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Abreviaturas y definiciones

ADN: acido desoxirribonucleico

BCG: bacilo de Calmette-Guérin

CABA: Ciudad Autonoma de Buenos Aires

DMSO: dimetilsulféxido

FLQ: fluoroquinolona

IGRA: del inglés, Interferon Gamma Release Assay
INH: isoniacida

LJ: medio de cultivo Léwenstein-Jensen

MDR: multidrogorresistente

MGIT: del inglés, mycobacteria growth indicator tube

MIRU- VNTR: del inglés, mycobacterial interspersed repetitive units - variable number tandem
repeats

monolNH: monorresitente a isoniacida
monoRIF: monorresitente a rifampicina
MTB: Mycobacterium tuberculosis

pre-XDR: del inglés, pre extensively drug-resistant; MDR con resistencia adicional a una
fluoroquinolona.

IS6110-RFLP: del inglés, insertion sequence 6110-based restriction fragment length
polymorphism

RIF: rifampicina

SGC: secuenciacidon de genoma completo
SIT: del inglés, Spoligotype International Type
TB: tuberculosis

TBL: tuberculosis latente

TST: test de tuberculina

XDR: del inglés, extensively drug-resistant



Resumen

La tuberculosis sigue siendo una de las principales causas de muerte a nivel mundial.
Su tratamiento, aunque es efectivo, predispone a la aparicién de cepas resistentes a los
farmacos, debido a su prolongada duracién. La mayoria de los pacientes con tuberculosis-
monorresistente a la isoniacida responden favorablemente al tratamiento de primera linea,
aunque con un riesgo mayor de fracaso de tratamiento y recaidas. Cuando se suma la
resistencia a la rifampicina se los clasifica como multidrogorresistente. En Argentina, la
tuberculosis-multidrogorresistente estd asociada a la transmisidon de clones histdricos. Sin
embargo, las cepas monorresistentes a isoniacida, permanecen poco estudiadas, aunque
analisis preliminares indican que existen clones prevalentes. Hipotetizamos que estas cepas

son el reservorio de las cepas multidrogorresistentes en Argentina.

Se genotipificaron 71 aislamientos representativos de los 103 aislamientos
monorresistentes a isoniacida derivados al Servicio de Micobacterias y 14 aislamientos
derivados al Instituto de Tisioneumonologia "Prof. Dr. Raul Vaccarezza" durante 2022 por la
técnica de MIRU-VNTR (del inglés, mycobacterial interspersed repetitive units - variable
number tandem repeats) y se compard con la base de datos histérica de cepas

multidrogorresistentes en Argentina.

Nuestros resultados muestran que 25 aislamientos monorresistentes a isoniacida
formaron 17 clusters con cepas multidrogorresistentes. Cuatro de estos clusters incluyeron las
cepas multidrogorresistentes mds importantes de nuestro pais, M, O, Callao2 y At. Otros
genotipos monorresistentes a isoniacida prevalentes formaron clusters con variantes
multidrogorresistentes, aunque los resultados sugieren que estos adquirieron resistencia a

rifampicina de manera independiente y esporadica.

La formacién de estos clusters a partir del analisis de los aislamientos seleccionados
sugiere que nuestra hipdtesis es parcialmente cierta, aunque las cepas monorresistentes a
isoniacida resultantes pueden estar asociadas o no a grandes brotes multidrogorresistentes.
Este breve estudio es un primer acercamiento a la relaciéon entre las poblaciones

monorresistentes a isoniacida y multidrogorresistentes en nuestro pais.



Abstract
Evaluation of isoniazid mono-resistant Mycobacterium

tuberculosis genotypes circulating in Argentina

Tuberculosis remains one of the leading causes of death worldwide. Its treatment,
although effective, predisposes to the emergence of drug-resistant strains, due to its
prolonged duration. Most patients with isoniazid mono-resistant tuberculosis respond
favorably to first-line therapy, although with an increased risk of treatment failure and relapse.
When resistance to rifampicin is added, they are classified as multidrug resistant. In Argentina,
multidrug-resistant tuberculosis is associated with the transmission of historical clones.
However, mono-resistant strains to isoniazid remain poorly studied, although preliminary
analyses indicate that there are prevalent clones. We hypothesize that these strains are the

reservoir of multidrug-resistant strains in Argentina.

Of the 103 isoniazid resistant isolates referred to the Mycobacteria Service, 71
representative isolates and 14 isolates derived to the Instituto de Tisioneumonologia "Prof.
Dr. Raul Vaccarezza" during 2022 were selected. These isolates were genotyped using the
MIRU-VNTR technique and were compared with the historical database of multidrug resistant

strains in Argentina.

Our results show that 25 isoniazid-resistant isolates formed 17 clusters with multidrug-
resistant strains. Two of them included the most important multidrug-resistant strains in our
country, M, O Callao2 and At strains. Other isoniazid-resistant genotypes formed clusters with
multidrug-resistant variants, although our results suggest that acquisition of rifampicin

resistance occurred independently and sporadically.

The formation of these clusters suggests that our hypothesis is partially true, although
the resulting isoniazid mono-resistant strains may or may not be associated with large
multidrug-resistant outbreaks. This brief study is a first approach to the relationship between

isoniazid-resistant and multidrug-resistant populations in Argentina.



Introduccion

Breve resefia historica

En 1882, Robert Koch descubrié el agente causal de la enfermedad conocida como
tuberculosis (TB), una enfermedad infecciosa transmitida de forma aérea la cual es generada
por el bacilo Mycobacterium tuberculosis (MTB). Casi un siglo y medio después, esta
enfermedad prevenible y en la mayoria de los casos curable prevalece como una de las
principales causas de muerte por un Unico patdégeno a nivel mundial, incluso luego de la
aparicién del COVID-19 en 2020. Globalmente, solo en 2023 un estimado de 10,8 millones de

personas enfermaron de TB'.

Las primeras descripciones patolégicas y anatémicas de la TB no se hicieron hasta
entrado el siglo XVII, al identificarse cambios estructurales en los pulmones descriptas como
tubérculos. El término “tuberculosis” fue acunado en 1839 por el profesor de medicina aleman
Johann Lukas Schonlein, para describir a las enfermedades con tubérculos, aunque considero
a la escroéfula (infeccidn tuberculosa de los ganglios linfaticos) y la phthisis (nombre utilizado

en la Antigua Grecia para hacer referencia a la TB) como entidades separadas.

La introduccidn de los sanatorios fueron las primeras practicas utilizadas para tratar la
TB. Hermann Brehmer (1826-1889) un estudiante de botanica silesiano que sufria de TB fue
aconsejado por su doctor de buscar un clima mas saludable. Por lo que viajo a los Himalayas,
en donde estudié la flora silvestre. Al retornar a su hogar, se encontraba curado y tomod la
decision de estudiar medicina. En 1854 presento su disertacion medica “La TB es una
enfermedad curable”. Fue asi como se disefié un tratamiento que consistia en darles a los
pacientes la mayor exposicidén posible al aire fresco. Los registros sugieren que la mayoria de
los pacientes mejoraban e incluso algunos se curaban luego de permanecer por al menos tres

meses?.

La utilizacidn de antibidticos para combatir la TB inicid en 1946 con el descubrimiento
de la estreptomicina, un compuesto purificado a partir de bacterias del género Streptomyces.
Durante los primeros 5 afios de la utilizacién de este antibidtico, se demostré que los pacientes

que recibian el medicamento morian en proporciones similares a aquellos que no. La causa de



esto fue la aparicion de resistencia hacia el antibidtico®. Asi fue como se altero el régimen de

administracién de la estreptomicina complementandola con PAS (4cido para-aminosalicilico)?.

Fue en 1945 cuando a partir de la nicotinamida se desarrolla la isoniacida (INH). Luego
de los primeros ensayos clinicos y debido a su favorable impacto en la evolucion de la
enfermedad, la prensa ya la calificaba como una “droga maravilla” antes de la aparicion de
cualquier publicacion cientifica®. Tan pronto como comenzé su utilizacién en el afio 1952,
mostrd una elevada eficiencia derivada de su baja concentracién minima inhibitoria contra
MTB vy su baja toxicidad®. Sin embargo, antes de que concluyeran los ensayos clinicos, ya se
habian publicado multiples estudios sobre la presencia de MTB resistentes®. A pesar de los
avances en las drogas implementadas, estas estrategias no implicaban mas que contener la
enfermedad bajo control para luego realizar una intervencién quirirgica de los érganos

enfermos’.

Durante las décadas siguientes, aparecieron las primeras evidencias sobre la
efectividad en modelos murinos para la pirazinamida (en combinacién con la INH y
estreptomicina), régimen que demostrd gran efectividad para combatir el bacilo®.
Posteriormente, en el instituto Pasteur en Paris, se prueba un nuevo medicamento que denota
una gran eficiencia a la hora de eliminar el bacilo de los érganos de ratones, la rifampicina

(RIF)°.

Este antibidtico semisintético derivado de la rifamicina B, actda uniéndose a la
subunidad B de la ARN polimerasa, inhibiendo asi el inicio de la transcripcion!. Los
mecanismos de resistencia a este antibidtico se producen siempre por mutaciones en el gen
rpoB, dichas mutaciones provocan cambios estructurales en esta proteina y dificultan o

inhiben la unidn de la RIF a la subunidad B 2.

La enfermedad

Cuando el sistema inmune de una persona se enfrenta a MTB existen tres caminos
posibles; se puede producir una respuesta inmune efectiva que elimine la bacteria y evite que
se establezca la infeccion, que la bacteria no sea eliminada y comience a replicarse o que
permanezca de forma latente dentro del paciente, sin mostrar sintomas (conocida como TB

latente o TBL). En el primero de los casos, el bacilo puede ser eliminado por accién del sistema
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inmune innato o adaptativo (resultado positivo para TST e IGRA)'3. En el primer caso, la
prueba cutanea de tuberculina (TST) y el ensayo de liberacién de IFN- y (IGRA) darian lugar a
un resultado negativo, mientras que en el segundo caso y en los pacientes con TBL, el
resultado para ambas pruebas seria positivo (Figura 1). Cuando la bacteria no es eliminada,
esta puede multiplicarse activamente dentro de los macréfagos y diseminarse a células
cercanas, produciendo una infeccién primaria. Dichos pacientes experimentan sintomas tales
como fiebre, fatiga, falta de apetito y pérdida de peso, cuando la TB es pulmonar, también
presentan tos persistente y en algunos casos hemoptisis'3. Sélo aquellos pacientes que

desarrollan TB en su forma activa pueden contagiar.

Respecto a la transmisién, es sabido que esta se produce principalmente por particulas
en aerosol. Dichas particulas infecciosas se producen al toser, hablar, respirar, etc. y
permanecen suspendidas en el aire (especialmente aquellas menores a 5 um), pudiendo ser
inhaladas por otras personas. Solo aquellas particulas pequeias pueden llegar hasta las vias
respiratorias profundas en los pulmones y establecer alli la infeccion (Figura 2), en contraste
con virus como el SARS-Cov2 el cual infecta principalmente las superficies mucosas del tracto

respiratorio superior4,

Infection gliminated Latent TB Subclinical Active
T infection TB disease TB disease
With innate or With acquired
immune response* immune response

Mycobacterium
tuberculosis

4 DA
C—p. C—p
Granuloma

Lung

Heart
TST Negative Positive Positive Positive Usually positive
IGRA Negative Positive Positive Positive Usually positive
Culture Negative Negative Negative Intermittently positive Positive
Sputum smear Negative Negative Negative Usually negative Positive or negative
Infectious No No No Sporadically Yes
Symptoms None None None Mild or none Mild to severe
Preferred treatment None None Preventive therapy Multidrug therapy Multidrug therapy

Figura 1. Espectro de la TB, desde la infeccion con MTB hasta la enfermedad activa. Adaptado de Pai et al, 2016

A pesar de ser un patdgeno de transmisidn aérea, puede producir enfermedad en otras

partes del cuerpo ademas de los pulmones como pueden ser la pleura, rifones y vias urinarias,
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ganglios linfaticos, sistema nervioso central, etc. Estos tipos de infeccidn representan el 20%

de los casos de TB a nivel mundial mientras que el resto de los casos son pulmonares.

M. TUBERCULOSIS TRANSMISSION

Las particulas grandes se
concentran muy cerca de la
fuente de infeccion (entre

Las particulas pequefias permanecen
suspendidas en el aire y crean

La utilizacién de mascarillas espacios de aire infectado si la

y la distanciacion impiden 1,5-2 metros) ventilacién es pobre Solo mascaras N95 previenen
la transmision . . & o . < ° la inhalacion de particulas en
aerosol { < 5uM)
. . .
2 o & .
s o ° ®
Particulas proyectadas por . @ o0 * . L LI Particulas grandes/gotas no

respirar, toser, hablar y cantar pueden penetrar las vias
aéreas distales (sitio de

infeccion)

e* 9 ° . “
e o * . o Los bacilos que se depositan en
. ® . . . £ 3 2
® o 2 o . el dpice del pulmén son mas
'. . ) > ° = . probables a progresar hacia
. v 0‘ £ o enfermedad pulmonar cavitada
o
o Qe .
o =
“he e °° =
. .
= La pared celular gruesa
‘CJ K micobacterial resiste la
» ° [ desecacion
Las particulas grandes rapidamente
caen al suelo y plantean un riesgo o

limitado cuando se depositan en

El bacilo escapa de las
cavitaciones pulmonares y es
aerosolizado en el bronquio y

los bronquiolos

Fuente de infeccién
Ci idad de generar infeccis

Carga bacilar y fuerza tusiva
Potencial transmision asintomatica
{cantar, hablar, respirar)

Social
Nimero y duracion de contactos cercanos
Tiempo en espacios pobremente ventilados
R lizacion luego de d i en
superficies

mano o superficies

Solo particulas pequefias conteniendo pocos
bacilos alcanzan las vias respiratorias distantes

Patégeno
Variabilidad relacionada a la cepa; drogorresistencia
Viabilidad/fitness/virulencia del bacilo
Capacidad para resistir la desecacion y exposicion a luz UV

Ambiente
Ventilacion - Intercambio de aire ciclos/hora
Polucion del aire - mayor inflamacion en vias i ia:

Paciente susceptible
Riesgo de infecciéon
Proximidad y duracion del contacto con fuentes
infecciosas o espacio de aire infectado

Riesgo de enfermedad
Vulnerabilidad sistémica - VIH/SIDA, edad joven
(inmadurez inmune), otro compromiso inmune

Inerabilidad - estructura pul

Luz UV y humedad - viabilidad de particulas infecciosas

dafiada e inflamacion de vias aéreas

Figura 2. Esquema de la transmision de MTB. Adaptado de Coleman et al., 2022

Tuberculosis latente

Tal como hemos mencionado, los pacientes que presentan TBL, no muestran sintomas,
pero si son positivos para la TST y la prueba de IGRA, los cuales son un reflejo de la memoria
inmunoldgica (Figura 1). En la mayoria de las personas infectadas, la bacteria se encuentra
contenida por la accién de las células inmunes (macrofagos, células dendriticas y linfocitos T)
gue se reclutan para formar una estructura denominada granuloma, tal como se observa en
la Figura 3. Sin embargo, la TB activa también puede producirse por una reactivacion de una
TBL debido a la inmunosupresion del paciente o a una falla del granuloma por contener el
bacilo. Este proceso de reactivacion puede darse tanto en las semanas posteriores a la
infeccion con el bacilo o luego de décadas. Se ha propuesto la teoria de que este mecanismo

de latencia pudo ser una adaptacion de MTB a periodos de baja densidad de huéspedes?>.
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Desde la perspectiva del paciente, el granuloma mantiene prisionero al bacilo,
evitando su propagacion al resto del cuerpo. Sin embargo, desde la perspectiva del bacilo, éste
representa una coleccién de células fagociticas, las cuales puede infectar y dentro de las cuales

puede replicarse®3.

Tuberculosis activa

La TB activa es la forma patoldgica y contagiosa de la enfermedad, la cual presenta una
verdadera preocupacion a nivel clinico. Ciertos factores de riesgo pueden ser responsables de
esto, tales como la inmunosupresidon causada por HIV, envejecimiento, malnutricién, la

diabetes, entre otros factores que afectan la funcidn de las células inmunes 16,

a Latent infection
parenchyma

! Interstitial
3 O macrophage
-~ o
e\ 7y /)
Mycobacterium—-\
tuberculosis

i 3 Alveolar Migration to the |, | _/
N macrophage lymph nodes for ||\ | Epithelial +
M Monocyte T cell priming i i cell

Infected i
lymph node *!

Figura 3. Infeccion por MTB. a, infeccion latente; b, infeccion activa. Adaptada de Pai et al, 2016

Tratamientos

La aparicion de resistencia a los antibidticos, es quiza la mayor problematica actual de
dicha enfermedad. Entre los multiples factores que pueden causar esto, podemos referirnos
a la larga duracién de los primeros seis meses de tratamiento, ya que es durante este periodo
de tiempo donde se da lugar a interrupciones y por lo tanto, posibles apariciones de
resistencia, sin mencionar una mayor carga tanto para los pacientes como para el personal

médico.
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Tuberculosis sensible a drogas

Para los pacientes que padecen TB pulmonar y extrapulmonar, el tratamiento de
primera linea recomendando consta de 2 meses de RIF, INH, pirazinamida y etambutol,
seguido de 4 meses de RIF e INH?. Recientemente se realizaron pruebas de tratamientos de
primera linea que implican el uso de las fluoroquinolonas (FLQ), con el objetivo de reducir la
duracion del tratamiento, ya que, resulta dificil realizar el seguimiento de un paciente durante
6 meses. Estos nuevos tratamientos consisten en la administracién de rifapentina, INH,
pirazinamida y moxifloxacina durante 4 meses, lo cual mostré una efectividad similar a el
tratamiento estandar de 6 meses'8. Sin embargo, drogas como la rifapentina no se encuentran

disponibles en nuestro pais.

Tuberculosis resistente a drogas

A diferencia de lo comentado en el apartado anterior, aquellas cepas resistentes a
antibidticos presentan una dificultad extra al momento de determinar el régimen a
administrar. Por definicion, la TB monorresistente es aquella que Unicamente presenta
resistencia a una droga de las dos mds importantes, la INH (monoINH) o la RIF (monoRIF). Por
TB-multidrogorresistente (MDR), hacemos referencia a aquella que es resistente al menos a
INH y RIF*°. La TB pre-XDR es una forma MDR que ademads presenta resistencia a por lo menos
una FLQ antituberculosas (levofloxacina o moxifloxacina). Esta ultima precede a la TB-XDR, en
este caso encontramos resistencia adicional una droga el grupo A (actualmente son

bedaquilina y linezolid)?°.

El tratamiento de los casos monolINH presenta una amenaza real de seleccién de
multirresistencial’. Para el tratamiento de este tipo de resistencia, se reemplaza la INH por

una FLQ (por ejemplo, levofloxacina; Tabla 1).

En lo que respecta a la monoRIF se aplican las mismas pautas que para los casos de
MDR, es decir, tratamiento con drogas de segunda linea. La OMS hace referencia a los casos
resistentes a RIF como RR (esta definicién incluye a las monoRIF y MDR). Esta ambigliedad en
los regimenes se basa en el hecho de que el 80% de los casos RR detectados mediante el
método molecular GeneXpert son MDR?!, y a que estos casos presentan una tasa de fracaso y

recaidas similar a los MDR.
14



De acuerdo a las indicaciones de la OMS, el tratamiento de segunda linea
recomendado para los casos MDR/monoRIF consta de 6 meses (con posibilidad de extenderse
a 9 meses) de bedaquilina (B), pretomanid (Pa), linezolid (L) y moxifloxacina (M), un esquema
denominado BPaLM. Dicho régimen también se aplica para los casos pre-XDR excluyendo el

uso de moxifloxacina (BPaL).

Tabla 1. Perfiles de resistencia y tratamiento.

Clasificacion Resistencia Tratamiento

Susceptible - 2 meses INH-RIF-PZA-EMB/4 meses INH-RIF
monolNH INH 6 meses RIF-PZA-EMB-Lfx

monoRIF RIF 2da linea* (29 meses)

MDR INH+RIF 2da linea* (=29 meses)

preXDR INH + RIF + FLQ BPaL

XDR INH + RIF + FLQ + BDQ/LNZ Personalizado™*

INH: isoniazida, RIF: rifampicina, PZA: pirazinamida, EMB: etambutol, Lfx: levofloxacina, FLQ: fluoroquinoclonas, BDQ:
bedaquilina, LNZ: linezolid. *Los esquemas de segunda linea suelen incluir una FLQ, BDQ y LNZ mas PZA/EMB segun el
resultado del antibiograma y la tolerancia del paciente al tratamiento. **Los esquemas de tratamiento de los casos preXDR y
XDR se disefian caso por caso segun estos mismos criterios y pueden extenderse por 18 meses o mas. Fuente: adaptado de
Palmero y col. 2022. Medicina (Buenos Aires).

Tabla 1. Perfiles de resistencia y tratamientos.
El éxito de estos tratamientos esta ligado al perfil de resistencia del caso. Esquemas
como el BPal han demostrado eficiencia a la en TB pre-XDR y en algunas XDR, pero en general

el manejo de estas formas de TB es artesanal y personalizado para cada paciente 7.

Diagndstico
El diagndstico se basa en la integracidon de criterios clinicos, microbiolédgicos vy

epidemioldgicos, que se describen a continuacion.
Clinico

Tal como hemos mencionado, los sintomas de la TB son, a grandes rasgos, inespecificos.
Esto, sumado a que durante los primeros meses los sintomas suelen ser leves, puede dar lugar
a un retraso en el diagndstico y por consecuencia, un mayor riesgo de propagacion. La TB
activa suele detectarse en un principio mediante una radiografia de térax, seguida de pruebas

microbioldgicas (dada la falta de especificidad de los rayos-x).
Microbioldgico

Las micobacterias son microorganismos cuyo nombre deriva de su pared de acidos
micélicos, y que retienen la fucsina (colorante rojo) luego de realizar lavados con alcohol acido.
Esta caracteristica se conoce como acido-alcohol resistencia y se utiliza para la deteccion
directa en extendidos de esputos. MTB es una bacteria de lento crecimiento; en condiciones

Optimas (37°C de temperatura y pH 7) el tiempo de duplicacion es de 15-18 hs. Las colonias
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tienen una morfologia caracteristica (rugosas, ausencia de brillo y coloracion blanquecina)?2.
Este crecimiento lento es un gran cuello de botella a la hora de realizar el diagnostico por
métodos microbioldgicos, pudiendo llegar a tardar 15 dias en medio de cultivo MGIT (del

inglés, mycobacteria growth indicator tube) o mas de 30 dias en medio Léwenstein-Jensen (LJ).

Actualmente la identificacion mediante técnicas microbiolégicas, lentamente estan
siendo reemplazadas por métodos moleculares debido a su rapidez y precisidn. Sin embargo,
aquellas regiones de elevada incidencia y bajos o medios recursos, siguen haciendo uso de las
técnicas microbioldgicas para tener un primer diagnéstico. Por otro lado, los métodos basados
en cultivo siguen siendo mas sensibles y muchas veces se suele recurrir a ellos cuando hay

sospecha clinica de resistencia.

Uno de los métodos microbioldgicos mas utilizados para el diagndstico es el MGIT. Este
consta de un tubo como el que se muestra en la Figura 4, el cual contiene medio Middlebrook
7H9 junto a distintos suplementos que permiten un crecimiento y por lo consiguiente, un

diagnéstico rapido. La deteccién por fluorescencia (proporcional al consumo de oxigeno)

permite la automatizacién del proceso 3.

Figura 4. Morfologia macroscdpica de M. tuberculosis en medio MGIT. a, morfologia granular (izquierda) o “cotton-wool-like”
(derecha); b, tipo film. Adaptado de Huang et al, 2007.
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Molecular

Las técnicas moleculares han revolucionado el diagndstico de la TB, permitiendo una
identificacion rdpida y precisa de la enfermedad, ademas de su perfil de resistencia a los
antibioticos. Métodos automatizados como GeneXpert, BD Max y Genotype, entre otros, han
mejorado la deteccidén de cepas resistentes, optimizando el manejo clinico y la vigilancia
epidemioldgica. La prueba de Genotype, consiste en detectar la cepa y el perfil de resistencia
a partir del patrén de unién de amplicones a sondas especificas de ciertas partes del genoma
de MTB. Sin embargo, esta técnica estd comenzando a ser reemplazada por pruebas de
deteccion de cartucho cerrado, como GeneXpert o BD Max. Cada técnica presenta ventajas y
desventajas, desde la accesibilidad y el costo hasta la capacidad de detectar ciertas

mutaciones.

GeneXpert

Actualmente se utiliza no solo en nuestro pais sino también a nivel mundial el
diagndstico mediante los ensayos de GeneXpert® MTB/RIF y MTB/RIF Ultra (Cepheid), los
cuales consisten en una PCR (especificamente se trata de una CBNAAT, del inglés Cartridge
Based Nucleic Acid Amplification Test) que no solo permite detectar la presencia de TB sino
también, la presencia de resistencia a la RIF. Esta prueba integra de forma automatizada y con
la utilizacién de un cartucho cerrado el proceso de extraccion de ADN, su amplificacidn, la
deteccidn semicuantitativa y la determinacion de la resistencia a RIF, todo esto dentro de un
lapso de 2 horas?*. Este ensayo es recomendado por la OMS debido a sus buenos resultados,
mostrando una especificidad entre 91-100% y una sensibilidad que suele oscilar entre 75-
100% %°. Sin embargo, esta prueba no incluye la deteccidn de resistencia a INH para lograr una
reduccion de costos, ya que la sola presencia de resistencia a RIF es suficiente para cambiar

de un esquema de tratamiento de primera linea a uno de segunda linea.

Secuenciacién de genoma completo

Actualmente, la OMS recomienda la SGC para la deteccién de TB drogorresistente a
partir de cultivos. A pesar de no ser un método de diagndstico, presenta como ventajas la
identificacion rapida de mutaciones de resistencia, incluyendo mutaciones que no podrian ser
detectadas por PCR, deteccion precisa de heterorresistencia (multiples subpoblaciones
resistentes dentro de una misma muestra), inferencias de cadenas de transmisidn, identificar

al complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) y especie. Una mayor portabilidad de ciertos
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equipos de tercera generacion (el equipo MinlON de Nanopore) podria permitir un diagndstico
en tiempo real en los laboratorios periféricos. Sin embargo, es muy importante destacar que
la SGC presenta algunas desventajas. Si bien estas tecnologias han avanzado mucho en los
ultimos tiempos, los costos siguen siendo mas elevados en comparacidon con técnicas de
amplificacién de nucledtidos, su integracion en los flujos de trabajo ya establecidos requiere
conocimientos de informatica para el tratamiento e interpretacién de los datos, gestionar el
almacenamiento de los datos, necesidad de partir de cultivos y no de muestras de esputo,

etC26’27.

Inmunoldgico

Existen dos pruebas de base inmunoldgica en uso para el diagndstico de TBL (Prueba
de la tuberculina e IGRA), las cuales no se recomiendan para el diagndstico de la TB activa (el
debilitamiento del sistema inmune periférico puede dar lugar a falsos negativos). A

continuacion daremos una breve descripcién de estas pruebas.

Prueba de tuberculina

La prueba de la tuberculina o TST es un método de diagndstico que consiste en la
aplicacién intradérmica de derivado proteico purificado (PPD). Esto produce una reaccién de
hipersensibilidad en el paciente en caso de que la persona haya estado expuesta a MTB. La
induracién producto de la reaccién se mide entre 48 y 72 horas después de la aplicacién y el
tamafio de ésta determina el resultado de la prueba. Es utilizada para detectar infeccion
latente o contacto de casos activos. El resultado de la prueba puede verse afectado por la

aplicaciéon de la vacuna BCG o contacto con otras micobacterias como, por ejemplo, M. bovis

28

Prueba de liberacién de IFN-y

También conocido como IGRA (Interferon Gamma Release Assay), se basa en la
utilizacion de los antigenos recombinantes ESAT-6, CFP-10, TB 7.7, presentes en MTB vy
ausentes en BCG. Valora la respuesta inmune a MTB mediante la deteccién de IFN-y, liberado
por los linfocitos T cuando se exponen a los antigenos. A diferencia de TST, esta prueba se
realiza a partir de sangre del paciente. Las dos pruebas comerciales disponibles actualmente
son T-SPOT.TB (Oxford Immunotec, Abingdon, Reino Unido) y QFT-GIT (Qiagen, Hilden,

Alemania) %°.
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Filogenia de Mycobacterium tuberculosis

Las micobacterias patdgenas mds importantes forman parte del MTBC. Este complejo
incluye no solo a MTB sino también, a M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. caprae, M.
pinnipedii, M. microtiy M. canetii. A pesar de ser identificadas como distintas especies dentro
del género Mycobacterium, trabajos actuales realizados mediante SGC determinaron que
debido a su extrema cercania realmente se deben a distintas variantes de una misma especie.
Para la identificacion del MTBC se utiliza rutinariamente un analisis por PCR del ADN extraido

de la muestra, asi como también técnicas mas sofisticadas como la SGC31.

La mayoria de la evidencia apunta a un origen del MTBC en el continente africano,
dado que es el Unico en el cual se pueden encontrar los seis mayores linajes. Mas aun, los
linajes mas antiguos alin estan presentes en la regién este de Africa. Dentro de los linajes
ancestrales podemos hallar el linaje 1 (indo ocednico), linaje 5 (oeste africano |) y linaje 6
(oeste africano Il). Dentro de los linajes modernos se encuentran el linaje 2 (este asidtico), el
linaje 3 (este asiatico e India), el linaje 4 (euro-americano) y el linaje 7 (este africano o Etiopia

(Figura 5)32. En Argentina y Latinoamérica, es predominante el linaje 4 o euro-americano.

> # (a i " 8 » /u L
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Figura 5. Migracién hipotética fuera de Africa para los linajes antiguos de MTBC. Rojo, linaje 4; azul, linaje 3; violeta, linaje 7;

verde y marrén, M. africanum; fucsia, linaje Filipinas y Océano Indico. La flecha negra indica el ancestro hipotético de los
linajes modernos. Adaptado de Hershberg et al, 2008.

Epidemiologia y situacién actual
Métodos de genotipificacion molecular

La vigilancia epidemiolégica de la TB mediante el uso de técnicas moleculares

comienza con el uso del IS6110-RFLP (del inglés, Restriction Fragment Length Polymorphism)
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y el Spoligotype. IS6110-RFLP, con un buen poder discriminatorio consistia en la digestidn del
ADN purificado mediante enzimas de restriccion, separar los fragmentos por electroforesis y
luego hibridar dichos fragmentos con sondas complementarias a la secuencia de /5S6110. El
numero de copias de 1S6110 y su distribucién en el genoma, son caracteristicos de cada cepa3.
Esta incorporacién de técnicas moleculares permitid tener un primer panorama sobre la
estructura poblacional de MTB, ademas de identificar brotes al poder establecer una relacion
entre las muestras analizadas. Sin embargo, la técnica de RFLP presenta ciertas desventajas
como tener que partir de una cantidad considerable de ADN, realizar un analisis por Southern-
Blot el cual consume mucho tiempo y precisa del uso de sondas marcadas para generar

guimioluminiscencia.

La técnica molecular de espoligotipificacién (en inglés, spoligotyping) consiste en la
hibridacién de amplicones con 43 sondas especificas que permite obtener un cédigo de barra,
en base a la presencia o ausencia de cada espaciador de referencia en la cepa probada. Este
es un método altamente reproducible y que se ha desarrollado en miltiples ensayos de tipo
comercial3®. Permite una clasificacion a nivel de familia y subtipos denominados SIT (del inglés,

Spoligotype International Type).

La introduccién del MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units - Variable
Numbers of Tandem Repeats) como técnica de genotipificacion resolvid varias de las
dificultades asociadas a los costos y tiempos de la IS6110-RFLP. Esta consiste en realizar una
serie de amplificaciéon por PCR de regiones repetitivas que van desde 12 hasta 29 loci 3>,
seguidas de un analisis electroforético en gel de agarosa. Este método simplificd la
genotipificacion molecular de MTB, permitiendo el analisis de genotipos prevalentes en

distintas partes del mundo 3637,

Tal como hemos mencionado, en la actualidad, la SGC es la técnica de referencia
debido a su gran precision y capacidad de discriminacién. La tecnologia mas difundida es la
basada en lecturas cortas y esta caracteristica tiene como principal limitacion la imposibilidad
de resolver secuencias repetitivas, las cuales son excluidas de los anadlisis convencionales. Es
asi como se genera una discontinuidad en las bases de datos de genotipificacion adquiridas a
través de técnicas como /S6110-RFLP y MIRU-VNTR con aquellos adquiridos por SGC,

dificultando su integracion.
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Epidemiologia de la tuberculosis

A nivel mundial, la incidencia de la TB presenta una distribucién notablemente
heterogénea. En 2023 la regidn de las Américas y Europa presentaron menos de 10 nuevos
casos cada 100.000 habitantes, mientras que paises como la Republica Central de Africa,
Republica Democratica del Congo, Corea del Norte, Gabdn, Lesoto, Myanmar y Filipinas tienen
una incidencia de mas de 500 casos cada 100.000 habitantes’. En lo que respecta a casos de
TB drogorresistente, la resistencia a RIF sigue siendo la principal problematica debido a que
esta es la droga de primera linea mas efectiva. En el periodo 2020-2023, el nimero de casos
de TB-MDR y monoRIF mostraron una tendencia a mantenerse estables con un total de
aproximadamente 400.000 casos en el 2023 a nivel global. En lo que respecta a nuestro pais,
Argentina es un sitio de incidencia media para TB, recientemente se reporté un aumento en
los casos notificados (durante 2021 se reportaron 12.569 casos, mientras que en 2024 el total
fue de 16.647). Aproximadamente 10.115 casos reportados (60,8%) se corresponden a
varones, esta mayor incidencia se observé en todos los grupos etarios, con excepcion de los
grupos 0-4, 10-14 y mayores de 80 afios donde se observé una mayor proporcién de mujeres.
La tasa de notificacion mas alta la tuvo la provincia de Jujuy con 65,6 casos cada 100.000
habitantes y la mds baja pertenecié a Catamarca con 5,36 cada 100.000 habitantes. La
comparacion de tasas por jurisdiccion mostré que la Ciudad Autéonoma de Buenos Aires

(CABA) y Buenos Aires concentran el mayor nimero de casos de TB3%.

Del total de casos, se notificaron 314 casos pulmonares con alguna resistencia a alguna
droga antituberculosa y de estos, 213 casos (67,8%) con resistencia a RIF. Entre los casos RR,

103 (48,4%) fueron MDR, mientras que 8 fueron clasificados como pre-XDRy 7 como XDR.
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Figura 6. Tasa de TB cada 100 mil habitantes. Adaptado de Boletin N°8 Tuberculosis y Lepra en Argentina

Aproximadamente el 75% de la TB-MDR se debe a la transmisién de clones que han
adquirido resistencia en el pasado. Dichos genotipos se caracterizaron exhaustivamente
mediante la técnica de MIRU-VNTR®. Entre ellos se encuentran la cepa M, responsable del
brote de TB-MDR reportado mas extenso de Latinoamérica y la cepa 0%, la cual presenta una
variabilidad intrinseca que ha comenzado a ser revelada con la SGC. Se realizaron estudios
sistemdticos para los periodos 2003-2009 por /S6110-RFLP3° y 2012-2022 por MIRU-VNTR y
SGC*, por lo cual se cuenta con una amplia base de datos con los genotipos circulantes en
Argentina. Es poco lo que se conoce de los genotipos asociados a cepas sensibles y con otros

perfiles de resistencia.

Tuberculosis monorresistente a INH
La INH es una pro-droga es decir, por si sola no tiene efectos antimicrobianos hasta

gue es activada por la enzima catalasa peroxidasa (KatG). Los productos resultantes tienen
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efectos téxicos sobre el bacilo. Esta observacion derivé inicialmente a partir de una correlacion
entre resistencia a INH y la perdida de actividad de la enzima KatG*!. Por lo tanto, sélo afecta
a bacterias que se encuentran activamente en divisién y no asi aquellas que se encuentran en
fase estacionaria o creciendo bajo condiciones anaerdbicas*’. Uno de los efectos mas
importantes de esta droga es la pérdida de acidos grasos, resultando en la inhibicién de la
sintesis de &cidos micdlicos*®, componentes criticos de su pared bacteriana. Entre los
principales blancos de la INH activada se encuentran las enzimas enoil acil proteina reductasa

(InhA)** y beta-cetoacil-ACP sintasa (KasA)*.

Debido a los mecanismos mencionados, el fenotipo de resistencia a INH suele estar
dado por las mutaciones katG_S315T o fabG1-inhA_c-15t, si bien hay una amplia variedad de
genotipos que otorgan esta resistencia, estas dos son las mas frecuentes®. La mutacion en el
cododn 315 del gen katG, otorga un elevado nivel de resistencia combinado con un bajo o nulo
costo en el fitness*’. Por otro lado, la mutacion en la posicién -15 de la regién promotora del
operodn que incluye al gen inhA, presenta una menor resistencia al antibidtico y a su vez,

muestra un bajo nivel de costo para el fitness*.

Los casos de monolINH se tratan mediante el reemplazo de esta droga por FLQ (tal
como se explicdé en la seccién “Tratamientos”). Sin embargo, en esta seccidn no nos
centraremos en el tratamiento sino mas bien, en la importancia de su éxito. Cuando no se le
administran los antibidticos indicados a un paciente con TB-monoINH, éste no solo tiene un
mayor riesgo de fracaso por causa de esta drogorresistencia en relacion con una TB sensible
sino también, porque existe una mayor probabilidad de que ocurra una progresién hacia una
TB-MDR?*. Dado que la prueba GeneXpert se ha enfocado en la deteccién de mutaciones de

resistencia a RIF y las mutaciones de resistencia a INH no son detectadas.

La resistencia a INH generalmente precede a la de RIF (Figura 1) y los aislamientos
monolNH tienen un riesgo de progresién a MDR 15 veces mayor que las cepas sensibles®. La
situacion de la monoINH en Argentina es poco conocida, ya que en general la prueba de
sensibilidad no es realizada de forma universal y se restringe a pacientes con factores de riesgo
para la DR. La mayoria de los pacientes con TB-monolINH responden favorablemente al
tratamiento de primera linea, aunque con un riesgo mayor de fracaso de tratamiento, recaidas

y amplificacidn de la resistencia®!. Es por dichas razones que se vuelve necesario tener un
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mejor conocimiento de la situacion epidemioldgica de la TB-monolINH en nuestro pais, ya que,
esto ayudaria a redirigir las intervenciones en salud publica y combatir la problematica de la

drogorresistencia.
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Hipotesis
Las cepas monolNH circulantes en nuestro pais, son el reservorio de las cepas MDR.

Teniendo en cuenta que 1) la transmisién de clones que adquirieron resistencia en el
pasado son el principal motor de su persistencia y de la aparicidon de brotes, y 2) analisis
preliminares de los genomas obtenidos en 2022 encontré clusters de aislamientos monolNH,
asumimos que existen clones monolNH prevalentes en Argentina. Ademas, es ampliamente
reconocido que la seleccion de mutaciones de resistencia a INH (katG, inhA, etc.) precede a la
de las mutaciones de resistencia a RIF (mutaciones en el gen rpoB) en la evolucién hacia la
MDR. En base a los antecedentes expuestos, esperamos encontrar genotipos monolNH

relacionados con los clones MDR prevalentes en nuestro pais.

Pan-susceptible

v v

monolNH monoRIF Otras
] resistencias

b
MDR |—> preXDR

v

XDR

Figura 7. Clasificacion de los perfiles de resistencia. Las flechas gruesas indican los eventos mds probables
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Objetivos

Objetivos generales

El objetivo general de este trabajo fue estudiar el genotipo de las cepas de MTB
monolNH pertenecientes a clusters circulantes identificados durante el afio 2022 y
compararlos con la base de datos de cepas MDR (periodo 2012-2022). El caracter de este

trabajo es principalmente exploratorio y descriptivo.

Objetivos especificos
1. Tipificar por MIRU-VNTR los aislamientos representativos de los clusters monolNH del
ano 2022.
2. Evaluar la relacién entre los genotipos monoINH identificados y los genotipos MDR
circulantes en Argentina
3. Integrar la informacién obtenida con datos epidemiolégicos y microbioldgicos

esperando encontrar una relacion entre las cepas monoINH y las cepas MDR
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Materiales y métodos

Aislamientos

El Servicio de Micobacterias, Departamento de Bacteriologia, INEI, ANLIS “Carlos G.
Malbrdn” es el laboratorio nacional de referencia para el diagndstico de la TB y cuenta con
una base de datos de aislamientos MDR genotipificados por /S6110-RFLP (1998 — 2010, ~1400
aislamientos), MIRU-VNTR15 (2012 - 2020, ~1050 aislamientos), TRAP-M/Ra/Rb, una PCR
casera para la deteccién de estas cepas, (2015 - 2020, ~90 aislamientos) o SGC (2021 ~ 400
aislamientos). Se realizaron ensayos de validacion en cada transicion metodoldgica,

especialmente para los clusters principales identificado por cada método.

El Servicio de Micobacterias implementd en el aiio 2022 el analisis por SGC de todos
los aislamientos con sospecha de resistencia derivados de los laboratorios periféricos para su
diagndstico referencial. Estos genomas son evaluados para su identificacion a nivel de especie,
deteccion de mutaciones de resistencia a drogas y genotipo. Todos los aislamientos reciben
un nuamero de identificacion al momento de la recepcién. De los 103 aislamientos monolNH
recibidos en 2022, se seleccionaron 71 aislamientos representativos de los genotipos
identificados por SGC. Adicionalmente, se genotipificaron por MIRU-VNTR 14 aislamientos
monoINH adicionales identificados por el Instituto Vaccarezza durante 2022, centro de
referencia para el tratamiento de la TB, los cuales no tienen realizada la SGC. Todos estos
aislamientos se encuentran conservados a -80°C en la coleccidn preservada por el Servicio. Las
extracciones fueron realizadas por personal del servicio mediante inactivacion por calor y/o la

técnica CTAB®2.

Aqguellos aislamientos cuyos ADN no amplificaron luego de sucesivas repeticiones
fueron repicados en medio LJ a partir de cultivos almacenados en el cepario a -80°C en medio
liquido Dubos. Dicho procedimiento se realizé en el laboratorio de bioseguridad de nivel 3
siguiendo los Procedimientos Operacionales Estandar (POE). Consistié en retirar las cepas de
-80°Cy dejarlas 48 horas en estufa a 37°C, para reactivar su metabolismo. Una vez transcurrido
este tiempo, dentro de una cabina de seguridad bioldgica, se tomd una alicuota con pipeta
Pasteur y se depositd en un tubo con medio LJ. Se dejo crecer durante dos a tres semanas a
37°C. La extraccion de ADN se realizé en cabina de seguridad bioldgica y consistié en tomar

algunas colonias con la ayuda de un ansa y disolverlas en un tubo Eppendorf con agua estéril.
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Parainactivas y lisar las bacterias se incubaron durante 30 minutos en un termobloque a 95°C.
Luego se centrifugaron a 3000g por 15 minutos, para separar el ADN del debris. Se tomaron
aproximadamente 100 pL del sobrenadante y se depositaron en un microtubo de 600 pL

limpio.

Pacientes con riesgo de resistencia (2022)2 |

l
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Figura 8. Flujograma que muestra el proceso de seleccion de los aislamientos. a, fueron derivados al Servicio de
Micobacterias desde aquellos laboratorios de la red que no disponen de pruebas de sensibilidad a drogas; b, a partir del afio
2022 se analizan todos los aislamientos de pacientes con algtn factor de riesgo para la drogorresistencia; c, se seleccionaron
aislamientos representativos de los clusters monolNH (también se analizaron los genotipos tnicos o huérfanos); d, la base de
datos de MIRU-VNTR incluye exclusivamente aislamientos MDR; e, el Instituto Vaccarezza no deriva estos aislamientos de
manera rutinaria ya que su laboratorio dispone de las pruebas de sensibilidad.

Genotipificacién

Cada aislamiento se genotipificé utilizando la técnica MIRU-VNTR la cual consiste en la
amplificacién por PCR de elementos repetitivos dispersos en el genoma?°. Esta técnica permite
obtener un cédigo de 15 digitos con el numero de copias para cada elemento. Estas 15 PCR se
dividen en 3 grupos de acuerdo con las concentraciones de cada reactivo utilizado para cada

mix. En la tabla 2 se resumen las secuencias de los primers utilizados.
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Locus Alias Longitud (pb) PCR primers5'a3’

Mix 1
960 MIRU 10 23 GCCACCTTG GTG ATC AGC TACCT
24 GTT CTT GAC CAA CTG CAG TCG TCC
1644 MIRU 16 21 CCC GTC GTG CAG CCC TGG TAC
25 TCG GTG ATC GGG TCC AGT CCAAGT A
3192 MIRU31 19 GTGCCGACGTGGTCTTGAT

24 ACT GAT TGG CTT CAT ACG GCT TTA

580 MIRU 4 19 GCG CGA GAG CCC GAACTGC

18 GCG CAG CAG GAA CGC CGC
2996 MIRU 26 21 CAT AGG CGA CCA GGC GAA TAG

24 TAG GTC TAC CGT CGA AAT CTG GAC
802 MIRU 40 22 GGG TTG CTG GAT GAC AACGTGT

24 GGG TGA TCT CGG CGA AAT CAG ATA
2401 Mtub30 23 CTT GAA GCC CCG GTC TCATCT GT

25 ACT TGA ACC CCC ACG CCCATT AGT A
3690 Mtub39 25 TAG AGC GGC ACG GGG GAAAGC TTAG

23 CGGTGG AGG CGATGA ACGTCTTC
4156 QUB-4156 21 TGA CCA CGG ATT GCT CTA GTC

19 GAT GTG CGG TAC GTG CAT C

424 Mtub04 24 GGCAGC AGA GCCCGG GAATTCTTC
25 CTT GGC CGG CAT CAAGCG CATTATT
577 ETRC 24 CGA GAG TGG CAG TGG CGG TTATCT
25 AAT GACTTG AAC GCG CAAATT GTGA
2165 ETRA 24 CGA AGC CTG GGG TGC CCG CGATTT
24 AAATCG GTC CCA TCA CCT TCT TAT
2163b QUB-11b 20 GTA AGG GGG ATG CGG GAA AT
20 GTC GAA GTG AAT GGT GGC AT
1955 Mtub21 20 AGATCC CAG TTG TCG TCG TC
20 CAACAT CGCCTGGTT CTGTA
4052 QUB-26 17 GCC AGG TCC TTC CCG AT

18 AAC GCT CAG CTG TCG GAT

Tabla 2. Primers forward y reverse de los 15 MIRUs utilizados para este estudio.

Reactivos Mix1 Mix2 Mix3
Buffer 10x 2 uL 2 uL 2 UL
MgS0, 50 mM 08pul. 1,2uL 0,6 uL
DMSO 1uL 1pL 1uL
dNTPs (A, T, C, G) 5mM 04uL 04pL 04puL
Primer Forward 0,4uL 04puL 04puL
Primer Reverse 04pL 04puL 04pL
Platinum™ Taq DNA polimerasa High Fidelity (Invitrogen) 0,1pL 0,1puL 0,1 pL
H,O ultrapura estéril 13,9l 13,5uL 14,1 puL
ADN 1L

Vol. final 20 uL

Tabla 3. Volumenes utilizados de cada reactivo para la preparacion de la mix de PCR. Buffer 10X (600 mM de Tris-SO,4, 180
mM de (NH4)2504, pH 8,9). DMSO: dimetilsulféxido. dNTP: desoxinucledtidos trifosfato.

La preparacién de la mix se realizé en cabina para preparacion de PCR (IVEMA C9). Las
muestras de ADN extraidas se diluyeron 1/10 o 1/20 de acuerdo con su concentracion inicial,

la cual es variable dependiendo de multiples factores (nUmero de unidades formadoras de
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colonias tomadas, etc). No se realizé una cuantificacién del ADN presente en cada extraccién,
se partio por defecto con una dilucién 1/10 y de acuerdo con los resultados obtenidos luego
de la corrida electroforética, se ajusté la concentracion. En una cabina de seguridad biologia

clase 2 (NUAIRE UN-425-200) se cargd 1 uL de ADN a un volumen final de 20 pL.

El termociclado se llevd a cabo siguiendo el protocolo que se muestra en la Tabla 4
(BioRad T100). Se utilizo un mismo programa de ciclado para todas las mix y uno especifico
para la mix 4156, en el cual se varia la temperatura alineamiento de los primers (Tablas 4 y 5).
Los amplicones obtenidos se corrieron en un gel de agarosa (1,8 g/75 mL TBE 1x) al 2,4% por
aproximadamente 2 horas a 5 voltios/cm. Para la tincidn se utilizé una solucién de GelRed
Biotium 10000x en agua llevado a 3x, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las
imagenes se obtuvieron mediante un BioRad Gel Doc XR+ y se analizaron con el programa
Image Lab™ de Bio-rad. En la primera y ultima calle se sembraron 6 uL de los ladders

Invitrogen 100 pb (Figura 9 A) e Invitrogen 50 pb (Figura 9 B), respectivamente.
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Figura 9. A, marcador de peso molecular de 100 pb Invitrogen; B, Marcador de peso molecular de 50 pb Invitrogen.

Tanto la preparacién de mix para PCR, la carga de ADN como la corrida electroforética
y el termociclado se realizaron en dreas separadas entre si, con el objetivo de evitar la
contaminacién cruzada por amplicones ya que, debido al elevado porcentaje de C-G en el

genoma de MTB, estos persisten el el ambiente por largos periodos.
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Etapa Temperatura Tiempo Numero de ciclos

Desnaturalizacion inicial 95° 15 min. 1 ciclo
Desnaturalizacion 94° 1 min.
Alineamiento de primers 59° 1 min. 40 ciclos
Extension 72° 90 seg.

Extension final 72° 10 min. 1 ciclo

Tabla 4. Programa de termociclado MIRU-59.

Etapa Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 15 min. 1 ciclo
Desnaturalizacién 94°C 1 min.

Alineamiento de primers 60°C 1 min. 40 ciclos
Extension 72°C 90 seg.

Extension final 72°C 10 min. 1 ciclo

Tabla 5. Programa de termociclado MIRU-60 para la amplificacién del MIRU-4156

Analisis

Los MIRUtipos obtenidos fueron analizados en la plataforma MIRU-VNTRplus que
permite obtener arboles filogenéticos de cepas incodgnita y también buscar genotipos similares
en su base de datos (https://www.miru-vntrplus.org/MIRU/index.faces)>3. Para ello se cargd
el codigo de 15 digitos obtenido por MIRU-VNTR de los 85 aislamientos monoINH junto con
los 453 MDR. Para los clusters MDR mas importantes, se selecciond un aislamiento
representativo con el patrén prototipo. El arbol filogenético fue obtenido mediante el método

UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean, por sus siglas en ingles).

Por otro lado, se obtuvo el linaje de cada genotipo basado en MIRU-VNTR en la
plataforma TB-Lineage (https://tbinsight.cs.rpi.edu/run_tb_lineage.html)>*. Luego, las cepas
monoINH fueron contrastadas con nuestra base de datos de cepas MDR. Se analizd la
mutacion que confiere resistencia a INH en cada caso, ya que evidencia previa indica que
algunas estdan mas representadas que otras como la mutacién en katG315 y en la posicién -15
del operdn fabG_inhA (también referido tradicionalmente como -15_inhA). Este dato

integrado en el andlisis de la relacién filogenética entre clones.

Datos epidemioldgicos
Se evaluaron los datos demograficos (sexo, edad, lugar de residencia y pais de

nacimiento) y epidemiolégicos (contacto con caso de TB y factores de riesgo) de los 103 casos
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monolNH derivados al Servicio de Micobacterias en 2022, obtenidos de bases de datos

internas. Los casos fueron anonimizados por el personal del laboratorio antes del analisis.

Los datos de geolocalizaciéon y el arbol filogenético fueron visualizados con la
plataforma Microreact. Las tablas que se observan en materiales y métodos se confeccionaron

en RStudio utilizando el paquete “kableExtra”.
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Resultados

Caracteristicas de los pacientes
Considerando que es poco lo que se conoce de la poblacién afectada por clones

monolNH en nuestro pais, en primer lugar, realizaremos una breve descripcion de la misma.

En el afio 2022 se recibieron en el servicio un total de 103 aislamientos monoINH
provenientes de la Red de Laboratorios de Diagndstico para la TB (Figura 8). De ellos
analizamos 85 casos monolNH nuevos diagnosticados en 2022. La mediana de edad fue de 34
afios. La relacién entre hombres y mujeres fue de 47:38, tal como se puede apreciar en la
Tabla 5. Solo 6 casos (8,6%) declararon ser personas que viven con HIV. Sin embargo, en la
mayoria de los casos se desconoce el estado de los pacientes respecto a dicha enfermedad
(84,3% de la poblacién), demarcando una clara subnotificacion. Dentro de los factores de
riesgo evaluados, el mas predominante fue el antecedente de abandono del tratamiento, el
cual estd fuertemente asociado con la posibilidad de adquirir resistencia a antibidticos, ya que

los clones resistentes son seleccionados frente al tratamiento intermitente.

Edad (mediana, IQR) 34 (24-46) -
Genero Masculino 47 55
Femenino 38 45
Nacionalidad Argentina 69 81,2
Bolivia 7 8,2
Pera 3 3,5
Paraguay 1 1,2
Extranjero 2 2,4
Desconocido 3 3,5
HIV Si 9 10,6
No 8 9,4
Desconocido 68 80
Otros factores de riesgo Abandono del tratamiento 10 15,3
Diabetes 5 5,9
Privacion de la libertad 5 5,9

Tabla 5. Caracteristicas de la poblacion de estudio. IQR: del inglés, rango intercuartil. HIV: positividad para serologia de HIV
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La amplia mayoria de los pacientes fueron personas nacidas en Argentina. Entre la
poblaciéon migrante, destacan las personas nacidas en Bolivia representando el 8,2% de los
casos. Los pacientes nacidos en Peru se consideran con alto riesgo de tener una TB
drogorresistente, ya que es uno de los paises de la region con mayor proporcién e incidencia
de casos MDR de América del Sur'. Sin embargo, los pacientes provenientes de Peru, solo
representaron el 3,5% de nuestra poblacidn. El flujo migratorio con este pais es continuo y ya
se ha descrito un brote de TB-MDR a nivel local debido a una cepa importada Ilamada

Callao2*°.

Tipificacion de aislamientos por MIRU-VNTR

Todos los aislamientos monoINH fueron analizados al momento de su recepcién por
SGC y fueron clasificados dentro del mismo cluster cuando presentaban hasta 20 SNPs de
diferencia. De los 103 aislamientos identificados por SGC, 63,1% pertenecié a un cluster,
mientras que 36,9% restante fueron clasificados como genotipos “unique”, es decir, que no
compartian el genotipo con otros aislamientos de nuestra base de datos de genémica (Figura
10). Sin embargo, el mayor numero y variedad de aislamientos de nuestro pais han sido
estudiados por MIRU-VNTR, por lo cual la relacién de muchos de estos genotipos con aquellos
identificados en estudios previos era desconocida. Las regiones repetitivas que constituyen el
MIRUtipo no pueden ser analizadas a partir de los genomas obtenidos por la tecnologia
lllumina y esto genera una discontinuidad en la informacidn. El analisis de los aislamientos
monolINH por MIRU-VNTR nos permitiria una comparacion mas amplia de los genotipos
monoINH y MDR circulantes en nuestro pais. Tal como se expuso anteriormente,
hipotetizamos que los genotipos monolNH serian el reservorio de las cepas MDR y por esta

razon estarian intimamente relacionados entre si.
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Aislamientos monolNH 2022

INH-01
INH-02
INH-03
INH-04
INH-05
INH-06
INH-07
INH-08
INH-09
INH-10
INH-11
INH-12
INH-13
INH-14
INH-15
INH-16
INH-17
INH-18
unique

En cluster

No

B si

Genotipo por WGS

o

10 20 30
numero de aislamientos

Figura 10. Numero de aislamientos que se agruparon o no por MIRU-VNTR, clasificados de acuerdo con su genotipo
obtenido por SGC.

Con el fin de poner a prueba nuestra hipodtesis, se evaludé el genotipo de 71
aislamientos monolNH representativos recibidos en el Servicio de Micobacterias durante 2022
mediante la técnica de MIRU-VNTR. Para ampliar la muestra, también se incorporaron al
anadlisis 14 aislamientos recibidos en el Instituto de Tisioneumonologia "Prof. Dr. Raul

Vaccarezza" en el mismo afio, los cuales no habian sido analizados por SGC.

Se logré obtener el MIRUtipo de los 85 aislamientos (Tabla A2 del anexo). En la Figura
11 se puede observar un gel representativo a partir del cual se determiné el nimero de
repeticiones. A lo largo del estudio, se llevaron a cabo diversas puestas a punto para optimizar

los resultados.

Inferencia del linaje a través de TB-Lineage

En primer lugar, analizamos el linaje inferido a partir del patrén de MIRU-VNTR
mediante la plataforma TB-Lineage. Este andlisis arrojé un total de 84 aislamientos
pertenecientes al linaje Euro-Americano (probabilidad = 1). Un unico aislamiento fue
clasificado dentro del linaje ancestral M. africanum (Aislamiento 35071, probabilidad = 0,90),
lo cual fue llamativo ya que es un linaje raramente encontrado fuera de la regién este del
continente africano2. Dicho aislamiento fue cercano al linaje URAL segln la base de datos
MIRU-VNTRplus y provino de un paciente nacido en Argentina, residente de Gonzalez Catan,
La Matanza, provincia de Buenos Aires. No se encontraron aislamientos de linajes asiaticos

como Beijing (Tabla A3 del anexo).
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Figura 11. Gel representativo del MIRU 16 para un determinado set de aislamientos. A, marcador de peso molecular de 100
pb; B, amplicones de los aislamientos; C, marcador de peso molecular de 50 pb.

Inferencia del linaje, clado y SIT en la plataforma MIRU-VNTRplus

Los resultados de la genotipificacidén fueron contrastados con la base de datos interna
de la plataforma MIRU-VNTRplus para inferir el linaje, clado y SIT de los aislamientos monolINH
segun su cercania filogenética. Dicha base de datos cuenta con un total de 180 aislamientos
de distintas especies ademas de MTB como por ejemplo M. africanum, M. canetti, etc. y de
distintas cepas dentro de estas especies. Los resultados se muestran en la Figura 12 y la Tabla

6.

De los 85 aislamientos, 31 (36,5%) se ubicaron en la misma rama que las cepas de
referencia del sublinaje LAM, predominante en nuestra poblaciéon de estudio. En segundo
lugar, un grupo de 27 (31,8%) aislamientos fueron cercanos a la familia Haarlem del linaje

Euro-americano.

Otros linajes/clados encontrados fueron H37Rv, Cameroon, S, URAL. Entre los que se

destaca el sublinaje Cameroon, siendo menos frecuente en nuestra zona.

Sélo tres aislamientos fueron identificados con el linaje X. Por ultimo, un solo
aislamiento difiri6 a nivel de especie respecto a la poblacion total de estudio, siendo
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relacionado con M. africanum (Aislamiento 35934) y especificamente relacionado al linaje

West-African 1.

Sublinaje Numero de
aislamientos
Cameroon 61 7
LAM LAM1 20 1
LAM3 33 10
LAM9 42 11
LAM10_CAM 61 1
West-African 1 - - 1
(M. africanum)
Haarlem H2 2 13
H3 50 14
H4 (URAL) 35 2
H4 262 2
H37Rv H37Rv 451 7
T T1 264 1
T5_RUS1 254 7
S S 34 5
X X1 119 3

Tabla 6. Sublinaje, clado y SIT inferido por la plataforma MIRU-VNTRplus.

Si bien el nivel de concordancia con la clasificacién filogenética obtenida por SGC fue

relativamente bueno, nuestros resultados también reflejan la limitacién que presenta este

abordaje (Tabla A3 anexo). Durante la discusidn se profundizard este punto.
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Figura 12. Arbol UPGMA de los aislamientos monolNH evaluados con cepas de referencia de MIRU-VNTRplus. Los
circulos verdes en las puntas de las ramas indican nuestra poblacién de estudio. A. Circulo interno: referencias para los
linajes de las cepas de referencia de MIRU-VNTRplus; B. Circulo externo: referencias para los linajes obtenidos por TB-

Lineage. Link al dendrograma interactivo: https://bit.ly/46dNFkm
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Relacidén entre los genotipos monolNH y MDR circulantes

La evaluacién de las 85 cepas genotipificadas comparadas con la base de datos de MDR
(Periodo 2012-2022) mediante MIRU-VNTRplus dio como resultado la formacién de varios
clusters o grupos que describiremos a continuacion. Se encontraron un total de 16 grupos

formados por cepas MDR y monolINH los cuales se muestran en la Tabla 7.

En primer lugar, observamos que algunos genotipos monolNH formaron clusters con
cepas MDR prevalentes en nuestro pais, como las cepas M, O, At y Callao2, mientras que otras
formaron clusters con cepas MDR minoritarias (CL-09, CL-10 y CL-17) o huérfanas (CL-01, CL-
03 ~ 05, CL-07, CL-11 ~ 14y CL-16; Tabla 7, Figura 13). Para algunos clusters no se encontraron
variantes MDR relacionadas (CL-18 ~ 22).

El CL-15, conformado por 5 aislamientos de los cuales 3 (34844, 35717 y 35897)
presentaron un genotipo idéntico y caracteristico de la cepa O. Ademas, dos aislamientos
presentaron una diferencia en sus patrones de MIRU-VNTR con la cepa O prototipo. Dentro
de la poblacién del Muifiiz, no se encontraron aislamientos de esta cepa. La cepa MDR O

presenta una gran diversidad, como se puede observar en la Figura 15.

De manera similar, el CL-06 incluyd aislamientos relacionados con la cepa MDR M, una
de las mas conspicuas de nuestro pais. Esta cepa comenzd su expansion alrededor del afio
1970%° y este resultado indica que su variante monolINH continGa circulando. Algunos
aislamientos monolINH fueron mas cercanas a variantes de la cepa M (Figura 14). Los
aislamientos 3182/22 y 578/22 derivados por el Instituto Vaccarezza fueron idénticos (CL-21)
y presentaron una Unica diferencia con el patrén M (Figura 14). Seria interesante analizar si

corresponden a otra variante monolNH de esta cepa por SGC.

Los aislamientos 34874, 35352, 35864, los cuales pertenecieron a un mismo cluster
por SGC (INH-06; Figura 10 y Anexo 3) y el aislamiento 531/22 presentaron patrones de MIRU-
VNTR cercanos pero con al menos una diferencia en su patrdn. Llamamos a estos aislamientos
como “CL-23_like” (Tabla 7) para continuar con la discusién de los resultados en las proximas

secciones.
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Figura 13. Arbol filogenético calculado mediante UPGMA para los aislamientos MDR y monolNH. Se visualizé el
drbol nen la plataforma Microreact. Link al dendrograma interactivo: https.//bit.ly/3G3EJ6M
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Figura 14. Ampliacion del arbol de UPGMA en los aislamientos cercanos a la cepa M.
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Figura 15. Ampliacion del arbol de UPGMA en los aislamientos cercanos a la cepa O.
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CL-01 (34864)
CL-02 (34914)

CL-03 (34974)

CL-04 (35244,
2907/22)
CL-05 (35281)

CL-06 (35337), CL-
06_like (35073,
35079, 35230,
35521)

CL-07 (35365)

CL-08 (35512)

CL-09 (35646)

CL-10 (35656)

CL-11 (35710,
34976, 3020/22,
2903/22), CL-
11_like (35510)
CL-12 (35798)

CL-13 (35823)

CL-14 (35934)

CL-15 (34844,
35717, 35897),
CL15_like (35187,
35622)

CL-16 (35416,
35383)

CL-17 (187/22)

CL-18 (34911,
34972)
CL-19 (34943,
35623)

CL-20 (35166,
261/22)
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Unique (32198)
Callao2 (20776 y
otros)

Unique (33101)
Unique (27697)
Unique (21094)

M (19654 y
otros)

Unique (27016)

At (21514 y
otros)

Q (32544)

MDR_CLUSTER22
(22647)

Unique (25776)

Unique (22616)

Unique (27060)

Unique (26078)

0 (20716 y otros)

Unique (30726)

MDR_CLUSTER19
(26877)

INH-07

INH-06

INH-17

INH-02 (M*)

INH-10

INH-13

INH-11

INH-01

INH-04

INH-05

INH-14/ unique

INH-08

INH-09

katG_subpoblaciones

katG_S315T
katG_S315T
fabG-inhA_g-17t, ND
katG_S315R

katG_S315T

katG_N138S (0.2)

fabG1-inhA_c-15t

katG_S315T

katG_S315T

fabG1-inhA_c-15t

katG_S315T

katG_N138D

inhA_g-154a

katG_S315T

katG_fs (35416),
katG_N138S (35383)

ND

katG_subpoblaciones,
katG_N439R
katG_V1A,

katG_subpoblaciones

inhA_c-100a, ND

LAMS (33)
LAMS6 (1355)

T1(53)
T1(53), ND
T1(159)

H2 (2)

T5-Madrid2
(58)

T1(53)

T1 (159)

H1 (382)

T1(53)

T1(219)

T1(53)

T(73)

LAMS (725)

X2 (439)

ND

- (F2)/ T1(53)

H1 (47) /
T1(53)

LAM12 (209),
ND

monolNH: PPL.

Genotipo asociado a casos de TB-
MDR importados.

Sin relacién epidemioldgica entre
monolNH y MDR.

MDR: mutacién no detectada por
MAS-PCR.

Sin relacién epidemioldgica entre
monolNH y MDR.

Hubo gran diversificacion desde
su expansion en los afios 1970%°

Spoligotipo poco comun en
Argentina. Sin relacién
epidemioldgica entre monolNH y
MDR.

monolNH: PPL. At es una cepa
MDR que comenzd a transmitirse
en la zona de balnearios de la
costa Atldntica.

Los pacientes comparten apellido
y lugar de residencia (Salto,
provincia de Buenos Aires).
SIT159 prevalente en Argentina.
MDR sélo una diferencia con
MIRU M pero difiere en la
mutacién de resistencia a INH.
Cluster monoINH con mayor n por
SGC. A pesar de esto, formo
cluster con un Unico aislamiento
MDR esporadico.

monolINH, persona nacida en
Peru. Sin relacion epidemioldgica
entre monolNH y MDR.
monolNH: PPL. Tratamientos
incompletos en 2018, 2019 y
2020. La mutacién del MDR no
detectada por MAS-PCR.

MDR: no se detecté mutacién por
MAS-PCR.

Dos de los monoINH con
serologia positiva para HIV. Todos
con genotipo O, cepa MDR con
gran diversificacion.

Los monolINH del partido de Gral.
Pueyrreddn. Ambos son contacto
de un tercer caso monolNH. La
MDR es de San Cayetano, partido
lindante con Necochea y sin
mutacién detectada por MAS-
PCR.

monolNH: PPL. Tanto 187/22
como 26877 de pacientes nacidos
en Peru.

Comparten patrén de MIRU-VNTR
pero son distantes por SGC (falso
positivo).

Por genémica forman parte del
mismo cluster a pesar de no
compartir la mutacién de
resistencia a INH ni spoligotipo.
35166 LAM12-Madrid 1. 261/22
sensible a altas dosis de INH.
261/22: otro aislamiento



CL-21 (3182/22, =
578/22)

CL-22 (2355/22, -
2686/22), CL-

22_like (35620)

CL23-like (34874, | Uniquel(25707),
35352, 35864, Unique2(32897)
531/22)

INH-06

ND

ND, katG_S315T

fabG1-inhA_c-15t

ND

ND, T2 (52)

S (34)

derivado en 2023, misma
mutacion y parte del cluster.
Cercana a las M (1 diferencia en
MIRU-VNTR). No forma cluster
con los aislamientos del Servicio.
578/22 hemana de 3182/22.
35620 tiene una diferencia en
MIRU-VNTR. Los tres casos de
CABA.

monoINH: Cérdoba y de AMBA.
Los aislamientos comparten
fabG1-inhA_-15, incluso los MDR.
531/22 paciente proveniente de
Cérdoba.

En negrita: clusters conformados por aislamientos monoINH y algunas de las cepas MDR mas importantes de Argentina. a. Clusters
identificados mediante el arbol por UPGMA (Figura 13). Los patrones con una Unica diferencia y probable relaciéon epidemioldgica se indican
como “_like”. b. Genotipo de la cepa MDR que formd parte del cluster. c. Cluster obtenido por SGC indicado en la Figura 10 y el anexo 3. d.
Mutacidn de resistencia a INH comun al cluster o las correspondientes a cada aislamiento si fueran diferentes. e. Spoligotipo inferido por
SGC. ND: no disponible. PPL: persona privada de la libertad. MAS-PCR: PCR casera que detecta las mutaciones de resistencia a INH en katG315
y fabG-inhA_-15, y de resistencia a RIF en el RRDR.
Tabla 7. Clusters formados entre los aislamientos monoINH y con MDR segun el drbol de UPGMA basado en MIRU-VNTR.

Integracion con los datos epidemioldgicos y microbiolégicos

Para poder ver con mayor claridad la relacidn entre los clusters formados, es muy

importante tener en cuenta los factores epidemioldgicos y geograficos, para una mejor

descripcién de los nichos de transmisidon de cada genotipo. A continuacidn, vamos a realizar

un analisis de aquellos grupos mas importantes y que mostraron alguna relacion entre los

aislamientos que lo componen en lo que respecta a factores epidemioldgicos.
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Geolocalizacién de los casos monolNH
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Figura 16. Distribucion a nivel pais de los aislamientos monolINH del afio 2022.

N =

Tal como muestra la Figura 16, hubo una predominancia notable de casos en la
provincia de Buenos Aires (56,2%) y CABA (25,8%). Seguidos en menor proporcion por las

provincias nortefas de Salta y Jujuy.
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Epidemiologia de los clusters
Con el objetivo de darle otro punto de vista al analisis de los clusters formados (Tabla
7), mencionaremos aquellos que mostraron similitudes en los datos epidemioldgicos con los

que contdbamos para la realizaciéon del trabajo.

En primera instancia, CL-2 es un grupo conformado por un aislamiento monoINH el
cual se determind por MIRU-VNTR que pertenece a la cepa MDR Callao2, proveniente de la
region de Lima, Peru. Sin embargo, este paciente era nacido en Argentina. La mutacién de

resistencia a INH de ambos fue la misma, katG_S315T (Tabla 7).

Otro caso llamativo similar al de CL-2 es CL-8 el cual se conforma por un aislamiento
MDR perteneciente a la cepa At y uno monolNH, ambos comparten la misma mutacién de
resistencia a INH. La cepa At (por “Atlantico”) fue descripta inicialmente en la zona de
balnearios de la provincia de Buenos Aires. Sin embargo, el aislamiento monolINH provino de

Hurlingham, en el AMBA.

CL-9 es un cluster formado por aislamientos de la localidad de Salto, provincia de
Buenos Aires. Por lo que podriamos estar hablando una transmisién intrafamiliar u otro tipo
de parentesco. El genotipo de este cluster es similar al de la cepa MDR Rb, aunque el SIT al

que pertenecen estas cepas (SIT159) es uno de los mas prevalentes en nuestro pais®®.

CL-11 es un grupo formado por 4 aislamientos monolNH tanto del Servicio como del
Instituto Vaccarezza, todos poseen la misma mutacion de resistencia a INH (fabG1-inhA_c-
15t). A pesar de ser uno de los clusters monolNH mas grandes (INH-01 de la Figura 10) entre
los identificados en este trabajo, el aislamiento MDR con el que se agruparon fue un genotipo
huérfano. Posteriormente se recibié un aislamiento del mismo paciente, cuyo fenotipo fue

pre-XDR.

El cluster CL-15 es llamativo debido a que por MIRU, los aislamientos monolNH
pertenecen a la cepa O, en concordancia con los resultados de SGC. Estudios anteriores
determinaron que la cepa O posee la mutacion de resistencia a INH katG_S315T en casi la
totalidad de los aislamientos identificados, al igual que los aislamientos monolNH descriptos.
Es sabido también que dicha cepa es prevalente en su forma monolINH y analisis preliminares

sugieren que habrian surgido genotipos MDR en multiples ocasiones.
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El CL-16 presenta una relacidn geografica entre los aislamientos monolINH (35416 y
35383) ya que, ambos pertenecen al partido de General Pueyrreddn, mas precisamente a la
ciudad de Mar del Plata. Esto denotaria una posible transmisidn. Sin embargo, difieren en las
mutaciones de resistencia a INH, tal como se observa en la Tabla 7, pudiendo inferir que
ambos provienen de una misma cepa sensible la cual luego adquirid resistencia por distintos
eventos de mutacion. Por otro lado, un tercer aislamiento monolNH también del afio 2022
qgue no fue analizado por MIRU-VNTR formé parte del cluster por SGC. Este tercer aislamiento
comparte la misma mutacion de resistencia que 35416 (katG_N138S). En lo que respecta al
aislamiento MDR 30726, su mutacion de resistencia a INH no fue se pudo detectar por la
técnica de MAS-PCR pero provino de la localidad de San Cayetano, partido lindante con

Necochea, Provincia de Buenos Aires.

El CL-20 incluyd tres aislamientos con una mutacion de resistencia a la INH inusual
(inhA_c-100a). El aislamiento 261/22 pertenecid a un paciente que fue derivado nuevamente
en el aio 2023 y se pudo determinar por SGC que compartia la misma mutacién y pertenecid

al cluster. Todos los pacientes fueron del AMBA.

Los aislamientos 2355/22 y 2686/22 fueron idénticos, ambos residentes de CABA (CL-
22). Presentaron una diferencia en MIRU-VNTR con el aislamiento monolNH 35620. Los tres

casos fueron de residentes de CABA.

El CL-18 fue un probable falso positivo, ya que comparten el patrén de MIRU-VNTR
pero fueron distantes por SGC. Por otro lado, el CL-19 es llamativo ya que dieron idéntico
patron de MIRU e incluso por SGC se determind que forman parte del mismo cluster. Aun asi,
tienen distinto espoligotipo. Ambos de la misma ubicacidn geografica (Comuna 8, CABA). Otro
caso llamativo es el del cluster que denominamos “CL-23_like”, el cual, a pesar de su relacién
comprobada por SGC, presentd distintos patrones de MIRU-VNTR. Estos casos ilustran las

limitaciones de las distintas técnicas.
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Discusion

Debido a limitaciones operativas y técnicas, la vigilancia epidemioldgica basada en
técnicas moleculares, histéricamente se habia restringido a los casos MDR. Es poco lo que
conociamos sobre los clones monolINH previo a este trabajo y teniendo en cuenta el posible
impacto de la técnica GeneXpert sobre la invisibilizacion de estos casos, consideramos
pertinente realizar este estudio. Es importante destacar que este trabajo fue de naturaleza
exploratoria y los resultados, aun con sus limitaciones, son de gran valor para comenzar a

conocer una poblacién poco estudiada como son las monolINH.

Antes de discutir los resultados obtenidos, es pertinente discutir las caracteristicas de
nuestra poblacién. Dentro de los datos mas llamativos, se puede destacar que la poblacidon
con la que trabajamos mostré una proporcién asimétrica de hombres:mujeres. Estos valores
estdn en linea general con la poblacion de pacientes con TB. A modo de comparacién, en
nuestro pais durante el afio 2024 se notificaron 16.647 nuevos casos de TB de los cuales el

60,5% fueron varones32.

Los resultados de la inferencia del linaje mediante la plataforma TB-Lineage mostraron
que casi la totalidad de los casos pertenecen al linaje Euro-americano. Estos resultados son
esperables dado que dicho linaje es el mas prevalente en Sudamérica, seguido por el linaje
Beijing”, el cual no fue encontrado en este estudio. Teniendo en cuenta que el nivel de
definicion de la plataforma es limitado, podemos decir que el Unico aislamiento clasificado
como M. africanum podria deberse a un error técnico durante la realizacién del MIRU-VNTR
o propio de la plataforma. Este aislamiento fue analizado anteriormente por gendmica y fue
definido como MTB, clado H3 (Haarlem) y linaje 4. Observando la ubicacién de dicho
aislamiento en el dendrograma de la Figura 12, podemos decir que el andlisis basado en MIRU

dio lugar a un resultado similar (sublinaje H4; URAL).

Mediante la herramienta MIRU-VNTRplus pudimos hacer un andlisis complementario
de la filogenia de nuestra poblacion de estudio contrastando con los patrones de su base de
datos interna. Los resultados obtenidos son concordantes con los linajes y sublinajes
predominantes en nuestro pais. Estudios previos indican que los sublinajes de mayor
circulacion en Buenos Aires son T (35,9%), LAM (33,2%), Haarlem (19,5%), S (3,2%), entre otros

sublinajes que también pertenecen al linaje 4 o Euro-americano®’. Nuestros resultados
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muestran una predominancia de los sublinajes LAM (36%) y Haarlem (32%), seguidos de otros
en menor proporciéon como H37Rv (8%), NEW-1 (7%), S (6%), URAL (5%), etc. La clasificacion
basada en MIRU-VNTR fue a grandes rasgos concordante con la obtenida por SGC, aunque no
a nivel de sublinaje o SIT (Tabla 3 del anexo), reflejo de la limitacién de esta herramienta. Las
herramientas y bases de datos como lo son MIRU-VNTRplus o TB-Lineage, muestran claras
limitaciones en lo que respecta a los genotipos de referencia que se encuentran en sus bases
de datos. Tal como se menciond, esta técnica esta entrando en desuso, lo que implica falta de

mantenimiento o actualizacion de sus bases de datos.

La formacién de grupos entre los aislamientos monolNH y los MDR mostro una posible
relacion entre ambos genotipos. Estos resultados confirman, al menos parcialmente, nuestra

hipdtesis ya que, indican una relacidn filogenética entre las poblaciones.

Al analizar los clusters formados por aislamientos monolNH y MDR, vimos que en la
gran mayoria las mutaciones de resistencia a INH de los aislamientos monolNH coincidia con
la mutacion de resistencia de las MDR a esta misma droga. Si bien este punto no nos permite
afirmar fehacientemente su relacién ya que las mutaciones mas frecuentes suelen ser

convergente, sugieren un origen comun.

Una asuncién importante que realizamos es que los clusters monolNH identificados
en 2022 son genotipos prevalentes que circulan hace muchos afios en Argentina. Es
importante aclarar que si bien las fechas de los aislamientos MDR es anterior a la de los
monolNH (esto se puede observar en el nimero de aislamiento el cual es inferior) en los
clusters formados, esto no rechaza que las monolINH sean el reservorio de las MDR. Este
supuesto se fundamenta en trabajos anteriores que determinaron mediante gendmica que
predecesoras de la cepa MDR M con mutaciones en katG S315T aparecieron en nuestro pais
alrededor del afio 1970. Esto fue seguido de la aparicion de mutaciones de resistencia a RIF
como rpoB S450L que datan del afio 1973%, dando lugar a la cepa M, responsable del gran
brote de TB-MDR registrado en los 90’. En este mismo trabajo se describid que algunas de las
cepas variantes que adquirieron resistencia a INH permanecieron como monorresistentes y
luego adquirieron de forma individual mutaciones de resistencia a RIF. Esto ultimo podria

explicar la diversidad observada en nuestra poblacién de estudio.
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El hecho de que hayamos integrado dos poblaciones de aislamientos (muestras
derivadas al Malbran y al Instituto Vacarezza) nos permitié observar que hubo una gran
diversidad dentro de las monolINH. Una muestra de ello es el hecho de que dos de los clusters

(CL-21y CL-22) s6lo comprendieron aislamientos provenientes del Instituto Vaccarezza.

Si bien la técnica de MIRU-VNTR ha sido un gold standard para la genotipificaciéon de
MTB, esta no tiene suficiente resolucién como para determinar si hubo o no transmisién entre
pacientes. Por lo que si queremos conocer qué relacién puede haber entre los pacientes cuyos
aislamientos estaban estrechamente relacionados, es necesario integrar estos datos con la
informacién epidemioldgica y microbioldgica. A continuacién, discutiremos aquellos grupos

cuyos aislamientos mostraron alguna relacién al analizar sus metadatos.

Respecto al grupo CL-02, relacionada con la cepa MDR Callao2, si bien esperabamos
que el paciente del cual se obtuvo el aislamiento monoINH tuviese alguna relacién con Peruq,
este no fue el caso. El flujo migratorio con Peru es continuo y ya se ha descrito un brote MDR
a nivel local debido a dicha cepa*?, por lo cual es posible que su variante monolNH también

esté circulando localmente.

Otro caso para destacar es el CL-15 el cual estd compuesto integramente por
aislamientos de la cepa O. Esta cepa se caracteriza por presentar una gran variedad de cepas
circulantes en Salta (Os), Buenos Aires (Ob y Or), entre otros genotipos indistinguibles por
técnicas como MIRU-VNTR pero andlisis preliminares por SGC mostraron ser un grupo muy
diverso. Estos resultados sugieren que la cepa O monolNH es un genotipo prevalente que
podria haber adquirido el status de MDR en multiples ocasiones, dando lugar a distintas
variantes MDR. De hecho, la cepa O fue inicialmente caracterizada como la responsable de un
brote monolINH entre enfermeros de un mismo centro de salud en los afios ‘90 (comunicacién

personal con Beatriz Lopez).

El cluster CL-16 presenta una relacidn geografica entre los aislamientos que lo
conforman. Tal como se menciond en los resultados, todos son provenientes de la regién de
balnearios de la provincia de Buenos Aires. A pesar de que desconocemos con exactitud la
mutacion de resistencia a INH del aislamiento 30726, sabemos que ésta se determind
mediante pruebas moleculares (MAS-PCR) y se descarté que sea tanto fabG-inhA_c-15t como

katG_S315T. Esto da lugar a que la mutacidn de resistencia pueda ser la misma de cualquiera
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de los aislamientos monoINH (katG_fs o katG_N138S). Llamativamente, otro genotipo
identificado en este estudio estuvo relacionado con esta region (cepa At, relacionado con el
CL-08). Estos resultados podrian indicar que la costa atldntica podria ser una zona caliente

para la adquisicién de drogorresistencia.

Este estudio cuenta con algunas limitaciones, siendo la principal el sesgo en la muestra
analizada. Si bien los aislamientos MDR son sistematicamente derivados al Servicio de
Micobacterias para la evaluacidon del perfil de resistencia a todas las drogas de segunda linea,
los casos monolNH suelen ser resueltos por los laboratorios periféricos y sélo son derivados
de aquellos centros que no cuentan con prueba de sensibilidad para las FLQ o en aquellos
casos en los que creen pertinente confirmar sus resultados. Por este motivo, no hubo
aislamientos provenientes del Noreste y Litoral de nuestro pais, salvo un caso excepcional de
un paciente de Rosario, Santa Fe que presentd un fenotipo MDR en el pasado y revirtié a
monolNH en el afio 2022. Los casos de estas provincias son referidos al INER “Dr. Emilio Coni”,
ubicado en la provincia de Santa Fe. Para compensar parte de este sesgo, decidimos incluir los
aislamientos monolINH identificados en el Instituto Vaccarezza, centro de referencia para la

TB que recibe a una poblacién importante de la region del AMBA.

Respecto a las técnicas moleculares utilizadas, en los ultimos afios la técnica de MIRU-
VNTR comenzé a entrar en desuso. Es a partir del afio 2022 que a todos los aislamientos
recibidos en el Servicio se les realiza SGC. Esta ultima nos permite obtener datos que con
técnicas como MIRU-VNTR no podriamos, tales como transmision, contactos entre pacientes,
mutaciones de resistencia no contempladas en otras técnicas moleculares. Sin embargo, fue
necesario recurrir a ella para realizar este estudio ya que las lecturas cortas generadas por la
SGC basada en la tecnologia /llumina no permite discriminar los MIRUtipos a partir de los

genomas.

Por ultimo, la falta de informacion epidemiolégica y microbiolégica de ciertos
pacientes fue un impedimento a la hora de querer relacionar nuestra hipétesis con factores

como por ejemplo, el HIV.

Entre las dificultades técnicas que debimos enfrentar, la calidad del ADN de partida fue
determinante a la hora de obtener los resultados. Esta varia en funcidn del tamafio de las

colonias a partir del cual se realizé la extraccién o de errores en dicho proceso y la técnica
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MIRU-VNTR es particularmente sensible a esta variable. Aquellas muestras cuyo ADN extraido
por calor no mostro amplificacién alguna, incluso luego de llevar a cabo la PCR sin diluirlo,
fueron realizadas a partir de ADN extraido de los mismos aislamientos, pero utilizados para la
realizacion de SGC. Estas extracciones contaban con una mayor cantidad de ADN que las
extracciones por hervido. Incluso luego de llevar a cabo este cambio, algunas muestras no
mostraron resultados positivos. En Ultima instancia, se procedid a extraer las cepas
almacenadas a -80°C, repicarlas y extraer nuevamente su ADN. Fue asi como se pudieron

completar los patrones de MIRU-VNTR.

Se identificaron algunos casos puntuales en los que seria interesante profundizar los
analisis a través de la SGC, sobre todo en los clusters que involucraron a los aislamientos
derivados por el Instituto Vaccarezza. Particularmente, la distancia en SNP podrd indicar si el
CL-21 se trata efectivamente de una variante mas de la cepa M monolINH vy si el aislamiento

35620 efectivamente es parte del CL-22.

Nuestra hipétesis quedd respaldada por la formacion de numerosos clusters entre los
aislamientos monolINH y los MDR. Sin embargo, observamos que algunos de ellos coinciden
con cepas MDR asociadas a grandes brotes (M, Callao2, O y At) y otros a casos MDR
esporadicos. En otras palabras, los genotipos monolNH pueden dar lugar a casos MDR, pero
estos no necesariamente estan asociados a grandes brotes MDR. Esto fue particularmente
destacable en el caso del CL-11, el que mas casos comprendié en 2022, pero que estuvo
relacionado con un Unico caso MDR esporddico. Mds aun, algunos clusters monolNH no
estuvieron relacionados a casos MDR (CL-20 y CL-22). Incluso, algunos casos monolNH
presentaron heterorresistencia a la INH (mezcla de clones sensibles y resistentes), indicando
gue provienen de genotipos sensibles que estan en proceso de fijacion de la mutacién de
resistencia. Nuestros resultados sugieren que la relacidn entre los distintos perfiles de

resistencia a drogas es compleja y probablemente dindmica.
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Conclusidn

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron inferir que existe una relacién
entre las cepas monoINH y las MDR circulantes en nuestro pais, sustentando el papel de las
monolNH como reservorio de las MDR. Sin embargo, cabe destacar que la relacidn entre estos
dos grupos fue mas diversa de lo esperado, indicando una estructura y dindamicas

poblacionales complejas.

Este trabajo cumplido su funcién exploratoria al dar una descripcién detallada de una
poblacién poco estudiada en nuestro pais. Sirviendo como llamado de atencién para mejorar

el foco puesto en ella.

Finalmente, este fue un puntapié inicial para tener una visién general de las monolINH
circulantes en nuestro pais y allanar el terreno para continuar dicha investigacién de forma

mas compleja a través de los datos obtenidos por SGC.
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Anexo

MIRU | MIRU [ MIRU | MIRU | MIRU MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU

4 26 40 10 16 31 424 577 2165 | 2401 3690 | 4156 | 2163 | 1955 | 4052
0 175 285 354 482 565 0 492 537 171 195 252 0 272 563 67 116 153 0
1 252 336 408 537 618 1 545 588 208 270 305 1 330 622 136 149 264 1
2 329 387 462 590 671 2 598 639 266 345 363 2 388 681 205 206 375 2
3 406 438 516 643 724 3 651 690 324 420 421 3 446 740 274 263 486 3
4 483 489 570 696 77 4 704 741 382 495 479 4 504 799 343 320 597 4
5 560 540 624 749 830 5 757 792 440 570 537 5 562 858 412 377 708 5
6 637 591 678 802 883 6 810 843 498 645 595 6 620 917 481 434 819 6
7 714 642 732 855 936 7 863 894 556 720 653 7 678 976 550 491 930 7
8 791 693 786 908 989 8 916 945 614 795 711 8 736 1035 619 548 1041 8
9 868 744 840 961 1042 9 969 996 672 870 769 9 794 1094 688 605 1152 9
10 945 795 894 1014 1095 10 1022 1047 730 945 827 10 852 1153 757 662 1263 1o
11 1022 846 948 1067 1148 11 1075 1098 788 1020 885 1 910 1212 826 719 1374 11
12 1099 897 1002 1120 1201 12 1128 1149 846 1095 943 12 968 1271 895 776 1485 12
13 1176 948 1056 1173 1254 13 1181 1200 S04 1170 1001 13 1026 1330 964 833 1596 13
14 1253 999 1110 1226 1307 14 1234 1251 962 1245 1059 14 1084 1389 1033 890 1707 14
15 1330 1050 1164 1279 1360 15 1287 1302 1020 1320 1117 15 1142 1448 1102 947 1818 15

Al. Tabla para la interpretacion de los resultados de MIRUs. Las columnas naranjas indican el numero de copias para un
determinado MIRU y las columnas blancas indican el peso molecular.
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MIRU

4052

1955

2163b

3+4

4156

3690

2401

2165

577

424

2+4

31

16

10

40

10

26

04

~

~

2

2
3
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

ID
34844
34864
34874
34886
34911
34914
34943
34953
34955
34972
34974
34975
34976
34978
34981
34984
35011

35033
35036
35066
35071
35073
35079
35081
35136
35166
35187
35206
35230
35244
35280
35281
35288
35337
35342
35352
35365
35383
35393
35416
35417
35438
35475
35505
35510
35512
35521
35531
35560
35578
35620
35622
35623
35629
35646
35653
35656
35672
35710
35717
35746
35798
35823
35864
35882
35892
35897
35915
35921
35934
35939

187/22
261/22
485/22

531/22
578/22

1199/22
1306/22
1605/22
2206/22
2355/22
2686/22
2757/22
2868/22
2903/22
2907/22
3020/22
3182/22

A2. Tabla con los MIRUtipo de los 89 aislamientos genotipificados. Aquellos MIRUs que no amplificaron, se indican con un “-“. Las
bandas de los loci que dieron mixtos se indican separados por el signo “+”. Los aislamientos cuyo numero de ID terminan en “/22”

corresponden a los casos del Instituto Vaccarezza.
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Datos obtenidos por SGC Resultados de este trabajo
Genotipo Spoligotipo (SIT) por Genotipo Clado (SIT) por MIRU-

D® monoINH Mutacién de resi ia INH® SGC* monoINH* VNTRplus® Linaje por TB-lineage Genotipo MDR’
34844 INH-04 katG_S315T LAMS (725) CL-15 LAM9 (42) Euro americano [0}
34864 INH-07 katG_subpoblaciones LAM3 (33) CL-01 LAMS3 (33) Euro americano unique
34874 INH-03 fabG1-inhA_c-15t S (34) CL-23-likel? S (34) Euro americano -
34886 unique katG_W91* katG_del T1(53) - H2 (2) Euro americano -
34911 INH-14 katG_subpoblaciones - (F2) CL-18? H2 (2) Euro americano -
34914 unique katG_S315T LAMG6 (1355) CL-02 LAMSO (42) Euro americano Callao2
34943 INH-08 katG_V1A H1 (47) CL-19 H2 (2) Euro americano -
34953 unique katG_S315N T3 (37) - H37Rv (451) Euro americano -
34955 unique katG_S315T T1(53) - - Euro americano -
34972 unique katG_N439R T1(53) CL-18? H2 (2) Euro americano -
34974 unique katG_S315T T1(53) CL-03 H2 (2) Euro americano unique
34975 unique katG_subpoblaciones H1 (47) - H2 (2) Euro americano -
34976 INH-01 fabG1-inhA_c-15t T1(53) CL-11 H3 (50) Euro americano unique
34978 unique katG_S315T T1(53) - - Euro americano -
34981 unique katG_L521P LAM3 (33) - LAMS3 (33) Euro americano -
34984 INH-15 fabG1-inhA_c-15t T1(2541) - T5_RUS1 (254) Euro americano -
35011 INH-16 fabG1-inhA_c-15t katG_S486N - - - Euro americano -
35033 unique katG_del LAM3 (33) - LAMS3 (33) Euro americano -
35036 unique katG_S315T H3 (35) - H4 (35) Euro americano -
35066 unique katG_S315T H3 (35) - H4 (35) Euro americano -
35071 unique katG_S315T (0.1) H3 (262) - H4 (262) M. africanum -
35073 INH-02 katG_S315T H2 (2) CL-06_likel H3 (50) Euro americano M
35079 INH-02 katG_S315T H2 (2) CL-06_like2?? H3 (50) Euro americano M
35081 unique katG_N138S LAM9 (42) - LAMO9 (42) Euro americano -
35136 unique katG_S315N pncA_D15G LAMO (42) - LAM9 (42) Euro americano -
35166 INH-09 inhA_c-100a LAM12-Madrid1 (209) CL-20 LAMS3 (33) Euro americano -
35187 INH-04 katG_S315T LAMS (725) CL-15_likel LAMO9 (42) Euro americano 0
35206 unique katG_del ahpC_c-54t ahpC_g-48a LAM3 (130) - LAM3 (33) Euro americano -
35230 INH-02 katG_S315T H2 (2) CL-06_likel H3 (50) Euro americano M
35244 INH-06 fabG1l-inhA_g-17t T1(53) CL-04 - Euro americano unique
35280 unique katG_S315T T1(2541) - T5_RUS1 (254) Euro americano -
35281 INH-17 katG_S315R T1(159) CL-05 T1(264) Euro americano unique
35288 INH-07 katG_L141F LAM3 (33) CL-01_like LAMS3 (33) Euro americano -
35337 INH-02 katG_S315T H2 (2) CL-06 H3 (50) Euro americano M
35342 unique ahpC_c-57t katG_D189N LAMO (42) - T5_RUS1 (254) Euro americano -
35352 INH-03 fabG1l-inhA_c-15t S (34) CL-23-like2? S (34) Euro americano -
35365 INH-10 katG_N138S (0.2) T5-Madrid2 (58) CL-07 H37Rv (451) Euro americano unique
35383 INH-05 katG_N138S X2 (439) CL-16 X Euro americano unique
35393 unique katG_S315T LAMS (93) - T5_RUS1 (254) Euro americano -
35416 INH-05 katG_fs X2 (439) CL-16 X Euro americano unique
35417 unique fabG1-inhA_c-15t T1(31) - H37Rv (451) Euro americano -
35438 unique katG_C171* (0.1) katG_T322K (0.3) LAM1 (20) - LAM1 (20) Euro americano -
35475 unique katG_S315T T1(253) - T5_RUS1 (254) Euro americano -
35505 unique fabG1l-inhA_c-15t LAM3 (33) - LAM3 (33) Euro americano -
35510 INH-01 fabG1-inhA_c-15t T1(53) CL-11_like H3 (50) Euro americano -
35512 INH-13 fabG1-inhA_c-15t T1(53) CL-08 H37Rv (451) Euro americano At
35521 INH-02 katG_S315T H2 (2) CL-06_likel H3 (50) Euro americano M
35531 unique katG_S315N - - X1(119) Euro americano -
35560 unique fabG1-inhA_c-15t T1(53) - H2 (2) Euro americano -
35578 unique katG_G299C - - T5_RUS1 (254) Euro americano -
35620 unique katG_S315T T2 (52) CL-22_like? H2 (2) Euro americano -
35622 INH-04 katG_S315T LAMS5 (725) CL-15_like2 LAMS9 (42) Euro americano (9]
35623 INH-08 katG_subpoblaciones T1(53) CL-19? H2 (2) Euro americano -
35629 unique katG_S315T LAMO (42) - LAM9 (42) Euro americano -
35646 INH-11 katG_S315T T1(159) CL-09 T5_RUS1 (254) Euro americano Q
35653 INH-10 katG_A476V (0.9) T1(53) CL-07_like H37Rv (451) Euro americano -
35656 unique katG_S315T H1 (382) CL-10 H2 (2) Euro americano MDR_CL22
35672 unique fabG1-inhA_c-15t LAMS5 (93) - LAM9 (42) Euro americano -
35710 INH-01 fabG1-inhA_c-15t T1(53) CL-11 H3 (50) Euro americano unique
35717 INH-04 katG_S315T LAMS5 (725) CL-15 LAMS9 (42) Euro americano [0
35746 unique fabG1-inhA_c-15t - - LAM9 (42) Euro americano -
35798 unique katG_S315T T1(219) CL-12 H3 (50) Euro americano unique
35823 unique katG_N138D T1(53) CL-13 H37Rv (451) Euro americano unique®
35864 INH-03 fabG1l-inhA_c-15t S(34) CL-23-like3? S(34) Euro americano -
35882 unique katG_S315N H3 (262) - H4 (262) Euro americano -
35892 unique fabG1l-inhA_c-15t T1(53) - H37Rv (451) Euro americano -
35897 INH-04 katG_S315T LAMS (725) CL-15 LAMS9 (42) Euro americano o]
35915 INH-12 ahpC_g-74a* S (34) - S (34) Euro americano -
35921 unique fabG1l-inhA_c-15t T1(373) - LAM10_CAM (61) Euro americano -
35934 unique inhA_g-154a T(73) CL-14 West Africa 1 Euro americano unique
35939 unique fabG1-inhA_c-15t katG_T380I LAM3 (33) - T5_RUS1 (254) Euro americano -
187/22 ND ND ND CL-17 - Euro americano MDR_CL19
261/22 ND ND ND CL-20 LAM3 (33) Euro americano -
485/22 ND ND ND - LAM3 (33) Euro americano -
531/22 ND aislamiento previo fabG1-inhA_-15 ND CL-23_like4 S (34) Euro americano -
578/22 ND ND ND CL-21 H3 (50) Euro americano M?
1306/22 ND ND ND CL-06_likel H3 (50) Euro americano M
1605/22 ND ND ND - LAM3 (33) Euro americano -
2355/22 ND ND ND CL-22 H2 (2) Euro americano -
2686/22 ND ND ND CL-22 H2 (2) Euro americano -
2868/22 ND ND ND - H2 (2) Euro americano -
2903/22 ND ND ND CL-11 H3 (50) Euro americano unique
2907/22 ND ND ND CL-04 - Euro americano unique
3020/22 ND ND ND CL-11 H3 (50) Euro americano unique
3182/22 ND ND ND CL-21 H3 (50) Euro americano M?
a. Numero de identificacién. Los aislamientos con nimeros terminados en “/22” son los que fueron derivados por el Instituto Vaccarezza. b. Mutacion de resistencia encontrada en los aislamientos
monolNH. Se indican en negrita las mutaciones compartidas con la cepa MDR que formé cluster, si lo hubiera. c. Spoligotipo obtenido in silico por SGC.

d. Cluster formado por MIRU-VNTR segun el drbol de UPGMA. e. Spoligotipo inferito por cercania con aislamientos de la base de datos MIRU-VNTRplus. Los resultados concordantes entre las técnicas
estan indicados en negrita. f. Genotipo MDR relacionado segtn el patrén de MIRU-VNTR. ND: no disponible. *Mutacién clasificada como “uncertain” por el Catalogo de la OMS v2. Fue sensible a INH por
MGIT. 2Dos diferencias en MIRU-VNTR con patrén M pero cercana por WGS. *Mutacion no detectada por MAS-PCR.

A3. Integracion de resultados
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