, demostrando que esta bacteria tiene la habilidad de evadir el efecto de esta citoquina. 

 

Llama la atención que al día 4 post-infección todas las bacterias producen la citoquina anti-

inflamatoria (respuesta no protectora) IL-10, excepto 391 Beijing-Clásico, y aunque esta bacteria 

muestra una carga bacteriana más baja que las cepas más virulentas de este ensayo (323 y B077bc)  

y pese a la baja cantidad de citoquinas protectoras producidas por las células infectadas con esta 

cepa, esta bacteria no es tan veloz en su replicación,  a pesar de inducir la producción de una baja 

concentración de todas las citoquinas aquí evaluadas (Figura 1-10 B-E).  
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Figura 1- 10. Resultados de infecci·n de macr·fagos alveolares de rat·n (Balb/c) ñKillingò. A) UFCs a partir del killing al Día 0 Post-infección, Día 2 Post 

Infección, Día 3 Post Infección y Día 4 Post-Infección. * B) Medición de citoquinas en pooles de sobrenadantes obtenidos a partir del cultivo de MHS-Infectados 

con las diferentes cepas en estudio días 0, 3 y 4 post Infección- TNF-Ŭ C) IL -12p70, D) IFN-ɔ, E) IL-10. P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005; ****P < 0.001 
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1.3.1.5. Cinética de infección con aislamientos clínicos colombianos en el modelo de TB 

pulmonar progresiva crónica ratón Balb/c. 

Á Sobrevida  

Se hizo seguimiento del estado de salud y se documentaron las muertes espontáneas y/o sacrificios 

humanitarios de los grupos experimentales de ratones infectados (323 Beijing-Like, 391 Beijing-

Clásico y LAM B077bc). El aislamiento clínico 323 Beijing-Like indujo prematuramente la muerte 

de los animales, al día 42 PI habian fallecido la totalidad de los animales; el estado de salud de este 

grupo de animales era bueno y estable hasta el día 21 PI, pero a partir del día 28 PI se observó un 

marcado deterioro del estado de salud, induciendo caquexia, limitación en el movimiento y 

piloerección disminuyendo aceleradamente la población de ratones sobrevivientes. Los animales 

infectados con el aislamiento clínico LAM B077bc presentaron deterioro en el estado de salud desde 

el día 21 PI, sin embargo la sobrevida se extendió hasta el día 60 PI cuando fallecieron los últimos 

ratones. Por último los animales infectados con el aislamiento clínico 391 Beijing-Clásico, 

comenaron a morir despues del día 45 post infección, día a partir del cual se observó el deterioro en 

el estado de salud, estos animales a pesar de no presentar signos marcados de enfermedad fallecían 

súbitamente hasta el día 63 en el que falleció el último animal, en la Figura 1-11 A se observa la 

gráfica de sobrevida, en donde se observan diferencias estadísticamente significativas en la 

sobrevida entre los aislamientos 323 y B077bc y 323 y 391. 

 

Á Carga bacilar en homogenizados de pulmón y bazo  

Entre el día 7 y 14 PI, se produjo el crecimiento marcado en el número de bacterias del aislamiento 

clínico 323 Beijing-Like seguido de LAM B077bc, al igual que en el experimento in vitro estas dos 

bacterias fueron capaces de sobrepasar los mecanismos inmunes del hospedador y multiplicarse. 

Aunque el crecimiento bacteriano del aislamiento 391 Beijing clásico no fue tan acelerado, esta 

bacteria también produjo una alta carga bacteriana en las UFCs, el cremiento acelerado a partir del 

día 14 PI se correlaciona con la muerte de los animales, ya que posiblemente al día 28 PI la carga 

bacteriana estaba causando afectaciones orgánicas determinantes de muerte prematura (Figura 1-

11B).  La presencia de bacterias en bazo indica que los aislamientos de Mtb tienen la capacidad de 

causar TB extrapulmonar, en este caso se encontraron bacterias en bazo a partir del día 14 PI, de 

nuevo 323 y B077bc produjeron la mayor cantidad de bacterias en este órgano (Figura 1-11 C), sin 

embargo hacia el día 28 PI la cepa LAM B077bc produjo una mayor carga bacilar extrapulmonar.  
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Figura 1- 11. Cinética infección de ratones Balb/c con aislamientos clínicos colombianos.  A) Porcentaje de 

sobrevida B) Recuento de unidades formadoras de colonia en homogenizados de pulmón *P < 0.05; **P < 

0.01; ***P < 0.005; ****P < 0.001 C). Recuento de unidades formadoras de colonia en homogenizados de 

Bazo*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005; ****P < 0.001. 

 

Á Histología y morfometría de pulmones de ratones infectados con aislamientos clínicos 

colombianos. 

Se procesaron histológicamente 3 pulmones derechos perfundidos con etanol absoluto, de 3 ratones 

distintos de cada punto de sacrificio (Día 1, 3,7, 14, 21, 28, 60 PI), con el fin de observar el progreso 

de la patología pulmonar desarrollada por los animales a días de infección tempranos, intermedios y 

tardíos. En las Figuras 1-12 a 1-14 se observan los principales hallazgos y cambios patognomónicos 

en los días claves de la cinética. Figura 1-12. Progreso del daño histológico desencadenado en 

animales infectados con aislamiento 323 Beijing-Like: A partir del día 14 PI se observa la presencia 
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de granulomas numerosos Figura 1-12 A. Otro hallazgo histológico es la presencia de Alveolitis 

(flecha en Figura 1-12 B) e inflamación perivascular (Figura 1-12 C) caracterizada por la presencia 

de células inflamatorias alrededor de la luz vascular. Hacia el día 21 PI los granulomas aumentan en 

número y tamaño en coexistencia con parches de neumonía (Figura 1-12 D), en los que se evidencia 

la presencia de macrófagos espumosos produciendo un cambio ya notorio en la arquitectura 

pulmonar (Figura 1-12 F). Hacia el día 28 PI, predomina la inflamación tisular con áreas extensas 

de neumonía, hallazgo bien correlacionado con la disminución en la sobrevida de los animales y las 

altas cargas bacterianas en este día. En la Figura 1-15 A y B se grafica el área de granulomas y 

porcentaje de neumonía.  

 

En los ratones infectados con la cepa 391 Beijing clásico, fueron los únicos en los cuales fue posible 

hacer la cinética hasta el día 60 PI. Histológicamente, el progreso del daño tisular fue más lento que 

con los demás aislamientos clínicos, formando estructuras granulomatosas a partir del día 14 PI 

(Figura 1-13 A y B) así como alveolitis (Figura 1-13 C) conservando la arquitectura pulmonar. 

Hacia el día 21 PI se observaron granulomas grandes y en mayor cantidad (Figura 1-13 D.F), sin 

embargo, la mayoría de estas estructuras fue inexistente hacia el día 28 PI, momento en el cual se 

empezó a observar la presencia de parches neumónicos (Figura 1-13 G-I ), caracterizados por 

presentar un gran número de macrófagos espumosos, aunque estos hallazgos indican que hay una 

TB activa, los ratones no estaban visiblemente enfermos; ya en el día 60 PI, en el último grupo de 

ratones sobrevivientes, se observó la presencia de necrosis tisular, cambiando por completo la 

arquitectura pulmonar y correlacionada con la muerte de los animales. En la Figura 1-15 A y B se 

grafica el área de granulomas y porcentaje de neumonía. 

 

En pulmones de ratones infectados con LAM B077bc se encontró un hallazgo poco común y es la 

formación temprana de estructuras granulomatosas a partir del día 7 PI (Figura 1-14 A-C), los cuales 

aumentaron en número y tamaño al día 14 PI sin formación de parches de neumonía (Figura 1-14 

D-F), sin embargo, aunque hacia el día 21 PI aún se observaban granulomas bien conformados 

(Figura 1-14 G), se empezaron a formar parches de neumonía (Figura 1-14 H-I ), la cual se extendió 

rápidamente hacia el día 28 PI (Figura 1-14 J-K ) produciendo la pérdida en la arquitectura pulmonar 

(Figura 1-14 L). En la Figura 1-15 A y B se grafica el área de granulomas y porcentaje de neumonía. 

En este caso se logró analizar el pulmón del último animal sobreviviente al día 60 PI, en el que se 

observó una neumonía masiva. 

 

Á Transmisibilidad de Mtb por medio del uso del modelo experimental de 

transmisibilidad o convivencia de animales sanos con animales infectados con 

aislamientos clínicos de Mtb. 

Se usó el modelo de transmisibilidad para determinar qué tan infecciosas son los aislamientos 

clínicos evaluados en el presente estudio, colocando igual número de animales sanos y animales 

infectados cada uno con 2.5x105 bacterias en la misma caja aisladora para convivir. Luego de 60 y 

90 días de convivencia, se realizó el sacrificio de los animales sanos para realización de UFCs (Ver 

anexo A-10) e histología pulmonar. No se obtuvo crecimiento bacteriano ni a los 60 ni 90 días de 
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sacrificio. Como se observó en los resultados de sobrevida, los ratones infectados con los 

aislamientos clínicos de este estudio, sobrevivieron máximo 60 días; después de los 30 días para el 

caso del aislamiento clínico 323 Beijing-Like y aproximadamente después de 45 días para los otros 

dos aislamientos clínicos, fue imposible mantener la proporción de animales sanos y animales 

infectados debido a la rápida disminución en la sobrevida, lo que pudo influir en la no transmisión 

de las bacterias. A pesar de no obtener crecimiento bacteriano en el experimento de UFCs, se realizó 

el procesamiento histológico de los pulmones perfundidos con etanol absoluto sin observar cambios 

sugerentes de infección con Mtb. 

 

 

Figura 1- 12. Hallazgos histopatológicos en pulmones de ratones infectados con 323 Beijing-Like, tinción H-

E.  A-B). Las flechas muestran estructuras granulomatosas al día 14 PI, C). Inflamación perivascular, D). 

Parche de neumonía, E). Granuloma grande día 21 PI, F). Panorámica pulmonar con arquitectura conservada, 

pero con parches de neumonía G). Neumonía y presencia de macrófagos espumosos (flecha), H-I) . grandes 

áreas de neumonía. 



114 Virulencia, respuesta inmune in-vivo y transcriptómica de Mtb genotipo Beijing 

 

 

Figura 1- 13. Hallazgos histopatológicos en pulmones de ratones infectados con 391 Beijing-Clásico, Tinciòn 

H-E. A-B). Las flechas muestran estructuras granulomatosas pequeñas y en baja cantidad al día 14 PI, C). 

Inflamación peribronquial, D). Granuloma grande dìa 21 PI, E). Vista de numerosos granulomas F). granuloma 

grande, inflamación peribronquial y alto flujo de células inflamatorias G). Neumonía y presencia de 

macrófagos espumosos H-I) . grandes áreas de neumonía. J-L) . Extensas áreas de neumonía con presencia de 

necrosis tisular y pérdida de arquitectura pulmonar. 
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Figura 1- 14. Hallazgos histopatológicos en pulmones de ratones infectados con LAM B077bc. Tinción con 

H-E. A-C). Formación temprana de numerosos granulomas. D). Inflamación perivascular 14 PI, E). Vista de 

numerosos granulomas F). granuloma grande, inflamación peribronquial y alto flujo de células inflamatorias 

G) Neumonía H-I) . grandes áreas de neumonía. J-L) . Extensas áreas de neumonía y pérdida de arquitectura 

pulmonar. 
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Figura 1- 15. Gráficas de cuantificación de área de granulomas. A). y porcentaje de neumonía B). en pulmones 

infectados con los aislamientos clínicos colombianos.  *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005; ****P < 0.001. 

 

 

Á Cuantificación de citoquinas en pulverizados de pulmones de ratones infectados con 

aislamientos clínicos colombianos de Mtb.  

Con el fin de determinar qué tipo de respuesta inmunológica se indujo a partir de la infección con 

los aislamientos clínicos de Mtb, se cuantificó la expresión de citoquinas pro y anti-inflamatorias 

por qRT-PCR y el análisis de resultados se realizó por cuantificación relativa usando como gen de 

referencia Rplp0.  

 

Se cuantificó iNOS, una enzima de producción temprana durante la infección con Mtb cuya función 

es la de activar los macrófagos para que se produzca la fagocitosis de bacterias y actúa 

sinérgicamente con IFN-ɔ y TNF-Ŭ, produciendo una respuesta inmune pro inflamatoria benéfica 

para el hospedador infectado, a lo largo de la cinética de infección se expresó iNOS en bajas 

cantidades, la mayor expresión de esta se dio al día 7 PI por parte del aislamiento 323 Beijing-Like 

(Figura 1-16 A).  Al día 3 PI hubo una expresión importante de IL-12 por parte de los animales 

infectados con los aislamientos clínicos Beijing, sin embargo, la producción de esta citoquina no se 

mantuvo a lo largo del tiempo, por lo que la activación de los macrófagos en las fases iniciales de la 

infección pudo ser transitoria (Figura 1-16 B).  

 

La otra citoquina pro-inflamatoria de expresión temprana fue la IL-12, siendo el mayor pico de 

producción de la misma al día 7 PI por parte del aislamiento 323 seguido del 391, en general, esta 

citoquina junto con iNOS se producen en respuesta a la infección por Mtb con el fin de activar los 

macrófagos para favorecer el proceso de fagocitosis, pero al observar los niveles de expresión así se 

alcancen a observar diferencias significativas entre las bacterias, en general los niveles de expresión 

de estas es bajo, sin embargo, llama la atención que el aislamiento clínico 391 Beijing-clásico, 

mantiene los niveles de expresión de estas hasta el día 60 PI (Figura 1-16 A y B). 
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La mayor expresión de TNF-Ŭ se dio por parte de los animales infectados con el aislamiento LAM 

B077bc, siendo el día 28 PI el de mayor expresión de la misma (Figura 1-16 C), los aislamientos 

clínicos Beijing expresaron la mayor cantidad de esta citoquina al día 7 PI. la expresión de esta 

citoquina es crucial para la formación de granulomas, estas estructuras fueron observables 

tempranamente al día 7 PI, correlacionándose con la producción de esta citoquina e IFN-ɔ (Figura 

1-16 C y D). El aislamiento B077bc mantuvo altos niveles de expresión de esta citoquina a lo largo 

de la cinética, sin embargo, la expresión de estas no evitó el rápido progreso de la patología pulmonar 

y la muerte prematura de los animales infectados con este aislamiento clínico. 

 

Por otra parte, la medición de las citoquinas anti-inflamatorias IL-10 y TGF-ɓ, permite determinar  

el perfil de la respuesta inmune desencadenada por las bacterias utilizadas en la infección,  los 

aislamientos clínicos que hasta el momento han mostrado un fenotipo más virulento 323 y  LAM 

B077bc  mostraron un alto nivel de expresión de estas citoquinas  en los días tempranos  PI (Día 3 y 

7) (Figura 1-16 E y F), contrarrestando el  efecto inflamatorio que pudiera tener la baja expresión 

de enzimas y citoquinas de fase aguda (IL-12 e iNOS),  B077bc y 323 mostraron mayor expresión 

de TGF-ɓ (Figura 1-16 F) y 391 Beijing clásico, expresó tempranamente en mayor cantidad IL-10 

(Figura 1-16 E). 
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Figura 1- 16. Medición de la expresión de citoquinas por qRT-PCR. A) iNOS y las citoquinas B) IL-12, C) TNF-Ŭ, D) IFN-ɔ, E) IL -10 y F) TGF-ɓ en cin®tica 

de infección con aislamientos clínicos colombianos de ratón Balb/c. La medición de la expresión se realizó por medio de qRT-PCR y la cuantificación de la 

expresión se realizó por cuantificación relativa usando como gen de referencia rplp0. El análisis estadístico se realizó con ANOVA de dos vías. *P < 0.05; **P < 

0.01; ***P < 0.005; ****P < 0.001.  
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1.3.1.6. Expresión global de genes ante la infección de ratones Balb/c con 

aislamientos clínicos colombianos genotipo Beijing 

En el momento del diseño del experimento se tuvo en cuenta las características del modelo de TB 

pulmonar progresiva crónica; en este, cuando se usa la cepa de referencia H37Rv los días claves en 

los que hay cambios histológicos determinantes de la infección son día 3 (infección temprana), día 

21 (formaci·n de granulomas ñlatenciaò) y fase tard²a posterior al d²a 60 PI (TB activa), sin embargo, 

los aislamientos clínicos genotipo Beijing, mostraron un fenotipo virulento con una progresión mas 

rápida de la enfermedad en los animales, formando granulomas a partir del día 14 PI y adelantando 

su fase activa hacia el día 28 PI. Con las observaciones obtenidas a partir del recuento de UFCs y 

los hallazgos histológicos pulmonares, se eligieron como días determinantes en la progresión del 

cuadro pulmonar los días 3, 14, 28 y 60 PI.  

 

Los pulmones de tres animales diferentes infectados con 2.5x105 bacterias, se pulverizaron con 

nitrógeno líquido y se les realizó extracción de RNA, se verificó la cantidad y calidad del mismo 

antes de ser enviados a secuenciación. La calidad de las librerías (RIN) se verificó por electroforesis 

capilar antes del proceso de secuenciación el cual se realizó usando la plataforma Illumina en la Red 

de Apoyo a la Investigación RAI, instituto adscrito a la Universidad Nacional Autónoma de México, 

secuenciando ambos extremos (paired end); en todos los parámetros de control de calidad de la 

secuenciación se obtuvieron buenos resultados para el análisis bioinformático. Acontinuación en la 

Tabla 1-13., se relacionan las muestras enviadas a secuenciación con su respectiva concentración, 

relación 260/280 y RIN. 
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Tabla 1- 13. Relación de la cantidad y calidad de las muestras enviadas a RNA-seq del hospedador, ratones 

Balb/c infectados con cepas Beijing 

 

 

Después de realizar el procedimiento de limpieza, control de calidad, mapeo contra el genoma de 

referencia Mus musculus (assembly GRCm38.p6), se determinó el listado de genes diferencialmente 

expresados, utilizando la herramienta DESeq 2 Bioconductor del paquete estadístico R comparando 

el número de genes diferencialmente expresados del día 3 vs 14, 28 y 60.  

 

Para determinar la expresión diferencial de genes a los diferentes días PI en ratones infectados con 

las dos cepas de estudio, se comparó el listado de genes obtenido para cada uno de los días usando 

como control el día 3 PI, este proceso se realizó tanto para los genes sobreexpresados como para los 

genes con expresión negativa. 

 

En la Figura 1-17 A se observan los resultados del número de genes sobreexpresados en ratones 

infectados con 323 Beijing-Like y en la Figura 1-17 B, se observan los genes con expresión negativa 

para ratones infectados con la misma cepa. En cuanto a los genes sobreexpresados se obtuvo que al 

Día 14 PI se sobreexpresaron 98 genes, al día 3 PI se sobreexpresaron 602 genes y al día 28 PI se 

Cepa 

Infectante

Día post-

Infección 

Ratones 

enviados a 

secuenciar

Concentración 

ng/µl
260/280 RIN

Integridad Ribosomal 

Electroforesis Capilar

D3 R1 117.24 2.107 8.30

R2 165.22 2.115 8.60

R3 84.88 2.141 8.20

D14 R1 68.34 2.063 8.80

R2 224.25 2.089 8.90

R3 414.68 2.025 9.10

D28 R1 475.84 2.031 7.60

R2 158.30 2.045 8.40

R3 364.48 2.047 9.20

D3 R1 150.45 2.067 9.30

R2 113.08 2.086 8.40

R3 236.51 1.999 9.30

D14 R1 213.01 2.020 9.0

R2 319.45 2.012 9.0

R3 189.78 2.047 9.10

D28 R1 175.29 2.061 8.10

R2 179.62 2.022 9.10

R3 475.84 2.031 8.10

D60 R1 364.98 2.047 8.10

R2 158.30 2.045 7.90

R3 111.38 2,038 9.10

Beijing-Like 

323

Beijing-Clásico 

391
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sobreexpresaron 138 genes, se compartio la expresión de un grupo de 349 genes entre los días 3 y 

14 PI. En cuanto a los genes con expresión negativa en ratones infectados con 323 Beijing-Like se 

obtuvo que al día 3 PI no hubo genes diferencialmente expresados, al día 14 se obtuvieron 129 genes 

con expresión negativa, al día 28 PI 147 genes con expresión negativa y entre los días 14 y 28 PI se 

compartió la expresión de 473 genes regulados negativamente. 

 

 
Figura 1- 17. Representación global de la expresión diferencial de genes en pulmones infectados con 323 

Beijing-Like a los días 3, 14 y 28 PI. A) Genes sobreexpresados. B) Genes expresados negativamente 

 

 

En cuanto a los ratones infectados con la cepa 391 Beijing-Clásico, se obtuvo que se sobreexpresaron 

150 genes al día 14 PI, 102 genes al día 28 PI y 395 genes al día 60 PI; entre los días 14 y 28 PI se 

compartió la expresión de un conjunto de 339 genes. Con respecto a los genes con expresión negativa 

se obtuvo que al día 14 PI se expresaron negativamente 97 genes, al día 28 se expresaron 

negativamente 137 genes y al día 60 PI se expresaron negativamente 468 genes; entre el día 14 y el 

día 28 PI se compartio la expresión negativa de 188 genes (Figura 1-18). 
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Figura 1- 18. Representación global de la expresión diferencial de genes en pulmones infectados con 391 

Beijing-Clásico los días 14, 28 y 60 PI. A) Genes sobreexpresados. B) Genes expresados negativamente 

 

 

Posterior a la obtención del listado de genes diferencialmente expresados, se realizaron análisis de 

enriquecimiento funcional del listado de genes obtenido usando los repositorios Gene Onthology 

(GO), la cual es una base de datos de conocimientos biológicos que permite describir la función de 

los genes y los productos de los mismos, además permite ubicar ontológicamente la información 

genética de acuerdo a su función molecular, su participación en procesos biológicos y su localización 

dentro de las células. Permite establecer una relación jerárquica entre las relaciones de los genes a 

través de nodos, en donde a medida que avanza la clasificación jerárquica, los genes hijos van a tener 

funciones cada vez más especializadas y por último permite hace la anotación genética en términos 

ontológicos. Un análisis adicional se realizó en el repositorio KEGG en el que se indaga sobre las 

vías metabólicas en las que están involucrados los genes diferencialmente expresados a través de 

una jerarquía de rutas metabólicas y establece la ruta de dichas vías hasta la participación de los 

productos génicos (proteínas). 

 

Para 323 Beijing-Like, el análisis de enriquecimiento en KEGG al día 3 PI mostró genes 

involucrados en la presentación y procesamiento de antígeno, asociados a funciones fagosomales, 

genes involucrados en la respuesta a la infección por Staphylococcus aureus, asma y rechazo de 

transplantes principalmente (Figura 1-19 A). Adicionalmente, el análisis de sobrerrepresentación en 

GO (límite significativo 1,3) evidenció genes relacionados con respuesta inmune incluyendo 

complejos protéicos asociados a MHC-II, genes asociados a la respuesta celular a interferones de 

tipo I y II (IFN-ɔ e IFN-ɓ), esta respuesta es predecible ante la infección de patógenos intracelulares 

(Figura 1-19 B). 
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Figura 1- 19. Análisis de enriquecimiento con KEGG y GO de los genes diferencialmente expresados 

durante la infección con 323 Beijing-Like comparando el día 3 PI vs día 14 PI.  A) Cada círculo en la 

gráfica representa una vía metabólica KEGG, en el eje Y se encuentra el nombre de cada vía y el factor de 

enriquecimiento se indica en el eje X.  l factor de enriquecimiento es la proporción del número de genes 

diferencialmente expresados anotados en cada vía en relación con la proporción de todos los genes 

mencionados en la misma vía. Un factor de enriquecimiento más alto significa un enriquecimiento más 

significativo de los genes diferencialmente expresados en una vía determinada. El color del círculo representa 

el valor q, que se obtuvo a partir del valor de P ajustado después de múltiples pruebas de hipótesis, que van de 

0 a 1. Un valor q más pequeño indicó una mayor confiabilidad de la importancia del enriquecimiento de genes 

diferencialmente expresados en cada vía. Los tamaños de los círculos representan el número de genes 

enriquecidos. B) Representación del análisis de enriquecimiento en ratones infectados con 323 Beijing-

like al día 3 PI. El umbral representa 1.3 B-H del valor de p ajustado, el cual se calculó de la distribución 

hipergeométrica. Las barras más largas representan una proporción más grande de genes enriquecidos en una 

vía específica. 
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Figura 1- 20. Análisis de redes de interacción génica en ratones infectados con 323 Beijing-Like al día 3 

PI. Las interacciones proteína-proteína se realizaron usando la herramienta Networkanalyst en la plataforma 

InnateDB. Esta red se construyó con los genes sobre-regulados al día 3 PI. Los círculos representan los nodos 

(genes) y las líneas representan las interacciones entre los nodos (genes). El grado de un nodo, es el número 

de conexiones que tiene con otros nodos. Los nodos con más alto grado actúan como ejes importantes en la 

red. La intermediaci·n ñBetweennessò mide el n¼mero de rutas m§s cortas que atraviesan el nodo. Las notas 

con mayor intermediación actúan como importantes cuellos de botella en la red. Los círculos rojos resaltan los 

4 nodos principales en nivel e intermediación. 

 

Un análisis adicional se realizó utilizando la plataforma innateDB. Esta es una base de datos pública 

de genes y proteínas con evidencia experimental que permite indagar sobre las vías de señalización 

involucradas en la respuesta inmune innata en humanos, murinos y bovinos ante la infección con 

microorganismos patógenos; a partir de los análisis de enriquecimiento, los datos se analizaron 

usando la herramienta Networkanalyst mostrando grandes nodos de interacción génica, involucrando 
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vías de señalización asociadas a respuesta inmune, con el predominio de respuesta inflamatoria, 

específicamente los genes Ikbkg y Hsp90. El gen más expresado al día 3 PI con 323 Beijing-Like 

fue el gene Tnfrsf8 (Fold change: 7.79) el cual es un miembro de la superfamilia de receptores de 

TNF, el segundo gen más sobre expresado fue la quimioquina CXCL9 (Fold change:7.7), involucrada 

en el crecimiento, movimiento y activación de la respuesta inmune pro-inflamatoria de las células e 

implicado directamente en la formación de granulomas en infecciones por Mtb. Otros genes 

sobreexpresados que codifican para quimioquinas fueron CCL3 (Proteína inflamatoria de 

macrófagos 1 MIP-1Ŭ), CCL4, CXCl16 e 7 (IL-7), todos involucrados en respuesta inmune pro-

inflamatoria, como se espera en las fases iniciales de infección por Mtb. Otro gen sobreexpresado es 

SHARPIN, cuya función es la inducción en la producción de citoquinas pro-inflamatorias en 

respuesta a la activación de los TLRs en macrófagos y es requerida en la activación óptima del 

inflamasoma NLRP (Figura 1-20). 

 

Al día 14 PI las vías metabólicas más enriquecidas fueron: Biosíntesis de Aminoacil-tRNA, 

fosforilación oxidativa, VEGF, vías de señalización de calcio y vías de señalización de MAPK 

(Figura 1-21 A). Por otra parte, los análisis en GO mostraron genes relacionados con la unión de 

proteínas, actividad mitocondrial, remodelación de vasos sanguíneos y actividad esfingosina kinasa 

(Figura 1-21 B). La interacción proteína-proteína analizada con networkanalyst mostró genes 

involucrados en la respuesta inmune en nodos de interacción; por ejemplo, el gen FYN (Fold change: 

1.09) que codifica para una tirosin-kinasa asociada a membrana implicada en el control del 

crecimiento celular y al control de la función de la IL-16 (Figura 1-22). 
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Figura 1- 21. Análisis de enriquecimiento con KEGG y GO de los genes diferencialmente expresados durante 

la infección con 323 Beijing-Like comparando el día 14 PI vs día 3 PI. A) Los elementos enriquecidos en la 

vía KEGG se midieron mediante el factor de enriquecimiento, el valor q y el número de genes, como se 

menciona en las figuras 26 y 27. Se enriquecieron diferentes vías el día 14 frente al 3. B) Enriquecimiento en 

GO en ratones infectados con 323 Beijing-Like día 14 PI. 

 

 

Otro importante centro de interacción es el gen Smarca2, el cual está involucrado en la activación 

transcripcional y la activación y represión de genes seleccionados para la remodelación de la 

cromatina (Alteraciones en la topología del DNA). 

 

 El gen Fyn es miembro de la familia de oncogenes de la protein-tirosin-kinasa que codifica para una 

proteína-kinasa asociada a membrana celular implicada en el control del crecimiento celular y está 
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relacionada con diversas vías de señalización en respuesta inmune como la vía de señalización de 

IFN-ɔ, media eventos de se¶alizaci·n de IL-12, señalización en receptor de células T, señalización 

del receptor de RGF-ɓ y TRAIL (Miembro de la superfamilia TNF) (Figura 1-22, Tabla 1-14). 

 

 
Figura 1- 22. Análisis de redes de interacción génica en ratones infectados con 323 Beijing-Like al día 14 PI 

También se encontró sobreexpresado el gen Spkh2 (Fold change: 1.3) (Tabla 1-14) que codifica para 

una esfingosina kinasa responsable de suprimir la inflamación y la activación de los macrófagos. 

También se sobreexpresaron los genes Cacna1c and Rras2, relacionados con la señalización del 

calcio y de las MAPK que están implicados en el silenciamiento de la respuesta inflamatoria durante 

la infección con Mtb, sugiriendo que a estas alturas de la cinética de infección se está produciendo 

un cambio en la regulación de la respuesta inmune, polarizando la respuesta hacia una de tipo anti-

inflamatoria no protectora que puede estar favoreciendo el rápido progreso de la enfermedad en los 

animales. 
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Tabla 1- 14. Genes diferencialmente expresados a los 14 días PI en pulmones de ratones infectados con 323-

Beijing-Like. 

 

 

 

Después de un mes de infección (día 28 PI) y del marcado deterioro en el estado de salud de los 

animales, se encontró un número menor de vías de señalización activadas que el día 14 PI, al día 28 

algunas de las vías enriquecidas se compartieron en esta etapa de la infección, lo que indica que hubo 

un ligero cambio en la respuesta del animal (Figura 1-23 A). Una de las vías que permanecieron 

activadas fue la de las MAPK, la sobreexpresión de supresores inmunes MAPK7 and MAPK12 que 

sugieren una respuesta anti-inflamatoria sostenida.  

 

Los análisis de enriquecimiento ontológico mostraron un perfil genético similar entre los días 14 y 

28 PI, el perfil genético en esta etapa de la enfermedad está relacionado con la unión de proteínas, la 

actividad mitocondrial y el remodelamiento de los vasos sanguíneos. En este caso, no hubo actividad 

de la esfingosina-kinasa, indicando un cambio hacia una respuesta pro-inflamatoria (Figura 1-23 

B). 
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Figura 1- 23. Análisis de enriquecimiento con KEGG y GO de los genes diferencialmente expresados 

durante la infección con 323 Beijing-Like al día 28 vs día 3 PI. A) Los elementos enriquecidos en la vía 

KEGG se midieron mediante el factor de enriquecimiento, el valor q y el número de genes, como se menciona 

en las figuras 26 y 27. Se enriquecieron diferentes vías el día 28 frente al día 3 PI. B) Enriquecimiento en GO 

en ratones infectados con 323 Beijing-líke día 28 PI 

 

 

Los genes con mayores interconexiones en el análisis en Networkanalyst al día 28 PI fueron Fyn and 

Smarca2 los cuales están involucrados con hipertensión arterial pulmonar (Figura 1-24). 

 

En síntesis, estos resultados indican que al inicio de la enfermedad de los animales infectados con 

323 Beijing-Like (día 3 PI) se produce una fuerte expresión de genes involucrados en respuesta 

inmune pro-inflamatoria, la cual disminuye hacia el día 14 PI y posteriormente se reactiva hacia el 

mes PI. Esta evolución en la respuesta inflamatoria puede estar inducida por el mantenimiento en la 

vía de señalización de MAPK y por la perdida en la actividad de la esfingosina-kinasa. Este perfil 
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de expresión coexiste con la inflamación pulmonar extensiva y las altas cargas bacilares cuyo 

desenlace final es la muerte prematura de los animales. 

 

 
Figura 1- 24. Análisis de redes de interacción génica en ratones infectados con 323 Beijing-Like al día 28 PI 

 
Los ratones infectados con 391 Beijing-Clásico, desarrollaron una enfermedad de curso más crónico, 

logrando sobrevivir hasta el día 60 PI, por lo que además del día 3, 14 y 28 PI, se secuenciaron los 

pulmones de tres animales al día 60 PI. Los análisis de enriquecimiento en KEGG revelaron que los 

genes sobreeexpresados estuvieron involucrados en la presentación y procesamiento de antígeno, en 

la respuesta a la infección por Staphylococcus aueus, asma y rechazo a trasplantes. Los análisis de 

enriquecimiento observados con esta cepa en la fase temprana de la enfermedad son muy similares 

a los de 323 Beijing-Like (Figura 1-25 A). Los análisis en GO también mostraron un perfil de 

expresión génica muy similar relacionado con la respuesta inmune entre ambos aislamientos clínicos 

(Figura 1-25 B).  

 

De nuevo en el análisis de redes biológicas se observó la sobreexpresión de genes muy similares 

formando parte de los nodos superiores de interacción, mostrando a Ikbkg and Hsp90ab1 como los 

genes más significativamente involucrados en la respuesta inmune. Se debe resaltar que se encontró 

la expresión de SHARPIN en ambos aislamientos clínicos cuya función principal es la inducción de 

la expresión de citoquinas para la activación de los TLR en los macrófagos y la óptima activación 












































































































































































































































































































