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| mpacto de la gendémica bacteriana en la medicina humana

Enrique Meléndez Herrada,! Estrella Cervantes Garcia,! Marcos Adrian Ramos Gonzalez,* Alejandro Cravioto!

! Departamento de Salud Publica, Laboratorio de Genémica Bacteriana. Facultad de Medicina, UNAM.

Introduccion

L as enfermedades infecciosas han ocasionado serios pro-
blemas de salud a la humanidad a través de su historia. Los
agentes infecciosos han desencadenado pandemias con gran-
des pérdidas de vidas humanas, como fuelainfluenzaen 1918.

Con lapublicacion en el siglo XIX delos trabajos de Pas-
teur en Franciay de Koch en Alemania se establecieron los
fundamentos cientificos de lainfectologia, asi como la capa-
cidad de los microorganismos para producir enfermedad. Pa-
ralelamente a esto, 10s avances en inmunologia en esas fe-
chas contribuyeron a reconocer la respuesta del huésped y
desarrollar métodos de cura como la seroterapia de Von Be-
hring contrala difteria.!

Frecuentemente, el desarrollo de nuevas terapias van con
la ayuda de las tecnologias de la época. Ese fue el caso del
salvarsan, un producto quimico sintético descubierto en 1900
por Erlich paralacurade lasifilis, o las sulfas, descubiertas
por Domagk en 1932 como producto del florecimiento dela
tecnologia quimica en Europa. El hallazgo més importante
en el campo fue probablemente, |a penicilina descubierta por
Fleming en 1940. Estos logros tuvieron un impacto impor-
tanteen el control delasenfermedadesinfecciosasen el mundo
y unarevolucion en laterapéutica de la época.

Otros eventos histéricos en la investigacion cientifica que
impulsaron avances en lainfectol ogia se derivaron del trabgjo
deWatson y Crick cuando en 1953 publicaron lacomposicién
del &cido desoxirribonucleico. Este reporte estimula el desa-
rrollo de nuevas disciplinas en la investigacién, como fue la
biologia molecular y la genética microbiana que llevarian a
grandes avances médicos en |os afios siguientes. Algunos de
éstos han sido e encontrar larelacion de agunos genes bacte-
rianos con lacapacidad de generar enfermedad en el humano o
delos eventos genéticos que ocurren anivel bacteriano parael
desarrollo de resistencia a antimicrobianos.

Labiologiamolecular delos afios ochentafueel granalia-
do delainfectologia. Laaplicacion de métodos de diagndsti-
cos moleculares basados en sondas genéticas han permitido
un diagndstico mas rapido y un mejor tratamiento de algunos
de estos padecimientos. EI método mas importante para el
diagndstico es, sin lugar a duda, la reaccion en cadena de la
polimerasa, que se fundamenta en laamplificacion de copias
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del material genético, esvisualizado por electroforesis en gel
de agarosaen el laboratorio. Laaplicacion de estatecnologia
Ilevé alarépida deteccion de virus, bacterias, y otros micro-
organismos de cultivo dificil.

Con el desarrollo de un método rgpido de secuenciacion
de ADN publicado a finales del siglo XX por Venter y su
grupo en los Estados Unidos,? surge la gendmica, o sea la
caracterizacion total de genesde un ser vivo. Un gran adelan-
to porque por primeravez se tiene la oportunidad de conocer
la expresién de genes en |os mecanismos de infeccidn de los
agentes patdgenos. Futuros descubrimientos que van arevo-
lucionar los conocimientos de la infectologia actual.

En este sentido el primer reporte de genémica de interés
en labacteriol ogia médicafue publicado por Fleishmany col.
en 1995, con la secuenciacién completadel genomade Hae-
mophilus influenzae, un patégeno causante de infecciones
respiratorias y meningitis. En la actualidad se han completa-
do 87 genomas de bacterias infecciosas y muchos otros estén
en proceso de secuenciacion en diferentes laboratorios.

La gendémica tiene derivaciones como la protedmica, la
gendmicaestructural, lagendmicafuncional y otras, que con-
duciran a desarroll os tecnol 6gicos de aplicacion rutinaria en
lainfectologia, ello incluye métodos diagnésticos como los
“Biochips’ o0 “DNA chips’ basados en la tecnologia de mi-
croarreglos, vacunas como productos de la protedmica, y
nuevos medi camentos derivados de lafarmacogenémica, méas
eficaces y con nula o escasatoxicidad a paciente; todo esto
implicalogrosimportantes en la calidad de la atencion médi-
ca. Lamedicinadel siglo XXI estarasin dudabasadaen gran
parte en la genémica.

Inicios de la genémica bacteriana

A nueve afios de lapublicacién del primer genoma bacteria-
no secuenciado (Haemophilusinfluenzae) se dispone en laac-
tualidad de 87 genomas completamente secuenciados y otros
200 genomas microbianos se encuentran en proceso. Este avan-
ce en la genémica ha sido atribuido mayormente a método de
secuenciacion completade ADN de Craig Venter y su grupo.?®

El método de secuenciacion completa “ shotgun” consiste
en fraccionar por métodosfisicosel ADN en diferentestama-
fios (2-20 kb) e introducirlo en vectores de clonacion univer-



sales (cosmidos) con el propdsito de obtener grandes canti-
dades de este materia al reproducirlo en bacterias y obtener
lalibreria que contiene alos fragmentos de ADN gendmico.
Posteriormente el ADN es secuenciado y el genoma comple-
to es construido en un ensamblador.

Este método esta basado en algoritmos mateméticos que
permite ensamblar las secuencias de ADN por medio de un
software de computadoraque Venter logré desarrollar llama-
do “ensamblador TIGR” con capacidad para 24,000 fragmen-
tos de ADN, lo que facilité la tarea de reconocer a millones
de nucledtidos que estan comprendidos en un genoma.

Este método ha permitido conocer latotalidad de los genes
de microorganismos como Haemophilusinfluenzae®y Myco-
plasma genitalum* que tienen genomas peguefios de 1.83 y
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0.58 M egabases (M B) respectivamente o tan grandes como €l
humano de 3.2 gigabases (GB) y 30,000 genes identificados.®
Hoy en dia contamos con la informacion de la secuenciacion
del genoma de algunas decenas de microorganismos patoge-
nos (cuadro 1) y estén depositadas en ingtituciones de investi-
gacién con bancos de datos de libre acceso.

Lainvestigacién gendmica en bacterias patégenas

Con € reporte de secuencias compl etas de agentes patdge-
nos, se presentan grandes oportunidades en investigacion. Por
gjemplo, Mycobacterium tuberculosis o bacilo de Koch que
ha provocado la muerte a millones de personas por tuberculo-
sis pulmonar en e mundo. Lainformacién publicada en 1998

Cuadro 1. Genomas microbianos secuenciados hasta marzo del 2004.

Organismo Organismo

Organismo

Cryptosporidium parvum C- o genotipo 2
Yersinia pestis Mediaevalis 91001
Treponema denticola ATTC 35405
Mycobacterium avium, subsp.:
paratuberculosis K-10

Corynebacterium diphtheriae gravis

NCTC 13129

Bordetella bronchiseptica RB50 NCTC-13252

ATCC 12472

Chromobacterium violaceum

Trypanosoma brucei TREU92/4

Yersinia pestis CO-92 (Biovar Orientalis) Chlamydophila trachomatis MoPn/Nigg
Listeria monocytogenes EGD-e
Streptococcus pneumoniae R6
Mycobacterium tuberculosis CDC1551

Helicobacter pylori J99
Borrelia burgdorferi B31
Neisseria meningitidis MC58 (serogroup B)

Campylobacter jejuni subsp. jejuni
NCTC 11168
Chlamydophila pneumoniae CWL029

GUTat10.1 Chromosome 1

Bordetella parapertussis 12822 NCTC-13253

Trypanosoma brucei

Leishmania major Friedlin Chromosome 1

TREU92/4 GUTat10.1 Chromosome 2

Bordetella pertussis Tohama | NCTC-13251

Streptococcus pneumoniae

Rickettsia prowazekii Madrid E

TIGR4 ATCC-BAA-334

Haemophilus ducreyi 35000HP
Encephalitozoon cuniculi
Mycobacterium bovis AF2122/97
(spoligotype 9)

Streptococcus pyogenes M3 (SSI-1)
Bacillus anthracis Ames

Enterococcus faecalis V583
Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482

Salmonella enterica Typhi Ty2

Vibrio parahaemolyticus RIMD 2210633
P-endosymbiont

Lactobacillus plantarum WCFS1

Clostridium tetani Massachusetts E88

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Chlamydophila pneumoniae AR39

Escherichia coli UPEC-CFT073

Brucella melitensis biovar suis 1330

Streptococcus agalactiae NEM316

Yersinia pestis KM5 P12 (Biovar Mediaevalis)

Streptococcus mutans UA159
Shigella flexneri, 2a 301
Staphylococcus aureus N315 (MRSA)

Porphyromonas gingivalis W83
Pasteurella multocida Pm70
Schizosaccharomyces pombe
Leptospira interrogans serovar lai 56601

Streptococcus agalactiae 2603V/IR
Wigglesworthia glossinidia

Tropheryma whipplei Twist
Escherichia coli O157:H7 Sakai
Chlamydophila pneumoniae TW-183
Shigella flexneri serotype 2a 2457T
Tropheryma whipplei TW08/27
Escherichia coli 0157:H7 EDL933
Ureaplasma urealyticum serovar 3
Leptospira interrogans serovar

Mycoplasma penetrans HF-2
Mycoplasma genitalium G-37
Chlamydophila trachomatis
D/UW-3/CX (serovar D)
Helicobacter pylori 26695
Brucella melitensis 16M
Clostridium perfringens 13
Treponema pallidum subsp. pallidum
Nichols

Vibrio vulnificus YJ016
Mycobacterium tuberculosis
H37Rv (lab strain)
Mycobacterium leprae TN
Plasmodium falciparum 3D7
Archaeoglobus fulgidus DSM4304
Rickettsia sibirica 246

Rickettsia conorii Malish 7

Vibrio vulnificus CMCP6

Coxiella burnetii RSA 493
Escherichia coli K12-MG1655

Copenhageni Fiocruz L1-130

Streptococcus pyogenes M3 MGAS315
Staphylococcus aureus subsp. aureus MW2
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586
Streptococcus pyogenes M18 MGAS8232

Salmonella enterica serovar Typhi CT18
Staphylococcus aureus Mu50 (SRSA)

Streptococcus pyogenes M1 GAS SF370 Haemophilus influenzae Rd KW20
Vibrio cholerae serotype O1, Biotype

Pseudomonas aeruginosa PAO1
Mycoplasma pneumoniae M129

Salmonella typhimurium LT2 SGSC1412

ElTor, strain N16961

Chlamydophila pneumoniae J138

Neisseria meningitidis Z2491 (serogroup A)

Fuente: http://wit.integratedgenomics.com/GOLD/
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delasecuenciacion completadel genoma de este bacilo mues-

traun genomacircular de 4.4 MB la presenciade 3,924 genes,

un tercio de ellos con funciones conocidas, un tercio con fun-
ciones putativasy € resto con funciones desconocidas.®

La investigacion gendmica aplicada a estudios de bacte-
riasinfecciosas necesitadeinstrumentos que analicen lainte-
raccion total de los genes, como |os de metabolismo que ex-
pliquen la fisiologia basica de la bacteriay los de virulencia

que causan la infeccion al humano. La tecnologia de mi-

croarreglos surge como la herramienta més importante de la

gendmica para este tipo de estudios.”™®

El ensayo de microarregl os proporcionaunasuperficie capaz
deacomodar aun gran nimero de genes; esposible acomodar €l
genoma completo de una bacteria. EI microarreglo es realizado
en un sistema robotizado que deposita pequefias cantidades de
material genético (20 picolitros) en unalaminilla de vidrio que
sirve de soporte sdlido pararedlizar lahibridacion de &cidos nu-
cleicos, la emisiéon de sefides de fluorescencia producto de la
hibridacién permite reconocer alos genes en estudio e interpre-
tar los resultados en un analizador computarizado, con ello se
sabe la expresién de miles de genes en un mismo ensayo.101

La aplicacién de los microarreglos en lainvestigacion de
agentes infecciosos esta intencionada a dos aspectos.

1). Gendmicafuncional. El andlisisde perfilesde expresién
de genes mediante el RNAm de una bacteria bajo una
condicion experimental especifica (un modelo de infec-
cion) y es conocido como € transcriptoma. Otra de las
metas del estudio de la expresién de genes es también
identificar los genes que estan diferencialmente regula-
dos en el huésped y que ofrecen importante informacion
acerca de los mecanismos de respuesta inmune.

I1). Genédmica comparativa. Es e estudio simultaneo de la
expresién de genes por dos 0 mas microorganismos, por
gjemplo, identificar en bacterias|os genes que estan corre-
gulados, que desempefian funciones metabdlicas comunes
como en laexpresién genética entre una bacteria patégena
y una comensal. También la genémica comparativa esta
dedicadaainvestigar lavariabilidad genética de patdgenos
aislados en diferentes &reas geogréficas, para hacer estu-
dios de epi demiol ogia con un mismo agenteinfeccioso. 13
Y a se hainformado de avances importantes en el caso de
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis). Schnap-
pinger y col.** en la Universidad de Cornell en los Esta-
dos Unidos han analizado por microarreglos las diferen-
cias en la expresion de genes con M. tuberculosis
desarrollado extracelularmentey con el bacilo infectando
a macrofagos activados y no activados, han encontrado
gue 44 genes del bacilo son inducidos intensamente con
macr 6fagos activados, es decir macréfagos que son capa-
cesde gjercer toda su capacidad antimicrobianaen contra
de este bacilo. Lo que sugiere la presencia de algiin me-
canismo de defensa por parte de M. tuberculosis.
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En otrainvestigaci én basada en microarreglos, se han rea-
lizado importantes estudios de genémicacomparativaen-
tre Helicobacter pylori (H. pylori) un patégeno del est6-
mago causante de Ulcera péptica y cancer gastrico con
Helicobacter hepaticus (H. hepaticus) una bacteria cau-
sante de cancer hepatico en ratones. Los estudios compa-
rativos muestran lafaltade genesdevirulenciadeH. pylori
en H. hepaticusincluyendo adhesinas, lacitotoxinaVacA,
y cas todalaisla de patogenicidad Cag.1516

Dobrindt y col.*” en Alemania han estudiado por mi-
croarreglos la expresion de todos los genes de virulencia
conocidos de E. coli y sus islas de patogenicidad, como
es el caso de E. coli enteropatogenica y las diferencias
de expresion genéticacon E. coli causante de infecciones
extraintestinales (E. coli uropatogenica) y cepas de E.
coli comensales. Estudios con microarreglos tienen im-
portantes contribuciones en el desarrollo de futuras vacu-
nas, reactivos diagnosticos, y antimicrobianos (figura 1).

Desarrollosdela genémica con aplicacionesen lainfecto-
logia

Es indudable la informacion experimenta que puede pro-
porcionar la tecnologia de microarreglos. Sin embargo, sus
aplicaciones en el diagnostico de enfermedades infecciosas
estén en proceso de desarrollo comercial y son conocidos como
el “Biochip” 0 “DNAchip” paraidentificar agentes patdgenos
de muestras clinicas con ata sensibilidad y especificidad.

Sin embargo, € “Biochip” no es e Unico desarrollo para el
diagndstico de enfermedades infecciosas apoyados en la gené-
mica. LaPCR entiempo real representaunaaternativade diag-
noéstico muy importante. Con esta técnica es posible detectar
agentes patégenos mediante € uso de sondas especificas marca-
das con un reactivo fluorescente (Rojo Texas) tal es d caso de
“Molecular Beacons’, o sondas ADN en formade horquilla, en
otro caso, las sondas“ Tagman” emiten sefial es de fluorescencia
en e momento de laamplificacion del gene en estudio; en am-
bos se amplifica € materia genético en tiempo real.** Como
indicativo del impacto deestas nuevas aplicacionesal diagnosti-
co de agentes infecciosos por la PCR en tiempo real basta con-
sultar lapublicacién Journa of Clinical Microbiol ogy™ por gjem-
plo, parad afio 2003 se publicaron 477 trabajos sobre e tema.

Otro potencial desarrollo al diagndstico esel “ Proteochip”
derivado del conocimiento de la expresion total de proteinas
de un agente patégeno especifico, tiene como fundamento el
uso de una membranade nylon como soporte sélido que con-
tiene decenas o centenas de proteinas caracteristicas de uno o
varios patégenos, el ensayo estd basado en la reaccién anti-
geno anticuerpo (como en los inmunoensayos tipo ELISA)
emite una sefial fluorescente que es detectaday analizada en
un sistema computarizado, y se reconoce asi la presencia del
agente infeccioso de un paciente.?
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Otraderivacion delaprotedmica son nuevas vacunas con-
tra agentes infecciosos. El conocimiento del proteoma bacte-
riano permite evaluar proteinas como potenciales antigenos
especificos en la respuesta inmune con capacidad protectora
y fabricar vacunas.

Tal es el caso de una nueva vacuna contra la tubercul osis.
En 1921 A. Calmette y C. Guerin desarrollaron la vacuna
BGC antituberculosa con €l bacilo M. bovis vivo atenuado y
ha sido aplicada en todo el mundo. Estudios genémicos re-
cientes muestran que este bacilo ha perdido regiones en su
genoma (regiones RD) durante los subcultivos o pases del
microorganismo desde 1921, por lo tanto las proteinas con
capacidad de proteccion inmune se han perdido o las protei-
nas expresadas no son suficientes para proporcionar inmuni-
dad a individuo;?*? recientes estudios del proteoma de M.
tuberculosis y de inmunologia estan caracterizando protei-
nas candidatos a vacuna.z%

Por otraparte lainformacién derivada de la secuenciacion
de genomas puede ser aplicadaal desarrollo de nuevos medi-
camentos para combatir enfermedades infecciosas que mani-
fiestan drogo-resistencia alos farmacos o antibi éticos de uso
actual. Asi surge lafarmacogenémica que buscalas vias me-
tabdlicas que puedan ser inhibidas por nuevas estructuras
quimicasy destruir al agente patégeno.?

Existe unaurgenciamundial para contener alatuberculo-
sisdrogo-resistente pues M. tuberculosishadesarrollado me-
canismos de resistencia a las drogas tradicional es como iso-
niazida, rifampicina, etambutol, etc. Se correel riesgo un serio
problema de salud mundial al aparecer las cepas multirresis-
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Huésped

Inmunidad innata
Células
dendriticas
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e Células B
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Figura 1. La investigaciéon gené-
mica con microarreglos posibilita
el estudio del perfil de expresién
de genes entre el huésped y el pa-
tégeno o analizar por separado
cada uno de ellos, de acuerdo a la
orientacion de la investigacion.

tentes de esta bacteria, por o cual serequieren nuevosfarma-
cos 0 antibi6ticos para su control .2’

Recientemente McKinney y col.?® han analizado una ruta
metabdlica muy importante para M. tuberculosis sobre todo
cuando infecta a macréfagos, la ruta del glioxalato, y propo-
nen inhibir con nuevos compuestos quimicosaenzimasde esta
rutacomo laisocitrato liasay ocasionar la muerte del bacilo.?
El humano carece de esta ruta metabdlicay es posible que la
aplicacion de un nuevo farmaco no cause toxicidad.

Por otro lado esta el empleo de azoles 0 compuestos qui-
micos que inhiben alos citocromos ya que el genoma de M.
tuberculosis muestra la presencia de 20 genes que codifican
a citocromos. Los azoles son compuestos quimicos emplea-
dos en lamedicina como antifungicos (fluconazol, ketocona-
zol) pero tienen un efecto téxico en el humano cuando se
administran alargo plazo. Guardiolay col. proponen el desa-
rrollo de nuevos azoles que sean especificos para M. tuber-
culosis.® El desarrollo de nuevos agentes antitubercul osos
basados en lagenémicavan ainfluir en el control delatuber-
culosisanivel mundial y suimpacto seradeterminante. Estu-
dios de este tipo se estén realizando para otros microorganis-
mos infecciosos que afectan ala salud.

Lagendmicay su integracion en la medicina
Lainvestigacion gendmica aplicable a lainfectologia, va
aacel erar laaparicién de nuevos métodos de diagndstico, va-

cunas, y medicamentos. Sin embargo, conforme avanza el
nuevo milenio las complejidades en los problemas de salud
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existentes en los paises en subdesarroll o requieren de estrate-
gias efectivas. Situaciones donde aproximadamente cuatro
millones de nifios mueren cada afio por enfermedades infec-
ciosas, paralas cuales vacunas u otras formas de prevencion
deberian estar disponibles. Esto presentaincongruencias en-
tre el surgimiento de las tecnologias genémicas de gran so-
fisticacion que serén empleadas en paises desarrolladosy las
carencias basicas en higiene y salud publica presentes en los
paises subdesarrollados como México.

Considerando lamagnitud de esta polarizacion no sorpren-
de quelas agenciasinternacionales de lasalud como laOrga-
nizacion Mundial delaSalud (OMS) insistan aplicar solucio-
nesinmediatasalasituacion delasenfermedadestransmisibles
y no transmisibles en paises subdesarrollados. La medicina
gendmicadeberaser unasolucién préacticaincluidaen laagen-
dade las instituciones de salud mundiales.

En e afio 2001 € director general dela OMS hizo un llama-
do para conocer € papel de la gendmica en la salud. El tema
central no eratanto €l potencial de utilizar alargo plazo lagené-
micaparalasalud, sino los esfuerzos actuales parafinanciar in-
vestigaciones gendmicas rel acionadas con enfermedades como
SIDA, tuberculosisy malaria en paises en subdesarrollo.3

La gendmica no puede reemplazar muchos de los métodos
tradicionales de laboratorio en € diagnéstico de enfermedades
infecciosas, como € cultivo, o lamicroscopiaque por su costoy
efectividad serén usados sin problema por mucho tiempo. Pero
enotrassituaciones, el diagnéstico répido dedrogo-resistenciao
identificacion de agentes patdgenos dificiles de cultivar, € bio-
chipo PCR entiempo rea seranlaéeccion, y lagenémicaento-
nes debe de sdlir del laboratorio de investigacion.

Finalmente, es claro que la gendmica representa un factor
de cambio en el conocimiento médico, la disponibilidad de
estas nuevas tecnologias deberan ser a beneficio de la socie-
dad, por lo que es necesario desarrollar |a medicina genémi-
caen paises como México, laaplicacion de métodos de diag-
néstico a enfermedades infecciosas basados en la genémica
es un buen inicio, la genémica debera convertirse en una es-
pecialidad de la medicina.

Referencias

1. Von Behring E, Kitasato S. The mechanism of diphtheria immunity
and tetanus immunity in animals. Mol Microbiol 1890; 28: 1317-1320.

2. RoeBA. Shotgun library construction for DNA sequencing. Methods
Mol Biol 2004; 255: 171-178.

3. Broder S, Venter JC. Whole genomes: the foundation of new biology
and medicine. Curr Opin Biotechnol 2000; 11: 581-585.

4. Fleischmann RD, Adams MD, White O, Clayton RA, Kirkness EF,
Kerlavage AR et a. Whole genome random sequencing and assembly
of Haemophilus influenzae Rd. 1995. Science 1995; 269: 496-512.

5. Fraser CM, Goycatne JD, White O, Adams MD, Clayton RA, Fleis-
chmann RD et a. The minimal gene complement of Mycoplasma ge-
nitalum. Science. 1995; 270: 397-403.

6. Human Genome Project Information: http://www.ornl.gov/sci/techre-
sources/Human_Genome/home.shtml

22

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.
22.
23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Cole ST, Brosch R, Parkhill J, Garnier T, Churcher C, Harris D et al.
Deciphering the biology of Mycobacterium tuberculosis from the
complete genome sequence. Nature 1998; 393: 537-44.

Rhodius V, Van Dyk KT, Gross C, La Rossa RA. Impact of genomic
technology on studies of bacterial gene expression. Annu Rev Micro-
biol 2002; 56: 599-624.

Schoolnik KG. Functional and comparative genomics of pathogenic
bacteria. Curr Opin Microbiol 2002; 5: 20-26.

Fadiel A, Naftolin F. Microarray applications and challenges: a vast
array of possibilities. Int Arch Biosci 2003: 1111-1121.

Bryant AP, Venter D, Browne-Robins R, Curtis N. Chips with
everything: DNA microarrays in infectious diseases. Lancet. 2004; 4:
100-111.

Rick WY, Wang T, Bedzyk L, Croker MK. Application of DNA mi-
croarray in microbial systems. JMicrobiol Meth 2001; 47: 257-272.
Suerbaum S, Josenhans C, Claus H, Frosch M. Bacterial genomics:
seven years on. Trends Microbiol. 2002; 10: 351-353.

Anderson GV, Alsmark C, Canback B, Wagied D, Frank C, Kalberg
O et al. Comparative genomics of microbial pathogens and sym-
bionts. Bioinformatics. 2002; 18: 17.

Schnappinger D, Ehrt S, Voskuil IM, Liu Y, Mangan AJ, Butcher DP
et al. Transcriptional Adaptation of Mycobacterium tuberculosis
within Macrophages: Insights into the Phagosomal Environment. J
Exp Med 2003; 198: 693-704.

Covacci A, Rappuoli R. Helicobacter pylori: after the genomes, back
to biology. J Exp Med 2003; 197: 807-811.

Suerbaum S, Josenhans C, Sterzenbach T, Drescher B, Brandt P, Bell
M et a. The complete genome sequence of the carcinogenic bacte-
rium Helicobacter hepaticus. Proc Natl Acad Sci USA. 2003; 100:
7901-7906.

Dobrindt U, Agerer F, Michaelis K, Janka A, Buchrieser C, Samuel-
son et al. Analysis of genome plasticity in pathogenic and comensal
Escherichia coli isolates by use of DNA arrays. J Bacteriol 2003;
185: 1831-1840.

Cockerill RF. Application of rapid-cycle real-time polymerase chain
reaction for diagnostic testing in the clinical laboratory. Arch Pathol
Lab Med 2003; 127: 1112-1120.

Journal of Clinical Microbiology. http://jcm.asm.org/

Kiechle FL, Holland-Stanley CA. Genomics, transcriptomics, proteo-
mics and numbers. Arch Pathol Lab Med 2003; 127: 1089-1097.
Behr MA. Correlation between BCG genomics and protective effica-
cy. Scand J Infect Dis 2001; 33: 249-252.

Behr MA. Comparative genomics of BCG vaccines. Tuberculosis.
2001; 81: 165-168.

Rosenkrands I, King A, Weldingh K, Moniatte M, Moertz E, Ander-
sen P. Towards the proteome of Mycobacterium tuberculosis. Elec-
trophoresis 2000; 21: 3740-3756.

Urquhart BL, Cordwell SJ, Humphery-Smith |. Comparison of pre-
dicted and observed properties of proteins encoded in the genome of
Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Biochem Biophys Res Commun
1998; 253: 70-79.

Cockle PJ, Gordon SV, Lalvani A, Buddle MB, Hewinson RG, Vor-
dermeier HM. Identification of novel Mycobacterium tuberculosis
antigens as diagnostic reagents or subunit vaccine candidates by com-
parative genomics. Infect Immun 2002; 70: 6996-7003.

Hughes D. Exploiting genomics, genetics and chemistry to combat
antibiotic resistance. Nat Rev Genetics. 2003; 4: 432-441.

Zhang Y, Amzel LM. Tuberculosis drug targets. Curr Drug Targets
2002; 3: 131-154.

McKinney JD, Honer zu Bentrup K, Munoz-Elias J, Miczak A, Chen
B, Chang W-T et al. Persistence of Mycobacterium tuberculosis in
macrophages and mice requires the glyoxylate shunt enzyme isocitra-
te lyase. Nature 2000; 406: 735-738.

Sharma V, Sharma S, Honer zu Bentrup K, McKinney JD, Russell
DG, Jacobs WR, Sacchettini JC. The structure of M. tuberculosis iso-



Monografia

citrate lyase: A lynchpin to survival within the immune host. Nat berculosis: implications for the treatment of tuberculosis. Biochem
Struct Biol 2000; 7: 663-668. Pharmacol 2001; 61: 1463-1470.

31. Guardiola-Diaz HM, Foster LA, Mushrush D, Vaz AD. Azole-anti- 32. UNICEF/UNDP/World Bank/WHO. Genome to drugs and diagnos-
fungal binding to a novel cytochrome P450 from Mycobacterium tu- tics 2004. http://www.who.int/tdr/grants/workplans/genomics.htm

23



