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ABREVIATURAS
AC: Antes de Cristo

ADN: 4cido desoxirribonucleico

BCG: Bacilo Calmette Guérin

pb: pares de bases

CIM: concentracion inhibitoria minima

CMTB: complejo M. tuberculosis

CRISPRs: clustered regularly interspaced short palindromic repeats

DC: después de Cristo

DR: (direct repeat) repeticién directa

EMB: etambutol

INH: isoniacida

inhA: gen gue codifica la proteina InhA (enoil ACP reductasa)

IS: (insertion sequence) secuencia de insercién

LPSs: (large sequence polymorphisms) polimorfismos de secuencia larga

MIRUs: (mycobacterial interspersed repetitive units) unidades micobacterianas repetidas intercaladas
MUT: (mutated type) genotipo mutado

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

PGRSs: (polymorphic GC-rich repetitive sequences)secuencias polimorficas ricas en G+C
PPD: derivado proteico purificado

PZA: pirazinamida

REA: (restriction enzyme analysis) analisis de restriccion enzimatica

RFLP: restriction fragment length polymorphism

RIF: rifampicina

SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida

SM: estreptomicina

SNPs: (single nucleotide polymorphisms) polimorfismos de un solo nucleétido

TB: tuberculosis

TB MDR: tuberculosis multirresistente (resistente al menos a isoniacida y rifampicina)
TB XDR: tuberculosis extremadamente resistente (tuberculosis multirresistente con resistencia
adicional a una quinolona y una droga inyectable de segunda linea)

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

VNTR: (variable number tandem repeat) repeticion en tandem de nimero variable

WT: (wild type) genotipo salvaje



RESUMEN

La mutacion en posicién 315 del gen katG de Mycobacterium tuberculosis confiere
resistencia a isoniacida (INH), la cual define tuberculosis multirresistente (TB MDR) cuando
se asocia a resistencia a rifampicina (RIF). En paises del hemisferio norte, el genotipo
katG315 MUT se asocia a TB MDR y a transmision de la TB. No hay informacion al
respecto procedente de Argentina, pais en el que la TB MDR se ha transmitido en forma
epidémica durante casi dos décadas. En este trabajo se aplicd andlisis de restriccion
enzimatica (REA: restriction enzyme analysis) a la investigacién de polimorfismos katG315
en 540 aislamientos M. tuberculosis resistentes a INH obtenidos de igual niamero de
pacientes en Argentina, 2003-2012. Los aislamientos eran representativos de tres perfiles
fenotipicos de resistencia a drogas: resistentes a INH no MDR, MDR y con resistencia
extendida (XDR). Un aislamiento MDR fue clasificado como XDR cuando presentaba
resistencia adicional al menos a una fluoroquinolona y a una droga inyectable de segunda
linea. Se investigd la relacién del genotipo katG315 MUT con: (i) el perfil fenotipico de
resistencia a drogas, (ii) la carga genética preexistente medida segln spoligotipo asignado
en SITVIT WEB http://www.pasteur-quadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/), y (i) la

transmisiéon de la TB drogorresistente medida como clustering por RFLP 1S6110. La

mutacién katG315 resultd presente en 371 (68,7%) del total de aislamientos resistentes a
INH. La frecuencia de katG315 MUT aument6é en relacion a los perfiles crecientes de
drogorresistencia (x* de tendencia 52,124 p<0,0001). La asociacién entre katG315 MUT y
carga genética preexistente se analiz6 en presencia y en ausencia de las cepas autdctonas
M y Ra, las dos cepas MDR predominantes en nuestro pais. Se observé una fuerte
asociacion del genotipo katG315 MUT con H2 y LAM3, los clados filogenéticos que
contienen a esas dos cepas epidémicas de Argentina (<0,0001). En presencia y ausencia
de las cepas M y Ra, katG315 MUT se asoci6 positivamente con los clados LAM5 y LAM9
y negativamente con los clados T1 Ghana, T1 Tuscany y S. Como era de esperar, el
clustering resulté fuertemente asociado a los clados H2 y LAM3 en presencia de las cepas
M y Ra. Tanto en presencia como en ausencia de dichas cepas, el clustering resultd
asociado con el genotipo katG315 MUT, y con los clados LAM5, LAM9, T1 Ghana, T1
Tuscany y S. Se concluye que en Argentina: (i) las principales cepas epidémicas presentan
mutacion katG315, (ii) los polimorfismos katG315 estan relacionados con los genotipos de
base; (iii) el genotipo katG315 MUT predice, ademas de resistencia a INH, resistencia a

otras drogas y riesgo de transmision de la enfermedad.


http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/

ABSTRACT

Mutation at position 315 of the Mycobacterium tuberculosis katG gene confers
resistance to isoniazid (INH), which defines multidrug resistant tuberculosis (MDR TB) when
associated with resistance to rifampicin. In countries of the Northern Hemisphere, the
presence of this mutation was found to be associated with resistance to multiple drugs and
disease transmission. There is no information on this topic from Argentina, a country where
MDR TB has been transmitted epidemically for two decades. In the present work, we used
restriction enzyme analysis to explore katG315 polymorphisms in 540 INH-resistant M.
tuberculosis isolates obtained from equal number of patients in Argentina, 2003-2012. The
isolates were representative of three phenotypic drug resistance profiles: INH-resistant not
MDR, MDR, and extensively resistant (XDR). A MDR isolate was classified as XDR when
showing additional resistance to at least one fluoroquinolone and one second line injectable
drug. We investigated the association of the genotype katG315 MUT with: (i) phenotypic
drug resistance profile, (ii) isolate genetic background measured as spoligotype according
to SITVIT WEB database (http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT _ONLINE/), and

(i) disease transmission measured as 1S6110 RFLP clustering. The genotype katG315

MUT was present in 371 (68,7%) of the isolates. Increasing frequencies of katG315 MUT
correlated with increasingly comprehensive drug resistance profiles (x> for trend: 52,124 p<
0,0001). The association between katG315 MUT and genetic background of the isolate was
analyzed in the presence and the absence of the indigenous strains M and Ra, the two
largely predominant epidemic strains in Argentina. The katG315 MUT genotype was
strongly associated with H2 and LAM3, the spoligo clades accommodating these two
predominant MDR M. tuberculosis strains (<0,0001). In presence and absence of M and Ra
strains, the katG315 MUT genotype resulted positively associated with clades LAM5 and
LAM9, and negatively associated with clades T1 Ghana, T1 Tuscany, and S. As expected,
clustering was found strongly associated with clades H2 and LAM3 in the presence of
strains M and Ra. In presence and absence of these two strains, clustering resulted
associated with the katG315 MUT genotype and also with clades LAM5, LAM9, T1 Ghana,
T1 Tuscany, and S. It is concluded that in Argentina: (i) the main epidemic MDR M.
tuberculosis strains carry mutation at katG315, (ii) polymorphisms in katG315 are related to
M. tuberculosis genetic background, (iii) the katG315 MUT genotype predicts not only INH

resistance but also resistance to additional drugs and disease transmission.


http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/
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Historia de la tuberculosis

La tuberculosis (TB) es considerada una de las primeras enfermedades
humanas. A través de la historia ha sido denominada de diversas maneras:
consuncion, tisis, mal del rey, peste blanca o plaga blanca. Es una enfermedad
infecciosa causada por Mycobacterium tuberculosis. Se presume que el género
Mycobacterium se origind hace mas de 150 millones afios. Un temprano progenitor de
M. tuberculosis fue probablemente contemporaneo de, y ha co-evolucionado con, los
primeros hominidos en el este de Africa. Esta antigua enfermedad fue documentada en
Egipto, India y China, hace 5000, 3300 y 2300 afios, respectivamente [Cardoso-Ledo &
Portaels 2007].

En el aflo 460 AC, Hipdcrates identificé la tisis como la enfermedad mas
diseminada de todos los tiempos. Aunque Aristételes (384-322 AC) la consider6
contagiosa, la mayoria de los autores griegos creian que la enfermedad era de
naturaleza hereditaria y en parte, la consecuencia de las debilidades mentales y
morales del individuo. Galeno (131-201 DC) definié la tisis como una ulceracién de los
pulmones, el pecho o la garganta, acompafada por tos, fiebre y consuncion.

A principios del siglo XVII, en Europa comenzé la epidemia de TB conocida
como la “Gran Plaga Blanca” que continué por siglos. La muerte por TB era
considerada inevitable y, para el afio 1650, la TB era la principal causa de muerte. Las
altas densidades poblacionales y las pobres condiciones sanitarias que caracterizaban
las crecientes ciudades europeas y de América del Norte proveian el ambiente para la
propagacion de este patdgeno. La epidemia se esparcié lentamente mas alla de
Europa por la exploracion y la colonizacion. La TB ya existia en América pre-
colombina, pero era esporadica entre los nativos.

En Europa, la incidencia de la TB habia aumentado progresivamente durante la
Edad Media y el Renacimiento, desplazando a la lepra, hasta alcanzar su méaxima
expansion bien entrado el siglo XVIII, y hasta finales del XIX, en el contexto de los
desplazamientos masivos de campesinos hacia las ciudades en busca de trabajo. La
revolucion industrial agregd sus problemas: hacinamiento, pobreza, jornadas de trabajo
interminables, viviendas humedas y mal ventiladas, muy propicias para la propagacion

aerdgena de gérmenes [Cardoso-Ledo & Portaels 2007].

Al margen de los movimientos culturales y sociales, fueron los avances

cientificos los que marcaron la diferencia en el conocimiento de la TB. A mediados del
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siglo XIX, el francés Jean-Antoine Villemin demostré que la tisis podia contagiarse tras
inocular material purulento de humanos a ganado y de ganado a conejos. Sobre la
base de esta polémica y revolucionaria evidencia, postulé que un microorganismo
especifico podia causar la enfermedad. Pocos afios después, en 1882, Robert Koch
aplicé un novedoso método de tincion a muestras de esputo procedentes de pacientes
con tuberculosis, revelando por primera vez el agente causal de la enfermedad: M.
tuberculosis, denominado bacilo de Koch en su honor. En 1908, el mismo Koch
desarroll6 la tuberculina, un derivado proteico purificado estandar del bacilo
(denominado PPD) que se creia til como agente inmunizante.

Los avances en el conocimiento del agente causal, el mecanismo de transmision y
los primeros estudios epidemiolégicos pusieron en evidencia la menor incidencia de la
TB en determinados climas. Estos conocimientos promovieron la aparicién de
instituciones denominadas sanatorios para tuberculosos, los cuales proveian una
funcién dual. En primer lugar, protegian a la poblaciéon general de la exposicion a las
personas enfermas, que eran fuente de contagio. En segundo lugar, ofrecian reposo,

aire fresco y una buena nutricion a los pacientes con TB.

&‘ Mm... - S A ozt e - X WL s =
Figura 1. "Estacion Climatérica Santa Maria" ubicada en el Valle de Punilla de las Sierras de Cdérdoba,
inaugurada en 1900. Centro Sanatorial para un centenar de tuberculosos, que con el correr de los afios

amplié su capacidad a mas de un millar de pacientes hospitalizados.
Fuente: http://www.taringa.net/posts/imagenes/13210020/Hospital-Psiquiatrico-1920-y-HOY-Cba.html
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Figura 2. Vista del pabellon para
indigentes mujeres, “Dr. José
Penna”. Afios 1920-23.

Fuente:
http://www.taringa.net/posts/imag
enes/13210020/Hospital-
Psiquiatrico-1920-y-HOY-
Cba.html

A principios del siglo XX, las autoridades de salud publica reconocieron que la
TB era prevenible y no heredable, lo que alentd la creacion de asociaciones para
educar a la comunidad a través de campafas sanitarias orientadas al control de la
propagacion de la enfermedad. En 1921 Albert Calmette y Camille Guérin produjeron la
vacuna contra la TB empleando una variante atenuada de Mycobacterium bovis. Esta
vacuna, denominada BCG, es aun ampliamente utilizada en vastas areas del mundo
donde la TB es prevalente para prevenir formas diseminadas en los infantes.

En 1944, en plena Guerra Mundial, Albert Schatz y Selman Waksman
descubrieron, a partir de un pequefio hongo, la estreptomicina (SM), substancia capaz
de inhibir el crecimiento de M. tuberculosis con eficacia limitada, pero superior a los
tratamientos empleados hasta ese momento. Este hito se considera el comienzo de la
era moderna de la tuberculosis, aungue muy pronto aparecieron los primeros casos de
TB resistente a este farmaco, lo que indujo la formulacién de terapias combinadas. La
verdadera revolucion se produjo algunos afios después, en 1952, con el desarrollo de
la isoniacida (INH), el primero de los antibiéticos especificos que lograrian convertir a la
TB en una enfermedad curable en la mayoria de los casos. La apariciéon de la RIF en la
década de los sesenta acortd notablemente los tiempos de curacion con terapia
multiple, lo que contribuyé a disminuir el nimero de casos nuevos de manera

importante hasta la década de los ochenta [Cardoso-Leé&o & Portaels 2007].

Figura 3. Estampilla de los afios 1959-1960 de la “Liga
Argentina contra la Tuberculosis”
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La TB es mas frecuente en hombres que mujeres y afecta principalmente a
adultos en edad econémicamente productiva. La enfermedad se transmite por via
aérea. Un individuo con TB activa exhala gotas microscopicas infecciosas, las cuales
permanecen en la atmésfera y pueden ser inhaladas por otros individuos que se
encuentren cerca. En general, solo una pequefia proporcion de personas infectadas
con M. tuberculosis desarrolla enfermedad activa, pero la probabilidad es mayor entre
las personas con asociaciones morbosas, en particular aquellas co-infectadas con VIH.
Sin tratamiento, la mortalidad por TB es alta. Los tratamientos actuales recomendados
para los nuevos casos de TB sin riesgo de farmacorresistencia consisten en un
régimen de seis meses. Los primeros dos meses con cuatro drogas de primera linea:
INH, RIF, etambutol (EMB) y pirazinamida (PZA); los siguientes cuatro meses con
INH y RIF. Con un buen cumplimiento del tratamiento se logra la cura del 85% de los
casos [WHO TB Report 2013].

Mycobacterium tuberculosis

Las bacterias pertenecientes al género Mycobacterium son bacilos inmdviles y
no esporulados. Pertenecen al orden Actinomicetales. Contienen un alto porcentaje
(61-71%) de guanina y citosina (G+C) en su genoma, una pared celular con alto
contenido de lipidos y varios acidos micélicos caracteristicos de la envoltura de las
micobacterias. Estos lipidos poco convencionales actllan como reservas de carbono y
energia. También estan involucrados en la estructura y funcionamiento de membranas
y de organulos membranosos dentro de la célula. Los lipidos constituyen mas de la
mitad del peso seco de la célula. La composicién lipidica de los bacilos puede variar
durante su ciclo de vida en cultivo, dependiendo de la disponibilidad de nutrientes. La
envoltura celular confiere las principales caracteristicas del género: acido alcohol
resistencia, extrema hidrofobicidad, persistencia en las lesiones, resistencia a
antibiéticos y sus distintivas caracteristicas inmunoldgicas. Es probable que también
contribuya al lento crecimiento de algunas especies ya que habria una restriccion en el
ingreso de nutrientes [Barrera 2007].

La envoltura celular distingue a las especies de este género de otros
procariotas. Estd compuesta por capsula, pared celular y membrana plasmética. En
M. tuberculosis la superficie expuesta al medio exterior es la capsula, esencialmente

compuesta de polisacéaridos, proteinas y una menor cantidad de lipidos. Tres tipos de
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polisacaridos se encuentran en la capsula: a-D-glucano, D-arabino-D-mananos y D-
mananos. El a-D-glucano, es el principal carbohidrato de la capsula. Varias funciones
biol6gicas, relacionadas con la inmunopatogenia, han sido atribuidas a los
polisacéridos de la cipsula [Kaur 2009].

Al igual que en la mayoria de las bacterias, la pared celular protege los
contenidos celulares, provee soporte mecanico y es responsable de la forma. Sin
embargo, la pared celular de micobacterias es Unica entre los procariotas. Esta
constituida por una capa interna de peptidoglicano, responsable de la forma y la
integridad estructural de la bacteria. La estructura de este estrato es diferente de la de
las demas bacterias, presenta residuos quimicos inusuales y un alto ndmero de
enlaces cruzados. El grado de reticulacién del peptidoglicano en la pared celular de M.
tuberculosis es del 70-80%, mientras que en Escherichia coli solo es de 20-30%.

Otros polisacaridos compuestos de arabinosa y galactosa se encuentran unidos
covalentemente al peptidoglicano. Son los arabinogalactanos, cuyos extremos
exteriores estan esterificados con acidos grasos de alto peso molecular, llamados
acidos micdlicos, los cuales pueden comprender 60—90 atomos de carbono. Los acidos
micélicos son importantes para la supervivencia de las micobacterias, son capaces de
impedir tanto la entrada de drogas hidrofébicas como la deshidratacion, y también
permiten un crecimiento mas efectivo de las micobacterias dentro del macréfago. Otros
grupos importantes que forman parte de la pared celular son la trehalosa y el
lipoarabinomanano. Este ultimo componente, se encuentra unido a la membrana
plasmatica, atraviesa toda la pared celular y est4d constituido por una mezcla
heterogénea de manosa y arabinosa unidas a lipopolisacaridos de alto peso molecular.
Este componente es especifico de cada especie y esta involucrado en la union de la
bacteria al macrofago y también se le atribuye una accion paracrina atrayendo
leucocitos durante la formacion del granuloma.

La pared celular también contiene proteinas intercaladas. Algunas de ellas en
proceso de exportacion y otras residentes. Muchas de estas proteinas son
responsables de la construccion de la pared celular durante el ciclo de vida del bacilo.
También se encuentran algunas proteinas llamadas porinas, la cuales forman canales
hidrofilicos permitiendo el pasaje pasivo de pequefias moléculas de solutos a través de
la capa de &cidos micdlicos [Berg 2007, de Souza 2008, Fenton & Vermeulen 1996,
Kaur 2009, Morandi 2013].
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La membrana citoplasmatica de las micobacterias no parece ser peculiar,
excepto por la presencia de lipopolisacaridos. Estructura celular vital, provee proteccién
osmotica, regula el tréfico de solutos entre el citoplasma y el medio ambiente. Contiene
proteinas con diferentes funciones: proteinas censoras de la concentracion de
determinadas moléculas en el medio ambiente, proteinas transductoras de sefales,
enzimas involucradas en procesos metabdlicos y generacion de energia,
transportadores selectivos de nutrientes e iones [Barrera 2007].

Aun con muchas caracteristicas en comun, las especies del género
Mycobacterium muestran diversidad en otros aspectos. La mayoria vive y replica
libremente en los ecosistemas y rara vez o nunca causa enfermedad. Solo unas pocas
micobacterias pueden volverse patdgenos exitosos en vertebrados superiores. En
contraste, algunas especies de micobacterias no pueden crecer en el medio ambiente,
son hospedador dependientes como Mycobacterium leprae, Mycobacterium
lepraemurium, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, y los miembros del
complejo M. tuberculosis. Este complejo incluye M. tuberculosis, junto con otras 7
especies estrechamente relacionadas: Mycobacterium bovis, Mycobacterium
africanum, Mycobacterium microti, Mycobacterium caprae, Mycobacterium pinnipedii,
Mycobacterium canetti y Mycobacterium mungi.

M. tuberculosis es considerado genéticamente monomoérfico, porque tiene bajos
niveles de diversidad genética y homoplasia (eventos de mutaciones independientes
gue resultan en el mismo genotipo entre aislamientos con diferentes ancestros) y muy
raros eventos de recombinacion homologa. Sin embargo, en comparacion con otras
bacterias monomorficas, presenta sustancial variacion en su ADN. Los polimorfismos
identificados como large sequence polymorphisms (LPSs) y single nucleotide
polymorphisms (SNPs) son filogenéticamente informativos y Utiles para los estudios de
poblacion.

Ademas, el cromosoma posee otras regiones que son fuentes de variabilidad: la
secuencia de insercién 1S6110, las secuencias polimodrficas repetitivas ricas en GC
(polymorphic GC-rich repetitive sequences, PGRSs), asi como también polimorfismos
en las repeticiones cortas palindromicas agrupadas regularmente espaciadas
(clustered regularly interspaced short palindromic repeats, CRISPRS) y repeticiones en
tandem de numero variable (variable number tandem repeats, VNTR). Todos ellos han
sido aplicados a estudios de epidemiologia molecular [Achtman 2008, Kato-Maeda
2011a].
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La situacion de la TB en el mundo

La carga mundial de TB sigue siendo enorme. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) estim6 que en 2012 se produjeron 8,6 millones de casos nuevos y 1,3
millones de personas murieron por esta enfermedad (940 000 muertes ocurrieron en
personas VIH negativos y 320 000 entre personas portadoras del virus).

La mayoria de los casos nuevos estimados en 2012 ocurrieron en Asia (58%) y
en Africa (27%), menores proporciones en la region del este mediterraneo (8%), en la
region europea (4%) y en la region de América (3%). India, China, Sudéfrica, Indonesia
y Pakistan cuentan con las mayores tasas de incidencia mundial. Las tasas mas bajas
se encuentran predominantemente en los paises con mayores ingresos, como los de
Europa occidental, Canada, Estados Unidos, Jap6n, Australia y Nueva Zelanda. En
estos paises las tasas de incidencia son menores a 10 casos por 100 000 habitantes
[WHO TB Report 2013].
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Figura 4. Tasas estimadas de incidencia de TB en 2012. [WHO Global tuberculosis report 2013].
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TB en Argentina

En 2012, en Argentina se notificaron 9070 casos de TB. La tasa de notificacion
para ese afio fue 22 casos por cada 100 000 habitantes, esto es 3,6% menor que la de
2011. Las cifras son coherentes con la leve y sostenida tendencia al descenso de la TB
registrada en las ultimas décadas.

La distribucién de los casos de TB en las provincias es muy desigual. En 2012,
la tasa de notificacibn mas alta correspondié a la provincia de Jujuy con 348 casos
(48,5 cada 100.000 habitantes). El valor mas bajo se observé en La Rioja, con 27
casos (7,3 cada 100 000 habitantes). La tasa de la provincia de Jujuy fue 6,6 veces
mas alta que la tasa de La Rioja y 2,2 veces mayor que la general del pais. Ademas de
Jujuy, Salta, Santa Cruz, la Ciudad de Buenos Aires, Formosa y Chaco completan el
grupo de las 6 provincias con mayores tasas de notificacion en el pais. Ademas de La
Rioja, otras 6 provincias tienen tasas menores a 10 casos por 100 000 habitantes.
Estas son: Catamarca, Cérdoba, San Juan, San Luis, Neuquén y Rio Negro [INER-
CONI 2013].

El problema de la TB multirresistente (TB MDR) en el mundo

La historia de la TB cambié luego de la introduccién de las primeras drogas anti-
TB y la rapida aparicion del fendmeno de la farmacorresistencia. El mayor desafio para
el control y el tratamiento de la TB es la multirresistencia de M. tuberculosis,
definida como la producida por bacilos con resistencia al menos a INH y RIF, las
dos drogas mas potentes de primera linea. El tratamiento de la TB MDR requiere el
uso de drogas de segunda linea, menos eficaces, mucho mas toxicas y costosas
durante periodos muy prolongados.

La mayoria de los antibioticos que pueden ser usados en el tratamiento de la
TB, son efectivos cuando las bacterias estan en division activa. En la fase intensiva del
tratamiento, los farmacos empleados actian contra las bacterias en crecimiento, lo cual
provoca la rapida conversion de un esputo positivo a negativo. La fase de continuacion
de tratamiento es esencial para eliminar las bacterias persistentes o de lento
crecimiento. La TB debe ser tratada efectivamente con drogas de primera linea como
INH, RIF, PZA, EMB y SM. Sin embargo esta primera linea de terapia a menudo suele
fallar por varias razones: mala calidad de las drogas, pobre adherencia al tratamiento,

tratamiento incompleto, intermitente o inadecuado, recaida, o contagio de formas
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resistentes. Todas estas condiciones contribuyen a la emergencia de bacterias
resistentes a drogas en el hospital y la comunidad. Por lo tanto, la deteccién y el
tratamiento correcto de la TB es una importante estrategia para prevenir la emergencia
de TB MDR. Existen, ademas, cepas de M. tuberculosis con resistencia extendida
(TB XDR), definidas como aquellas cepas TB MDR que ademas presentan resistencia
a alguna fluoroquinolona y al menos a una de las drogas inyectables de segunda linea:
kanamicina, amikacina y capreomicina [Senol, 2013].

A nivel mundial, se estima que 3,6% de los casos nuevos y 20,2% de los casos
con tratamiento previo tienen TB MDR. En 2012, el 37% de muertes por TB ocurrieron
por TB MDR. Los mayores niveles de TB asociada a farmacorresistencia se
encuentran en el este de Europa y Asia central. En el afio 2012 se estimaron 450 mil
casos nuevos de TB MDR en el mundo, mas de la mitad de los casos fueron en India,
China y la Federacion Rusa. Menores niveles de multirresistencia entre los casos
nuevos (<3%), se registraron en otras partes del mundo, incluyendo la mayoria de los
paises de la Region de las Américas, la mayoria de los paises de Africa, Europa

Occidental, la mayor parte del este asiatico, y el Pacifico [WHO TB Report 2013].
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Figura 3. Porcentajes de casos nuevos de TB MDR en 2012. La figura esta basada en los afios mas
recientes de los que se dispone informacién, la cudl varia entre los paises. XDR TB ha sido
reportada por 92 paises. Un porcentaje estimado: 9,6% (95% CI: 8,1%-11%) de los casos MDR son
XDR TB. [WHO Global tuberculosis report 2013].
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Brotes epidémicos de TB MDR/XDR en el mundo

Durante los afios 90, la TB MDR surgié como un importante problema global
potenciado por la pandemia de VIH/sida. Un notable ejemplo fue el brote producido por
la cepa W, un clon multirresistente perteneciente a la familia Beijing de M. tuberculosis.
Esta cepa se propag6 en forma explosiva, causé enfermedad en méas de 350 pacientes
en Nueva York, y sumé méas del 25% de todos los casos TB MDR en los Estados
Unidos a principio de esa década. Esta cepa se asocidé a infeccion VIH, rapida
progresion de infeccion a enfermedad, y altas tasas de mortalidad en prisiones y
hospitales neoyorkinos [Bifani 1999].

En la misma década, en Espafia se describié un brote de caracteristicas
similares que involucr6 mas de 100 pacientes infectados con VIH en diferentes
hospitales del pais. Todos los pacientes murieron, a pesar del tratamiento con multiples
drogas anti-TB de primera y segunda linea [Blazquez 1997]. Los estudios de
epidemiologia molecular revelaron que se traté de la misma cepa de M. bovis aislada
en Holanda de un paciente con infeccién VIH que murié de TB MDR. Este paciente
previamente habia sido hospitalizado en Espafia, adonde ocurrié el brote original. La
cepa causante del brote fue identificada con un genotipo idéntico a aquellos hallados
en el hospital espafiol [Samper 1997]. Esta cepa de M. bovis resulté ser
extremadamente resistente, aun cuando su expansion clonal ocurrié 10 afios antes de
que se acuiara la definicion de TB XDR [Samper & Martin 2007].

El fenébmeno que dio origen al concepto de TB XDR fue documentado mas
recientemente en un area rural de Sudafrica. El mismo reprodujo las caracteristicas de
los brotes descritos méas arriba: asociacion con infeccion VIH, diseminacion
hospitalaria, progresion fulminante a enfermedad, alta mortalidad, resistencia extendida
y alta clonalidad [Ghandi 2006]. Se estima que aun hoy, en Sudafrica, 10% de todos
los casos de TB son TB MDR, y a la vez, 10% de los casos de TB MDR son XDR. Hay
suficiente evidencia de que en ese pais la mayoria de los casos de TB MDR/XDR se
producen por transmision de cepas exitosas, tal como parece suceder en otros paises
con alta carga de TB MDR/XDR como China y paises de la ex Unién Soviética [Muller
2013].
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Transmision epidémica de TB MDR en Argentina

La Republica Argentina no se sustrajo a la emergencia de TB MDR asociada a
sida. En los afios 90, nuestro pais fue identificado por la OMS como un hotspot de TB
MDR. A mediados de esa década se documentaron brotes hospitalarios de TB MDR
asociados a sida en Buenos Aires, el conurbano bonaerense, La Plata y Rosario. El
brote iniciado en el Hospital F. J. Muiiiz y extendido a localidades cercanas fue el de
mayor magnitud. Con mas de 800 casos diagnosticados entre 1992 y 2004, se puede
considerar que adquiri6 proporciones epidémicas. En los primeros afios del nuevo
milenio, en ese hospital se documentd el ascenso de la TB MDR en pacientes sin
infeccion por VIH y sin antecedentes de tratamiento para TB [Palmero 2006]. En el
Hospital F. J. Mudiz, la TB MDR/sida se mantiene en niveles bajos pero estables a
través del tiempo. A partir del brote original, la cepa responsable, denominada cepa M,
se introdujo en hospitales de los distritos aledafios, provocando transmisiéon
secundaria. En 2002, la cepa M fue aislada de los dos primeros pacientes con TB XDR
identificados en el pais.

A comienzos de los afios 90, otra cepa multirresistente, denominada Ra,
también inicié su transmisién en el Hospital Carrasco de Rosario. Estas dos cepas aun
dominan el escenario de la TB MDR en nuestro pais. La emergencia de TB MDR
marco la necesidad de implementar un sistema de vigilancia de la transmision de esta
forma grave de TB. En 2003, la red nacional de laboratorios de TB inicié un registro
sistematico de todos los casos incidentes TB MDR/XDR diagnosticados en el pais. El
registro incluye una base de datos de los genotipos de todos los casos nuevos de TB
MDR/XDR, ademas de los genotipos analizados desde las etapas iniciales del brote
[Ritacco 2012b].

Genotipificacion

Los métodos de tipificacibn molecular de M. tuberculosis salieron
oportunamente al encuentro de la emergencia de TB MDR en el mundo. Desde
principios de los afios 90, la genotipificacion de M. tuberculosis fue aplicada con éxito a
investigaciones epidemiologicas, lo que dio lugar a una nueva disciplina, la
epidemiologia molecular. Este campo ha permitido a los programas de control de la TB
identificar aislamientos especificos de TB en la comunidad. El conocimiento logrado

tuvo impacto en la salud publica, ya que permitio a los programas determinar niveles
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de riesgo de transmision, establecer estrategias de salud publica adecuadas y medir el
éxito de las medidas tomadas [Barnes & Cave 2003, Kato-Maeda 2011b].

En principio, la genotipificacion de aislamientos de M. tuberculosis fue
empleada para diferenciar entre transmision reciente y reactivacion de la enfermedad.
En los estudios de poblacion, aislamientos que comparten el mismo genotipo son
considerados en cluster y se asume que estan epidemioldgicamente relacionados,
directa o indirectamente. Por el contrario, aquellos aislamientos con genotipos Unicos,
son considerados como reactivacion de infeccion latente, posiblemente adquiridos
fuera de la poblacion en estudio o en otro periodo de tiempo. Se asume que la tasa de
cambio de los marcadores usados para determinar genotipo es suficientemente rapida
como para mostrar variacion en una poblacion local, pero también suficientemente
lenta como para que sea poco probable que cambie en una misma persona en un corto
periodo de tiempo.

La metodologia ideal para determinar polimorfismos genéticos debe ser simple,
factible, dar rapidos resultados y reproducible interlaboratorio. En los afios noventa la
metodologia restriction fragment length polymorphism (RFLP) fue exitosamente usada
para identificar aislamientos de M. tuberculosis en la comunidad. Luego, otros métodos
gue amplifican regiones hipervariables del cromosoma mediante reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), como spoligotyping y MIRUs-VNTR (mycobacterial
interspersed repetitive units-variable number tandem repeat) se sumaron a las
herramientas moleculares. Mas recientemente, la disponibilidad de tecnologias de alto
rendimiento permite la secuenciacion rapida de los genomas completos, método
disponible en la actualidad para el estudio de transmision y evolucién de M.
tuberculosis.

La metodologia de RFLP ha sido considerada hasta hace pocos afios como el
método gold standard para los estudios de epidemiologia molecular debido a su gran
poder de discriminacion. Esta técnica revela la variacion en el nimero de copias de la
secuencia de insercién (IS) 1S6110 y en los tamafios de los fragmentos en los que se
ubican las copias de esta IS cuando se somete el ADN a restriccion enzimatica [van
Embden 1993]. La principal ventaja del RFLP 1S6110 es su alto poder de
discriminacion en la mayoria de los aislamientos. Una de sus principales limitaciones
es la baja discriminacion en aquellos aislamientos que presentan cinco 0 menos copias
de 1S6110. También tiene limitaciones técnicas, como complejidad metodologica y la

demanda de grandes cantidades de ADN de alta calidad.
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MIRUs-VNTR es considerado por algunos autores como el nuevo gold standard
para tipificar aislamientos de M. tuberculosis, debido a su reproducibilidad y alto poder
discriminatorio. La tipificacion mediante VNTR se basa en una PCR empleando primers
especificos flanqueantes de las diferentes regiones de los MIRUs, el polimorfismo se
encuentra en el niumero variable de copias de cada unidad repetitiva. La metodologia
original incluia 12 MIRUs. Las recomendaciones actuales son usar 15 MIRUs para
estudios epidemiologicos y 24 para estudios filogenéticos [Supply 2006].

El spoligotyping ha sido empleado como método de tipificaciéon secundario
cuando los aislamientos genotipificados por RFLP 1S6110 presentan cinco bandas o
menos. Se fundamenta en el andlisis de polimorfismos en las regiones de repeticiones
directas (DR) denominadas CRISPRs. Las cepas del complejo M. tuberculosis
contienen una regiébn cromosdmica distintiva que consiste de repeticiones directas
multiples de 36 pares de bases (pb) separadas por secuencias espaciadoras Unicas
(35 a 41 pb). Existen 94 secuencias espaciadoras, sin embargo solo 43 son empleadas
en la técnica mas difundida de genaotipificacién por spoligotyping. Tiene varias ventajas:
es altamente reproducible, requiere pequefias cantidades de ADN, y tiene una simple
forma de registro de resultados, lo que permitié la creaciéon de una base de datos
global con los patrones obtenidos. Su principal limitacién es la baja discriminacion
comparada con RFLP 1S6110 y MIRU-VNTR [Kamerbeek 1997]. Actualmente es usado
como método de genotipificacion en combinacion con MIRU-VNTR. Ademas, contintia
siendo util para la clasificacion de aislamientos del Complejo M. tuberculosis en

familias y clados.

Mecanismos de resistencia a INH

Los rapidos avances en biologia molecular junto con la informacién generada a
partir de la secuenciacion completa del genoma de M. tuberculosis incrementaron los
conocimientos acerca de los mecanismos empleados por este patégeno para
desarrollar resistencia. A diferencia de la mayoria de las bacterias, M. tuberculosis no
adquiere resistencia a drogas mediante transferencia horizontal de elementos
genéticos moviles, como plasmidos, transposones o integrones. En M. tuberculosis, la
resistencia ocurre principalmente por mutaciones cromosémicas espontaneas y la
seleccibn de cepas resistentes se produce mediante terapias inadecuadas,

intermitentes o incompletas.
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La INH tiene una estructura simple que incluye un anillo de piridina y un grupo
hidrazida, ambos componentes esenciales para la actividad contra M. tuberculosis. A
pesar de su estructura simple, tiene un modo de accion complejo y las primeras cepas
resistentes se aislaron poco después de su aplicacion. Es una pro-droga que, una vez
activada, es capaz de inhibir la biosintesis de &cidos micolicos, los cuales son
componentes esenciales de la pared celular de M. tuberculosis.

Varios genes estan involucrados en la resistencia a INH: katG, ahpC, inhA,
kasA, ndh. El gen katG codifica la enzima catalasa-peroxidasa que convierte la pro-
droga INH en su forma activa. La resistencia a INH que mas frecuentemente ocurre en
los aislamientos clinicos estd asociada a mutaciones cromosomicas presentes en el
coddn 315 del gen katG y/o en el regulador del operén inhA. La mutacién S315T anula
la capacidad de la enzima de activar la pro-droga, induciendo altos niveles de
resistencia a INH. La proteina InhA (enoyl acyl carrier protein reductase) esta
involucrada en la sintesis de acidos micélicos. Mutaciones en posicion -15T de la
region promotora del gen inhA (c-15t) se vinculan a bajos niveles de resistencia a INH
en aislamientos clinicos [Gagneux 2006c]. Ha sido demostrado que las mutaciones en
posicion 315 del gen katG ocurren mas frecuentemente en cepas MDR que en
monorresistentes a INH y se ha postulado que esta alteracién no produce un costo en
la aptitud biolégica de la bacteria, mientras que la mutacién en el promotor del gen inhA
si lo haria [Almeida Da Silva & Palomino 2011]. La sustitucion S315T comprende la
gran mayoria de las mutaciones asociadas a katG y confiere altos niveles de
resistencia a INH (CIM>5 mg/ml), mientras que mutaciones en la regién promotora del
gen inhA confiere bajos niveles de resistencia a INH (CIM<1 mg/ml). Las mutaciones
en katG e inhA estan presentes en 50-95% y 15-34%, respectivamente, de los
aislamientos clinicos resistentes a INH.

Mutaciones en inhA causan resistencia no solo a INH sino también a
etionamida, una droga de segunda linea estructuralmente relacionada a INH. La
resistencia a etionamida suele estar presente en cepas resistentes a INH no MDR.

En M. tuberculosis, el gen ahpC codifica para una reductasa hidroperoxidasa
vinculada a la resistencia a especies reactivas del oxigeno y productos intermediarios
del nitrégeno. Se postulé que mutaciones en el promotor ahpC podrian ser utilizados
como marcadores sustitutos para la deteccion de resistencia a INH. Sin embargo,

estudios posteriores demostraron que un aumento en la expresion de ahpC actuaria
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como una mutacién compensatoria por la pérdida de la actividad catalasa/peroxidasa
[Almeida Da Silva & Palomino 2011].

Deteccion fenotipica y genotipica de resistencia a INH

La susceptibilidad a drogas de M. tuberculosis se determina fenotipicamente, en
base a la inhibicion del crecimiento de la bacteria en presencia de un antibiotico en
comparacion ya sea, con el crecimiento de la misma bacteria en ausencia del
antibiético, o con el crecimiento de una cepa sensible de referencia. Hasta hace unos
afos, el método de las proporciones en medio solido era la técnica de eleccion para
evaluar la sensibilidad a farmacos. Su principal inconveniente es que se necesita entre
4 y 8 semanas desde la obtencion de la muestra para alcanzar un resultado. Desde
hace algunos afos, existen métodos parcialmente automatizados que tienden a acortar
el tiempo de diagnostico. El sistema BACTEC 460, que mide la produccion de CO,
expresado diariamente como un indice de crecimiento, es muy preciso pero cay6 en
desuso porque utiliza compuestos radioactivos contaminantes del medio ambiente.
Actualmente se emplea el sistema MGIT 960, el cual detecta el consumo de O, por
fluorescencia. La cepa sensible es aquella que en presencia de antibiético no consume
0O,, es decir, no desarrolla. También existen métodos colorimétricos basados en la
utilizacion de indicadores redox que cambian de color cuando pasan del estado
oxidado al estado reducido. Este cambio de color es directamente proporcional a la
cantidad de bacterias viables en el medio de cultivo, por lo tanto la resistencia se
expresa como cambio de color en el medio. El resultado se puede obtener en 1-2
semanas. Estos métodos permiten una rapida determinacion de resistencia con bajos
costos. Otro método colorimétrico muy empleado es la prueba de nitrato reductasa.
Esta técnica se basa en la capacidad que tiene M. tuberculosis de reducir el nitrato a
nitrito, detectado por un reactivo que se agrega al medio de cultivo. En presencia de
antibidtico, la bacteria pierde viabilidad y por lo tanto también la capacidad de reducir el
nitrato. Esta reaccién puede visualizarse a los 10 dias de incubacion.

Las técnicas moleculares tienen por objetivo detectar mutaciones que confieran
resistencia. Estas pruebas cuentan con la ventaja de la rapidez (obtencion de
resultados en pocas horas), son altamente sensibles y especificas, pero suelen ser
caras, requieren experiencia, y no diferencian entre bacilos viables y bacilos muertos

cuando el paciente lleva varios meses de tratamiento. INNO-LIPA RIF-TB
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(Innogenetics, Belgium), GenoType®MTBDR/MTBDRplus and Geno-Type® MTBDRsI
(ambos Hain Lifescience, Germany) actualmente se encuentran disponibles
comercialmente para la identificacién rapida de M. tuberculosis y la deteccion de
resistencia a RIF y TB MDR/XDR. Estos ensayos estan basados en la amplificacion
mediante PCR de fragmentos especificos del genoma de M. tuberculosis, seguida de
hibridacion de los productos de PCR sobre una membrana que contiene sondas
especificas inmovilizadas. INNO-LIPA RIF-TB, detecta solo resistencia a RIF,
GenoType®MTBDR/MTBDRplus detecta resistencia a RIF e INH y Geno-Type®
MTBDRsI detecta resistencia a fluoroquinolonas, inyectables de segunda linea y EMB.
Xpert® MTB/RIF (Cepheid Inc, USA), es una metodologia completamente
automatizada basada en PCR de tiempo real para la deteccién de TB y resistencia a
RIF directamente sobre muestras clinicas [Senol 2013]. Diversos disefios moleculares
‘in house”, razonablemente sencillos y econémicos, han sido propuestos para detectar
las principales mutaciones asociadas a resistencia con razonable precision.

Debido a que el desarrollo de resistencia a INH suele preceder al de resistencia
a RIF, la resistencia a RIF es considerada un marcador de TB MDR. Aproximadamente
el 95% de los casos, la resistencia a RIF se asocia a mutaciones en un segmento muy
corto del gen rpoB. Existen varias técnicas moleculares para identificar resistencia a
RIF con adecuada sensibilidad y especificidad [Martin & Portaels 2007]. Sin embargo,
datos del proyecto mundial de vigilancia de farmacorresistencia llevado a cabo por la
OMS y la Unién Internacional contra la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias
mostraron que la proporcion de casos resistentes a RIF con resistencia simultanea a
INH varié entre 54% y 98% en los paises investigados, y en la mitad de estos paises,
esta proporcion era inferior al 80%. Esto indica que se incurriria en sobre-diagnéstico
de TB MDR en muchas regiones del mundo si se lo pretendiera basar exclusivamente
en la deteccion de resistencia a RIF. Por lo tanto, es recomendable la deteccion
simultdnea de resistencia a ambas drogas, INH y RIF, para lograr una evaluacion
precisa de la TB MDR [Chia 2012].

Antecedentes del tema

La evolucién de M. tuberculosis es modulada principalmente por la aplicacion
de estrategias de control de la TB, y también por factores socio-economicos,

ambientales y biolégicos. En particular, la biologia del patdgeno recientemente ha
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demostrado ejercer una notable influencia sobre la diseminacion global de la
enfermedad. Estudios moleculares revelaron que existe una insospechada diversidad
genética intra-especie en M. tuberculosis. Diferentes linajes demostraron poseer una
definida afinidad geografica y asociarse a determinadas etnias humanas [Hirsh 2004;
Reed 2009].

Evidencias recientes indican que factores bacterianos contribuyen a la
emergencia y diseminacion de la TB drogorresistente. En primer lugar, la distribucion
geografica global de la TB MDR es heterogénea y no se superpone estrictamente a las
areas del mundo con mayor carga de TB sino a la areas en las en las que predomina
las cepas de la familia denominada Beijing, como China, paises de la ex URSS y
Sudafrica [Parwati 2010]. En segundo lugar, aun en comunidades y paises adonde la
familia Beijing no es prevalente y se aplican programas rigurosos de control de la TB y
vigilancia sisteméatica de su transmision, a la par de cepas drogorresistentes que no
producen casos secundarios y se extinguen, aparecen cepas drogorresistentes que
son capaces de transmitirse, generar brotes y perpetuarse [van Doorn 2006; Gagneux
2006c]. En tercer lugar, cepas de M. tuberculosis que albergan diferentes mutaciones
asociadas a resistencia a drogas presentan diferentes niveles de aptitud biolégica
[Bottger 1998; Gagneux 2006b].

Se ha postulado que interacciones epistaticas, es decir aquellas en las que el
efecto de un gen es modificado por otro(s) gen(es), podrian influir sobre el fenotipo de
las diferentes cepas de M. tuberculosis. En otras palabras, los perfiles genéticos pre-
existentes de ciertas cepas de M. tuberculosis podrian asociarse preferencialmente a
determinadas mutaciones responsables de resistencia, y el efecto de estas
asociaciones podria modular la aptitud biologica de las cepas [Borrel & Gagneux 2011].
A su vez, la evolucibn compensadora podria atenuar el efecto negativo de las
mutaciones responsables de resistencia sobre la aptitud biol6gica de las cepas
drogorresistentes [Handel 2006; Andersson & Hughes 2010].

Argentina aun esta padeciendo las secuelas de la mayor epidemia de TB MDR
registrada en América Latina. Unas pocas cepas MDR de M. tuberculosis iniciaron su
expansion clonal en forma explosiva hace 20 afios y se perpetuaron en la poblacion
hasta nuestros dias. Nuestro objetivo es explorar la posible influencia de la carga
genética de las cepas autéctonas de M. tuberculosis resistentes a INH sobre su
capacidad de acumular resistencia a otras drogas y transmitirse. Este tipo de abordaje

combinado del problema no ha sido aun aplicado a los genotipos resistentes de M.
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tuberculosis circulantes en nuestro pais. La mejor comprensién de esas interacciones
contribuird a disefar intervenciones racionales que permitan preservar la vida util de

las drogas anti-TB e interrumpir las cadenas de transmisiéon de la TB MDR en
Argentina.
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HIPOTESIS

Dado que en otras areas del mundo la mutacion katG315 se asocia a
multirresistencia y a transmision, y que en Argentina han sido identificadas cepas de M.
tuberculosis MDR/XDR transmitidas en forma epidémica, se postula que estas cepas
epidémicas de Argentina presentan dicha mutacion mientras que otras cepas

resistentes a INH que en nuestro pais son de ocurrencia esporadica no la presentan.

OBJETIVOS

En aislamientos de casos de TB resistente a INH de Argentina, explorar la

asociacion de polimorfismos katG315 con:
o Perfiles de resistencia a otras drogas

e Perfil filogenético preexistente

e Transmision de la TB drogorresistente
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MATERIALES
Y METODOS



Disefo del estudio

El estudio se realiz6 en dos etapas. En la primera etapa se exploré la
precision, en nuestras condiciones de trabajo, de un método “in house” disefiado por
van Doorn et.al. [van Doorn 2001] para detectar polimorfismos katG315 mediante
analisis de restricciobn enzimética (REA: restriction enzyme analysis). A tal fin, se
compararon resultados de este método con los de secuenciacion del gen katG o con
los resultados de pruebas de sensibilidad a drogas en cepas y aislamientos
previamente caracterizados. En la segunda etapa, el método, que a partir de ahora
llamaremos REA-315, se aplicé a la deteccion de mutacion katG315 en aislamientos
clinicos de Argentina resistentes a INH y con diversos perfiles de resistencia a otras
drogas. Se investigé si, en Argentina, la mutacion en katG315 se asocia a determinado
perfil fenotipico de resistencia a drogas, a determinado perfil genético preexistente, y/o

a transmision de la TB.

Muestras

Para la primera etapa de validacion se emplearon 86 cepas de M.
tuberculosis con resultados conocidos de secuenciacion de la regién de interés del
gen katG y 62 aislamientos clinicos sensibles a INH. Las cepas secuenciadas fueron
analizadas en el Instituto de Medicina Tropical de Amberes (Tabla S1, en Material
Suplementario). De las 86 cepas, 40 fueron enviadas a nuestro laboratorio para
controles anuales de calidad de pruebas de sensibilidad. Las demas fueron objeto de
dos proyectos en los que nuestro laboratorio colabor6 con el mismo instituto, uno de
resistencia a fluoroquinolonas conducido por Andrea von Groll (n: 26) en 2011 y el otro
de aptitud biol6gica de M. tuberculosis conducido por Beatriz Lopez en 2010 (n: 20).
Los aislamientos sensibles a INH se describiran mas abajo con el resto de los
aislamientos clinicos.

La precision del método para revelar presencia/ausencia de mutacion katG315
se calculé como la proporcion simple de resultados concordantes con los resultados de
secuenciacion en un grupo y con pruebas de sensibilidad en el otro. Para validar el
método aspiramos a obtener una concordancia = 98%. A partir de ahora, por razones
de espacio y claridad, en texto y tablas emplearemos la nomenclatura WT (por wild
type) y MUT (por mutated) para referirnos al estado “salvaje” y “mutado”,

respectivamente, de un sitio gendmico.
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Asimismo, fueron investigados 602 aislamientos clinicos de M. tuberculosis
obtenidos en Argentina de igual nimero de pacientes con TB con factores de riesgo de
resistencia a drogas. Los aislamientos primarios fueron obtenidos entre el 01-01-2003 y
el 31-12-2012 en los laboratorios de la red nacional de TB. En ese periodo fueron
derivados a nuestro servicio 7287 aislamientos clinicos para identificacién de especie y
pruebas de sensibilidad a drogas. Como se expres6 mas arriba, una muestra de
conveniencia que comprendié 62 aislamientos sensibles a INH del periodo de estudio
se utilizé para la ulterior evaluacion del desempefio REA-315.

La seleccién de los 540 aislamientos resistentes a INH se realizé a partir de
los 1751 aislamientos del periodo que resultaron resistentes al menos a INH (Figura 4).
Si existia mas de un aislamiento de un mismo paciente, se seleccioné el que tenia el
perfil de resistencia mas extenso. Por ejemplo, en el caso hipotético de que un
paciente estuviera representado por 3 aislamientos (1 monorresistente a INH, 1 MDR y
1 XDR) se incluy6 solo el aislamiento XDR. Ademas, debido a limitaciones de tiempo y
presupuesto, no fue posible abordar el analisis de todos los aislamientos de los dos
grupos mas numerosos: se seleccion6 en forma aleatoria 1 de cada 3 aislamientos
consecutivos de la lista de aislamientos MDR, y 1 de cada 3 aislamientos consecutivos
de la lista de aislamientos resistente a INH (no MDR), segun disponibilidad. Por su
namero pequefio y su relevancia, se decidié incluir todos los aislamientos del grupo

XDR disponibles en el momento del estudio.

1751 aislamientos clinicos resistente a INH

Excluidos === 1

-236 duplicados/multiples R . .
-49 de otros paises 1466 aislamientos resistentes a INH

(1 por paciente)

—

INH resistentes MDR
XDR
(no MDR) (no XDR)
n: 3;8 n: 1346 n: 13
113 (32.5%) 356 (34.0%) 71 (97.3%)

540 aislamientos resistentes a INH

Figura 4. Seleccion y clasificacion de aislamientos de M. tuberculosis resistentes a INH analizados
en este estudio a partir del total de aislamientos clinicos obtenidos en Argentina y derivados a
nuestro laboratorio en el periodo 2003-2012.
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Las cepas vy los aislamientos clinicos fueron repicados en medio Lowenstein-
Jensen, incubados a 37°C e identificados como M. tuberculosis mediante pruebas
bioquimicas y moleculares. La susceptibilidad a drogas de primera y segunda linea fue
determinada por el método de la proporciones en medio Lowenstein-Jensen y/o MGIT
960 segun lo establecido por la OMS [WHO 2009].

Extraccion del ADN

El ADN para las reacciones REA-315 y spoligotyping fue obtenido mediante
hervido simple: tres ansadas de colonias bacterianas crecidas en medio Lowenstein-
Jensen fueron suspendidas en 1 ml de agua estéril calidad biologia molecular e
incubadas 30 minutos a 100°C. Las suspensiones fueron centrifugadas 15 minutos a
12 000 g y el sobrenadante se transvaso a un vial nuevo estéril. EI ADN para RFLP
IS6110 se purific6 con el método estdndar [van Soolingen 1991]. Brevemente,
suspensiones de bacilos en Tris-EDTA fueron inactivadas por calor, sometidas a
disrupcién mecanica, lisis y precipitacion de proteinas mediante sucesivos tratamientos
con lisozima, dodecil-sulfato de sodio, proteinasa K, cetilmetil-bromuro de sodio; luego
de una extraccion con cloroformo-alcohol isoamilico, el ADN contenido en el
sobrenadante acuoso fue precipitado con isopropanol y resuspendido en 20-50 pl de
buffer Tris-EDTA.

Deteccion de mutacion katG 315 mediante REA-315

La mutacion katG315 se explor6 mediante un sencillo método in house que
consiste en: (i) amplificacion por PCR de un segmento de 643 pb del gen katG, (ii)
digestion con la endonucleasa de restriccion MspALll, (iii) electroforesis submarina en
gel de agarosa, y (iv) andlisis de los polimorfismos de los fragmentos de restriccion. En
el resto de este documento, este método serd identificado con la REA-315 (por
restriction enzyme analysis), denominacion empleada en su descripcién original [van
Doorn 2001].

La reaccion de PCR se realiz6 en un volumen final de 20 pl. La mezcla consistio
en: buffer de PCR 10X 2 pl; MgCI2 50 mM 1,2 pl; dNTPs 100 mM 0,025 pl; katF 100
mM; katR 100 mM; templado de ADN 3 pl, Tag polimerasa (5U/ul) 0,4 ul. Los primers
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fueron los siguientes: katF (forward): 5-CTGCTCC GCTGGAGCAGATG-3' y katR
(reverse) 5- CCGACTTGGGCTGCAGGCG -3.

La PCR se realizé en un termociclador Mastercycler 384 Eppendorf®, con el
siguiente perfil de ciclado: (i) una etapa inicial de desnaturalizacion a 95°C 5 min; (ii) 8
ciclos consecutivos de 95°C 1 min, 66°C 1 min, 72°C 1 min; (iii) 32 ciclos consecutivos
de 95°C 1 min, 58°C 1 min, 72°C 1 min; y (iv) etapa final de extension de 72°C 10 min.

El producto de amplificacion, de 643 pb de longitud, fue sometido a digestion
con MspALll. La restriccion se realizé a 37°C durante 2 horas en un volumen final de 20
ul de acuerdo a la siguiente mezcla de reaccion: albumina sérica bovina 0,2 pl; MspA1ll
(10U/uly 0,4 pl; producto amplificado 5 pl; buffer 2 pl, agua milliQ 12,4 pl. Esta enzima

corta al amplicon salvaje (WT) en tres sitios y al amplicon mutado (MUT) en dos.

Genotipo katG315 WT

11 Ve

643 pb

Genotipo katG315 MUT

1 1 amplicon

643 pb

411 pb

s=8"
223pb - B R < 223 pb

Figura 5. La mutacién en el codon 315 del gen katG fue detectada por analisis de restriccién con la
endonucleasa MspAll del amplicon de 643 pb. La enzima corta el segmento WT en tres sitios y el
segmento MUT en dos sitios. La diferencia se hace visible en la longitud del fragmento mayor (343 pb
vs 411 pb), ambos digestos comparten un fragmento de 223 pb, y los fragmentos de tamafio menor a
70 pb son imperceptibles en estas condiciones de electroforesis.

Los fragmentos de restriccion fueron separados segun su tamafio en geles de
agarosa al 2% mediante electroforesis submarina, a 100 voltios durante 90 minutos.
Los mismos fueron tefidos con GelRed™ (Biotium Inc, USA) y documentados en un
equipo Fujifilm LAS-3000 (Fujifilm Medical Systems, Stamford, CT, USA).
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Genotipificacion de los aislamientos

Spoligotyping

Se realizé mediante amplificacién e hibridacion reversa en membrana con 43
oligonucleétidos correspondientes a otros tantos espaciadores existentes en el locus
DR de M. tuberculosis [Kamerbeek 1997]. La mezcla de reacciébn se hizo en un
volumen final de 20 pl: buffer PCR 10X 5 pl; MgCI2 50 mM 1,2 ul; dNTPs 10 mM 0,15
pl; primer DRa 5’ biotinilado 100 mM (5’-GGTTTTGGGTCTGACGAC-3’), primer DRb
100 mM (5-CCGAGAGGGGACGGAAAC-3"), Taq Polymerasa (5U/ pl) 0,09 pl,
templado de ADN 3 ul, H20 calidad biologia molecular hasta completar 20 pl. La
reaccion de amplificacion se realiz6 en un termociclador (Mastercycler 384,
Eppendorf®, Hamburg, Germany) de acuerdo al siguiente perfil: etapa inicial de
desnaturalizacion 96°C 3 min; 30 ciclos consecutivos de 95°C 1 min, 55°C 1 min, 72°C
30 seg; etapa final de elongacion 72°C 10 min. Una vez realizada la reaccién de PCR,
todo producto amplificado se diluyé en un vial estéril con 150 pl de solucién SSPE 2X
(preparada por dilucion de la solucion SSPE 20X: Na2HPO4*2H20 0,2 M; CINa 3,6 M;
EDTA 20 mM; pH 7,4) SDS 0,1%. Esta dilucion del producto de PCR fue
desnaturalizada por calentamiento a 99°C y colocada luego en hielo para evitar la re-
hibridacion de las hebras de ADN.

Previo a su utilizacién, la membrana de nylon con los 43 oligonucleétidos
inmovilizados (Ocimum Biosolutions LTD, Hyderabad, India) se incub6 en solucion
SSPE 2X/SDS 0,1% a 60°C durante 5 min. Luego se la coloc6é en el miniblotter 45
(Immunetics, Boston, MA, USA), equipo usado para deteccion de anticuerpos y
reacciones de hibridacion en linea. Los canales 1 y 45 fueron llenados con buffer, y los
productos de amplificacion diluidos fueron sembrados en cada uno de los 43 canales
restantes del miniblotter. La hibridacién se desarrollé en horno de hibridacion horizontal
a 60°C durante 75 minutos. Transcurrido ese tiempo, se aspiré por vacio cada uno de
los canales y, una vez desarmado el sistema, la membrana fue retirada y sometida a
dos lavados consecutivos con 250 ml de solucion SSPE 2X/ SDS 0,5% a 60°C durante
10 minutos. Finalizados los lavados, la membrana se colocé en un tubo roller para su
hibridacion con 3 pl de estreptoavidina-peroxidasa (500 U/ ml) diluida en 15 ml de
SSPE 2X/ SDS 0,5%, posterior incubacién a 38°C por 45 minutos. Finalizada la
hibridacién se realizaron dos lavados consecutivos con SSPE 2X/ SDS 0,5% a 38°C
durante 10 minutos cada uno, seguido de un ultimo lavado con SSPE 2X a temperatura

ambiente.
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Para la deteccion quimioluminiscente se uso el equipo ECL Direct Labeling and
Detection System (Amersham GE® International, Buckinghamshire, UK) que emplea
luminol como sustrato de la peroxidasa fijada a los oligonucleétidos. El producto de
degradacion del luminol emite luz azul. Seis mililitros de una mezcla extemporanea de
los reactivos 1 y 2 del kit de deteccién fueron aplicados sobre la membrana en un
recipiente limpio durante 1 min procurando que toda su superficie tomara contacto con
el liquido. Luego de escurrida, la membrana fue extendida sobre un soporte de acetato.
Rapidamente, la membrana junto al soporte fueron envueltos en una pelicula plastica
adhesiva evitando la formacién de burbujas de aire y la filtracion de liquidos. Asi
preparada, la membrana fue expuesta durante 40 min a una placa fotosensible
Hyperfiim (ECL Amersham GE® International, Buckinghamshire, UK) dentro de un
cassette sellado a prueba de luz. Transcurrido este tiempo se revel6 la placa en cuarto

oscuro.

RFLP 1S6110

Se empleo el protocolo estandar internacional [van Embden 1993]. Brevemente,
2 pg de ADN cromosomal de alta calidad e integridad fueron sometidos a restriccion
enzimatica con la endonucleasa Pvu Il. Los fragmentos obtenidos fueron separados
segun su longitud por electroforesis en un gel de agarosa 0,8% y transferidos por vacio
a una membrana de nylon cargada positivamente (Hybond). La presencia de 1S6110 en
los fragmentos de restriccion se reveld mediante hibridacion con una sonda dirigida
contra un segmento de 425 pb especifico de 1S6110. La sonda fue producida en
nuestro laboratorio mediante amplificacion por PCR. El marcado y la deteccién no
radiactiva de la sonda se realiz6 por quimioluminiscencia, y la emisién de luz fue
registrada por autorradiografia mediante el uso de un sistema comercial (ECL™
Amersham GE® International, Buckinghamshire, UK). El ADN cromosémico de la cepa
de referencia internacional Mt 14323 fue incluido por triplicado como genotipo estandar

en 3 calles equidistantes de cada gel.

Analisis computarizado de genotipos

Una vez reveladas las placas de spoligotyping y RFLP 1S6110 con los perfiles
genéticos de los diferentes aislamientos, las imagenes fueron digitalizadas e
ingresadas a nuestra base de datos mediante el software BioNumerics v5.1 (Applied

Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium). Para la normatizacion intra- e inter-experimento
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del RFLP 1S6110 se utiliz6 como control externo la cepa de referencia internacional Mt
14323 en tres calles equidistantes del gel. Los porcentajes de similitud se calcularon
mediante el coeficiente Dice, con una tolerancia de 1% en la posicién de las bandas y
una optimizacion del 1% entre los patrones. Para el analisis de clustering se aplicé el
método UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic averages). Se exigio
100% de similitud en los perfiles de ambos, RFLP 1S6110 y spoligotyping, para agrupar
en un cluster a dos o0 mas aislamientos, excepto en dos casos: (i) un aislamiento cuyo
perfil RFLP tenia diferencia en la presencia o posicion de 1 sola banda con respecto a
los miembros de un cluster fue incluido en el mismo si el aislamiento compartia idéntico
spoligotipo, (ii) un aislamiento fue incluido en un cluster si tenia idéntico RFLP I1S6110 y
diferencia en un solo espaciador en el spoligotipo [Heersma 1998]. En algunos casos
en los que el RFLP no estaba disponible, se clasific6 como “Unico” (no en cluster) aquel
spoligotipo que estaba ausente entre aislamientos resistentes a drogas en nuestra
base de datos, que incluye mas de 6000 genotipos de Argentina, otros paises de
América Latina y Espafa.

Para la asignacion de familias, clados y spoligotipos internacionales (SITs) de
los genotipos de M. tuberculosis obtenidos se respetd la nomenclatura original de la
base de datos SITVIT WEB (http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT _ONLINE/)
de dominio publico en internet. Un SIT es un patrén de spoligotipo representado en
SITVIT WEB por dos o mas aislamientos. SITVIT WEB contiene spoligotipos de 58187

aislamientos enviados de todo el mundo. De estos, 53830 estan clasificados en 2747
SITs (spoligotipos compartidos) y otros 4357 son considerados orphan porque estan
representados en SITVIT WEB por un solo aislamiento. Para evitar ambigliedades en
la nomenclatura, se evitd la traduccion de las denominaciones originales en idioma
inglés. En algunos casos se confirmo la asignacion filogenética en la base de datos
MIRU-VNTRplus (http://www.miru-vntrplus.org/MIRU).

Anadlisis estadistico

Los datos se analizaron con el programa MedCalc v9.3.6.0 (Frank Schoonjans,
Belgium). Se empled la prueba de x2 de tendencia para investigar la asociacion entre
polimorfismo katG315 y el perfil fenotipico de resistencia a drogas. A este fin, los
aislamientos fueron clasificados en monorresistentes a INH, polirresistentes, MDR,

XDR. Mediante andlisis univariado se investigoé la asociacion de polimorfismos katG315
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con las familias y los clados mas conspicuos. Se defini6 como clado prevalente aquel
que incluyd 10 o més aislamientos en el presente estudio. Mediante andlisis univariado
se investigoé la asociacion de clustering con el genotipo katG315 MUT. Se aplicéd
andlisis de regresion logistica para determinar la asociacion de clustering con los
diversos clados de M. tuberculosis segun SITVIT WEB. Se consider6 estadisticamente

significativo un valor de p<0,05 y altamente significativo un valor de p<0,001.
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Validacion de REA-315

Desempefio en cepas secuenciadas

El grupo de 86 cepas empleadas en esta etapa incluy6 58 (67,4%) cepas MDR,
5 (5,81%) cepas resistentes a INH (no MDR), y 23 (27,38%) cepas susceptibles a INH.
La concordancia entre REA-315 y los resultados de secuenciacion fue 98,8% (85/86).
Solo la cepa 4574, perteneciente a la familia Beijing, fue incorrectamente clasificada
como WT por REA-315, incluso en experimentos repetidos (Tabla S1, material

suplementario).

Desempefio en aislamientos clinicos sensibles a INH

Este grupo incluyé 33 aislamientos sensibles a todas las drogas investigadas y

29 aislamientos con diferentes perfiles de resistencia (Tabla 2).

Tabla 2: Perfil de resistencia a drogas y resultados de REA-315 en
62 aislamientos clinicos sensibles a INH de Argentina, 2003-2012.

Perfil de resistencia N katG315
adrogas MUT WT
Totalmente 13 1 39
susceptible

SM 5 5

RIF 23 23

PZA+EMB+RIF 1 1
Total 62 1 61

Los genotipos y clados de los aislamientos sensibles estan descritos en la
Figura S1. En este grupo, la concordancia de REA-315 con las pruebas de sensibilidad
fenotipicas fue 98,4% (61/62). El aislamiento cuyo resultado de REA-315 resultd
discrepante con el resultado de la prueba de sensibilidad pertenecia al clado H3

(Figura S1). EI ADN de este aislamiento no estuvo disponible para ulteriores analisis.
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Polimorfismos katG315 en aislamientos clinicos resistentes a INH

Relacion de genotipos katG con perfiles de resistencia a drogas

La mutacion katG315 fue encontrada en 371 (68,7%) del total de 540
aislamientos resistentes a INH. La distribucién de genotipos katG315 MUT y WT en los

tres grandes grupos clasificados segun perfil de resistencia se presenta en la Tabla 3.

Tabla 3. Distribucién de genotipos MUT y WT en cada grupo de
aislamientos resistentes a INH.

katG315
Grupo MrL]JT % V\r/]T %

INH resistente 44 38,9 69 61,1

(no MDR)
MDR 267 75,0 89 25,0
XDR 60 84,5 11 15,5
Total 371 68,7 169 31,3

Se observé una tendencia al aumento en la frecuencia de katG315 MUT entre
los tres grandes grupos (x° de tendencia 52,124 p< 0,0001). Esta tendencia se hizo
mas acentuada cuando el grupo resistente a INH (no MDR) presentado en Tabla 4 se
dividié en un subgrupo monorresistente a INH y otro polirresistente (x* de tendencia
63,7 p< 0,0001) (Figura 6). A la vez, dentro del grupo resistente a INH (no MDR), el
genotipo MUT se asoci6 a la resistencia adicional a SM (OR 2.79, 95% CI 1.25-6.25,
p=0.0125).

Tabla 4. Perfil de resistencia a drogas en 113 aislamientos resistentes a INH (no MDR).

katG315

Resistente a n MUT % WT %
INH 70 22 31,4 48 68,6
INH+EMB 1 0 0,0 1 100,0
INH+PZA 4 1 25,0 3 75,0
INH+SM 31 18 58,1 13 41,9
INH+SM+EMB 5 2 40,0 3 60,0
INH+SM+PZA 2 1 50,0 1 50,0
Total 113 44 38,9 69 61,1
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Figura 6. Distribucion de polimorfismos katG315 en cuatro grupos de aislamientos resistentes a
INH definidos segln su perfil de resistencia a drogas.
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Relacién de genotipos katG con familias y clados de M. tuberculosis

En las Tablas S1, S2 y S3 del material suplementario estan descritos los
SITs presentes en cada uno de los tres grandes grupos en orden decreciente de
frecuencia, discriminados por REA-315 en MUT y WT. En la Figura 7 se muestra la
distribucion de clados entre los 540 aislamientos estudiados y en cada uno de los tres
grandes grupos, respectivamente. En dichas tablas se observa que dos genotipos
particulares (SIT2 clado H2 y SIT33 clado LAM3) estan sobrerrepresentados en el
grupo MDR vy esto se refleja en el predominio de los clados H2 y LAM3 en la figura 7.
El clado H2 también esta sobrerrepresentado en el grupo XDR. El SIT2 del clado H2 y
el SIT33 del clado LAM3 corresponden a los clusters de dos cepas de M. tuberculosis
autoctonas, las cepas MDR denominadas M y Ra, que han tenido transmisién
ininterrumpida desde principios de los afios 90 y aln que predominan en Argentina
[Ritacco 2012a, Eldholm 2014a, Eldholm 2014b]. Esta situacion epidemiolégica
peculiar de nuestro pais afecta los resultados de nuestro andlisis de asociacion de
polimorfismos katG315, tanto con la carga genética preexistente como con clustering.
Por ese motivo, los analisis univariados descritos mas abajo mostraran los resultados
globales, incluidas estas dos cepas que dominan el escenario epidemiolégico de
nuestro pais, y también las estadisticas de nuestro estudio y, a continuacion, los
resultados luego de excluir estas dos cepas.
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Figura 7. Proporcion de diferentes clados en el total de aislamientos resistentes a INH (n: 540,
arriba), resistentes a INH no MDR (n: 113), MDR (n: 356) y XDR (n: 71), Argentina 2003-2012.
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En las Tablas 5y 6 se presenta el andlisis univariado de la asociacion entre el
genotipo katG315 MUT y familias segun SITVIT, antes (n: 540) y después (n: 374) de
excluir las cepas My Ra.

Tabla 5. Asociacion entre genotipo katG315 MUT y familia de M. tuberculosis en 540
aislamientos clinicos resistentes a INH, Argentina 2003-2012.

Odds
Familias N MUT ratio
n % (95% IC) P
Haarlem 191 160 83,8 3,38
’ ! <0,0001
No Haarlem 349 211 60,5 (2,17-5,24) ———
3,6 _
LAM 147 126 85,7 <0.0001
No LAM 393 245 62,3 (22-600 — -
2
T 128 48 37,5 0, <0.0001
No T 412 323 78,4 (0,1-03) — -
U 23 13 56,5 0,58 0.2
No U 517 358 69,2 (0,25-1,34) ’
0,1
S 16 4 25,0 0.0009
No S 524 367 70,0 (0,04-04) T
Beijing 13 10 76,9 15 076
No Beijing 527 361 68,5 (0,4-5,6) ’
0,6
X 7 4 57,1 0.68
No X 533 367 68,9 (0,1-2,7)
Orphan (sin clado) 15 6 40,0 0,15
_ 0,02
No orphan (sin clado) 525 365 69,5  (0,05-0,46)

En el andlisis global (Tabla 5) se destaca una fuerte asociacion del genotipo
katG315 MUT con las familias Haarlem y LAM y, a la inversa, una fuerte asociacion del
genotipo WT con las familias T y S. Cuando se repitio el andlisis, esta vez excluyendo
las cepas epidémicas M (clado H2) y Ra (clado LAM3) (Tabla 6), el genotipo katG315
MUT perdié asociacion con la familia Haarlem pero la familia LAM mantuvo asociacion
significativa con el genotipo MUT vy las familias T y S también conservaron su

asociacion con el genotipo WT.
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Tabla 6. Asociacién entre genotipo katG315 MUT y familia de M. tuberculosis en 374 aislamientos
clinicos resistentes a INH (luego de excluir las cepas My Ra), Argentina 2003-2012.

MUT Odds ratio

Familias N P
n % (95% IC)

Haarlem 57 27 47,4 0,7 0.2
No Haarlem 317 179 56,5 (0,4-1,2) ’
LAM 115 94 81,7 5,9 <0 (;001
No LAM 259 112 43,2 (3,4-10,0) -
T 128 48 37,5 0,3 <0.0001
No T 246 158 64,2 (0,2-0,5) I
U 23 13 56,5 1,1 0.9
No U 351 193 55,0 (0,5-2,5) ’
S 16 4 25,0 0,3
No S 358 202 56,4 (0,1-0,8) 0,0208
Beijing 13 10 76,9 2,8 0.1
No Beijing 361 196 54,3 (0,8-10,4) ’
X 7 4 57,1 1,1 1
No X 367 202 55,0 (0,2-4,9)
Orphan (sin clado) 15 6 40,0 0,5 02
No orphan (sin clado) 359 200 55,7 (0,2-1,5) ’

En la Tabla 7 se presenta la asociacion, calculada segun analisis univariado
entre el genotipo katG315 MUT y los clados mas prevalentes en la muestra de nuestro
estudio, antes y después de excluir las cepas M (del clado H2) y Ra (del clado LAM3).
Se comprueba que estas cepas son la principal causa de la fuerte asociacion
estadistica observada entre sus clados de origen y el genotipo katG315 MUT. Luego
de excluir estas dos cepas, algunos clados perdieron asociacion estadistica con el
genotipo katG315 (H1, H2, H3), otros redujeron el nivel de significaciéon (LAM3, S), uno
aumento el nivel de significacion (LAM5) y otro que no presentaba asociacion en el
grupo total se asocié significativamente a un genotipo katG315 (LAM9). En lineas
generales, los clados LAM se asocian con katG315 MUT vy los clados T1 Tuscany, T1

Ghanay S se asocian con katG315 WT.
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Tabla 7. Asociacién entre genotipo katG315 MUT y clado de M. tuberculosis segun andlisis univariado en aislamientos resistentes a INH, incluidas (n: 540) y

excluidas (n: 374) las dos cepas predominantes M y Ra, Argentina 2003-2012.

Muestra total (n: 540)

Excluidas cepas M & Ra (n: 374 )

No. de o Odds No. de o
Clado aislamientos % MUT ratio IC95% p aislamientos % MUT Odds ratio IC 95% ¢}
H1 15 40,0 0,29 0,10-0,83 0,02 15 40,0 0,53 0,18-1,52 0,24
No H1 525 69,5 1 359 55,7 1
H2 137 99,3 97,23 13,46-702,16 <0,0001 3 100,0 5,80 0,30-113,01 0,25
No H2 403 58,3 1 371 54,7 1
H3 39 46,2 0,35 0,19-0,69 0,002 39 46,2 0,67 0,34-1,30 0,24
No H3 501 70,5 1 335 56,1 1
LAM3 61 88,5 3,94 1,75-8,86 0,0009 29 75,9 2,75 1,14-6,61 0,02
No LAM3 479 66,1 1 345 53,3 1
LAM5 37 91,9 5,58 1,69-18,44 0,0048 37 91.9 10,87 3,27-36,08 0,0001
No LAM5 503 67,0 1 337 51.04 1
LAM9 38 76,3 1,76 0,79-3,93 0,17 38 76,3 2,89 1,33-6,30 0,0074
No LAM9 502 68,0 1 336 52,7 1
T1 Ghana 45 22,2 0,11 0,05-0,22 <0,0001 45 22,2 0,19 0,09-0,40 <0001
No T1 Ghana 495 72,9 1 329 59,6 1
T1 Tuscany 26 7,7 0,03 0,01-0,14 <0,0001 26 7,7 0,06 0,01-0,25 0,0001
No T1 Tuscany 514 71,8 1 348 58,6 1
T1 low copy number 8 100 7,93 0,45-138,15 0,16 8 100 14,43 0,83-251,888 0,07
No T1 low copy number 532 67,2 1 366 54.1
S 16 25,0 0,14 0,05-0,45 0,0009 16 25,0 0,26 0,08-0,81 0,02
No S 524 70,0 1 358 56,4 1
u 23 56,5 0,58 0,25-1,36 0,20 23 56,5 1,06 0,45-2,49 0,89
No U 517 69,2 1 351 54,9 1
X 7 57,1 0,60 0,13-2,72 0,51 7 57,1 1,09 0,24-4,94 0,91
No X 533 68,9 1 367 55,0 1
Beijing 13 76,9 1,5 0,42 - 5,64 0,52 13 76,9 2,81 0,76-10,37 0,12
No Beijing 527 68,5 1 361 54,3 1
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Relacion de genotipos katG con transmision de TB resistente

Del total de 540 aislamientos, 485 fueron incluidos en el andlisis de clustering.
De estos, 377 tenian disponible el patron RFLP; 7 aislamientos carecian del mismo
pero sus respectivos spoligotipos eran los Unicos resistentes en nuestra base de datos,
y estaban representados por 0-10 aislamiento sensible de Argentina. Asumimos que
esos aislamientos tenian genotipos Unicos. Los restantes 55 aislamientos, todos
pertenecientes al grupo INH resistente (no MDR), fueron excluidos del andlisis de
clustering porque carecian de patrén RFLP 1S6110 y sus spoligotipos no eran Unicos
en nuestra base de datos.

La Tabla 8 muestra que en el analisis univariado el genotipo katG315 MUT se
asocio fuertemente al clustering en el total de aislamientos con genotipos disponibles

para el andlisis y en el grupo de aislamientos con genotipo distinto de M y Ra.

Tabla 8. Asociacion entre genotipo katG315 MUT y clustering en 485 aislamientos de M.
tuberculosis resistentes a INH, Argentina 2003-2012.

Muestra total (n: 485) Excluidas cepas M & Ra (n: 319)
Odds ratio Odds ratio
N MUT % (IC 95%) p n MUT % (IC 95%) p
En
cluster 378 308 815 5,62 213 144 67,6 2,66
(3,54-8,01) <0.0001 (1,654 - 4,30) <0001
Unico 107 47 43,9 107 47 43,9

La Tabla 9 muestra los resultados del andlisis de regresidon logistica entre
clustering y clados de M. tuberculosis. En esta tabla se observa que el clustering se
asocia positivamente con los clados H2 y LAM3 solo en presencia de las cepas M y
Ra. Los clados LAM5, LAM9, T1 Ghana, T1 Tuscany y S se asocian con clustering

independientemente de la presencia de estas cepas epidémicas.
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Tabla 9. Asociacién entre clustering y clados de M. tuberculosis segun analisis de regresidn logistica en aislamientos resistentes a INH,
incluidas (n: 485) y excluidas (n: 319) las dos cepas predominantes M y Ra, Argentina 2003-2012.

Muestra total (n: 485)

Excluidas cepas M y Ra (n: 319)

Clado Odds ratio 1C 95% p Odds ratio IC 95% p
H1 1,68 0,48 - 5,84 0,41 1,72 0,50-5,98 0,39
No H1 1 1

H2 163,2 21,52 - 1237,64 <0,0001 2,46 0,21-28,48 0,47
No H2 1 1

H3 1,11 0,45-2,73 0,81 1,14 0,47 - 2,80 0,77
No H3 1 1

LAM3 5,52 2,39-12,76 0,0001 1,72 0,67-4,43 0,26
No LAM3 1 1

LAMS 6,72 2,31-19,55 0,0005 6,89 2,37 - 20,02 0,0004
No LAM5 1

LAM9 4,46 1,70 - 11,70 0,0024 4,57 1,74 - 11,98 0,002
No LAM9 1 1

T1 Ghana 2,51 1,05 -5,97 0,0375 2,57 1,08 -6,11 0,0322
No T1 Ghana 1 1

T1 Tuscany 28,8 3,68 - 225,57 0,0014 29,54 3,77 - 231,20 0,0013
No T1 Tuscany 1 1

T1 low copy number 8,4 0,98t0 72,16 0,0524 8,62 1,00 - 73,96 0,0496
No T1 low copy number 1 1

S 4 1,01 - 15,87 0,0487 4,1 1,04 - 16,26 0,0445
No S 1

u 1,6 0,59-4,31 0,35 1,78 0,68 - 4,67 0,24
No U 1 1

X 3 0,54 - 16,59 0,21 2,65 0,48 - 14,55 0,26
No X 1

Beijing 1,92 0,57 - 6,49 0,29 1,97 0,58 - 6,65 0,29
No Beijing 1 1
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DISCUSION



RAE-315 se desempeiid razonablemente bien con las cepas secuenciadas
disponibles para su validacion. Dado que este grupo incluia solo 23 cepas sensibles a
INH, se consideré oportuno evaluar el desempefio del método respecto de las pruebas
fenotipicas de sensibilidad en aislamientos clinicos sensibles a INH del periodo de
estudio. Si bien esta Ultima muestra fue pequefia (en relacion al total de aislamientos
sensibles del pais), de conveniencia, y no contaba con resultados de secuenciacion, en
la misma estaba representado el espectro de clados de M. tuberculosis circulantes en
Argentina, segun los resultados de investigaciones preliminares de nuestro grupo de
trabajo (Figura S1) [Monteserin 2013]. REA-315 también presenté aceptable
concordancia con las pruebas de sensibilidad a drogas en este grupo de aislamientos
sensibles a INH. Los resultados de ambos experimentos de validacion demostraron la
confiabilidad de la prueba y nos habilitaron a proceder con nuestras investigaciones en
la muestra de aislamientos que fue el objeto de nuestro estudio.

También la muestra de aislamientos resistentes a INH reflejé la diversidad
genética de la poblacién de M. tuberculosis autéctona. Con excepcion de una pequefa
proporcion de cepas de la familia Beijing, también presentes en la muestra sensible a
INH y en nuestra poblacion general, los aislamientos resistentes a INH pertenecian a
las familias comprendidas en el linaje Euro-Americano. Este linaje es el prevalente en
la poblacion general de Argentina, en general en las Américas y también en Europa
[Monteserin 2013]. Las tres familias de este linaje predominantes entre aislamientos
resistentes a INH de nuestro estudio fueron las denominadas Latin American &
Mediterranean, Haarlemy T.

Los resultados de nuestro estudio confirman, en aislamientos autéctonos,
observaciones previas de paises del hemisferio norte sobre la asociacién del genotipo
katG315 MUT con resistencia adicional a SM y con multirresistencia [van Doorn 2006,
Gagneux 2006a]. En nuestra muestra se destaca la nitida tendencia al aumento de la
frecuencia del genotipo katG315 MUT en los grupos con perfil fenotipico de resistencia
a un creciente numero de drogas. Esto indica que los aislamientos resistentes a INH
con genotipo inicial katG WT tendrian menor tendencia a acumular resistencia a otras
drogas que aquellos que debutan como INH resistentes con el genotipo katG315 MUT.

En Argentina, la fuerte asociacion del genotipo katG315 MUT con las familias
Haarlem y LAM en los aislamientos resistentes a INH refleja, en gran medida, la alta
prevalencia de las dos principales cepas de brote que han dominado el escenario

epidemioldgico de la TB MDR en nuestro pais durante los ultimos 20 afios. Esta son la
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cepa M del clado H2 y la cepa Ra del clado LAM3. El sesgo introducido por estos
brotes epidémicos nos inst6 a realizar los analisis antes y después de excluir esas dos
cepas. A partir de los resultados de nuestro estudio no es posible discernir si la fuerte
asociacion observada entre el genotipo katG315 MUT y el clado H2 se extiende a
todos los miembros de este clado o es especifica de la cepa autoctona M. En nuestra
muestra, apenas tres aislamientos H2 SIT2 fueron clasificados por RFLP 1S6110 como
diferentes de los miembros del cluster M. La cepa M fue representada por aislamientos
en los tres grupos (INH resistente, MDR y XDR), pero nunca fue aislada en nuestro
laboratorio con fenotipo pansensible. Su patron de RFLP 1S6110 tampoco coincide con
ninguan perfil en las bases de datos de genotipos MDR de Espafia, Holanda y América
Latina [Ritacco 2012a, Ritacco 2012b]. Ademas, el clado H2 al que pertenece esta
cepa es infrecuente en aislamientos pansensibles de Argentina y los paises vecinos
[SITVIT WEB database, http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT ONLINE/].

En cambio, el genotipo LAM3 SIT33, al que pertenece la cepa Ra, es bastante

frecuente en Europa y las Américas. Esta presente también en aislamientos de nuestro
estudio con patrones RFLP 1S6110 diferentes del patron de la cepa Ra. La asociacién
del genotipo katG315 MUT con la familia LAM en general, y en particular con los clados
LAM3, LAM5 y LAM9, es consistente y trasciende a través de las diferentes
aproximaciones estadisticas. También la asociacién de los clados T1 Tuscany, T1
Ghana y S con el genotipo katG315 WT fue consistente a traves de las diferentes
aproximaciones estadisticas. En cuanto al resto de los clados, o bien tenian una
mezcla equilibrada de genotipos katG315 MUT y WT, o bien eran muy pocos en
ndmero para alcanzar y sostener una asociacion estadistica a través de los distintos
andlisis.

Nuestros resultados de asociacién del genotipo katG315 MUT con clustering
confirman observaciones de otros autores [van Doorn 2006, Gagneux 2011a]. Tal
como sucede en paises del hemisferio norte, en Argentina, las cepas resistentes a INH
gue presentan katG315 MUT se transmiten mas que las que no presentan esa
mutacion. Esto se pone en evidencia en el clado H2 y en los clados de la familia LAM.
En nuestra muestra, sin embargo, hemos detectado clados individuales con adecuada
aptitud biolégica para transmitirse a pesar de presentar el genotipo katG315 WT, tales
como T1 Tuscany, T1 Ghana y S. Esto seria congruente con resultados de otros
autores que encuentran asociacion de clustering no solo con mutacién katG315 sino

también con mutacion inhA-15, la segunda en frecuencia entre aislamientos INH
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resistentes, después de la mutacion katG315. También debe ser tenido en cuenta que
multiples factores genéticos no contemplados en el presente andlisis modulan la
aptitud biolégica de M. tuberculosis, entre ellos, la asociacion epistética entre
mutaciones de resistencia a diferentes drogas entre si, y a mutaciones compensatorias
de drogorresistencia [Trauner 2014]. La asociacion de clustering con determinados
clados circulantes en nuestro pais, tanto katG315 MUT como katG315 WT, no es
fortuita. En todos los clados que resultaron asociados a clustering en nuestro estudio
estan representadas, ademas de las cepas M y Ra, conspicuas cepas transmitidas en
nichos geograficos circunscriptos de Argentina (Figura suplementaria S2) [Ritacco
2012a].
Este estudio tiene varias limitaciones. En primer lugar, por razones de tiempo
y de recursos, no fue posible analizar todos los aislamientos resistentes a INH del
periodo. Como cubrimos alrededor de un tercio del total de pacientes, y la seleccion
fue aleatoria, consideramos que los resultados de nuestro analisis son validos. Esto es
particularmente valido para los analisis de asociacion de polimorfismos katG315 con
perfiles de resistencia a drogas y con clados. El analisis de clustering no incluy6
comparacion con perfiles de resistencia a drogas porque las observaciones faltantes de
clustering, si bien no superaban el 10% de la muestra, no estaban distribuidas en forma
aleatoria: todas ellas correspondian a aislamientos no MDR. Esto representa la mayor
debilidad de nuestro estudio. Esta limitacién se debié a que el estudio fue en buena
parte retrospectivo con respecto a genotipificacion por RFLP 1S6110. La poblacion
MDR/XDR esta mejor cubierta porque nuestro laboratorio esta realizando vigilancia de
transmision de TB MDR/XDR desde 2003. Por dificultades de infraestructura, técnicas
y de importacién de insumos, el RFLP 1S6110 cay6 en desuso en nuestro laboratorio
durante la ejecucion de este estudio. Actualmente el laboratorio esta implementando
MIRU-VNTR 15-24 y adn no contamos con un sistema fehaciente de traduccion de
resultados de RFLP 1S6110 a resultados de MIRU-VNTR. Otra limitaciéon consiste en
que REA-315, el método aplicado para determinar polimorfismos katG315, no informa
sobre mutacion en inhA. El conocimiento sobre distribucién de los polimorfismos inhA
en nuestra muestra habria sido util para la interpretacion de los resultados, en
particular, en los casos en los que los aislamientos resultaron con genotipo katG315
WT.
La clasificacion filogenética en base al spoligotyping ha sido ampliamente

objetada porque este marcador es vulnerable a homoplasia: es decir, distintas rutas
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evolutivas pueden converger en un mismo patron de spoligotyping [Comas 2009]. En
algunos casos el spoligotyping no resuelve la filiacién, o lo hace incorrectamente. Aun
asi, se debe admitir que la irrupcién del RFLP 1S6110 y el spoligotyping en los afios
noventa abrié el camino de la filogeografia de M. tuberculosis y la clasificacion
originada en esta robusta combinacién de marcadores se mantiene hasta el presente
con minimas modificaciones, asi como las connotaciones geograficas atribuidas
originalmente a varios de los clados [Brudey 2006, Dos Vultos 2008, Abadia 2012,
Reyes 2012, Bonura 2014]. Los principales detractores del spoligotyping como
marcador filogenético debieron admitir que, en la mayoria de los casos, el patron de
spoligotyping es concordante con los resultados de marcadores filogenéticos mas
precisos [Kato-Maeda 2011a].

Es cierto que, hoy en dia, la amplia disponibilidad de secuenciacién gendémica
total (WGS) ha permitido definir un buen nimero de SNPs especificos de clados
disponibles para la genotipia. En futuros estudios tendremos en cuenta estos nuevos
marcadores que prometen revolucionar la clasificacion filogenética de M. tuberculosis
[Casali 2014, Coll 2014, Lanzas 2013]. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que estas
noveles metodologias aln estan en etapa de evaluacién y, como todo procedimiento
que implica amplificacion de ADN, no estan exentas de error por contaminacion
cruzada [Lusk 2014].

Se ha demostrado que la transmision de cepas especificas de M. tuberculosis
resistentes a INH depende, ademas de factores del huésped y del ambiente, del tipo de
mutacion que causa dicha resistencia y que cepas resistentes a INH de diferentes
partes del mundo se asocian con diferentes mutaciones de resistencia a INH [Gagneux
2006¢, Fenner 2012, Ford 2013]. En Argentina, un aislamiento con el genotipo katG315
MUT, ademas de ser portador de resistencia a INH, tiene mayor probabilidad de ser
resistente a otras drogas y de ser transmitido de un paciente a otros que un aislamiento
con el genotipo katG315 WT. La rapida identificacion y eliminacion de cepas
resistentes de M. tuberculosis, que son especificas de cada ambito geografico, es de

enorme interés para la salud publica.
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CONCLUSIONES

Las cepas autdctonas de M. tuberculosis resistentes a INH que presentan el
genotipo katG315 MUT son las mas prevalentes en Argentina y tienen mayor
propension a adquirir resistencia a otras dogas que aquellas que presentan el genotipo
katG315 WT.

Los polimorfismos katG315 estan relacionados con la carga genética preexistente de
los aislamientos.

El genotipo katG315 MUT se asocia nitidamente a transmision de TB resistente
a INH. Sin embargo, los aislamientos resistentes a INH pertenecientes a determinados
clados tienen una clara habilidad para transmitirse a pesar de que presentan el
genotipo katG315 WT.

En Argentina, el genotipo katG315 MUT predice, ademas de resistencia a INH,

resistencia adicional a otras drogas y riesgo de transmisién de la enfermedad.
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Tabla S1. Cepas de M. tuberculosis empleadas para la validacion del método REA-315. La flecha sefiala la Ginica cepa incorrectamente clasificada por REA-315.

Cepa Afio Pais de origen Resistencia a drogas Secuenmac.lon SIT Clado Profesional
EMB SM RIF INH katG inhA responsable
4408 2011* Bangladesh R R R R S315T prom -15 1 Beijing A.van Deun
4574 2011* Bangladesh S R R R S315T WT 1 Beijing A van DeurfE=
6025 2011* Abkhazia S R R R S315T WT 1 Beijing A.van Deun
7132 2011* KoreA R S S R S315T WT orphan Beijing A. van Deun
7458 2011* R.D. Congo R S S R S315T WT orphan Beijing A.van Deun
9305 2011* Georgia R R R R S315T WT 1 Beijing A.van Deun
9891 2011* Georgia R R R R S315T WT 1 Beijing A. van Deun
2161 2012* Bangladesh R S R R S315T WT 1 Beijing A. van Deun
2174 2012* Abkhazia S R R R S315T WT 1 Beijing A. van Deun
2510 2012* Bangladesh R S R R S315T WT 255 Beijing A.van Deun
3290 2012* Bangladesh S R S R S315T WT 1 Beijing A.van Deun
493 2012~ Bangladesh R R S R S315T WT 1 Beijing A. van Deun
657 2012~ Bangladesh S R R R S315T WT 1 Beijing A. van Deun
8004 2012* Georgia R R R R S315T WT 1 Beijing A van Deun
8841 2012* Georgia R R R R S315T WT 1 Beijing A.van Deun
3268 2011* Bangladesh S S R S WT WT 26 CAS1 DEHLI A. van Deun
1407 2012~ Bangladesh S S R S WT WT 26 CAS1_DEHLI A. van Deun
5376 2012* Bangladesh R S S R S315T WT 234 EAIS A. van Deun
8496 2011* Bangladesh R S R S WT WT 2465 EAI6 BGD1 A. van Deun
6520 2012* Bangladesh R S R S WT WT 2465 EAI6_BGD1 A. van Deun
5013 2012~ Bangladesh R R S S WT WT orphan EIA1-SOM A. van Deun
3607 2011* Pera S S R S WT WT 50 H3 A.van Deun
3521 2012* Peru S S R S WT WT 50 H3 A.van Deun
2426 2011~ Georgia S S R R S315T WT 961 LAM1 A. van Deun
5481 2011* R.D. Congo R S R R WT prom -15 20 LAM1 A.van Deun
9553 2012* R.D. Congo R S R R WT prom -15 20 LAM1 A.van Deun
4646 2011* Peru R S R R S315T WT 42 LAM9 A.van Deun
6020 2011* Peru S S S S WT WT orphan orphan #1 A. van Deun
9290 2012~ Peru S S S S WT WT orphan orphan #1 A.van Deun
3366 2011* Georgia S S S S WT WT orphan orphan #2 A.van Deun
4465 2011* Georgia S R S S WT WT orphan orphan #2 A. van Deun
375 2012* Georgia S R S S WT WT orphan orphan #2 A.van Deun
6126 2011* Bangladesh S S S S WT WT orphan orphan #3 A. van Deun
5757 2012* Bangladesh S S S S WT WT orphan orphan #3 A.van Deun
4981 2011* Italia S R R S WT WT 53 T1 Ghana A.van Deun
8892 2011* Nigeria R R R R S315T WT 53 T1 Ghana A. van Deun
2904 2012* ltalia S R R S WT WT 53 T1 Ghana A.van Deun
4350 2011* Bangladesh R R R R S315T prom -47 orphan T2 A. van Deun
9094 2012~ Bangladesh R R R R S315T prom -47 orphan T2 A van Deun
7391 2012* Banaladesh R S S S WT WT 1391 U A.van Deun
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Tabla S1. Cepas de M. tuberculosis empleadas para la validacion del método REA-315 (continuacién)

Cepa Afo Pais de origen Resistencia a drogas Secuenuac.lon SIT Clado Profesional

EMB SM RIF INH katG inhA responsable
1647 2001 Armenia R R S315T WT 1 Beijing A. von Groll
774 2008 Suecia S S WT WT 1 Beijing A. von Groll
790 2008 Estonia R R S315T WT 1 Beijing A. von Groll
791 2008 Suecia R R S315T prom -15 1 Beijing A. von Groll
797 2008 Estonia R R S315T prom -15 1 Beijing A. von Groll
810 2008 Estonia R R S315T prom -15 1 Beijing A. von Groll
821 2008 Estonia R R S315T prom -15 1 Beijing A. von Groll
930 2001 Armenia R R S315T prom -15 1 Beijing A. von Groll
2934 2002 Bangladesh R R S315T prom -15 26 CAS1 DEHLI A. von Groll
738 2003 Bangladesh R R S315T WT 141 CAS1 DEHLI A. von Groll
744 2008 Bangladesh R R S315T WT 1198 CAS1 DEHLI A. von Groll
762 2008 Suecia S S WT WT 309 CAS1 DEHLI A. von Groll
1975 2002 Peru R R S315T prom -15 1427 EAI5 A. von Groll
2230 2001 Bangladesh R R S315T WT 138 EAI5 A. von Groll
2399 2002 Bangladesh R R S315T WT 292 EAI6_BGD1 A. von Groll
779 2008 Argentina R R S315T WT 2 H2 A. von Groll
764 2008 Suecia S S WT WT 50 H3 A. von Groll
1914 1999 Peru R R S315N WT 130 LAM3 A. von Groll
172 2001 Peru R R S315T WT 93 LAM5 A. von Groll
2614 2001 Peru R R S315T WT 469 LAM9 A. von Groll
777 2008 Suecia R R S315T WT 42 LAM9 A. von Groll
757 2008 Suecia R R S315N WT 34 S A. von Groll
785 2008 Suecia R R S315N WT 34 S A. von Groll
782 2008 Suecia S S WT WT 53 T1 Ghana A. von Groll
789 2008 Suecia S S WT WT 118 T2 A. von Groll
746 2008 Suecia R R S315T WT 450 U A. von Groll
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Tabla S1. Cepas de M. tuberculosis empleadas para la validacion del método REA-315 (continuacién)

Resistencia a drogas

Secuenciacién

Profesional

Cepa Afo Pais de origen - SIT Clado
EMB SM RIF INH katG inhA responsable

410 1994 Argentina S R R R S315T WT 2 H2 B. Lépez
15526 2007 Argentina R R R R S315T WT 2 H2 B. L6pez
6548 1998 Argentina R R R R S315T WT 2 H2 B. L6pez
12220 2004 Argentina S R R R S315T WT 2 H2 B. Lépez
12838 2005 Argentina R R R R S315T WT 2 H2 B. Lopez
11608 2003 Argentina S S R R S315T WT 33 LAM3 B. L6pez
10518 2003 Argentina S S R R WT prom -15 33 LAM3 B. Lépez
11167 2003 Argentina S S R R S315T WT 33 LAM3 B. Lépez
7073 1999 Argentina S S R R S315T WT 33 LAM3 B. Lépez
10885 2003 Argentina R R R R S315T WT 34 LAMA4 B. L6pez
11797 2004 Argentina R R R R S315T WT 93 LAMS B. Lopez
11940 2004 Argentina R R R R S315T WT 93 LAMS B. Lopez
11554 2004 Argentina R S R R S315T WT 93 LAM5S B. Lépez
15168 2007 Argentina S S R R WT prom -15 159 T1 Tuscany B. Lépez
10368 2003 Argentina R R R R S315T WT 159 T1 Tuscany B. Lépez
11769 2003 Argentina S S R R WT prom -15 159 T1 Tuscany B. Lépez
11825 2004 Argentina S S R R WT prom -15 159 T1 Tuscany B. Lopez
12404 2004 Argentina S S R R WT prom -15 159 T1 Tuscany B. L6pez
12599 2004 Argentina S S R R WT WT 159 T1 Tuscany B. Lépez
12155 2004 Argentina S S S S WT WT 159 T1 Tuscany B. Lépez

Todas las cepas fueron sometidas a pruebas de sensibilidad a drogas anti-TB y secuenciacion en el Instituto de Medicina Tropical de Amberes, Bélgica.
El asterisco (*) denota afio en que la cepa fue recibida en nuestro laboratorio para control de calidad de pruebas de sensibilidad. Los afios restantes indican el afio

en que la cepa ingreso al Instituto de Medicina Tropical de Amberes (A. von Groll), 0 a nuestro laboratorio (B. Lopez).
Abreviaturas: EMB: ethambutol, SM: estreptomicina; RIF: rifampicina; INH: isoniacida, katG: gen de la catalasa-peroxidasa; inhA: gen de la enoil-ACP reductasa;
SIT: spoligotipo internacional. SITs y clados estan identificados segun la base de datos SITVITWEB http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/;

R: resistente; S: sensible; WT: tipo salvaje
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Tabla S2. SITs hallados entre los 113 aislamientos resistentes a INH (no MDR) en orden decreciente de frecuencia.

SIT Clado Spoligotyping n % katG315
MUT WT
53 T1(Ghana) [mms 15 13,3 3 12
50 H3 OmO000 12 10,6 1 11
2 H2 O00000000000000000000000e000000e000C s eseem 9 8,0 8 1
33 LAM3 ooo oooo oooo 6 53 3 3
42 LAM9 100IC 1000 6 53 1 5
93 LAMS5 | m]m] [mm] 4 3,5 2 2
725 LAM5 oooo oooo O 4 3,5 4 0
37 T3 oooo 3 2,7 0 3
47 H1 1000000000 3 2,7 2 1
159 T1 (Tuscany) 100000000 [ 3 2,7 0 3
281 T1 100 3 2,7 3 0
34 S [ 100 2 1,8 2 0
73 T3-T2 Ambiguous [a[ulu[al T (=TT} 2 1,8 2 0
130 LAM3 ooo oooo OOOOsssCees 2 1,8 1 1
177 LAM9 i 1000 100IC 2 1,8 0 2
382 H1 Tl 100000mO00L 2 1,8 0 2
774 T1 oooo 2 1,8 1 1
1 Beijing 000000000000000000000000000000000¢ 1 0,9 1 0
4 U (LAM 3/5 convergent) OO0000000000000000000000t oooo 1 0,9 0 1
20 LAM1 [Tl 1001 [m[m]; 1 0,9 1 0
35 H3 (Ural) [m]m] |m|m]m]s 1 0,9 1 0
49 H3 [ {m{m]m]m] 1 1] n 1 0,9 1 0
62 H1 1000000000 L] 1 0,9 0 1
64 LAM6 OOOOssssOees0000 1 0,9 1 0
71 S JCmmL 100OL 1 0,9 1 0
90 U T 10000000000C 1 0,9 0 1
105 U IDOess000000000000000000000000Cesss 1 09 0 1
118 T1 oooo 1 0,9 0 1
124 V] 10000L 1 0,9 0 1
253 T1 [ 1 Im]) 1000 1 0,9 0 1
262 H3 (Ural) [ I0O0mO00C 1 0,9 0 1
521 T1 |mimiun] | ujulul 1] 1 0,9 0 1
1080 X1 OOO00Ome=OC00s 1 0,9 0 1
1105 T1 oooo 1 0,9 1 0
1356 S ] [mm]m] ] ] 1 0,9 1 0
1621 T3-T2 Ambiguous [ TT; [m[m]ulT] 1 0,9 0 1
1839 LAM5 [Tl 1000 100t ] 1 0,9 1 0
2272 T1 [T 1T [m[ufulul: oooo 1 0,9 0 1
Orphan (USA) S OOmmm0 oooo 6 53 0 6
Orphan LAM1 T | 1000 1000 1 0,9 1 0
Orphan #4 Orphan #4 1L 1001 1 0,9 0 1
Orphan #5 Orphan #5 [m[mfm] [ Tm[m]; IO00memO00s 1 0,9 0 1
Orphan #7 T1 [ TTT [uufu} 100000000L oooo 1 0,9 0 1
Orphan #PA T1 Oes00ss0ssss0000 1 0,9 1 0
Orphan (BRA) LAMS5 100 100 1 0,9 1 0
113 100 45 68
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Tabla S3. SITs hallados entre los 356 aislamientos MDR en orden decreciente de frecuencia.

SIT Clado Spoligotyping n % katG 315
MUT WT
2 H2 OOoO0000000000000000000000=000000e000 0 eeeeeEs 100 28,1 100 0
33 LAM3 ooo |n[mlal T1TT] 1] niuimiml TTTTTT] 38 10,7 37 1
53 T1 (Ghana) 100 23 6,5 5 18
42 LAM9 oooo [ m]m]s 20 5,6 18 2
159 T1 (Tuscany) 1000000000 100 21 5,9 1 20
1 Beijing O0O00000000000000000000000000000000c 10 2,8 8 2
50 H3 OmO0O0r 10 2,8 5 5
93 LAM5 100C 100C 9 2,5 8 1
219 T1 (low copy number) 1000 100C 8 2,2 8 0
2541 Tl 0000000000000 sssss000 e eeesnn 8 2,2 8 0
450 V] 1000000000000000000 7 2,0 6 1
725 LAMS5 [m] 100 7 2,0 7 0
1355 LAM6 ID000ssssCsssC000sssnes 6 17 5 1
4 U (LAM3/S conwergent) 00000000000000000000000C 100 5 1,4 4 1
130 LAM3 ooo ilmimlal TTTT LT ] mlmlminl 1T Iul 1] ] 6 1,7 5 1
2331 LAM9 OO00sOesssss0000s00eess 5 1,4 5 0
34 S oo 100C 4 1,1 0 4
47 H1 1000000000 eeee e 4 11 0 4
379 T1 1000mO0000L 100C 4 1,1 1 3
531 H1 [ [ ] ]n] 100000=0000 4 1,1 4 0
119 X1 100C 3 0,8 3 0
35 H3 (Ural) OOOmO0O0Or 2 0,6 2 0
46 U o o o o o o o o o o 2 0,6 1 1
75 H3 1mO0O0r 2 0,6 1 1
207 H3 OmO0O0Oc 2 0,6 0 2
335 H3 oooo OmO0O0Oc 2 0,6 1 1
37 T3 1001 1 0,3 1 0
49 H3 OsOO000eesees 1 0,3 1 0
60 LAM4 1001 [ufmiu] [T (=l T 1] 1 0,3 0 1
68 T5 1001 1 0,3 0 1
71 S ulul T lu] wlujujul TTTTTT] 1 0,3 0 1
73 T3-T2 Ambiguous |m[u[ul TTIu] TT] 1 0,3 1 0
91 X3 Eme0000000000=e=s0] immiml LT LT ] 1 0,3 1 0
92 X3 EmR00000000r 1001 1 0,3 0 1
102 T1 100 100 1 0,3 0 1
106 U ooo I00000000000000000Ceeess 1 0,3 0 1
173 T1 1001 1 0,3 0 1
239 U I0000000=es 1 0,3 0 1
430 T4_CEU1 emn00s000000000ss0ses00 IOD00e00=m=s 1 0,3 0 1
492 LAM9 100 100 1 0,3 1 0
512 H3 ooo OmO0O0Oc 1 0,3 1 0
602 U 10000000000t 1 0,3 0 1
628 T1 1001 [mm] 1 0,3 0 1
853 T2 o OOOOeEsC=ss 1 0,3 1 0
1080 X1 I000memO000n 1 0,3 0 1
1241 U OO00ssssss00000eeeeees 1 0,3 1 0
1354 LAM3 ul i[mfm] T 11 100l 1001 1 0,3 1 0
1610 LAM6 oo OO000seesess000 eeeeens 1 0,3 1 0
1832 LAM9 COmmmmO00r 100C 1 0,3 1 0
Orphan #11 Orphan #11 E00000000000000000000wsm0; 1O0000mL 5 1,4 5 0
Orphan (ARG) LAM3 [TTTITT Ju[u[ul ] u[u] 100 [m[m]; 3 0,8 3 0
Orphan #BCG Orphan #BCG [T Imlm]s ] [ ] | [ [ [u[m[=l=f TTTTTT] 2 0,6 0 2
Orphan #PA T1 m[ [ (m[m[ [ (=[] ]][nlulsis] [TTT]]]] 2 0,6 2 0
Orphan #SC Orphan #SC [m[m[wfm]u] [m[ 1T Tu[uful 2 0,6 0 2
Orphan #AIR T1 [TTT U1 T (u[ul=] In] [m[m]m] 1 (=] 1 1] 1 0,3 1 0
Orphan #CS Orphan #CS I00000L OmmmO0O0r 1 0,3 0 1
Orphan #FG T1 1 [mimiu] [T [ Iu] [] 1 0,3 0 1
Orphan #MV Orphan #MV 000000000000000000000000s000000s0000ssCes0s 1 0,3 1 0
Orphan (ARG) LAM3 00000000000000000000000L In[ulal TTTIn] T 1 0,3 0 1
Orphan (BGR) H1 I00000=0000eeeeEs 1 0,3 1 0
Orphan (USA) S EEEEEEEssssl] oooo 1 0,3 0 1
356 100 267 89
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Tabla S4. SITs hallados entre los 71 aislamientos XDR en orden decreciente de frecuencia.

SIT Clado Spoligotyping n % katG 315
MUT WT

2 H2 OOO0000000000000000000000s000000e0000semm 28 39,4 28 0
93 LAMS 100 100 10 14,1 10 0
53 T1Ghana 100 7 9,9 2 5
33 LAM3 ooo oooo oooo 3 4,2 3 0
50 H3 | [mfm]m] 2 2,8 2 0
159 T1 (Tuscany) 100000000 1001 2 2,8 1 1
469 LAM9 ooo oooo oooo 2 2,8 2 0
1 Beijing OOO000000000000000000000000000000C 1 1,4 1 0
58 T5 MAD2 [T |m[m] 1 1,4 0 1
73 T3-T2 Ambiguos i[miwful TTIul 111 1 1,4 1 0
75 H3 ImO0O0r 1 1,4 1 0
106 U 10 100000000000000000L 1 1,4 0 1
130 LAM3 ooo oood OO000ees=es 1 1,4 1 0
153 T2 mEEE [mimlm] 11w 11} 1 1,4 1 0
334 T1 [ [n] 100 1 1,4 1 0
335 H3 oooo O=O000 1 1,4 1 0
450 ] 1000000000000000000 1 1,4 1 0
1651 Beijing 0O00000000000000000000000000000000asesCe 1 14 0 1
1839 LAMS ImmCImL 100 100 1 1,4 1 0
2331 LAM9 [m[mful s [m[m]u] (w[=] (1] 1 1,4 1 0
Orphan #9 T3-T2 Ambiguous [ 1T im(winl TTIul TT] 2 2,8 2 0
Orphan #RA LAM3 100 100 100 [ ] 1 1,4 0 1
Orphan #V) T1 [Sim|m|u] [m[mfm{ T Im[ 1 1] 1 1,4 0 1
71 100 60 11
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Figura S1. Dendrograma obtenido con el software BioNumerics v 5.1 segin RFLP 6110 y spoligotipo
de 62 aislamientos sensibles a INH. La flecha sefiala el Unico aislamiento que result6 MUT por REA-

315.
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Figura S2. Dendrograma obtenido con el software BioNumerics v 5.1 segin RFLP 6110 de 485 aislamientos
resistentes a INH con genotipo disponible para analisis de clustering.
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unico 540 minor 26
unico 540 minor cluster .
unico

cluster Salg-Mor

cluster Salg-Mor

cluster X

cluster X

cluster X

unico

minor cluster 41 VARG
minor cluster 41 VARG
minor cluster 41 VARG
minor cluster 41 VARG
minor cluster 41 VARG
minor cluster 41 VARG
minor cluster 41 VARG
minor cluster 41 VARG
unico

cluster 1080

cluster 1080

unico INH orphan unico.
unico orphan INH unico.
unico orphan INH unico.
Unico en BD INH varian.

1839

1105

53

.orphan #11 te.
.orphan #11 te.
.orphan #11 te.
.orphan #11 te.
.orphan #11 te.

53
53
33
628
1

.1621

Orphan #AIR
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35

35

35

119

119

119

91

219

219

219

219

219

219

219

219

92

1080

1080
Orphan#4 ani.
Orphan #5
Orphan #GJ
Orphan spo .

unico spo Unico en nuest.2272

unico orphan 1 de Brasil.

unico INH <10 de Argent.

Orphan Brazil
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T1-
T1-
T1-
T1-
T1-
T1-
T1-
T1-

LA
LAMS

LAMS

LAMS

LAMS

LAMS

LAMS

LAMS

LAMS

LAMS5

LAMS5

LAMS

LAMS

LAMS

LAMS

LAMS

LAMS

LAM4

LAM9

LAM1

T1 Ghana

u

T1 Ghana

T5 MAD2

T1

T1 Ghana

T1

T1 Ghana

T1 Ghana

T1 Ghana

T1 Ghana

T1 Ghana

T1 Ghana
orphan #11
orphan #11
orphan #11
orphan #11
orphan #11

T1 Ghana

T1 Ghana

LAM3

T1

Beijing

T3-T2 ambiguous
T1 Orphan #AIR
T3-T2 ambiguous
H3 Ural ex-H4
H3 Ural ex-H4
H3 Ural ex-H4

X1
X1
X1
X3
low copy number
low copy number
low copy number
low copy number
low copy number
low copy number
low copy number
low copy number

X3

X1

X1

Orphan #4
Orphan #5
Orphan #GJ
T1 Orphan #7
T1

LAMS

LAM6

wu

MUT

MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
MUT
WT
WT
WT
WT
wWT
wWT
wWT
WT

MUT

INH resistente (no MDR)
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