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Resumen

Argentina tiene muy diversas regiones en cuanto a geografia, composicion étnica y carga de tuberculosis
(TB). El Area Metropolitana de Buenos Aires, ubicada en la region pampeana, presenta tasas moderadas de
TB y atrae inmigrantes del resto del pais y extranjeros. Jujuy, una provincia andina, esta poblada mayormente
por nativos americanos y su tasa de TB esta entre las més altas del pais. Este trabajo tuvo tres objetivos: (i)
comparar la estructura de poblacion de Mycobacterium tuberculosis en esas dos areas del pais en el contexto
de los paises de la region; (i) analizar la frecuencia de genotipos resistentes epidémicos en las
subpoblaciones de M. tuberculosis de Argentina con distintos perfiles de sensibilidad a drogas; (iii) en el grupo
resistente a drogas, determinar la relacién entre genotipo, mutacion responsable de resistencia a isoniacida
(INH) y clustering. Fueron analizados 740 aislamientos de Argentina representativos de las dos areas del pais
arriba mencionadas y se los compard con 2897 aislamientos de otros 6 paises de América del Sur. La
genotipificacion se realizé mediante spoligotyping, y en casos selectos, por MIRU-VNTR24. El andlisis de
clustering se realiz6 mediante RFLP 1S6110. La asignacion de genotipos se realizé segun SITVIT WEB

database (http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT _ONLINE/). En 362 aislamientos resistentes a INH se

determin6 presencia de mutacion katG315 e inhA (-15) por multiplex allele-PCR. En Argentina predomind
ampliamente el linaje 4 Euro-Americano. Las familias mas frecuentemente representadas fueron LAM y T,
seguidas por Haarlem, con diferencias geograficas. La estructura de poblaciéon de Jujuy se asemejé mas a la
de Bolivia y Peru que a la de Buenos Aires y resultd mucho menos heterogénea. Los genotipos T1 Tuscany y
H2, que en el resto del mundo estan representados en frecuencias bajas y areas muy restringidas, en
Argentina se asocian a cepas epidémicas resistentes. En particular, el genotipo SIT2 H2 es extremadamente
raro entre aislamientos pansensibles de nuestro pais y su frecuencia aumenta a medida que se amplia el perfil
de resistencia a drogas. Se observé que las mutaciones katG315 e inhA (-15) son mutuamente excluyentes.
Se demostré que las cepas que presentan mutacion katG315, pero no las que presentan mutacién inhA (-15)
tienen tendencia a acumular ulterior resistencia (p<0,0001) y alta probabilidad de estar en cluster (p=0,0035).
Las cepas resistentes a INH que no presentan ninguna de las dos mutaciones se asocian a ausencia de
transmisién (p<0,0001). Se concluye que: (i) la estructura de poblacion de M. tuberculosis en Argentina fue
concordante con la de los paises de la region, con variaciones regionales (ii) En Argentina, SIT2 H2, el
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genotipo de la cepa M, causante del mayor brote de TB multirresistente del pais, es mas proclive que otros a
desarrollar resistencia y transmitirse; (i) aun entre cepas resistentes diferentes de las mayoritarias de brote, la
mutacion katG315 es la mas frecuente en Argentina, se asocia a resistencia a un nimero creciente de drogas
y a transmisién.
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Abreviaturas

AC: Antes de Cristo

ADN: &cido desoxirribonucleico

BCG: Bacilo Calmette-Guérin

bp: pares de bases

CIM: concentracion inhibitoria minima

CMTB: complejo M. tuberculosis

CRISPRs: (polymorphisms in the clustered regularly interspaced short palindromic
repeats)

DC: después de Cristo

DR: (direct repeat) repeticiones directas

EMB: etambutol

H: Haarlem

INH: isoniacida

IS: (insertion sequence) secuencia de insercion

LAM: (Latin American & Mediterranean), Latinoamérica y Mediterraneo

LSPs: (large sequence polymorphisms) polimorfismos de secuencia larga

MIRUs: (mycobacterial interspersed repetitive units) unidades micobacterianas repetidas
intercaladas

MUT: (mutated) mutado

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PCR: (polymerase chain reaction) reaccion en cadena de la polimerasa

PGRSs:( polymorphic GC-rich repetitive sequences), secuencias polimdrficas repetitivas
ricas en GC

PPD: Derivado proteico purificado

PZA: pirazinamida

RFLP: (restriction fragment length polymorphism), polimorfismos del largo de los
fragmentos de restriccion

RIF: rifampicina

S: familia S

SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida

SM: estreptomicina

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

T: familia T

TB: tuberculosis

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

VNTR: (variable number tandem repeat) repeticion en tdndem de numero variable
WT: (wild type) fenotipo silvestre

X: familia X
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Historia de la tuberculosis

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

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

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

En Europa, la incidencia de la TB habia aumentado progresivamente durante la Edad
Media y el Renacimiento, desplazando a la lepra, hasta alcanzar su méxima expansion bien
entrado el siglo XVIII, y hasta finales del XIX, en el contexto de los desplazamientos masivos
de campesinos hacia las ciudades en busca de trabajo. La revolucion industrial agreg6 sus
problemas: hacinamiento, pobreza, jornadas de trabajo interminables, viviendas himedas y
mal ventiladas, muy propicias para la propagaciéon aerégena de gérmenes [Cardoso-Ledo &
Portaels 2007].

Al margen de los movimientos culturales y sociales, fueron los avances cientificos los
gue marcaron la diferencia en el conocimiento de la TB. A mediados del siglo XIX, el francés
Jean-Antoine Villemin demostré que la tisis podia contagiarse tras inocular material purulento

de humanos a ganado y de ganado a conejos. Sobre la base de esta polémica y
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revolucionaria evidencia, postuld6 que un microorganismo especifico podia causar la
enfermedad. Pocos afios después, en 1882, Robert Koch aplicé un novedoso método de
tincibn a muestras de esputo procedentes de pacientes con tuberculosis, revelando por
primera vez el agente causal de la enfermedad: M. tuberculosis, denominado bacilo de Koch
en su honor. En 1908, el mismo Koch desarroll6 la tuberculina, que posteriormente dio lugar a
un derivado proteico purificado estandar del bacilo (denominado PPD) que se creia Gtil como
agente inmunizante [Ritacco & Kantor 2015].

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

pacientes con TB.

m‘ S xaﬂif’;aa . aEad T we o SR - 7 Sttt

Figura 1. "Estacion Climatérica Santa Maria" ubicada en el Valle de Punilla de las Sierras de Cdrdoba,
inaugurada en 1900. Centro Sanatorial para un centenar de tuberculosos, que con el correr de los afios
amplié su capacidad a mas de un millar de pacientes hospitalizados.

Fuente: http://www.taringa.net/posts/imagenes/13210020/Hospital-Psiquiatrico-1920-y-HOY-Cba.html
(Acceso 15 de noviembre de 2015).
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Figura 2. Vista del pabellén para indigentes
mujeres, “Dr. José Penna”. Afios 1920-23.
Fuente:
http://www.taringa.net/posts/imagenes/13210
020/Hospital-Psiquiatrico-1920-y-HOY-
Cba.html (Acceso 15 de noviembre de 2015)

A principios del siglo XX, las autoridades de salud publica reconocieron que la TB era
prevenible y no heredable, lo que alentd la creacion de asociaciones para educar a la
comunidad a través de campafias sanitarias orientadas al control de la propagacion de la
enfermedad (Figura 3).

En 1921 Albert Calmette y Camille Guérin produjeron la vacuna contra la TB empleando
una variante atenuada de Mycobacterium bovis. Esta vacuna, denominada BCG, es aln
ampliamente utilizada en vastas areas del mundo donde la TB es prevalente para prevenir

formas diseminadas en los infantes.

is CURABLE ano Figura 3. Campafias publicas de educacién y
PREVENTABLE & concientizacion para mostrar a las poblaciones es

IF Yoddare Rusdown or have & 2 Nedical s | curable y prevenible.
Gt R Fuente: http://sct.poumon.ca/tb/tbhistory/prevention/

(Acceso 15 de noviembre de 2015)

Maritime Tuberculosis Educational Committee.

En 1944, en plena Guerra Mundial, Albert Schatz y Selman Waksman descubrieron, a
partir de un pequefio hongo, la estreptomicina (SM), substancia capaz de inhibir el crecimiento
de M. tuberculosis con eficacia limitada, pero superior a los tratamientos empleados hasta ese
momento. Este hito se considera el comienzo de la era moderna de la tuberculosis, aunque
muy pronto aparecieron los primeros casos de TB resistente a este fadrmaco, lo que indujo la
formulacion de terapias combinadas. La verdadera revolucién se produjo algunos afios
después, en 1952, con el desarrollo de la isoniacida (INH), el primero de los antibiéticos
especificos que lograrian convertir a la TB en una enfermedad curable en la mayoria de los
casos. La aparicion de la rifampicina (RIF) en la década de los sesenta acorté notablemente

los tiempos de curacién con terapia mdltiple, lo que contribuy6 a disminuir el nimero de casos
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nuevos de manera importante hasta la década de los ochenta [Cardoso-Ledo & Portaels
2007].

Figura 4. Medalla y estampilla
conmemorativas de la Liga Argentina
contra la Tuberculosis

La TB es mas frecuente en hombres que mujeres y afecta principalmente a adultos en
edad econdmicamente productiva. La enfermedad se transmite por via aérea. Un individuo
con TB activa exhala gotas microscépicas infecciosas, las cuales permanecen en la atmosfera
y pueden ser inhaladas por otros individuos que se encuentren cerca. En general, sélo una
pequefia proporcion de personas infectadas con M. tuberculosis desarrolla enfermedad activa,
pero la probabilidad es mayor entre las personas con asociaciones morbosas, en particular
aqguellas co-infectadas con VIH. Sin tratamiento, la mortalidad por TB es alta. Los tratamientos
actuales recomendados para los nuevos casos de TB sin riesgo de farmacorresistencia
consisten en un régimen de seis meses. Los primeros dos meses con cuatro drogas de
primera linea: INH, RIF, etambutol (EMB) y pirazinamida (PZA); los siguientes cuatro meses
con INH y RIF. Con un buen cumplimiento del tratamiento se logra la cura del 86% de los
casos [WHO TB Report 2015].

Mycobacterium tuberculosis

Las bacterias pertenecientes al género Mycobacterium son bacilos inméviles y no
esporulados pertenecientes al orden Actinomicetales. Contienen un alto porcentaje (61-71%)
de guanina y citosina (G+C) en su genoma, una pared celular con alto contenido de lipidos y
varios acidos micélicos caracteristicos de la envoltura de las micobacterias. Estos lipidos poco
convencionales actlan como reservas de carbono y energia. También estan involucrados en
la estructura y funcionamiento de membranas y de organulos membranosos dentro de la
célula. Los lipidos constituyen mas de la mitad del peso seco de la célula. La composicion
lipidica de los bacilos puede variar durante su ciclo de vida en cultivo, dependiendo de la

disponibilidad de nutrientes. La envoltura celular confiere las principales caracteristicas del
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género: acido alcohol resistencia, extrema hidrofobicidad, persistencia en las lesiones,
resistencia a antibiéticos y sus distintivas caracteristicas inmunolégicas. Es probable que
también contribuya al lento crecimiento de algunas especies ya que habria una restriccion en
el ingreso de nutrientes [Barrera 2007].

La envoltura celular distingue a las especies de este género de otros procariotas. Esta
compuesta por capsula, pared celular y membrana plasméatica. En M. tuberculosis la
superficie expuesta al medio exterior es la capsula, esencialmente compuesta de
polisacéaridos, proteinas y una menor cantidad de lipidos. Tres tipos de polisacaridos se
encuentran en la capsula: a-D-glucano, D-arabino-D-mananos y D-mananos. El a-D-glucano,
es el principal carbohidrato de la cdpsula. Varias funciones biolégicas, relacionadas con la

inmunopatogenia, han sido atribuidas a los polisacaridos de la capsula [Kaur 2009] (Figura 5).

}

®

|
© ©©

Figura 5. Estructura de la pared celular de M. tuberculosis. 1-lipidos externos, 2-acidos micdlicos, 3-
polisacéridos (arabinogalactano), 4-peptidoglicano, 5-membrana plasmatica, 6-lipoarabinomananos, 7-
fosfatidil inositol manésido.

Fuente: en.wikipedia.org/wiki/Mycobacterium. (Acceso 12 de noviembre de 2015).

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

Otros polisacaridos compuestos de arabinosa y galactosa se encuentran unidos

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

La pared celular también contiene proteinas intercaladas. Algunas de ellas en proceso
de exportacién y otras residentes. Muchas de estas proteinas son responsables de la
construccion de la pared celular durante el ciclo de vida del bacilo. También se encuentran
algunas proteinas llamadas porinas, la cuales forman canales hidrofilicos permitiendo el
pasaje pasivo de pequefias moléculas de solutos a través de la capa de acidos micélicos
[Berg 2007, de Souza 2008, Fenton & Vermeulen 1996, Kaur 2009, Morandi 2013].

La membrana citoplasmatica de las micobacterias no parece ser peculiar, excepto por
la presencia de lipopolisacaridos. Estructura celular vital, provee proteccién osmética, regula el
trafico de solutos entre el citoplasma y el medio ambiente. Contiene proteinas con diferentes
funciones: proteinas censoras de la concentracién de determinadas moléculas en el medio
ambiente, proteinas transductoras de sefiales, enzimas involucradas en procesos metabdlicos
y generacion de energia, transportadores selectivos de nutrientes e iones [Barrera 2007].

Aun con muchas caracteristicas en comun, las especies del género Mycobacterium
muestran diversidad en otros aspectos. La mayoria vive y replica libremente en los
ecosistemas y rara vez o nunca causa enfermedad. Solo unas pocas micobacterias pueden
volverse patdgenos exitosos en vertebrados superiores. En contraste, algunas especies de
micobacterias no crecen en vida libre en la naturaleza, son hospedador dependientes como
Mycobacterium leprae, Mycobacterium lepraemurium, Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis, y los miembros del complejo M. tuberculosis. Mycobacterium leprae
representa el caso extremo, pues aln no se ha logrado su desarrollo in vitro. EI complejo M.
tuberculosis incluye siete especies estrechamente relacionadas: Mycobacterium bovis,
Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti, Mycobacterium caprae, Mycobacterium
pinnipedii, Mycobacterium canettii y Mycobacterium mungi.

M. tuberculosis es considerado genéticamente monomorfico, porque tiene bajos niveles

de diversidad genética y homoplasia (eventos de mutaciones independientes que resultan en
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el mismo genotipo entre aislamientos con diferentes ancestros) y muy raros eventos de
recombinacién homoéloga. Sin embargo, en comparacién con otras bacterias monomorficas,
presenta sustancial variacion en su ADN. Los polimorfismos identificados como large
sequence polymorphisms (LSPs) y single nucleotide polymorphisms (SNPs) son
filogenéticamente informativos y Utiles para los estudios de poblacién y epidemiolégicos.

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

La situacién de la TB en el mundo

La carga mundial de TB sigue siendo enorme. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) estim6 que en 2014 se produjeron 9,6 millones de casos nuevos y 1,5 millones de
personas murieron por esta enfermedad (1,1 millébn de muertes ocurrieron en personas VIH
negativos y 0,4 millones entre personas portadoras del virus).

La mayoria de los casos nuevos estimados en 2014 ocurrieron en el sudeste asiatico y
en la region occidental del Pacifico (58%), mientras que en el continente africano se concentra
el 28% de los casos. Menores proporciones en la regién del este mediterraneo (8%), en la
region europea (3%) y en la regién de las Américas (3%). India, Indonesia y China suman el
43% de los casos a nivel mundial. Las tasas mas bajas se encuentran predominantemente en
los paises con mayores ingresos, como los de Europa occidental, Canada, Estados Unidos,
Australia y Nueva Zelanda. En estos paises las tasas de incidencia son menores a 10 casos
por 100 000 habitantes [WHO TB Report 2015]. Figura 6.
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Figura 6. Tasas estimadas de incidencia de TB a nivel mundial en 2014. [WHO Global tuberculosis report
2015].

TB en Argentina

En 2014, en Argentina se notificaron 10525 casos de TB. La tasa de notificacion para
ese afio fue 22,5 casos por cada 100 000 habitantes. Las cifras son coherentes con la leve y
sostenida tendencia al descenso de la TB registrada en las Ultimas décadas.

La distribucion de los casos de TB en las provincias es muy desigual. En 2014, la tasa de
notificacion mas alta correspondié a la provincia de Salta con 46,6 casos cada 100 000
habitantes. El valor mas bajo se observé en la provincia de San Luis, con 5,7 casos cada 100
000 habitantes. La tasa de la provincia de Salta fue 8,2 veces mas alta que la tasa de San Luis
y 2,1 veces mayor que la general del pais. Ademas de Salta, Jujuy, Formosa, la Ciudad de
Buenos Aires y Chaco completan el grupo de las 5 provincias con mayores tasas de
notificacion en el pais. Ademéas de San Luis, otras 7 provincias tienen tasas menores de 10
casos por 100 000 habitantes. Estas son: Catamarca, Rio Negro, San Juan, La Rioja,
Cérdoba, Neuquén y Mendoza [Fuente: Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
(INER) “Emilio Coni”, Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud (ANLIS),
con base en los datos de los Programas de Control de las 24 Jurisdicciones del pais.

Ministerio de Salud de la Nacién]. Figura 7.
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El problema de la TB multirresistente (TB MDR) en el mundo

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

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

calidad de las drogas, pobre adherencia al tratamiento, tratamiento incompleto, intermitente o
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inadecuado, mala absorcién de una o varias de las drogas administradas, o contagio de
formas resistentes. Todas estas condiciones contribuyen a la emergencia de bacterias
resistentes a drogas en el hospital y la comunidad. Por lo tanto, la deteccién precoz, el
tratamiento correcto de la TB, y el seguimiento hasta la negativizacion bacteriolégica son parte
importante de las estrategias para prevenir la emergencia de TB MDR. Existen, ademas,
cepas de M. tuberculosis con resistencia extendida (TB XDR), definidas como aquellas
cepas de TB MDR que ademas presentan resistencia a alguna fluoroquinolona y al menos a
una de las drogas inyectables de segunda linea: kanamicina, amikacina y capreomicina
[Senol, 2013].

A nivel mundial, se estima que 3,3% de los casos nuevos y 20,2% de los casos con
tratamiento previo tienen TB MDR. En 2014, 190 mil muertes ocurrieron por TB MDR. Los
mayores niveles de TB asociada a farmacorresistencia se encuentran en el este de Europa y
Asia central. Para el afio 2014 se estimd que ocurrieron 300 mil casos nuevos de TB MDR en
el mundo, mas de la mitad de los casos fueron diagnosticados en India, China y la Federacion
Rusa. [WHO TB Report 2015] (Figura 8).
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Figura 8. Porcentajes de casos nuevos de TB MDR en 2014. La figura esta basada en los afios mas
recientes de los que se dispone informacion, la cual varia entre los paises. TB XDR ha sido reportada por
92 paises. Un porcentaje estimado: 9,7% (95% CI: 7,4%-12%) de los casos MDR son TB XDR. [WHO
Global tuberculosis report 2015].

Brotes epidémicos de TB MDR/XDR en el mundo

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



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

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

El fendbmeno que dio origen al concepto de TB XDR fue documentado mas
recientemente en un area rural de Sudafrica. EI mismo reprodujo las caracteristicas de los
brotes descritos mas arriba: asociacion con infeccién VIH, diseminacién hospitalaria,
progresion fulminante a enfermedad, alta mortalidad, resistencia extendida y alta clonalidad
[Ghandi 2006]. Se estima que aun hoy, en Sudafrica, 10% de todos los casos de TB son TB
MDR vy, a la vez, 10% de los casos de TB MDR son XDR. Hay suficiente evidencia de que en
ese pais la mayoria de los casos de TB MDR/XDR se producen por transmisién de cepas
exitosas, tal como parece suceder en otros paises con alta carga de TB MDR/XDR como

China y paises de la ex Union Soviética [Miiller 2013].

Transmision epidémica de TB MDR en Argentina

La Republica Argentina no se sustrajo a la emergencia de TB MDR asociada a sida. En
los afios 90, nuestro pais fue identificado por la OMS como un hotspot de TB MDR. A
mediados de esa década se documentaron brotes hospitalarios de TB MDR asociados a sida
en Buenos Aires, el conurbano bonaerense, La Plata y Rosario. El brote iniciado en el Hospital
F. J. Mufiz y extendido a localidades cercanas fue el de mayor magnitud. Con mas de 800

casos diagnosticados entre 1992 y 2004, se puede considerar que adquiri6 proporciones
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epidémicas. En los primeros afios del nuevo milenio, en ese hospital se documento el ascenso
de la TB MDR en pacientes sin infeccién por VIH y sin antecedentes de tratamiento para TB
[Palmero 2006]. En el Hospital F. J. Muiiiz, la TB MDR/sida se mantiene en niveles bajos pero
estables a través del tiempo. A partir del brote original, la cepa responsable, denominada cepa
M, se introdujo en hospitales de los distritos aledafios, provocando transmision secundaria. En
2002, la cepa M fue aislada de los dos primeros pacientes con TB XDR identificados en el
pais.

También a comienzos de los afios 90, otra cepa multirresistente, denominada Ra, inicié
su transmision en el Hospital Carrasco de Rosario. Estas dos cepas M y Ra aun dominan el
escenario de la TB MDR en nuestro pais. La emergencia de TB MDR marcoé la necesidad de
implementar un sistema de vigilancia de la transmision de esta forma grave de TB. En 2003, la
red nacional de laboratorios de TB inici6é un registro sistematico de todos los casos incidentes
TB MDR/XDR diagnosticados en el pais. El registro incluye una base de datos de los
genotipos de todos los casos nuevos de TB MDR/XDR, ademas de los genotipos analizados

desde las etapas iniciales del brote [Ritacco 2012b].
Genotipificacion

Los métodos de tipificacion molecular de M. tuberculosis salieron oportunamente al
encuentro de la emergencia de TB MDR en el mundo. Desde principios de los afios 90, la
genotipificacion de M. tuberculosis fue aplicada con éxito a investigaciones epidemiolégicas, lo
que dio lugar a una nueva disciplina, la epidemiologia molecular. Este campo ha permitido a
los programas de control de la TB identificar aislamientos especificos de TB en la comunidad.
El conocimiento logrado tuvo impacto en la salud puablica, ya que permitié a los programas
determinar niveles de riesgo de transmision, establecer estrategias de salud publica
adecuadas y medir el éxito de las medidas tomadas [Barnes & Cave 2003, Kato-Maeda
2011b].

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

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

La metodologia de RFLP ha sido considerada hasta hace pocos afios como el método
gold standard para los estudios de epidemiologia molecular. Esta técnica revela la variacién
en el nimero de copias de la secuencia de insercion 1S6110 y en los tamafos de los
fragmentos en los que se ubican las copias de esta IS cuando se somete el ADN a restriccion
enzimatica [van Embden 1993]. La principal ventaja del RFLP 1S6110 es su alto poder de
discriminacion en la mayoria de los aislamientos. Una de sus limitaciones es la baja
discriminaciéon en aquellos aislamientos que presentan cinco o menos copias de 1S6110.
También tiene limitaciones técnicas, como complejidad metodoldgica y la demanda de
grandes cantidades de ADN de alta calidad, el que s6lo se puede obtener a partir de cultivos
abundantes.

MIRUs-VNTR es considerado por algunos autores como el nuevo gold standard para
tipificar aislamientos de M. tuberculosis, debido a su reproducibilidad y alto poder de
discriminacion. La tipificacion mediante VNTR se basa en la amplificacion mediante PCR
empleando primers especificos que reconocen las regiones flanqueantes de las diferentes
regiones de los MIRUs. El polimorfismo consiste en el nimero variable de copias de cada
unidad repetitiva. La metodologia original incluia 12 MIRUs. Las recomendaciones actuales
son usar 15 MIRUs para estudios epidemioldgicos y 24 para estudios filogenéticos [Supply
2006].

El spoligotyping ha sido empleado como método de tipificacion secundario cuando los
aislamientos genotipificados por RFLP [S6110 presentan cinco bandas o menos. Se
fundamenta en el andlisis de polimorfismos en las regiones de repeticiones directas (DR)
denominadas CRISPRs. Las cepas del complejo M. tuberculosis contienen una regién
cromosoémica distintiva que consiste de repeticiones directas multiples de 36 pares de bases
(bp) separadas por secuencias espaciadoras unicas (35 a 41 bp). Existen 94 secuencias
espaciadoras, sin embargo solo 43 son empleadas en la técnica méas difundida de

genotipificacion por spoligotyping. Tiene varias ventajas: es altamente reproducible, requiere
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pequefias cantidades de ADN, y tiene una simple forma de registro de resultados, lo que
permitié la creacidon de una base de datos global con los patrones obtenidos. Su principal
limitacion es la baja discriminacion comparada con RFLP 1S6110 y MIRU-VNTR [Kamerbeek
1997]. Actualmente es usado como método de genotipificacion en combinacién con MIRU-
VNTR. Ademads, continda siendo util para la clasificacion de aislamientos del Complejo M.

tuberculosis en familias y clados.

Mecanismos de resistencia a INH

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

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

Varios genes estan involucrados en la resistencia a INH: katG, inhA, ahpC, kasA, ndh.
El gen katG codifica la enzima catalasa-peroxidasa que convierte la pro-droga INH en su
forma activa. La resistencia a INH que mas frecuentemente ocurre en los aislamientos clinicos
esta asociada a mutaciones cromosomicas presentes en el codén 315 del gen katG y/o en el
regulador del operén inhA. La mutacion S315T anula la capacidad de la enzima de activar la
pro-droga, lo que induce altos niveles de resistencia a INH. La proteina InhA (enoyl acyl carrier
protein reductase) esta involucrada en la sintesis de acidos micélicos. Mutaciones en posicion
C-15T de la region promotora del gen inhA se vinculan a bajos niveles de resistencia a INH en
aislamientos clinicos [Gagneux 2006c]. Se ha observado que las mutaciones en el gen katG
S315T ocurren mas frecuentemente en cepas MDR que en monorresistentes a INH y se ha
postulado que esta alteracion no produce un costo en la aptitud biolégica de la bacteria,
mientras que la mutacion en el promotor del gen inhA si lo haria [AImeida Da Silva & Palomino

2011]. La sustitucién S315T comprende la mayoria de las mutaciones asociadas a katG y
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confiere altos niveles de resistencia a INH (CIM>5 mg/ml), mientras que mutaciones en la
regiéon promotora del gen inhA confiere bajos niveles de resistencia a INH (CIM<1 mg/ml). Las
mutaciones en katG e inhA estan presentes en 50-95% y 15-34%, respectivamente, de los
aislamientos clinicos resistentes a INH. Mutaciones en inhA causan resistencia no solo a INH
sino también a etionamida, una droga de segunda linea estructuralmente relacionada a INH.
En M. tuberculosis, el gen ahpC codifica para una reductasa hidroperoxidasa vinculada a
la resistencia a especies reactivas del oxigeno y productos intermediarios del nitrégeno. Se
postuld que mutaciones en el promotor ahpC podrian ser utilizados como marcadores
sustitutos para la deteccion de resistencia a INH. Sin embargo, estudios posteriores indican
que un aumento en la expresion de ahpC actuaria en forma compensatoria de la pérdida de la

actividad catalasa/peroxidasa [Almeida Da Silva & Palomino 2011].

Deteccion fenotipica y genotipica de resistencia a INH

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

reducir el nitrato. Esta reaccion puede visualizarse a los 10 dias de incubacion.
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Las técnicas moleculares tienen por objetivo detectar mutaciones que confieran
resistencia. Estas pruebas cuentan con la ventaja de la rapidez (obtencion de resultados en
pocas horas), son altamente sensibles y especificas, pero suelen ser caras, requieren
experiencia, y no diferencian entre bacilos viables y bacilos muertos cuando el paciente lleva
varios meses de tratamiento. INNO-LIPA RIF-TB  (Innogenetics, Belgium),
GenoType®MTBDR/MTBDRplus and Geno-Type® MTBDRs|I (ambos Hain Lifescience,
Germany) actualmente se encuentran disponibles comercialmente para la identificacion rapida
de M. tuberculosis y la deteccidon de resistencia a RIF y TB MDR/XDR. Estos ensayos
consisten en la amplificacion mediante PCR de fragmentos especificos del genoma de M.
tuberculosis, seguida de hibridacion de los productos de PCR sobre una membrana que
contiene sondas especificas inmovilizadas. INNO-LIPA RIF-TB, detecta solo resistencia a RIF,
GenoType®MTBDR/MTBDRplus detecta resistencia a RIF e INH y Geno-Type® MTBDRsI
detecta resistencia a fluoroquinolonas, inyectables de segunda linea y etambutol. Xpert®
MTB/RIF (Cepheid Inc, USA), es una metodologia completamente automatizada basada en
PCR de tiempo real para la deteccion de TB y resistencia a RIF directamente sobre muestras
clinicas [Senol 2013]. Diversos disefios moleculares “in house”, razonablemente sencillos y
economicos, han sido propuestos para detectar las principales mutaciones asociadas a
resistencia con razonable precision.

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

una evaluacion precisa de la TB MDR [Chia 2012, Imperiale 2011].

Antecedentes del tema

La evolucion de M. tuberculosis es modulada principalmente por la aplicacion de

estrategias de control de la TB, y también por factores socio-econdmicos, ambientales y
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bioldgicos. En particular, la biologia del patégeno recientemente ha demostrado ejercer una
notable influencia sobre la diseminacion global de la enfermedad. Estudios moleculares
revelaron que existe una insospechada diversidad genética intra-especie en M. tuberculosis
que permiti6 diferenciar a M. tuberculosis en 6 linajes principales, los cuales poseen afinidad
por determinadas regiones geograficas y etnias humanas. Estos linajes se definieron como:
Indo-Oceénico (linaje 1), Este Asiatico (linaje 2, incluye el sublinaje Beijing), Este Africano-
Indio (linaje 3), Euro-Americano (linaje 4), Oeste-Africano (linaje 5, M. africanum 1) y Oeste
Africano (linaje 6; M. africanum I1). Los linajes 1, 5y 6 son considerados “antiguos” y los linajes
2, 3y 4 son considerados “modernos” en relacién a la presencia o ausencia de la region del
genoma ThD1, ausente en los linajes modernos [Hirsh 2004; Gagneux 2006a, Reed 2009].
Figura 9. Un nuevo linaje, referido como linaje VII, fue descrito recientemente en Etiopia y el
Cuerno de Africa [Tessema 2013].

Las cepas de M. tuberculosis circulando actualmente en América fueron traidas por los
europeos en la colonizacién, y el linaje Euro-Americano (IV) es el predominante. Dentro del
linaje Euro-Americano se distinguen varios sublinajes o familias: Latinoamericana &

Mediterranea (LAM), Haarlem (H), familia T, familia X y familia S.

A
L E M. canettii
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Figura 9. Estructura de poblacién global y distribucion geogréafica de M. tuberculosis. (A) Filogenia global
de M. tuberculosis en base a LSPs. (B) distribucion global de los 6 linajes principales. Los circulos de
colores representan cada uno de los seis linajes respecto de la figura 9A. [Gagneux 2006a]
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La distribucién geografica global de la TB resistente a drogas es también heterogénea y
no se superpone estrictamente a las areas del mundo con mayor carga de TB sino a la areas
en las que predominan las cepas de la familia denominada Beijing, como China, paises de la
ex Unién Soviética y Sudafrica [Parwati 2010]. Estudios previos han demostrado una alta
variabilidad en la frecuencia y la distribuciébn geografica de las mutaciones candnicas que
confieren resistencia a INH, katG S315T e inhA C-15T. Como diferentes linajes de M.
tuberculosis prevalecen en distintas areas del mundo, la adquisicion de resistencia a drogas
puede estar guiada por la carga genética pre-existente de las cepas y la heterogeneidad en el
mundo puede explicarse por la variabilidad de estas mutaciones [Trauner 2014, Seifert 2015].
En otras palabras, los perfiles genéticos pre-existentes de ciertas cepas de M. tuberculosis
podrian asociarse preferencialmente a determinadas mutaciones responsables de resistencia,
y el efecto de estas asociaciones podria modular la aptitud biolégica de las cepas [Borrel &
Gagneux 2011].

Argentina aun estd padeciendo las secuelas de la mayor epidemia de TB MDR
registrada en América Latina. Dos cepas MDR de M. tuberculosis, llamadas cepa “M” y cepa
“Ra”, iniciaron su expansion clonal en forma explosiva hace 20 afios y se perpetuaron en la
poblacién hasta nuestros dias. Considerando que, en observaciones preliminares, las cepas
sensibles de M. tuberculosis circulantes en Argentina son mas diversas que las cepas
resistentes, nuestro objetivo es determinar la estructura de poblacién de M. tuberculosis en
Argentina y explorar la posible influencia de la carga genética de las cepas autdctonas de M.
tuberculosis resistentes a INH sobre su capacidad de acumular resistencia a otras drogas.
Este tipo de abordaje combinado del problema no ha sido aun aplicado a los genotipos
resistentes de M. tuberculosis en nuestro pais. La mejor comprension de esas interacciones
contribuird a disefiar intervenciones racionales que permitan preservar la vida Gtil de las

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

Dado que en otros paises de la region la poblacién general de M. tuberculosis presenta amplia
diversidad genética, y que en observaciones preliminares de nuestro laboratorio las cepas
sensibles de M. tuberculosis de Argentina son mas heterogéneas que las cepas
multirresistentes, entonces las sub-poblaciones resistentes a drogas de nuestro pais no
reflejan la estructura de poblacién de M. tuberculosis y ciertos genotipos son mas proclives

que otros a desarrollar resistencia y transmitirse como tales.

OBJETIVOS GENERALES

e Caracterizar la estructura de poblacion de M. tuberculosis en Argentina en su contexto
geografico
e Determinar si en nuestro medio ciertos genotipos son mas proclives que otros a

desarrollar resistencia y transmitirse como tales

OBJETIVOS ESPECIFICOS
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e Comparar la distribucién de genotipos de M. tuberculosis circulantes en distintas areas
de Argentina entre si, y con la distribucion observada en otros paises de nuestra region

e Analizar la frecuencia de genotipos resistentes epidémicos de M. tuberculosis en las
subpoblaciones de Argentina con distintos perfiles de sensibilidad a drogas y compararla
con la frecuencia observada en diferentes regiones del mundo.

e Determinar la relacion entre genotipo, mutacién responsable de resistencia a INH y

clustering
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MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio

El trabajo se organizé en tres bloques inter-relacionados que corresponden a los tres
objetivos especificos enunciados mas arriba:

En el primer_blogue se caracterizd la estructura de poblacion de M. tuberculosis en

nuestro pais en el contexto de la region. A tal fin se analizo la distribucion de genotipos de M.
tuberculosis en dos areas del conurbano bonaerense, ambas con prevalencia intermedia de
TB, y una provincia del noroeste con prevalencia alta de TB. Como parte de este trabajo de
tesis, se analizd la estructura de poblacion de una muestra de Bolivia y otra de Perd. Para
completar la comparacion con genotipos de la region, de la literatura disponible en PubMed,
fueron seleccionadas muestras de poblacion de M. tuberculosis representativas de otros
paises de América del Sur.

En el sequndo blogue se investigd con qué frecuencia estan representadas las cepas

responsables de los principales brotes epidémicos de TB MDR de Argentina en la poblacion
general de M. tuberculosis de nuestro pais, y en distintas regiones del mundo. Esas cepas
MDR de brote son la cepa M perteneciente al clado H2 SIT2 y la cepa Ra perteneciente al
clado LAM3 SIT33. Para este andlisis se realizé una seleccidon aleatoria de aislamientos
resistentes a INH representativa de todo el pais, y se la subdividié segun el perfil creciente de
resistencia en (i) resistentes a INH no MDR; (ii) MDR; y (iii) XDR. Se compar¢ la frecuencia de
los dos clados epidémicos de interés en los aislamientos de los tres subgrupos de
aislamientos del grupo resistente a INH con la frecuencia observada en los aislamientos
pansensibles de la muestra de Argentina analizada en el primer bloque. A la vez, estas
frecuencias fueron comparadas con las frecuencias de estos mismos clados observadas en
diversas regiones del mundo segun la SITVITWEB database.

El tercer blogue consisti6 en la profundizacion de mi trabajo de tesis de maestria
orientado a investigar la relacion entre resistencia a INH y genotipo [Monteserin 2014]. Se
investigd la frecuencia en Argentina de las dos principales mutaciones que confieren
resistencia a INH, katG315 y promotor inhA -15, en relacion con el perfil fenotipico de
sensibilidad a drogas, el genotipo y el clustering. A tal fin se emple6 el grupo de aislamientos
resistentes a INH descrito en el segundo bloque, luego de excluir los aislamientos con
genotipos M y Ra, los que, al ser ampliamente mayoritarios, causarian un sesgo considerable

en el andlisis. Ademas, las mutaciones de resistencia de los aislamientos de ambas cepas han
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sido exhaustivamente caracterizadas en estudios previos por secuenciacion gendémica masiva
[Eldholm 2014, Eldholm 2015].

Muestras

En el primer_blogue del trabajo fueron analizados 740 aislamientos clinicos de M.

tuberculosis de Argentina y comparados con 2897 aislamientos de otros paises de América
del Sur. En todos los casos se considerd un solo aislamiento por paciente. El detalle de las
diferentes poblaciones analizadas en este blogue se describe en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de las poblaciones analizadas en la primera etapa

Periodo de N° de aislamientos

Pais Estudio analizados Referencia
Argentina 2002-2011 740 Este estudio
Bolivia 2010 99 Monteserin 2013
Peru 1999 140 Monteserin 2011
Pera 2009 99 Barletta 2013
Brasil 1996-2005 1991 Gomes 2012
Colombia 1995-2012 741 Realpe 2014
Chile 2008-2013 103 Balcells 2015
Guyana Francesa 2004-2005 90 Millet 2011
Guyana y Suriname  2006-2008 154 Streit 2014
Paraguay 2003 220 Candia 2007
Venezuela 1998-1999 873 Aristimufio 2006

Los aislamientos de Argentina se originaron en dos areas distantes del pais que difieren
sensiblemente en cuanto a geografia, demografia y tasas de TB: (i) el Area Metropolitana de
Buenos Aires, ubicada en la llanura pampeana, cosmopolita, con tasas intermedias de TB y
destinataria de migrantes tanto domésticos como extranjeros procedentes de diferentes areas
con alta endemicidad de TB; (ii) la provincia de Jujuy, relativamente aislada en la regién
andina del Noroeste, con predominio de poblacion americana autoctona, movilidad
bidireccional a través de frontera y altas tasas de TB. Los aislamientos fueron obtenidos de
pacientes asistidos en forma consecutiva durante los respectivos periodos de estudio y con
diagnéstico de TB confirmado por cultivo en el Hospital Zonal de Agudos "Dr. G Paroissien” de

La Matanza, el Hospital Central de San Isidro, y el Hospital San Roque de San Salvador de
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Jujuy. La distribucion de aislamientos de Argentina segun el area de origen y perfil de

resistencia se describe en la Tabla 2.

Tabla 2. Aislamientos de tres areas de Argentina segun informacion disponible sobre perfil de
sensibilidad a drogas.

Sin riesgo de Pan- Mono- Multi- Con
. . : o poli- . resistencia
resistencia sensible . resistente .
resistente extendida

Area Metropolitana
de Buenos Aires 180 36 7 5 0
(norte)
Area Metropolitana
de Buenos Aires 74 238 22 18 2
(oeste)
Jujuy 145 10 1 2 0
Total 399 284 30 25 2

Los 140 aislamientos de Perl y los 99 de Bolivia investigados en esta tesis se originaron
en las respectivas muestras de estudios de resistencia a drogas representativas de la ciudad
de Lima, en el primer caso, y de todo el territorio en el segundo. Adema4s, las muestras
analizadas en el estudio fueron comparadas con poblaciones de M. tuberculosis de otros
paises de América del Sur seleccionadas de la literatura.

En el segundo bloque, el grupo de 284 aislamientos pansensibles de Argentina

investigados en el bloque anterior se compard con una muestra representativa de aislamientos
drogorresistentes del pais, la que fuera objeto de estudio en mi tesis de maestria [Monteserin
2014]. Esta muestra consistié en 540 aislamientos clinicos resistentes al menos a INH, los
que fueron seleccionados de la siguiente manera. Entre enero de 2003 y diciembre de 2012,
7459 aislamientos de M. tuberculosis fueron derivados al Servicio de Micobacterias INEI
ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran” para confirmacion de especie de micobacteria y pruebas de
sensibilidad a drogas. Un total de 1840 aislamientos resultaron M. tuberculosis con resistencia
al menos a INH. De estos 1840, fueron excluidos los aislamientos multiples de un mismo
paciente (n: 316) y aquellos con origen en otros paises (n: 57). Los 1467 aislamientos
restantes, uno por paciente, fueron clasificados en tres grupos de acuerdo al perfil de
resistencia: (i) resistentes a INH con/sin resistencia a otra droga diferente de RIF (no MDR);
(i) MDR, es decir resistentes al menos a INH y RIF (no XDR); y (iii) XDR, es decir MDR con
resistencia adicional a una fluoroquinolona y una droga inyectable de segunda linea. Cuando
existia mas de un aislamiento de un mismo paciente, se seleccioné el que tenia el perfil de

resistencia mas extenso. Por ejemplo, en el caso hipotético de que un paciente estuviera
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representado por tres aislamientos (uno monorresistente a INH, uno MDR y uno XDR) se
incluy6 sélo el aislamiento XDR. Ademas, debido a limitaciones de tiempo y presupuesto, no
fue posible abordar el andlisis de todos los aislamientos de los dos grupos mas numerosos: se
seleccion6 en forma aleatoria 1 de cada 3 aislamientos consecutivos de la lista de
aislamientos MDR, y 1 de cada 3 aislamientos consecutivos de la lista de aislamientos
resistente a INH (no MDR), segun disponibilidad. Por su nUmero pequefio y su relevancia, se
decidi6 incluir todos los aislamientos del grupo XDR disponibles en el momento del estudio. La
figura 10 describe el algoritmo de seleccion de los aislamientos resistentes a INH analizados

en el segundo y el tercer bloque del estudio.

Figura 10. Seleccion y clasificacion de aislamientos de M. tuberculosis resistentes a INH analizados en
este estudio a partir del total de aislamientos clinicos obtenidos en Argentina y derivados a nuestro
laboratorio en el periodo 2003-2012.

Excluidos - : o .
316 dobles/maltiples 1840 aislamientos clinicos resistente a INH

deunmismo paciente ¢ — = = = = = — — = =7 1
- 57 de otros paises

1467 aislamientos resistentes a INH de Argentina
(1 por paciente)

e"//l\>

INH resistentes MDR XDR
(no MDR) (no XDR) _
N: 348 N: 1046 BT
N:113 + N: 356 + N:71 — N:540
(32.5%) (34.0%) (97.3%) Total
- -7 -7 2do bloque
Excluidos 47 Excluidos & Excluidos & Total excluidos &
-10 con genotipo M -105 con genotipo M -30 con genotipo M -145 con genotipo M
-0 con genotipo Ra -32 con genotipo Ra -1 con genotipo Ra -33 con genotipo Ra
N: 103 + N:217 + N:42 = N:362
Total
3erbloque

La muestra investigada en la tercera etapa es la misma descrita en la segunda etapa,
pero luego de excluir los aislamientos con genotipo de cepa M y cepa Ra, tal como se muestra
en la Figura 10.

Los aislamientos clinicos incluidos en el estudio fueron repicados en medio Léwenstein-
Jensen, incubados a 37°C e identificados como M. tuberculosis mediante pruebas bioquimicas
y moleculares. Los aislamientos de pacientes con factores de riesgo de resistencia fueron

sometidos a pruebas de sensibilidad a drogas. La susceptibilidad a drogas de primera y
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segunda linea fue determinada por el método de la proporciones en medio Léwenstein-Jensen
y/o MGIT 960 segun lo establecido por la OMS [WHO 2009].

Extraccién del ADN

Para RFLP 1S6110, el ADN se purificd con el método estandar [van Soolingen 1991].
Brevemente, suspensiones de bacilos en Tris-EDTA fueron inactivadas por calor, sometidas a
disrupcién mecanica, lisis y precipitacion de proteinas mediante sucesivos tratamientos con
lisozima, dodecil-sulfato de sodio, proteinasa K, cetilmetil-bromuro de sodio; luego de una
extraccion con cloroformo-alcohol isoamilico, el ADN contenido en el sobrenadante acuoso fue
precipitado con isopropanol y resuspendido en 20-50 pl de buffer Tris-EDTA.

Para el resto de las pruebas moleculares de genatipificacion (spoligotyping y MIRU-
VNTR) y deteccion de resistencia (MAS-PCR), que estdn basadas en PCR, el ADN fue
obtenido mediante hervido simple: tres ansadas de colonias bacterianas crecidas en medio
Léwenstein-Jensen fueron suspendidas en 100 pl de agua estéril calidad biologia molecular e
incubadas 30 minutos a 100°C. Las suspensiones fueron centrifugadas 15 minutos a 12 000 g

y el sobrenadante se transfirié a un vial nuevo estéril.

Genotipificacion

Todos los aislamientos investigados fueron caracterizados por spoligotyping. Como
segunda prueba de genotipificacion se empledé 1S6110 y/o MIRU-VNTR24 segun
disponibilidad.

Spoligotyping

Se realiz6 mediante amplificacién e hibridacion reversa con 43 oligonucleétidos
correspondientes a otros tantos espaciadores existentes en el locus DR de M. tuberculosis
inmovilizados en una membrana de nylon [Kamerbeek 1997]. La mezcla de reaccion para un
volumen final de 20 pl consistié en: buffer PCR 10X 2 pl; MgCl, 50 mM 1,2 pl; dNTPs 10 mM
0,15 pl; primer DRa 5’ biotinilado 100 mM (5’-GGTTTTGGGTCTGACGAC-3’), primer DRb 100
mM (5’-CCGAGAGGGGACGGAAAC-3"), Taq Polymerasa (5U/ pl) 0,09 pl, templado de ADN 3
ul, H,O calidad biologia molecular hasta completar 20 pl. La reacciéon de amplificacion se
realiz6 en un termociclador (Mastercycler 384, Eppendorf®, Hamburg, Germany) de acuerdo
al siguiente programa: etapa inicial de desnaturalizacién 96°C 3 min; 30 ciclos consecutivos de
95°C 1 min, 55°C 1 min, 72°C 30 seg; etapa final de elongaciéon 72°C 10 min. Una vez
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completada la reaccion, el producto amplificado se diluyd en un vial estéril con 150 pl de
solucion SSPE 2X (dilucién de la solucion SSPE 20X: Na,HPO4*2H20 0,2 M; NaCl 3,6 M;
EDTA 20 mM; pH 7,4)/ SDS 0,1%. Esta dilucion del producto de PCR fue desnaturalizada por
calentamiento extemporaneo a 99°C e inmediatamente colocada en hielo para evitar la re-
hibridacion de las hebras de ADN.

Previo a su utilizacion, la membrana de nylon con los 43 oligonucleétidos inmovilizados
(Ocimum Biosolutions LTD, Hyderabad, India) se incub6 en solucion SSPE 2X/SDS 0,1% a
60°C durante 5 min. Luego se la colocé en el miniblotter 45 (Immunetics, Boston, MA, USA),
equipo disefiado para deteccién de anticuerpos y reacciones de hibridacién en linea. Los
canales 1 y 45 fueron llenados con buffer, y los productos de amplificacién diluidos fueron
sembrados en cada uno de los 43 canales restantes del miniblotter. La hibridacion se
desarroll6 en horno de hibridacién horizontal a 60°C durante 75 minutos. Transcurrido ese
tiempo, se aspiré por vacio cada uno de los canales y, una vez desarmado el sistema, la
membrana fue retirada y sometida a dos lavados consecutivos con 250 ml de solucién SSPE
2X/ SDS 0,5% a 60°C durante 10 minutos. Finalizados los lavados, la membrana se colocé en
un tubo roller para su hibridacion con 3 pl de estreptoavidina-peroxidasa (500 U/ ml) diluida en
15 ml de SSPE 2X/ SDS 0,5%, y se incubd en rotacion a 38°C por 45 minutos. Finalizada la
hibridacion se realizaron dos lavados consecutivos con SSPE 2X/ SDS 0,5% en rotacion a
38°C por 10 minutos cada uno, seguido de un ultimo lavado con SSPE 2X a temperatura
ambiente.

Para la deteccion quimioluminiscente se us6 el equipo ECL Direct Labeling and
Detection System (Amersham GE® International, Buckinghamshire, UK) que emplea luminol
como sustrato de la peroxidasa fijada a los oligonucleétidos. El producto de degradacién del
luminol emite luz azul. Seis mililitros de una mezcla extemporanea de los reactivos 1 y 2 del kit
de deteccion fueron aplicados sobre la membrana en un recipiente limpio durante 1 min
procurando que toda su superficie tomara contacto con el liquido. Luego de escurrida, la
membrana fue extendida sobre un soporte de acetato. Rapidamente, la membrana junto al
soporte fueron envueltos en una pelicula plastica adhesiva evitando la formacion de burbujas
de aire y la filtracion de liquidos. Asi preparada, la membrana fue expuesta durante 40 min a
una placa fotosensible Hyperfim (ECL Amersham GE® International, UK) dentro de un

cassette sellado a prueba de luz. Transcurrido este tiempo se revelé la placa en cuarto oscuro.

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

en 3 calles equidistantes de cada gel.

MIRU-VNTR 24

En los aislamientos que presentaron genotipos huérfanos o no clasificables por
spoligotyping, se realiz6 la genotipificacion mediante el método estandarizado basado en 24
loci [Supply 2006]. Este método consiste en la determinacion del nimero de VNTRs ubicadas
en diferentes regiones del cromosoma bacteriano. Brevemente, se amplificaron los segmentos
de interés mediante PCR con 24 pares de primers especificos y, siguiendo la modalidad
manual del método, se estimé en forma visual el tamafio de los productos amplificados
mediante electroforesis submarina en un gel de agarosa ultrapura (NuSieve™) al 3%, en
comparacion con marcadores comerciales de 50 y 100 pb (Invitrogen™). De acuerdo al
tamafo de los amplicones se determiné el nimero de unidades repetidas en cada uno de los
24 productos para cada aislamiento. La tabla S1 del material suplementario describe las
mezclas de reaccion utilizadas y los primers empleados [Supply 2006]. La tabla S2 del
material suplementario muestra del nimero de copias de cada VNTR de acuerdo al tamafio

del producto de amplificacién.

Andlisis computarizado de genotipos

Una vez reveladas las placas de spoligotyping y RFLP IS6110 con los perfiles genéticos
de los diferentes aislamientos, las imagenes fueron digitalizadas e ingresadas a nuestra base
de datos mediante el software BioNumerics v5.1 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem,

Belgium), con el modulo fingerprinting type. Los patrones genéticos de los MIRU-VNTR 24
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obtenidos fueron ingresados a BioNumerics v5.1 mddulo character type. En caso de ser
necesario el spoligotipo también fue ingresado a la base de datos de character type.

Para la asignacion de familias, clados y spoligotipos internacionales (SITs) de los
genotipos de M. tuberculosis obtenidos se respetd la nomenclatura original de la base de
datos SITVIT WEB (http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/) [Demay 2012]

de dominio publico en internet. Un SIT es un patrén de spoligotipo representado en SITVIT

WEB por dos 0 mas aislamientos. SITVIT WEB contiene spoligotipos de 58187 aislamientos
enviados de todo el mundo. De estos, 53830 estan clasificados en 2747 SITs (spoligotipos
compartidos) y otros 4357 son considerados orphan porque estan representados en SITVIT
WEB por un solo aislamiento. Para evitar ambigliedades en la nomenclatura, se evitd la
traduccion de las denominaciones originales en idioma inglés. En el caso de genotipos
clasificados como orphan en la base de datos SITVIT WEB, o ausentes de la misma, se

investigo la asignacion filogenética en: (i) la base de datos MIRU-VNTRplus (http://www.miru-

vntrplus.org/MIRU) [Béguec 2008, Weniger 2010] de acceso libre en internet; y (ii) una version
actualizada de SITVIT denominada SITVIT EXTEND. Esta lltima base es propiedad del
Institut Pasteur Guadelopue, cuenta con genotipos (spoligotipos, MIRU12, VNTRs) de 120 000

aislamientos, y alin no es de acceso publico en la web (gentileza Dr. Nalin Rastogi).

Deteccion de las mutaciones que confieren resistencia a INH

Para la detecciéon de las dos mutaciones principales que confieren resistencia a INH,
se empled una version modificada del método MAS-PCR (multiplex allele specific- PCR)
descrito por Chia et al (2012). Los primers empleados fueron: (i) katG5R (5'-
ATACGACCTCGATGCCGCT) y katGOF (5-GCAGATGGGGCTGATCTACG) para
amplificar la regidon del gen katG que contiene el coddén S315, y (i) inhA-15 (5°-
CACCCCGACAACCTATCG) e inhAPF2 (5-GCGCGGTCAGTTCCACA) para detectar la
mutacion C-15 en la regién promotora del gen inhA. La reaccién de PCR se realiz6 en un
volumen final de 25 pl. La mezcla consistié en: buffer de PCR 10X 2,5 ul; MgCl, 50 mM 2
pl; dNTPs 10 mM 0,5 pl; katG5R y katGOF 1 pmol, inhA-15 e inhAPF2 (6 pmol); Taq
polimerasa (5U/ul) 0,1 pl. La PCR se realiz6 en un termociclador Mastercycler 384
Eppendorf®, con el siguiente perfil de ciclado: (i) una etapa inicial de desnaturalizacion a
96°C 3 min; (ii) 25 ciclos consecutivos de 95°C 50 seg, 68°C 40 segn, 72°C 1 min; y (iv)
etapa final de extension de 72°C 7 min. Los productos de amplificacion, fueron separados
segun su tamafo en geles de agarosa al 2% mediante electroforesis submarina, a 100

voltios durante 90 minutos. Los mismos fueron tefiidos con GelRed™ (Biotium Inc, USA) y
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documentados en un equipo Fujiflm LAS-3000 (Fujifim Medical Systems, Stamford, CT,
USA).

Si el ADN blanco no estd mutado en la posicion analizada, el fragmento de ADN es
amplificado, dando como producto una banda de 293 pb para el segmento que contiene el
coddn S315 en el gen katG, mientras que para la posicion (C-15) del gen inhA el producto
de amplificacion es de 270 pb. La presencia de mutacion en los sitios blancos resulta en
ausencia de bandas Figura 11.

*- o = s 1 o Bt 4
(Y Y [ ]
S katG315WT (293 pb)_
O katG315 WT (293 pb) e
“wssss  inhA (-15) WT (270 pb) - T “
— —— P — R
katG315 MUT

inhA(-15) WT(270 pb)

Figura 11. Gel de agarosa con los productos de amplificacion de MAS-PCR. Las calles sefialadas en verde
muestran la presencia de dos bandas, por lo que dichos aislamientos son wild type para las dos mutaciones
estudiadas. Las calles sefialadas con llave azul, poseen el genotipo katG315 MUT vy la calle sefialada en rojo
presentan la mutacion inhA (-15).

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron con el programa MedCalc v9.3.6.0 (Frank Schoonjans, Belgium).
Se empled la prueba de x2 de tendencia para investigar la asociacion entre polimorfismos
katG315 e inhA (-15) y el perfil fenotipico de resistencia a drogas. Con este fin, los
aislamientos fueron clasificados en (i) monorresistentes a INH, (ii) polirresistentes definidas
como resistentes a INH y otra(s) droga(s) diferentes de RIF, (iii) MDR, y (iv) XDR. Mediante
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analisis univariado se investigo la asociacion de polimorfismos en katG315 e inhA (-15) con las
familias y los clados méas conspicuos. Se considerd estadisticamente significativo un valor de

p<0,05 y altamente significativo un valor de p<0,001.

RESULTADOS

Estructura de poblacion de M. tuberculosis en Argentina

En este primer blogue se presenta la distribucién de genotipos en la poblacién de

Argentina, se compara la distribucién observada en los distritos de origen entre si y con la

distribucion en otros paises de la region.

La tabla 3 describe las caracteristicas demogréficas, clinicas y microbiologicas

relevantes de la poblacidn investigada.

Tabla 3. Caracteristicas de 740 pacientes con TB de Argentina, 2002-2011.
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Variable n %

Edad
<16 27 3,6
16-45 422 57,0
>45 193 26,1
desconocido 98 13,2
Género
masculino 354 47,8
femenino 310 41,9
desconocido 76 10,3
Pais de origen
Argentina 586 79,2
otro 55 7,4
desconocido 99 13,4
VIH
negativo 528 71,4
positivo 98 13,2
desconocido 114 15,4
Localizacion
pulmonar 555 75,0
otra 103 13,9
desconocida 82 11,1
Baciloscopia
positiva 428 57,8
negativa 210 28,4
desconocida 102 13,8
Perfil de resistencia
pansusceptible 284 38,4
MDR 25 3,4
XDR 2 0,3
mono- o poli-resistente 30 4,1
sin riesgo de resistencia 399 53,9

Un total de 663 (89,6%) aislamientos de Argentina estuvieron representados por 114
SITs (shared international types). Otros 48 (6,5%) aislamientos correspondieron a 35 patrones
presentes como orphan en SITVIT EXTEND y los 29 (3,9%) restantes correspondieron a 13

patrones que estan ausentes tanto en SITVIT EXTEND como en MIRUsplus.
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La figura 12 muestra la distribucion de las principales familias identificadas en la

muestra.

BT

m35__ mLAM

m Haarlem

H214 S

mX
Beijing

m Ural

nd

orphan

W 33.6

Figura 12. Frecuencia general de familias de M. tuberculosis en los 740 aislamientos
de Argentina analizados

La tabla 4 muestra los 114 SITs presentes en la muestra en orden decreciente de
frecuencia. Juntos, los seis SITs mayoritarios (SITs 50, 33, 53, 42, 159 y 47) representan el
45,3% de la muestra. La tabla 5 muestra los resultados del andlisis de los aislamientos
huérfanos de SIT en la base SITVIT WEB, los cuales, para precisar su asignacion, fueron
sometidos a MIRU-VNTR24 y posterior andlisis en las bases SITVITEXTEND y MIRUSplus.
En ambas tablas, aquellos SITs, spoligotipos y familias coloreadas en rojo se refieren a los
spoligotipos que fueron asignados a un clado o SIT en SITVITEXTEND, la nueva version
actualizada de la base de datos de Institut Pasteur de Guadeloupe, la que no es aun de
acceso publico. La tabla 6 muestra la caracterizacion de 57 aislamientos orphan o no
determinados segin SITVITEXTEND y MIRU-VNTRplus.
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Tabla 4. Caracteristicas de 663 aislamientos de M. tuberculosis de Argentina representados en 114 SITs
segun la base de datos SITVIT WEB y su actualizacion SITVITEXTEND

Cepas en este estudio (n:740)* Cepas en SITVIT WEB 9 Argentina/

SIT Familia Spoligotipo . % . v %SITVITWEB Provincia**
50 H3 =l ulalala] 72 9,7 2188 3,8 0,4 BA-Jujuy
33 LAM3 1000 100 100 68 9,2 774 1,3 1,2 BA-Jujuy
53 T1 Ghana oooo 67 9,1 3812 6,6 0,2 BA-Jujuy
42 LAM9 Jalalula] oooo 54 7.3 1952 34 0,4 BA-Jujuy
159  T1 Tuscany lalalalalulalalal lalal 44 59 64 0,1 9,3 BA-Jujuy
47 H1 {u(u(a(a(a] [afafafa] 30 41 1029 1,8 0,4 BA-Jujuy
2 H2 000000000000000000000000800000080000 15 2,0 337 0,6 0,6 BA

20 LAM1 LU ilalal: 100c 14 1,9 594 1,0 0,3 BA-Jujuy
253 Tl Jal 1 lalal oooo 13 1,8 24 <0.1 7.3 BA-Jujuy
58 T5 MAD2 nl L ul oooo 12 1,6 119 0,2 1,4 BA-Jujuy
73 Ambigous T3-T2 al=inal LDl L1} 12 1,6 167 03 1,0 BA-Jujuy
177 LAM9 o jalalala} [alalala} 10 1,4 51 0,1 2,6 BA

71 S sl L 100 9 1,2 64 0,1 1,9 BA
130 LAM3 ooal julalala} OOOONEEOEEE 9 1,2 69 0,1 1,8 BA-Jujuy
2541 T1 1000000000000« ooool 9 1,2 2 <0.1 60,8 BA-Jujuy
4 nd 0O0000000000000000000000C 100 8 1,1 223 0,4 0,5 BA
37 T3 [ulalala] 8 11 243 0,4 0,4 BA
391  LAM4 [ L1 [ulala] Jalalalal [alalalal [ 1 al [ 1} 8 1,1 23 <0.1 47 BA
1105 T1 lalal 8 1,1 10 <0.1 10,8 BA-Jujuy
62 H1 iu(un(a(a(al fafalalal {1 fa[ [ 1] 7 0,9 233 0,4 0,4 BA

93 LAM5 oooo oooo 7 0,9 274 0,5 0,3 BA-Jujuy
105 nd DOOEER0000000000000000000000000eE=. 7 0,9 33 0,1 2,9 BA
1354 LAM3 u lal lalal lalal 7 0,9 2 <0.1 47,3 BA
34 S [alal [alalalal 6 0,8 633 1,1 0,1 BA-Jujuy
240 T1 ooooo! 6 0,8 24 <0.1 3,4 BA
725 LAM5 ilalal: 100C 6 0,8 8 <0.1 10,1 BA
1832 LAM9 al [T 1 lnlalalal oooo 6 0,8 14 <0.1 5.8 BA
3020 LAM9 miminlal L1 (=l L] [ula[ala] 6 0,8 1 <0.1 81,08 BA-Jujuy
750  H3 ooool =l nlalulalalalalalalal Talalalal 5 0,7 20 <0.1 3,4 Jujuy
64 LAM6 lalalal LD L Tal 1] lalalal 4 0,5 245 0,4 0,2 BA-Jujuy
439 X2 jai=ialal L lulalalal] 4 0,5 4 <0.1 135 BA

17 LAM2 mmg oooo oooo 3 0,4 488 0,8 0,1 Ba

60 LAM4 lalal ialalal L]l 1} 3 0,4 180 0,3 0,2 Jujuy
75 H3 omoooo 3 0,4 41 0,1 1,0 BA-Jujuy
118 T1 Dooo 3 04 105 0,2 0,4 BA
175 T2 mlalalal L el L L] 3 0,4 19 <0.1 2,1 BA
207 H3 [ul_lalalala] 3 0,4 14 <0.1 2,9 BA
291 T1 alainin] 3 0,4 62 0,1 0,7 BA
612 T1 aialalal LL L=l L] 3 0,4 15 <0.1 2,7 BA
746 H3 L lul luinial 3 0,4 23 <0.1 1,8 BA
1356 S jula] ualalal LLLIsl ] 3 0,4 12 <0.1 3,4 BA
2626 LAM3 ooo oooo [ulnuluialal 11T 3 0,4 3 <0.1 13,5 BA-Jujuy
3969 H3 lalal L lalal 3 0,4 1 <0.1 40,54 BA

1 Beijing 000000000000000000000000000000000¢ 2 0,3 5800 10,0 0,0 BA
44 5 oooo 2 0,3 164 03 0,2 BA
106 nd ool 1000000000000000000EEEEE 2 0,3 60 0,1 0,5 BA
111 LAM3 miaial L1 Ia| ulalala} [ulalala] 2 0,3 19 <0.1 1,4 BA
151 H1 in]uiu[ulal luls]als] 2 0,3 19 <0.1 1,4 BA-Jujuy
160 nd [ala} DOO00oooooooos 2 0,3 14 <0.1 1,9 BA
162 LAM9 1000 lajalal Llal LL L] 2 0,3 19 <0.1 1,4 BA
262 Ural jula] [ulalal_lulalala] 2 0,3 124 0,2 0,2 BA
516 T1 =Ll LLs[nlalal 2 0,3 10 <0.1 2,7 BA-Jujuy
521 Tl falalal [ falalal | ] 2 0.3 22 <0.1 1,2 BA-Jujuy
866 LAM9 L sl ulalala} [ulalala] 2 0,3 32 0,1 0,8 BA
1224 LAM3 ooo 0000 [miniaul Ll ln]nins 2 0,3 2 <0.1 13,5 BA
1227 T5 MAD2 =Ll u} [ulalala} 2 0,3 11 <0.1 2,5 BA
1807 Hi 0000C0EOOOCECEEEEE 2 0,3 6 <0.1 4,5 BA

Tabla 4 (continuacion). Caracteristicas de 663 aislamientos de M. tuberculosis de Argentina representados
en 114 SITs segun la base de datos SITVIT WEB y su actualizacion SITVITEXTEND
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Cepas en este estudio (n:740)*

Cepas en SITVIT WEB

%Argentina/

SIT Familia Spoligotipo , " . " %SITVIT WEB Provincia**
1843 T2 L L] lalalalal ialalal ] ] Ial 1] 2 0,3 2 <0.1 135 BA
7 T1 o oooo 1 0,1 54 0,1 0,3 Jujuy
49 H3 [allniainlal Ll el L L] 1 0,1 116 0,2 0,1 BA
51 T1 lajalal L1 alalsln 1 0,1 193 0,3 0,1 BA
52 T2 [alulalul | ] Tal 1] 1 0,1 526 0,9 0,0 BA
68 5 oooo! 1 0,1 59 0,1 0,2 BA
78 T DooosesooRs 1 01 46 01 03 BA
99 H3 mmEEQ [al lalulala] 1 01 44 01 03 BA
102 T1 oooo! Dooo! 1 0,1 57 0,1 0,2 BA
119 X1 oooo! 1 0,1 942 1,6 0,0 BA
121 H3 mmmmOEOOo; 1 01 38 01 04 BA
150 LAM9 julalala} [ulalala] 1 0,1 74 0,1 0,2 BA
156 T1 ml L1 ] lal oooo 1 0,1 39 0,1 0,3 BA
176 LAM6 inininl LLLIal L1 =l 1 0,1 29 <0.1 0,5 BA
222 T noooo =L T Talalals 1 01 23 <0.1 0,6 BA
254  T5_RUS1 00000000 nooo 1 0,1 121 0,2 0,1 Jujuy
334 T1 L=l oooo! 1 0,1 56 0,1 0,2 Jujuy
347 X2 MR lufnla] | lalulalal} 1 0,1 49 0,1 0,3 BA
373 T1 oooo 1 0,1 33 0,1 0,4 BA
374 nd 00000000C 1 0,1 7 <0.1 19 BA
397 nd IN0000000000OOC 1 01 13 <0.1 1,0 BA
402 nd I000000000000000000000C 1 0,1 29 <0.1 0,5 BA
430 T4 CEU1L [ L1 Tufu'ul Talnluinla'alaiaial T Tal T T Tatal TTTTTT ] Tafalatal nfat 1111 1 0,1 12 <0.1 1,1 BA
450 nd 100000000000000000C 1 0,1 71 0,1 0,2 BA
462 T1 al 11 lalalala] 1 0,1 37 0,1 0,4 BA
494 S oo falain/al L Jalal |} 1 01 3 <0.1 4,5 BA
498 T1 [alalala} 1 0,1 18 <0.1 0,8 BA
50 T JDoOmOEEEER 1 0,1 16 <0.1 0,8 BA
53 T1 ooo nooo 1 01 38 01 0,4 BA
719 LAM3 ooo ooooo! oooo 1 0,1 82 <0.1 0,2 Jujuy
760 H3 Oooon \D00000000000MO00C0MEEO00C 1 0,1 7 <0.1 1,9 BA
786 nd 1000000000000000000C 1 0,1 5 <0.1 2,7 BA
822 LAM9 LLLL sl [ulu(ulu} oooo! 1 0,1 14 <0.1 1,0 BA
831 S oomemRn nooo 1 01 7 <0.1 1,9 BA
834 T1 ooooo 1 0,1 6 <0.1 2,3 BA
879 T1 1 0,1 9 <0.1 1,5 BA
1070 LAM9 jalalala} 1 0,1 7 <0.1 1,9 BA
1122 T1 ilalal 1 0,1 32 <0.1 0,4 BA
1129 T1 nooo 1 0,1 9 <0.1 15 Jujuy
1144 T1 100000 oooo 1 0,1 4 <0.1 3,4 BA
1228 T2 00000000 ululnl T 1 0,1 2 <0.1 6,8 BA
1241 nd ulalala} ilulalalal; 1 0,1 77 <0.1 0,2 BA
1533 H3 ool [a] [ulalala] 1 0,1 3 <0.1 4,5 BA
1547 T3 omo nooo 1 01 5 <0.1 2,7 BA
1621 Ambigous T3-T2 mmm[ ilalalal L} 1 0,1 2 <0.1 6,8 BA
1671 LAM9 o julalala} [ulalala] 1 0,1 2 <0.1 6,8 BA
1681 H1 o [unlulu(u] ulaluls] 1 0,1 4 <0.1 3,4 BA
1827 H3 IDoOEEEEOO00000000008000C 1 0,1 6 <0.1 2,3 BA
1015 S oo nooo 1 0,1 2 <0.1 6,8 BA
2105 LAM3 ooo lal | [ulalala] oooo! 1 0,1 2 <0.1 6,8 BA
2154 H1 Jalalal T 1 Talalalalalal Talalals] 1 01 5 <0.1 2,7 BA
2199 LAM2 LLlula] julalala} [ulalala] 1 0,1 3 <0.1 4,5 Jujuy
2281 LAM9 OEEEO000 Dooo! 1 0,1 2 <0.1 6,8 BA
2331 LAM9 jalalalal_lu} mlalalal lajal L LL) 1 0,1 3 <0.1 4,5 BA
2665 nd 10000000 1 0,1 2 <0.1 6,8 BA
2444 T3 u{ninaininl 1 ] 1] 1 0,1 1 <0.1 13,51 BA
3934 T2 moon! OoOOEEEOEE 1 0,1 nd <0.1 nd BA

*en la Tabla 5 solo estan presentes las 663 cepas con SIT definidos en SITVITEXTEND WEB

** BA: Buenos Aires

nd: no determinado

En letras rojas estan indicadas las modificaciones introducidas en SITVITEXTEND (gentileza DR. Nalin Rastogi)
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Tabla 5. Spoligotipos de los 77 aislamientos clasificados como orphan o no
determinados
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Cepas en este estudio Cepas en

SIT Familia Spoligotipo (n: 740)* SITVITETEND Provincia**
0,
nd H1 EEEEEEEESEEEEEEEEEEEEEENOO0000SOO0ONEEEEEE ?_ 0,/02 r:I]. BA
orphan H1 EEEEEEENEEEEEENOEEEEEEEEROO0000NO00ONEEEEEE 1 0,2 0 BA
orphan H3 LT UTTT T DD el LT L DL L ] ] ful fulalalal 111 ] fulu} 1 0,2 0 BA
nd H3 LU T LT T fulal DTLT LT ] ful fuinfalal TT 1T L 1 0,2 1 BA
nd H3 LLTTLLLT LT L] Tnlalalaluluiuinl TUTTT L] (al fuinialal 11T LT 1 0,2 1 BA
orphan LAM1 ENOEEEEEEECOONEEEEEEEOOOONEEEEEEEOOOONEEEEEE 1 0,2 nd Jujuy
orphan LAM3 LU DL Inil DLLLLLL L] niminialalal T1 L] wiwlalal L1 1T L1} 1 0,2 0 BA
orphan LAM3 LT LT Tnlalal DUT LT ] ] Julalalalalal DL LT D iun/a/nl TTTTLT 1 0,2 0 BA
orphan LAM3 EEEEO00000000000008E000O0NEEEEEEEOOOONEEOEEE 1 0,2 1 BA
orphan LAM9 LLL LD niwil DULTLL L] (wiminial | lulalal I wiwialal T 1111} 1 0,2 nd BA
nd LAM9 L] [ululnlal Tal [ 1 1n] | afulaul lafal 1 [1] 2 03 0 BA
orphan LAM9 L L Lslaial L LU DL lalai=l LLLLLL] 1 0,2 0 BA
orphan LAMO9 ENEEEEEEEEEEENONEEEEOOOONONEEONEEOO0O0NO00SEEE 1 0,2 0 BA
orphan LAM9 CLLL LIl L] nlainlal LLLL L] ualaislais/slsl L]} 1 0,2 nd Jujuy
orphan LAM9 EEEEEEEEOONSENENENEECOOOONNEEEEEOO0000000000 1 0,2 nd Jujuy
nd LAM9 mlal ULL LD Imiminl PLTT L] Intniaial DT LT ] Inlnlalal LT LT LT ] 4 0,6 nd BA
orphan LAM9 ENEEEEEEEEEEEEONEEEEEOOOONEEEEEEO00O NN NN 1 0,2 0 BA
orphan LAM otro [ ] ] | | Julu] | ]| jwjwlwlal [T ] ][] ululmell]]] sl 1 0,2 0 Jujuy
orphan LAM otro um O0000000000000NEEEEO000NESCOEEE 1 0,2 0 BA
orphan LAM otro OEEEEEEEENENEO000000000SSO00NEESO00ONEEEEEE 1 0,2 0 BA
orphan LAM otro EOEEEOEEEEEEEEEEEEEEOOOONEEEEEEEOOOONEEEEEE 1 0,2 0 BA
orphan LAM otro LLLLLLLLLLLL L (minin]alalslalalal | islaisl { | iss/==llLLLLL} 1 0,2 0 BA
orphan LAMotro OOOOCNEEEENENENNENENOOO0ONS000000000000CONSS 1 0,2 nd BA
orphan LAM otro ENNNEEEEEEEEEEEEENEEEEEENEEEEO0000000000000 1 0,2 1 BA
orphan T1 EEEEEEEEEEEEEEEENEEECOEEOEEEOEEEEOOOONEEEEEE 1 0,2 nd BA
orphan T1 ENEEEEEEEEEEEOOO0000000000000NEEEOOO00EEEEEEE 1 0,2 nd BA
orphan T1 sLLLULLLL LU [uin]s]a]alalalalslslslalsis=] L] ] ] slalalal L UL L] ] 1 0,2 nd Jujuy
orphan T1 ENNNENENNEEEEEECOO000000000ONEEEEOO0ONEEEEEE 1 0,2 nd BA
orphan T1 ENEEEEEEEEEEEOO0000000C0NEEEEOEEOOO0O0NEEEEEE 1 0,2 nd BA
orphan T1 um |alniniulalaiuiulalal I TTL LT L] ufulalal I11T1LL] 1 0,2 nd BA
nd T1 (1] L[ [T Talalalalafsf=l [T T sl | jaff==l TTTT]]] 2 0,3 nd Jujuy
orphan T1 ENEOEEEEEEEEEOD00000000NEEEEEEEEOO00NSEEEEE 1 0,2 nd BA
nd T1 EEEEEEEEEEECEENEESSEEEEENEEEEENOOOONEEEEEE 2 0,3 nd Jujuy
orphan T1 (LT UTTT T T LT T ] ] ful [lnfal 11 ] Jul | fufnlalal T1 1T 11 1 0,2 0 BA
orphan T1 LT LLLL UL DL D] Tl Llal DL D (nl D iululufal TTLLL T 1 0,2 0 BA
orphan T1 LT LTTT LT LT T Tl fiminl DU T LT L] (uinfalal TT LT L] 1 0,2 0 BA
orphan T1 (LT Tnlalulufal TTTTTTTTILLTITTTT D (uinlalal T1TT 1L 1 0,2 0 Jujuy
orphan T1 EEEEEENNEEEEEEEENO0000000000SSEEO00OSEEEEEE 1 0,2 0 BA
orphan T1 CLLLLLLLLL UL LU L] ] ulalalalalalal L] ] (uu/s/s]l I 1 sl |1} 1 0,2 0 Jujuy
orphan T1 EEEEERO00000000000000SSOONEEEEEEO000SNEEEEE 1 0,2 0 BA
orphan T1 ENEEENEEEEEEEOO0000000000CONSEEEOO0ONONEEEE 1 0,2 0 BA
nd T1 um ENOEEEEEEEEEEEOEEENOOODNEEEEEE 5 0,8 0 Jujuy
nd T1 [ [Tl | LLLLL L] ulala(us(slalalala] | sl [T 11]]] 2 0,3 1 BA
orphan T3 mLial TTTTTT T ul DETTTTIT T LT LT L] ulmimal TTTT T ] 1 0,2 nd BA
nd  Ambigous T3-T2 EEEEEEEEEEEECEEESSSSEEEEEEESECEECOOONEECEEE 2 0,3 1 BA
nd T otro EEEEEEEEEEENCEEEEENEEEEEEE NN R OO OO N EO0 3 0,5 0 Jujuy
orphan T otro LT UTTT T T LT ] ] fulnl Talal T1 1T ] (uinlalal T1 1T 11 1 0,2 0 BA
nd S (LTI dufal DTTTTTTTT DT LT Tal T ] ] (ufalalal 11 1] T 1} 2 0,3 0 BA
orphan S LLLLL L] L] Jul | [wm/wiwimjal [1]1]] 1 0,2 nd BA
nd S [ [l [l [l ][ [amm=l ] ]]]] 1 0,2 1 BA
nd S (LT dull DD TRl DT T LD LD ] D] (uinlalal T1 1T L] 1 0,2 1 Jujuy
nd X1 al T 1 Tal [miulalal T T al 1] 2 0,3 1 BA
orphan X1 (LT U lnlalululal TTTTT el ITTTTTTTT] ] (uinlalal 1] ufu(al | 1 0,2 nd BA
nd nd LT L dwil DTDTLTT LT (ntnlal L1 LT L] (uinlalal T 1 Tl 11} 2 0,3 0 BA
orphan nd E00000000000000000000NEEOONEEEEEO00ONONSEEEE 1 0,2 0 BA
orphan nd ENCENNENEEEEEEEEEE NN RN OO00000000000000000 1 0,2 0 BA
orphan nd EONEEEEEEENEEEEENEOO0000000NEEEEOOOONONEEEE 1 0,2 0 BA
orphan nd (LT ulmluial TTTTTTTTELLTLT T ] ] ful fuinlalal 11 ul 11} 1 0,2 0 BA
orphan nd (Lialal T lal T D intalal TT T DL DLLTT T D] (uinlalal TT 1T L] 1 0,2 0 BA
orphan nd EEEEEEEENOEENOONEEESOENEENONENNEO000NNCNEEE 1 0,2 0 BA

nd: no determinado; orphan: nicos en este estudio y/o SITVITEXTEND WEB

*enla Tabla 6 estan presentes los 77 aislameintos que no tienen SIT definido en SITVIT WEB

**BA: Buenos Aires

En letras rojas estdnindicadas las modificaciones introducidas en SITVITEXTEND (gentileza DR. Nalin Rastogi)

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Tabla 6. Caracterizacion de 57 aislamientos orphan o no determinados

segln SITVITEXTEND vy

MIRU-VNTRplus y presentes en nuestra base de

datos.
. MIRU-VNTRplus Base de
_— - Clado segun
* Cepa No. Provincia Spoligotipo MIRU-VNTR 24 SIT p datos
P POTgoP SITVITEXTEND Clado més " . N
. Distancia Argentina
Droximo
13571 Bs Aires 2 2532515332332346323443°5 3969 H3 H3 0,1
oooo [a] [u(ulalal ausente
14018 Bs Aires 2 2532515332432 3462323443%5 3969 H3 H3 0,12
A53096 Bs Aires 2 24226153323222392234211 2626 LAM3 LAM3 0,13
A52297 Bs Aires 2 24226153323222492234211 2626 LAM3 LAM3 0,1 en cluster
ooo! o000 1000000 (nl)
13399 Bs Aires 2 24226153323222372234211 2626 LAM3 LAM3 0,13 ’
J5718 Jujuy 2 25325153323232352537224433 2626 LAM3 LAM3 0,13
16525 Bs Aires 2231261523212 14372434151 3020 LAM9 LAM9 0,11
16524 Bs Aires 223126152321214372434151 3020 LAM9 LAM9 0,11
i en cluster
20780 Bs Aires Jalulalal T 1 (al [ 11 lululula] 223126152321214372434151 3020 LAM9 LAM9 0,11 n:8)
14833 Bs Aires 223126152321214372434151 3020 LAM9 LAM9 0,11
J5611 Jujuy 2 2312614232121 4472434151 3020 LAM9 LAM9 0,11
J5468 Jujuy g I [ala] [alali 124324053325224273314132 Orphan LAM1 nd >0,17 en(clu:;ter
n:
A51107 Bs Aires EEEEOO000000000000NEO00CNEEEEEENCOOOCONEECOEEE 1 2 4 3 2 5 1 5 3 2 2 3 2 2 2 26 3 354132 Orphan LAM3 nd >0,17 unico
264473 Bs Aires oool lalalulal [ falalal [ Tulalulu] 2 24326143321222362454211 Orphan LAM9 LAM3 0,16 Unico
25777 Bs Aires ooo Julalulu] 00000000000 2 2 4 1 2 6 13332323227 2454211 Orphan LAM9 LAM3 >0,17 Gnico
13113 Bs Aires ool ooo! Ju[ulula] Dooo! 2 34326 153321224442434211 Orphan LAM9 LAM3 0,09 Gnico
J5237 Jujuy oooo oOOOOCCMEem 1 2 4 3 2 6 1 4 3 3 28 224253334132 Orphan LAM9 nd >0,17 Gnico
15076 Bs Aires 2 242251433233338643234433 Orphan LAM9 nd >0,17
¥y ¥ ¥ ¥ r r r r r r r r r r r r r r r rrrrr
A51621 Bs Aires OOOOMONEEOEEOOOONOONEE® 2 2 4 2 2 5 1 4 3 3 2 3 3 236 8 3 2 4 4433 Orphan LAM9 nd >0,17 ausente
r vy ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ v v v r r r r rvr r r r v rrr
A51233 Bs Aires 2 342251433233236283244433 Orphan LAM9 nd >0,17
|G n o on on on on on S8 GE A G Gn an o on on an on o an o o Tust
J4131 Jujuy | [alal OOCOMEECONEE 2 2 5 2 2 5 1 53 4 2322338344543 3 3934 T2 nd >0,17 en(cy;er
A52687 Bs Aires LT DOOMEEOEEN 2 2 4 3 2 4 153 3243315623541 33 3444 T3 nd >0,2 enc‘ulser
v v v v v v v VvVvVvVvFyYyYFyYPFYPFyYy Yy yy Yy yYyy yyy Yy F ey (n)
J1265 Jujuy 2253251632213 24483324432 Orphan T3 nd >0,17 en cluster
OOOCOMEMONO0 » ¢ v 7 7 7 7 7 ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ F ¥ F F 7P F F VT (n:1)
J1253 Jujuy 2253251632213 24483324432 Orphan T3 nd >0,17 :
v v v v v v vvvpvyvpyrpyryrpyrpyvrpvpyrpyrpyrpzrpzrprpzrrzruzr
A52950 Bs Aires [al lu} oooo 223325153322 2313%62254233 Orphan T3 nd >0,17 unico
v v v v v v vvvpvpyvrprprpyrpvrprpyrpr>rrrprre_er
13870 Bs Aires 000000008 ] lalala[al 2 24326133323224473424211 Orphan Tl nd >0,17 Gnico
v v v v v v vvvpyrpyrprpyrpyyrpvyrprpyrprprprprprerrp©er
A26182 Bs Aires al 1 inl T 1 (nl [ 11 ululula] 124326153227 222262354132 Orphan Tl LAM9 0,14 Gnico
v v v v v v vvvpeyrpyrprprprrerererrrrrrrr ﬂnicosimil
14015 Bs Aires ooo Do000oooc oooo! 1243261532 24222283334132 Orphan T1 LAM 0,08 Tuscany
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Tabla 6 (continuacion). Caracterizacién de 57 aislamientos orphan o no determinados segun SITVITEXTEND y MIRU-VNTRplus y presentes en nuestra base de
datos.
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| MIRU_VNTRplus Base de
N Lo Clado segln
- Cepa No. Provincia Spoligotipo MIRU-VNTR 24 SIT SITVITEXTEND Ciad - datos
ado mas Distancia Argentina
préximo
v v v v v v vvvpyvypyrprpyrpyrpvrvrpvrpeyrprrrprprrer.eZerz
en cluster
80780 Bs Aires 1000000000000 ulnln] T 124326 143326222262354132 Orphan T1 LAM Tuscany 0,14 simil
Tuscany
LN UL SUN SuN SN SuN Sun Sun S NN NN NN NN N Sun SEn NN S S S S g o i Py
14016 Bs Aires aTal=(slal(zlal= zl=l=(=l=l T 1 1 (==l=s 124325154224222262134132 Orphan T1 LAM Tuscany 0,12 uTucsocZn
v v v v v v v VvVvVvVvVvVyFyYPFyYyYPFyYyy yy Yy YUy Yy Yy yyy Yy FYyyZoFY y
en cluster
A265961 Bs Aires [ 1] Tal 00000000 oooo! 125426 15322222225 2334132 Orphan T1 LAM Tuscany 0,095 (n:1) simil
Tuscany
OGN SN an an an an an o g LN N S S an n S S S a4
J1250 Jujuy 2 23425153423424362224233 Orphan T1 Uganda 0,16
¥y ¥y ¥y ¥ r v r r r r r r r r v r r r r rrrrr
J4068 Jujuy 225325 153323323573224233 Orphan T1 H3 0,12
e Frrrrrrrororororrrrrrrrrrrrer ausente
J6099 Jujuy 213325153325 3245%52224433 Orphan T1 nd >0,17
vy ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ v v v v v v v v v v rvr r rrrorer
J1629 Jujuy 223425153422 424362224233 Orphan T1 nd >0,17
J3818 Jujuy 225325 153323323573224433 Orphan T1 nd >0,17
oooo ausente
J1353 Jujuy 223415 152323324372224233 Orphan T1 nd >0,17
J3124 Jujuy 2 23325023324225372224232 Orphan T1 nd >0,17
[w(n(u/nuin] | [ [ Jal | Jalulal ausente
J3638 Jujuy 2 233260533 24324352224333 Orphan T1 nd >0,17
14385 Bs Aires D00000000CEEEEOOO0! 125326 15322722426 2334132 Orphan T1 nd >0,17 Gnico
J1351 Jujuy I 0000000000000 mfa] 2 24326 14332621429 2334132 Orphan T1 nd >0,17 Gnico
15042 Bs Aires DO000000000000OMEOC oo 2133251735 23424482454533 Orphan T1 nd >0,17 Gnico
J1820 Jujuy ooo mfa] 2233251533222 24432224332 Orphan T1 nd >0,17 Gnico
13776 Bs Aires [n'alulalalulalalsla) [alal 2 23321153324324323234233 Orphan T1 nd >0,17 Gnico
J5273 Jujuy [ulalalulal 2 2532105332442 4222234233 Orphan T1 nd >0,17 Gnico
A247870 Bs Aires i [ T Tululalulul 333325153222 42625102354233 Orphan S S 0,15 Gnico
12550 Bs Aires iulaial 1] 2 24325153322323383434533 Orphan X1 X1 0,15 e”(d“lite'
n:
A51617 Bs Aires [m[mlmlt OoOmmmOCC® 2 2 4 3 2 5 153 325 323373244433 Orphan X1 X1 0.15 en(cluliter
n:
16967 Bs Aires 2 24226 133323224352424211 106 nd >0,17
100C I00000000000000000C MIRU12 LAM3 anico
12423 Bs Aires 2 24326 133323224462424211 106 nd >0,17
17389 Bs Aires 2133251533243 24522134233 2961 nd >0,17
17074 Bs Aires 21332515332 4324522134233 2961 nd >0,17
MIRU12 en cluster
17828 Bs Aires EO00000000000000000008EE00 [alalala] lal 21332515332 4324522134233 2961 Tos nd >0,17 (n:3)
16843 Bs Aires 213325165332 4324522124233 2961 nd >0,17
18284 Bs Aires 2133251533242 24523124233 2961 nd >0,17
. MIRU12 -
A52599 Bs Aires  ooooo OOOOMEO000000000000CMeEe 2 2 4 2 2 6 1 5 3 3 2 1 212382454152 Orphan RIO nd >0,17 unico
LAM RD
12156 Bs Aires 0000000000000 2 2 3 3 2 4 15 3 32532 4242224231 Orphan MIRU12 T nd >0,17 tnico
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En la poblacién de M. tuberculosis de Argentina se observd un predominio absoluto del
linaje 4 Euro-Americano, en particular, las familias T, LAM y Haarlem. Los genotipos LAM3
SIT33 y LAM9 SIT42 acumularon el 52% de los spoligotipos de la familia LAM. Los genotipos
predominantes T1 Ghana SIT53 y T1 Tuscany SIT159 sumaron el 45,3% de los aislamientos
de la familia T. El 64,6% de los genotipos Haarlem correspondieron a los clados H3 SIT50 y

H1 SIT47. El clado H2 SIT2 represento el 9,5% del total de aislamientos de la familia Haarlem.

Area Metropolitana de Buenos Aires

De los 354 aislamientos del distrito oeste del area metropolitana, 317 (89,5%) se
agruparon en 76 SITs, 20 (5,6%) resultaron representados por 14 patrones orphan en
SITVITEXTEND WEB, mientras que los 17 (4,5%) aislamientos restantes representaron 15
spoligotipos nuevos, ausentes en dicha base de datos. Tabla S3 del material suplementario.
En este distrito, la frecuencia de familias en orden decreciente fue: T 37,6%; LAM 28,8%;
Haarlem 20,1%; S 3,4%, X 2,0%; Ural 0,6%; no determinada 6,8% y orphan 0,8%. Los SITs
predominantes fueron T1 Ghana SIT53, T1 Tuscany SIT159, LAM9 SIT42 y LAM3 SIT33, los
gue juntos sumaron el 33.3% de los spoligotipos presentes en esta poblacion.

De los 228 aislamientos recolectados en el distrito norte del Area Metropolitana, 207
(90,8%) se agruparon en 58 SITs, 11 aislamientos (4,8%) correspondieron a spoligotipos
presentes en SITVITEXTEND como orphan y 10 (4,4%) aislamientos presentaron spoligotipos
ausentes en SITVITEXTEND WEB. Tabla S4 del material suplementario. En este distrito, la
frecuencia de familias en orden decreciente fue: LAM 37,3%; T 36,0%; Haarlem 16,7%; S
4,4%; X 0,9%; Beijing 0,9%; no determinado 3,1%, y orphan 0,9%. Los tres SITs mas
frecuentes fueron LAM3 SIT33, T1Ghana SIT53 y H3 SIT50.

Se observaron algunas diferencias en la distribucién de genotipos de los dos distritos. En
la poblacion del distrito norte predominé la familia LAM, con amplia representacion de LAM3
SIT33. La proporcion de aislamientos de familia T fue similar en ambos distritos, con mayor
representacion de T1 Tuscany SIT159 en el oeste. Los dos Unicos aislamientos con genotipos

de la familia Beijing fueron identificados en el distrito norte del Area Metropolitana.
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Jujuy

De los 158 aislamientos de la provincia de Jujuy, 139 (88,0%) se agruparon en 32 SITs.
De los 19 aislamientos restantes, 16 tenian genotipos registrados como orphan en
SITIVITEXTEND WEB y solo 3 aislamientos con genotipos idénticos entre si no coincidieron
con ninguno de los presentes en las bases de datos consultadas (Tabla S5 del material
suplementario). La frecuencia de familias en orden decreciente fue: LAM 37,3%; H 31,0%; T
29,1% y S 2,5%. Juntos, los SIT50 H3, SIT33 LAM3, SIT42 LAM9 y SIT47 H1 sumaron el
51,3% de los genotipos de Jujuy. El SIT50 H3 fue el méas frecuente entre los aislamientos de
Jujuy, casi duplicando vy triplicando la frecuencia del mismo genotipo en San lIsidro y La
Matanza, respectivamente. El SIT2541 T1 fue el predominante dentro de la familia T. Este SIT
estuvo escasamente representado en La Matanza y ausente en San Isidro. En esta poblacién
el SIT159 T1 Tuscany fue muy infrecuente y no estuvieron representadas la subfamilia H2, la
familia Beijing ni la X.

La Figura 13 muestra las frecuencias de las familias y genotipos en los tres distritos de

Argentina.

Figura 13. Frecuencia de familias y principales subfamilias en los dos distritos del Area
Metropolitana de Buenos Aires y la provincia de Jujuy
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Argentina en el contexto de laregion

La figura 14 muestra la distribucion de las familias de M. tuberculosis en Argentina en el
contexto de los paises de América del Sur. La estructura de poblaciéon de M. tuberculosis en la
region esta gobernada por el linaje 4 Euro-Americano y las tres familias predominantes son
LAM, Haarlem y T, con algunas variaciones.

La familia Haarlem presenta alta frecuencia en los paises de la costa del Pacifico,
excepto Chile. Haarlem también es muy frecuente en Bolivia, pais mediterraneo, préximo al
Pacifico. En cambio, la familia LAM predomina sobre la familia Haarlem en los paises con
costa al Atlantico y en Paraguay. La distribuciéon en nuestra provincia de Jujuy se asemeja a la
de Bolivia, con alta frecuencia de genotipos Haarlem, y es menor en Buenos Aires. La
estructura de poblacion de Chile es similar a la de Buenos Aires. Perl es el pais de América
del Sur con mayor frecuencia de genotipos Beijing. La estructura de poblacién de Suriname y
Guyana es marcadamente diferente de la del resto de los paises de América del Sur. La
familia T es la predominante y se observan frecuencias relativamente altas de linajes
diferentes del Euro-Americano. También Guyana Francesa, aunque en menor grado, presenta

una estructura de poblacion atipica para la region.

Figura 14. Distribucion de las principales familias de M. tuberculosis en Sud América
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Frecuencia de clados de brote MDR segun perfil de resistencia
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En este sequndo blogue se observo que el genotipo H2 SIT2 al que pertenece la cepa

M resulté estar virtualmente ausente en el grupo pansensible de Argentina y su frecuencia fue
progresivamente mayor en los grupos con perfiles crecientes de resistencia, reflejando la
presencia de la cepa M, que es la mas prevalente en los grupos MDR y XDR de Argentina,
pero no ha sido detectada hasta el presente como pansensible (Figura 15). En cambio, el
genotipo LAM3 SIT33 al que pertenece la cepa Ra presentd frecuencia similar en el grupo
pansensible y el grupo resistente a INH, aun cuando la cepa Ra no estaba representada en
esos grupos. LAM3 SIT33 resultd sobrerrepresentado en el grupo MDR a causa de la
presencia de la cepa Ra, y subrrepresentado en el grupo XDR pues esta cepa rara vez

progresa al status XDR.

orn T e
EH2SIT2
i E Haarlem
= [AM3SIT33
- .T
S
INH resistente =X
no MDR (n: 113) m Beijing
| Ural
nd
Pansusceptible
ey orphan

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 15. Frecuencia de los dos genotipos mayoritarios de brote de TB MDR y del resto de las
familias en grupos de aislamientos de Argentina con distintos perfiles de sensibilidad a drogas.

En la Tabla 7 se muestra la frecuencia de SIT2 H2 en la poblacion de Argentina segun este

estudio comparada con la de las diferentes regiones del mundo segun SITVIT WEB.

Tabla 7. Frecuencia del genotipo SIT2 H2 en la poblaciéon de M. tuberculosis de Argentina segin
este estudio y en las regiones del mundo segun SITVIT WEB
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Pais/Regidn Numero de cepas Frecuencia (%)

Argentina (este estudio) 15 2,0
América del Sur* 68 1,3
América Central 9 2,3
Caribe 75 6,7
América del Norte - <1.0
Europa del Este 17 1,37
Resto de Europa - <1,0
Africa - <1,0
Asia - <1,0
Oceania - <1,0
Europa-Norte - <1,0
Europa-Sur - <1,0
Europa-Occidental - <1,0

* Argentina contribuye con 35 del total de 68 aislamientos con SIT2 de América del Sur

Resistencia a INH y mutaciones katG315 e inhA (-15)

Se observé una relacién inversa entre la presencia de las dos mutaciones investigadas
en este tercer blogue. De los 362 aislamientos resistentes a INH analizados, 192 (53,0%)
presentaron la mutacién katG315 (mutated, MUT) en ausencia de mutacion (wild type, WT) en
la region promotora (-15) del gen inhA. A la inversa, 99 (27,4%) aislamientos presentaron la
mutacion en inhA (-15) en presencia del codén S315 WT. Las dos mutaciones estuvieron
simultaneamente ausente en 70 aislamientos (19,3%) y simultdneamente presente en un solo

aislamiento (0,3%).
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Relacién de mutaciones katG315 e inhA (-15) con perfil de resistencia

La combinacion katG315 MUT con inhA (-15) WT, estuvo presente en 34 (33%)
aislamientos del grupo resistente a INH no MDR, 128 (59,0%) del grupo MDR (no XDR) y 30
(71,4%) del grupo XDR. Se observé una tendencia al aumento en la frecuencia de dicha
combinacién entre estos tres grandes grupos de aislamientos discriminados por perfil de
resistencia (x° de tendencia 22,6 p < 0,0001). La tendencia se acentué cuando el grupo (I) se

subdividié en monorresistente a INH y polirresistente (Figura 16).

100%
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60%
0O % katG315 WT (-15)inhA WT

A % katG315 WT inhA (-15) MUT

40%
A % katG 315MUT inhA (-15) MUT
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0% T T T
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resistente resistente (no XDR)
(no MDR)

Figura 16. Distribucion de polimorfismos katG315 e inhA (-15) en cuatro grupos de aislamientos
resistentes a INH segun su perfil de resistencia a drogas. (x2 de tendencia: 29.4; P<0.0001)

Relacién de mutacién de resistencia a INH con genotipo

La frecuencia de los genotipos de M. tuberculosis entre los 362 aislamientos resistentes
a INH fue: T 33,7% (122/362), LAM 30,4% (110/362), Haarlem 16,3% (39/362), no
determinado 6,4% (23/362), S 4,4% (16/362), Beijing 2,8% (10/362), X 1,9% (7/362) y orphan
4,1% (15/362).

Las mutaciones katG315 e inhA (-15) no se distribuyeron homogéneamente ente los
distintos genotipos (Tabla 8). La familia LAM se asocié a katG315 MUT, mientras que las
familias S y T se asociaron a inhA (-15) MUT. El clado Tl Ghana SIT53 fue el mas
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frecuentemente asociado con la ausencia de las dos mutaciones (OR 3,0; 95% CI 1,5-5,9;
P=0,0012). T1 Tuscany SIT159 se asoci6é al genotipo inhA (-15) MUT (OR 6,4; 95% CI 2,5-
18,8; P<0,0001) y a katG315 WT (OR 0,1; 95% CI 0,02-0,3; P=0,0004). Tabla S7 y S8 del

material suplementario.

Tabla 8. Asociacién entre las mutaciones katG315 e inhA (-15) y familias
aislamientos clinicos resistentes a INH

de M. tuberculosis en 362

Familias N katG315MUT Odds ratio P inhA P-15 Odds ratio P
n % (95% IC) n % (95% IC)

Haarlem 59 27 45,8 0,7 (0,4-1,2) 0,2052 20 33,9 1,4 (0,8-2,6) 0,2404
LAM 110 86 78,2 4,9(2,9-8,1) <0,0001 11 10,0 0,2 (0,1-0,4) <0,0001
T 122 45 36,9 0,4(0,2-0,6) <0,0001 47 38,5 2,2 (1,4-3,6) 0,0011
U 23 13 56,5 1,2 (0,5-2,7) 0,75 2 8,7 0,2 (0,1-1,0) 0,0528
S 16 4 25,0 0,3(0,1-0,9) 0,0288 11 68,8 6,4(2,2-18,8) 0,0008
Beijing 10 8 80,0 3,6(0,8-17,2) 0,1075 1 10,0 0,3(0,04-2,2) 0,2353

X 7 4 571 1,2(0,353) 0,8377 1 143 04(0,1-36) 044
Orphan 15 6 40,0 0,6 (0,2-1,6) 0,2967 7 46,7 2,4 (0,8-6,8) 0,1012

Relacion de mutacién de resistencia a INH con clustering

El andlisis de clustering se realiz6 con los 302 aislamientos del grupo resistente a INH
disponibles para RFLP 1S6110. De estos, 203 (67,2%) resultaron en cluster. El clustering se

asocio con mutacién en el sitio katG315 pero no con mutaciéon en posicién -15 del promotor

inhA. La ausencia simultanea de ambas mutaciones se asocié negativamente con clustering

(Tabla 9).

Tabla 9. Relacion de los polimorfismos katG315 e inhA (-15) con clustering

en cluster
Polimorfismo N OR (IC 95%) P

n %
katG315 MUT 178 132 74,2 2,1(1,3-3,4) 0,0035
inhA promoter -15 MUT 70 50 71,4 1,3(0,7-2,3) 0,4296
katG315 WT inhA (-15) WT 55 22 40 0,2 (0,1-0,4) <0,0001
katG315 MUT inhA (-15) MUT 1 - - - -
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DISCUSION

La vasta mayoria de cepas de M. tuberculosis que circulan actualmente en las Américas,
y en particular en América del Sur, pertenecen al linaje 4 Euro-Americano. Entre las diversas
familias que integran este linaje, LAM es la mas frecuente en la region, seguida por las
familias T y Haarlem [Reynaud 2015]. En el presente estudio se demuestra que, en lineas
generales, la estructura de poblacion de M. tuberculosis en Argentina es similar a la del resto
de América del Sur, con predominio de las familia T y LAM, las que presentan frecuencia
similar, seguidas por la familia Haarlem.

La familia T se caracteriza por ser ubicua, heterogénea, y, en buena parte de los casos,
brindar informacion filogenética escasa 0 ambigua. Sin embargo, dentro de esta familia se
destacan ciertos genotipos con clara identidad. El mas conspicuo es SIT53 T1 Ghana, que
contiene todos los espaciadores de la regién DR del linaje 4 Euro-Americano identificados por
spoligotyping estandar y estad ampliamente distribuido en el mundo. Este genotipo podria ser
considerado el prototipo, y probablemente el precursor, del linaje Euro-Americano. En
concordancia con el resto del mundo, SIT53 T1 Ghana fue el genotipo mayoritario de la familia
T en la poblacion de Argentina en nuestro estudio. Otro genotipo T con identidad propia es
SIT159 T1 Tuscany, que, en contraste con Tl Ghana, se caracteriza por su afinidad
geogréfica restringida y su ambigledad filogenética, borderline entre la familia T y la familia
LAM [Abadia 2010, Reyes, 2012, Allix-Béguec 2008]. Argentina es uno de los pocos paises,
con ltalia y Paraguay, que presentan frecuencia de T1 Tuscany mayor al 6% [SITVET WEB].
En el resto del mundo, este genotipo ocurre apenas en forma esporadica. En particular, en
nuestro estudio, T1 Tuscany demostré estar ausente en las poblaciones de Bolivia, Chile,
Per(, Colombia, Guyana, Suriname, Guiana Francesa y Venezuela, y estuvo representado por
apenas uno de los 1991 aislamientos de la muestra de Brasil. AlUn en la muestra de poblacién
de Argentina se observaron diferencias geograficas: T1 Tuscany estuvo restringido a Buenos
Aires con excepcién de un solo aislamiento de Jujuy. T1l Tuscany estuvo también
representado en la seleccién de aislamientos resistentes de Argentina analizada en nuestro
estudio, en este grupo también se mostré restringido geogréficamente a la pampa himeda.
Esto dltimo tiene relacién con la afinidad geogréfica de la cepa MDR aut6ctona denominada
Rb, la tercera en frecuencia en nuestro pais, observada con anterioridad por nuestro grupo de
trabajo [Aita 1996, Palmero 2000, Ritacco 2012].

A diferencia de la familia T, la familia LAM se concentra en América Latina y la region del
Mediterraneo, como indica su nombre. Se asume que la alta frecuencia de esta familia en

América Latina es consecuencia de la colonizacién de la region por Espafia y Portugal y las
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mas recientes ondas migratorias procedente de paises del sur de Europa. En nuestro estudio,
el 22% de los genotipos LAM de Argentina correspondieron al clado LAM9, prototipo y
probable ancestro de esta familia. Un estudio reciente reveld la estructura genética del clado
LAM9, que puede ser dividida en dos subpoblaciones, LAMC1 y LAMC2. La subpoblacién
LAMC1 se encuentra principalmente en la region del Pacifico, es evolutivamente la mas
reciente y la de menor diversidad genética. La subpoblacién LAMC2 predomina en la region
del Atlantico y evolutivamente es mas ancestral y diversa. Una proporcion significativa de los
aislamientos LAMC2 presenta la delecién caracteristica LAM-RD®'® ancestral, caracterizada
por el MIRU-VNTR12 (224226153321) [Reynaud 2015]. Las cepas con esta delecién son las
principales causantes de TB en Rio de Janeiro, Brasil [Gomes 2011]. En este trabajo se

confirmé la presencia del genotipo LAM-RD™'°

en Argentina con el hallazgo de un aislamiento
orphan que presenté el MIRU-VNTR12 especifico y otros 4 que presentaron un solo alelo
diferente. Sin embargo, el SIT predominante de la familia LAM en la poblacién de Argentina
resultd ser SIT33 LAM3, presente en todo el pais de manera mas o menos homogénea. Este
genotipo desciende de la subpoblaciéon LAMC2 pero carece de la delecién LAM-RDR® y
paraddjicamente, segun nuestros resultados y SITVIT WEB, predomina en paises del Pacifico.

La familia Haarlem, tercera en frecuencia en nuestro pais, tiene su origen en Europa y
representa el 25% de los aislamientos de dicho continente, América Central y el Caribe.
Nuestros resultados demostraron que, en lineas generales, la frecuencia de esta familia
decrece desde la costa del Pacifico hacia la costa del Atlantico, excepto Chile, que presenta
frecuencias menores de la familia Haarlem, similares a las de Buenos Aires, quizas debido a
una composicién étnica mas diversa, con mayor componente migratorio del Mediterraneo. La
alta frecuencia de la familia Haarlem en nuestra provincia de Jujuy, similar a la de Bolivia y
Perd, es una muestra de la afinidad geografica de los linajes de M. tuberculosis. Por otra
parte, Jujuy presenta mucha menor diversidad genética que los otros distritos, en términos de
familias, subfamilias y clados y también tiene menor proporcién de genotipos huérfanos y no
determinados, lo que indica una evolucion mas pausada de M. tuberculosis, ademas de una
restringida movilidad de la poblacion estable [Monteserin 2013].

Dentro de la familia Haarlem, el SIT2 H2 merece particular atencion porque es el
genotipo de nuestra cepa M de brote MDR. La reconstruccion de su evoluciéon a través de
cuatro décadas mostré que el clon progenitor del brote ya era MDR en 1973, y adquiri6 el
status pre XDR hacia 1979, mucho antes de que los conceptos de TB MDR y TB XDR fueran
acufiados [Eldholm 2015]. Sin embargo, a nivel global su distribuciéon es muy restringida. Se la
encontrd con cierta frecuencia en el este de Europa, el Caribe, y Centroamérica (Tabla 7). En
nuestro estudio, este SIT estuvo ausente o representado en forma esporadica (<0,5%) en los

paises de América del Sur analizados. Bolivia y Paraguay registraron situaciones similares. En
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cada uno de ellos se detectaron dos aislamientos SIT2 H2, uno autoctono y pansensible con
MIRU-VNTR diferente del de la cepa M, y el otro MDR con MIRU-VNTR 100% idéntico al de
la cepa M. El paciente paraguayo con TB MDR por cepa M contrajo la infeccidn en el hospital
Mufiz y el boliviano viajaba con frecuencia a Argentina [Monteserin 2013; Candia 2007]. En
esta tesis se confirmd la especificidad geografica del genotipo H2 SIT2 tanto en América del
Sur como en nuestro pais. Asimismo, se comprobd que este genotipo esta casi
exclusivamente vinculado a la cepa M. En efecto, los resultados de nuestro estudio indican
que su representacion entre los aislamientos resistentes a INH es escasa y en los
pansensibles es casi nula. En contraste, esta cepa tiene maxima representacion en el grupo
XDR. Ademas, el patron RFLP 1S6110 de la cepa M no coincide con ningun perfil en las
bases de datos de genotipos MDR de Espafia, Holanda y América Latina, lo que reconfirma su
naturaleza autéctona [Ritacco 2012a, Ritacco 2012b].

La expansion de nuestra cepa M no es un fenébmeno aislado en el mundo. Existen varios
ejemplos de cepas similarmente exitosas, arraigadas en areas geograficas restringidas, que
muestran particular propension a desarrollar resistencia a gran nimero de drogas y contintan
transmitiéndose activamente en la comunidad, lo que las vuelve particularmente peligrosas
para esa comunidad. Los ejemplos mas conspicuos son la cepa de la familia LAM causante
del mayor brote de TB-XDR en el mundo en Tugela Ferry de Sudéfrica, la cepa XDR Beijing
atipica transmitida en Cabo del Este, también en Sudafrica, y la cepa ECDC0002 de la familia
Beijing en Europa, [Cohen 2015, Streicher 2015, de Beer 2015].

En nuestro trabajo, las familias S y X representan menos del 5% de los aislamientos
investigados de América del Sur, a excepcion de Paraguay que presentd una frecuencia
llamativamente alta de genotipos S, originalmente descrito en Sicilia [Bonura 2014]. En
concordancia con estudios previos, la familia Beijing, de tenue presencia en América del Sur,
resulté mayormente representada en PerU probablemente como consecuencia de masiva
inmigracion de la comunidad china hacia fines del siglo XIX [Ritacco 2008, Monteserin 2011,
Iwamoto 2012, Taype 2012, Barletta 2013]. Si bien en nuestro estudio la familia Beijing no
estuvo representada, en Colombia, su presencia ha sido documentada en un nicho particular
de ese pais, el puerto de Buenaventura situado en la costa del Pacifico [Puerta 2015]. La
presencia en Guyana y Surinam de linajes exéticos de origen asiatico estaria relacionada con
las relaciones histéricas y comerciales de esos paises con el lejano oriente [Streit 2014].

Recientemente, nuestro grupo de trabajo demostrd por secuenciacion genémica masiva
que las dos cepas de M. tuberculosis MDR predominantes en Argentina presentan mutacion
katGS315T en virtual ausencia de mutacion inhA [Eldholm 2014, Eldholm 2015]. En el
presente trabajo demostramos que la mutacion en katG315 también predomina entre las

cepas MDR y XDR menos exitosas que circulan en el pais. También ponemos en evidencia
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aqui que la co-ocurrencia de las dos mutaciones candnicas, katG315 e inhA (-15) es
altamente infrecuente. Un trabajo precursor destacé la asociacion negativa entre katG315 e
inhA (-15) antes de que se dilucidara por completo el rol del promotor inhA en el mecanismo
de resistencia a INH [Musser 1996]. Recientemente, otros estudios también han postulado de
manera explicita esta asociacion [Schaaf 2009, Hazb6on 2006]. Hazboén et al. postularon que
las mutaciones en katG315 tienen bajo o nulo costo biolégico y por lo tanto las cepas MDR
con que las portan conservan intacta su habilidad para transmitirse. La ulterior adquisicion de
mutacion en el promotor inhA ejerceria un efecto de atenuacion de la virulencia por lo que las
cepas con doble mutacion serian seleccionadas en contra en el proceso evolutivo. El hecho de
gue un solo aislamiento en nuestro estudio presente doble mutacion avala esta hipétesis. Esta
cepa con doble mutacién presenta un patron de RFLP 1S6110 Unico en nuestra base de datos
y en nuestro conocimiento no produjo casos secundarios.

Algunos estudios encontraron asociacion de katG315 MUT con resistencia a
estreptomicina y etambutol o ambas [van Doorn 2006, Hazb6n 2006, Huyen 2013]. Con una
Unica excepcion en el Reino Unido [Baker 2005], la mutacién katG315 se encontré asociada a
TB MDR [van Soolingen 2000, Hazbdn 2006, Huyen 2013, Fenner 2012]. En nuestro estudio,
el incremento en la frecuencia de mutaciéon katG315 se correlacion6 fuertemente con el
incremento en el perfil de resistencia a drogas. Esto indica que los aislamientos que poseen la
mutacion katG315 son mas propensos a acumular mutaciones a otras drogas y a evolucionar
hacia un perfil MDR/XDR mas facilmente que aquellos que permanecen con katG315 WT.
Contrariamente, debido a la asociacion negativa entre ambas mutaciones, podemos concluir
que las cepas que presentan la mutacién en el promotor del gen inhA son menos propensas a
acumular resistencia a drogas.

Datos clinicos y empiricos indican que cepas con diferente carga genética difieren en su
habilidad para adquirir resistencia a drogas y causar enfermedad [Ford 2013]. En nuestro
estudio, la mutacién katG315 se asocid fuertemente a la familia LAM, una observacion que no
es congruente con resultados de otros autores para América del Sur, probablemente por
diferencias en la composicion de las muestras [Dalla Costa 2009, de Freitas 2014]. En nuestro
conocimiento, no hay reportes previos que describan la asociacion del genotipo T1 Ghana con
la ausencia de ambas mutaciones y del genotipo T1 Tuscany con la mutacién inhA (-15).
Nuestros resultados refuerzan la idea de que ciertos genotipos son mas propensos que otros a
desarrollar determinadas mutaciones de resistencia.

La mutacion katG315 se encontr6 asociada fuertemente a transmision, hallazgo
coherente con trabajos previos de Europa y Estados Unidos [van Doorn 2006, Gagneux
2006a, Fenner 2012]. Algunos autores sostienen que no solo las cepas con mutacion en

katG315 son capaces de transmitirse en la comunidad, sino también aquellas que llevan la
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mutacién en el promotor inhA (-15) [Gagneux 2006a, Fenner 2012]. Nuestros resultados
avalan en cierto modo esta idea. Las cepas con genotipo T1 Tuscany Tl Ghana que
presentan mutacion en el promotor del gen inhA forman parte de clusters conspicuos en
nuestra poblacion [Ritacco 2012]. En otras palabras, aunque no son altamente frecuentes, adn
son capaces de diseminarse y acumular mutaciones de resistencia a drogas.

Este estudio tiene varias limitaciones. En primer lugar, la muestra no es totalmente
representativa de nuestro pais. Las provincias del sur y el oeste argentino no representan una
pérdida grave porque su poblacion local tiene niveles muy bajos de TB y en ella la enfermedad
suelen ocurrir en migrantes del noroeste argentino o extranjeros. Lamentablemente, debido a
obstaculos operativos, no pudimos analizar muestras de las provincias del noreste argentino,
por lo que seguramente hemos perdido acceso a parte de diversidad genética de M.
tuberculosis de Argentina. Sin embargo, consideramos que el Area Metropolitana de Buenos
Aires refleja de un modo razonablemente fiel la composicibn de la poblacién de M.
tuberculosis de todo el territorio del pais debido a las frecuentes y amplias migraciones
internas. En segundo lugar, por razones de tiempo y recursos, no fue posible analizar todos
los aislamientos resistentes a INH del periodo. Como cubrimos alrededor de un tercio del total
de pacientes, y la seleccion fue aleatoria, consideramos que los resultados de nuestro analisis
son validos. En tercer lugar, no tuvimos oportunidad de emplear otros marcadores de
diversidad genética mas especificos, como SNPs y LSPs.

La clasificacion filogenética en base al spoligotyping ha sido ampliamente objetada
porque este marcador es vulnerable a homoplasia: es decir, distintas rutas evolutivas pueden
converger en un mismo patron [Comas 2009]. En algunos casos, el spoligotyping no resuelve
la filiacion, o lo hace incorrectamente. Aln asi, la clasificaciéon originada en este robusto
marcador se mantiene hasta el presente con minimas modificaciones, asi como las
connotaciones geograficas atribuidas originalmente a varios de los clados [Brudey 2006, Dos
Vultos 2008, Abadia 2012,Reyes 2012, Bonura 2014]. Es mas, recientemente se ha
reconocido que, en la mayoria de los casos, el patron de spoligotyping es concordante con los
resultados de marcadores filogenéticos mas precisos [Kato-Maeda 2011a). Es cierto que, hoy
en dia, la amplia disponibilidad de secuenciacién gendémica masiva ha permitido definir un
buen nimero de SNPs especificos de clados disponibles para la genotipia. En futuros estudios
tendremos en cuenta estos nuevos marcadores que prometen revolucionar la clasificacion
filogenética de M. tuberculosis [Casali 2014, Coll 2014, Lanzas 2013]. Sin embargo, estas
nuevas metodologias aln estan en etapa de evaluacién y, como todo procedimiento que
implica amplificacién de ADN, no estan exentas de error por contaminacion cruzada [Lusk
2014].
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En sintesis, en Argentina, un aislamiento con el genotipo katG315 MUT, ademas de ser
portador de resistencia a INH, tiene mayor probabilidad de ser resistente a otras drogas y de
ser transmitido de un paciente a otros que un aislamiento con el genotipo katG315 WT. La
mayor comprensién de la evolucién de las cepas resistentes de M. tuberculosis, que son

especificas de cada ambito geogréfico, es de enorme interés para la salud publica.
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CONCLUSIONES

La vasta mayoria de los genotipos de cepas de M. tuberculosis circulando en Argentina
pertenecen al linaje Euro-Americano.

Las principales familias que componen la estructura de poblacion de nuestro pais son T,
LAM y Haarlem.

La frecuencia de clados y SITs es variable de acuerdo al area geogréafica y al perfil de
resistencia a drogas.

Los genotipos T1 Tuscany y H2 asociados a resistencia a drogas en nuestro pais estan
representados en areas muy restringidas en el resto del mundo.

El genotipo SIT2 H2 esta sobrerrepresentado en los grupos MDR y/o XDR de nuestro
pais.

En Argentina ciertos genotipos son mas proclives que otros a desarrollar resistencia y
transmitirse como tales.

La presencia de mutacién en katG315 y la de mutacién en inhA (-15) son mutuamente
excluyentes.

Las cepas que presentan mutacion katG315 tienen mayor probabilidad de acumular
ulterior resistencia que aquellas que presentan mutacion en inhA (-15).

Las cepas que presentan mutacion katG315 tienen mayor probabilidad de estar en

cluster que aquellas que presentan mutacién en inhA (-15).
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla Sla. Mezclas de reaccidn utilizadas para amplificar los 15 VNTRs principales

MIRUs-VNTRs principales wul

locus Alias

Tamafio en pares

Primers (5'-3")

de bases
Mezcla de reacciéon 1
H,O 9,12
Buffer 10X 2
Solucion Q 5X 4 580 MIRU 4; ETR D 77 GCGCGAGAGCCCGAACTGC
MgCl; 25 mM 1,2 GCGCAGCAGAAACGCCAGC
dNTPs 5mM 0,8 2996 MIRU 26 51 TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC
Primers 20 pmol/pl (c/u) 0,4 CATAGGCGACCAGGCGAATAG
HotStartTag polimerasa 0,08 802 MIRU 40 54 GGGTTGCTGGATGACAACGTGT
ADN (2 ng) 2 GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA
Mezcla de reaccién 2
H,O 9,92
Buffer 10X 2 960 MIRU 10 53 GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC
Solucion Q 5X 4 GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT
MgCl; 25 mM 0,4 1644 MIRU 16 53 TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA
dNTPs 5mM 0,8 CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC
Primers 20 pmol/ul (c/u) 0,4 3192 MIRU 31; ETRE 53 ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA
HotStartTaq polimerasa 0,08 GTGCCGACGTGGTCTTGAT
ADN (2 ng) 2
Mezcla de reaccién 3
H,O 10,32
Buffer 10X 2 424 Mtub04 51 CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT
Solucion Q 5X 4 GGCAGCAGAGCCCGGGATICTTC
MgCl; 25 mM 0 577 ETRC 58 CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT
dNTPs 5mM 0,8 AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA
Primers 20 pmol/ul (c/u) 0,4 2165 ETR A 75 AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT
HotStartTag polimerasa 0,08 CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT
ADN (2 ng) 2
Mezcla de reaccién 4
H,O 9,12
Buffer 10X 2 2401 Mtub30 58 CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT
Solucion Q 5X 4 ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA
MgCl; 25 mM 1,2 3690 Mtub39 58 CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC
dNTPs 5mM 0,8 TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG
Primers 20 pmol/ul (c/u) 0,4 4156 QUB-4156 59 TGACCACGGATTGCTCTAGT
HotStartTaq polimerasa 0,08 GCCGGCGTCCATGTT
ADN (2 ng) 2
Mezcla de reaccién 5
H,O 10,32
Buffer 10X 2 2163b QUB-11b 69 CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG
Solucion Q 5X 4 CGAAGTGAATGGTGGCAT
MgCl; 25 mM 0 1955 Mtub21 57 AGATCCCAGTTGTCGTCGTC
dNTPs 5mM 0,8 CAACATCGCCTGGTTCTGTA
Primers 20 pmol/pl(c/u) 0,4 4052 QUB-26 111 AACGCTCAGCTGTCGGAT
HotStartTaqg polimerasa 0,08 CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTCCCC

ADN (2 ng)
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Tabla S1b. Mezclas de reaccion utilizada para amplificar los 9 VNTRs auxiliares

MIRUs-VNTRs auxiliares ul locus Alias Tamario en pares Primers (5'-3")

Mezcla de reaccion 6

H,O 9,52

Buffer 10X 2 154 MIRU 26 53 TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT
Solucién Q 5X 4 TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT
MgCl, 25 mM 0,8 2531 MIRU 23 53 CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG
dNTPs 5mM 0,8 AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC
Primers 20 pmol/pl (c/u) 0,4 4348 MIRU 39 53 AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC
HotStartTaq polimerasa 0,08 CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC
ADN (2 ng) 2

Mezcla de reaccion 7

H,O 10,32

Buffer 10X 2 2059 MIRU 20 77 TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG
Solucién Q 5X 4 GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA
MgCl; 25 mM 0 2687 MIRU 24 54 CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT
dNTPs 5mM 0,8 GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA
Primers 20 pmol/pl (c/u) 0,4 3007 MIRU 27; QUB-5 53 TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA
HotStartTaq polimerasa 0,08 GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA
ADN (2 ng) 2

Mezcla de reaccion 8

H,O 9,92

Buffer 10X 2 2347 Mtub29 57 GCCAGCCGCCGTGCATAAACCT
Solucién Q 5X 4 AGCCACCCGGTGTGCCTTGTATGAC
MgCl; 25 mM 0,4 2461 ETRB 57 ATGGCCACCCGATACCGCTTCAGT
dNTPs 5mM 0,8 CGACGGGCCATCTTGGATCAGCTAC
Primers 20 pmol/pl (c/u) 04 3171 Mtub34 54 GGTGCGCACCTGCTCCAGATAA
HotStartTaq polimerasa 0,08 GGCTCTCATTGCTGGAGGGTTGTAC
ADN (2 ng) 2
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Tabla S2. Numero de copias de cada VNTR de acuerdo al tamafio del producto de amplificacion

Locus 154 424 577 580 802 960 1644 1955 2059 2163 2165 2347 2401 2461 2531 2687 2996 3007 3171 3192 3690 4052 4156 4348

Allele
0 402 | 537 | 171 | 175 | 354 | 482 | 565 | 116 | 437 | 67 | 195 | 335 | 252 | 347 | 150 | 395 | 285 | 498 | 326 | 492 | 272 | 153 | 563 | 540
1 455 | 588 | 208 | 252 | 408 | 537 | 618 | 149 | 514 | 136 | 270 | 392 | 305 | 404 | 200 | 447 | 336 | 551 | 380 | 545 | 330 | 264 | 622 | 593
2 508 | 639 | 266 | 329 | 462 | 590 | 671 | 206 | 591 | 205 | 345 | 449 | 363 | 461 | 253 | 501 | 387 | 604 | 434 | 598 | 388 | 375 | 681 | 646
3 561 | 690 | 324 | 406 | 516 | 643 | 724 | 263 | 668 | 274 | 420 | 506 | 421 | 518 | 306 | 555 | 438 | 657 | 488 | 651 | 446 | 486 | 740 | 699
4 614 | 741 | 382 | 483 | 570 | 696 | 777 | 320 | 745 | 343 | 495 | 563 | 479 | 575 | 359 | 609 | 489 | 710 | 542 | 704 | 504 | 597 | 799 | 752
5 667 | 792 | 440 | 560 | 624 | 749 | 830 | 377 | 822 | 412 | 570 | 620 | 537 | 632 | 412 | 663 | 540 | 763 | 596 | 757 | 562 | 708 | 858 | 805
6 720 | 843 | 498 | 637 | 678 | 802 | 883 | 434 | 899 | 481 | 645 | 677 | 595 | 689 | 465 | 717 | 591 | 816 | 650 | 810 | 620 | 819 | 917 | 858
7 773 | 894 | 556 | 714 | 732 | 855 | 936 | 491 | 976 | 550 | 720 | 734 | 653 | 746 | 518 | 771 | 642 | 869 | 704 | 863 | 678 | 930 | 976 | 911
8 826 | 945 | 614 | 791 | 786 | 908 | 989 | 548 | 1053 | 619 | 795 | 791 | 711 | 803 | 571 | 825 | 693 | 922 | 758 | 916 | 736 | 1041 [ 1035 | 964
9 879 | 996 | 672 | 868 | 840 | 961 | 1042 | 605 | 1130 | 688 | 870 | 848 | 769 | 860 | 624 | 879 | 744 | 975 | 812 | 969 | 794 | 1152 [ 1094 | 1017
10 932 | 1047 | 730 | 945 | 894 | 1014 | 1095 | 662 | 1207 | 757 | 945 | 905 | 827 | 917 | 677 | 933 | 795 [ 1028 | 866 | 1022 | 852 | 1263 | 1153 | 1070
11 985 | 1098 | 788 | 1022 | 948 | 1067 | 1148 | 719 | 1284 | 826 | 1020 | 962 | 885 | 974 | 730 | 987 | 846 | 1081 | 920 | 1075 | 910 | 1374 (1212 | 1123
12 1038 | 1149 | 846 | 1099 | 1002 | 1120 | 1201 | 776 | 1361 | 895 | 1095 | 1019 | 943 | 1031 | 783 | 1041 | 897 | 1134 | 974 | 1128 | 968 | 1485 | 1271 | 1176
13 1091 | 1200 | 904 | 1176 | 1056 | 1173 | 1254 | 833 | 1438 | 964 | 1170 | 1076 | 1001 | 1088 | 836 | 1095 | 948 | 1187 | 1028 | 1181 | 1026 | 1596 | 1330 | 1229
14 1144 | 1251 | 962 | 1253 | 1110 | 1226 | 1307 | 890 | 1515 | 1033 | 1245 | 1133 | 1059 | 1145 | 889 | 1149 | 999 | 1240 | 1082 | 1234 | 1084 | 1707 | 1389 | 1282
15 1197 | 1302 | 1020 | 1330 | 1164 | 1279 | 1360 | 947 | 1592 | 1102 | 1320 | 1190 | 1117 | 1202 | 942 | 1203 | 1050 | 1293 | 1136 | 1287 | 1142 | 1818 | 1448 | 1335

alelos variables en

el locus 580

Allele |alias | 580
0’ Os 122
1’ 1s 199
2’ 2s 276
3 3s 353
4' 4s 430
5' 5s 507
6' 6s 584
7 7s 661
8' 8s 738
9' 9s 815

(cepas H37Rv,

H37Ra, BCG y menos del 1% de los aislamientos clinicos
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Tabla S3. Caracteristicas de 354 aislamientos de M. tuberculosis de La Matanza segun la base de datos SITVIT WEB y su actualizacion SITVITEXTEND

Cepas en este estudio (n= 354)* Cepas en SITVITEXTEND WEB % Argentina/

SIT Familia Spoligotipo % SITVIT WEB
n % n %

53 T1 Ghana ENEEENENEEEEEEEEEEE NN R (O eEEEEn 37 10.5 3812 6.6 0.3
159 T1 Tuscany EEEEEEEEREERR 000000000 seseen 00 eeeeenn 35 9.9 64 0.1 15.4
42 LAM9 ENEEEEEEEEERERERERERC000seeeeeEn 000 e eeEEE. 25 7.1 1952 3.4 0.4
33 LAM3 EnEEEEER0eeeeeeees 00 0seeeeeee 00 seeeenn 21 5.9 774 1.3 0.8
50 H3 ENEEEEENENEEEEEEEEEEEEEEEEREREC 000 e eEEEE 21 5.9 2188 3.8 0.3
20 LAM1 AN EEEEEEEEEREREREEE 0 eeeeeees00 0 eeeeEn 12 3.4 594 1.0 0.6
47 H1 EEEEENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE000000000 e eeeEEs 11 3.1 1029 1.8 0.3
2 H2 000000000000000000000000R000000N00C0ONEEEEEE 10 2.8 337 0.6 0.8
4 nd OOOO00000000000000000000EEEEEEEEOOOOEEEEEEE 8 2.3 223 0.4 1.0
105 nd EEEERRRRO0ORRROO00000000000000000000000C0NEEE 7 2.0 33 0.1 6.0
62 H1 EESEESEENEEEEEEEEEEEEEEER000000000sesens 6 1.7 233 0.4 0.7
240 T1 EENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER 000 eEEEs 6 1.7 24 <0.1 7.1
391 LAM4 EEEE0esessEEEEERO000seseeees000sesnen 6 1.7 23 <0.1 7.4
58 T5 MAD2 ENEEEEEEENEEEEEEEEEEE(eEsEEEEEs 00 seenEEn 5 1.4 119 0.2 1.2
253 T1 ENEEEEEEEEEEEEEEEEEECEREeEeEnE00 e eeEEEn 5 1.4 24 <0.1 5.9
1354 LAM3 [l UL mimiml T L] L] mlmimiml LT LT ] (mmimiml DT T 1] 5 1.4 2 <0.1 70.6
3020 LAM9 ENEEEEEEEEEEEEEREEERCO00seseees00eeeenEn 5 1.4 1 141.2 141.2
37 T3 EESEEEEEEEENEESEESEEEEEEEEEEEEE]0ssEEEEs 4 1.1 243 0.4 0.5
71 S EEEEEEEE( (s EEEEEEEEEEEEEEEEEEE]0eeeaeEn 4 1.1 64 0.1 1.8
73 Ambigous: T3 T2 aEEEEEEEEEENEEEEEEEEEEEREEEEERRO00sesnnn 4 11 167 0.3 0.7
439 xX2 EESEEEEEEE[EEEEEEEEEEEEEEEEEEREECO000se00008 4 1.1 4 <0.1 28.2
34 S EEEEEEEE((EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER] 00 seeEns 3 0.8 633 1.1 0.1
130 LAM3 EEEEEEEEeeesEeeEn 000 0Oeeeeeeee000Oeeeenn 3 0.8 69 0.1 1.2
207 H3 ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERERe0000seeEeEEs 3 0.8 14 <0.1 6.1
746 H3 ENEEEEENENEEEEEEEEEEEEEEEEEEO0000seeEeEes 3 0.8 23 <0.1 3.7
1356 S [TITT T m{wl TOT T ] [n[u[ulul 1T (ul ] 3 0.8 12 <0.1 7.1
1832 LAM9 ENEEEEEEEREREEECEEEEO000seeeeeee 00 eeeEnEn 3 0.8 14 <0.1 6.1
3969 H3 EEEEE00 eSS EEEEEEEEEEERe000 0 eEeeeEn 3 0.8 1 84.7 84.7
17 LAM2 [ Imb UL Dl el D] ] mmlmiml {111 1] mlmlmiml T 11]1] 2 0.6 488 0.8 0.1
44 T5 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE(EEEEEEEEE0seeEEEn 2 0.6 164 0.3 0.3
64 LAM6 ENEEEEEEEEEEEREREEERCO00ssesees000eeeeEnEn 2 0.6 245 0.4 0.2
262 Ural EEEEEEE[(EEEEEEEEEEEEEEEEEEE 000000 eeeeEs 2 0.6 124 0.2 0.5
725 LAMS ENEEEEEEEEEEEEEEEER000seeesees00OeeeenE] 2 0.6 8 <0.1 7.1
1807 H1 ENEEEEEEEEEEEEEEEEERRERERO000000000R0eEens 2 0.6 6 <0.1 9.4
2541 T1 ENNEEEEERERRROO0000000000000sEss000 e aEEEEE 2 0.6 2 <0.1 28.2
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Tabla S3. Caracteristicas de 354 aislamientos de M. tuberculosis de La Matanza segun la base de datos SITVIT WEB y su actualizacién SITVITEXTEND

SIT Familia

Spoligotipo

Cepas en este estudio (n= 354)* Cepasen SITVITE WEB

% Argentina/

n % n % % SITVIT WEB

535 T1 ITTTTITT LTI EI L ninlal TT DT T Inluiulal TTTTTT] 1 0.3 38 <0.1 0.7
760 H3 EnEEEEs000000sssss000000000000080000ses0000 1 0.3 7 <0.1 4.0
834 T1 EENEEENEEEEEEEENEEEEEEEEEREEER0000seeenEn 1 0.3 6 <0.1 4.7
866 LAM9 [InlTTTTETTITTIT T D T D lnlniu/al TET DT T Juluiu/al TTT LT Tu] 1 0.3 32 0.1 0.9
879 T1 EENEEENEEEEEEEENEEEEEEEEEEEEERR0000ssCenns 1 0.3 9 <0.1 3.1
1105 T1 EEEEEEEEEEEEEEE(EEEEEEEEEEEEEERR00CseeanEn 1 0.3 10 <0.1 2.8
1122 T1 EEEEENEEENEEEEEENENEEEEEEEEEEER000sEeEnEE 1 0.3 32 0.1 0.9
1228 T2 EEEEEEEEEERERO000000000ssesseeesO000sesOnnn 1 0.3 2 <0.1 14.1
1533 H3 EEEEEEEEEEEEEE((EEEEEEEEEEEEEEe000sesennn 1 0.3 3 <0.1 9.4
1547 T3 EEEEEEEEEEEEs(EEEEEEEEEEEEEERER000seeennn 1 0.3 5 <0.1 5.6
1843 T2 T ainlula= TTTTTTTITILI T T I T T [nlululal T T IaL T 1] 1 0.3 2 <0.1 14.1
2105 LAM3 ST LT L mimml T L L sl [ Immmim L L1 L L L (mmmiml L1 L LL] 1 0.3 2 <0.1 14.1
2154 H1 EEEEEEEEEEEEEEEEEER00ses000000s0000e e e e . 1 0.3 5 <0.1 5.6
2281 LAM9 EEEEEEEEEEEEEEEEess0000sssseess00 e eenns 1 0.3 2 <0.1 14.1
2331 LAM9 EEEEEEEEEEEEEREREERECO00sOsssses0000s00sees 1 0.3 3 <0.1 9.4
2665 nd EENEEENEEEEEENEEEEEEREEERER000000000seeennn 1 0.3 2 <0.1 14.1
nd nd as(EEEEEEEEEEEEEEEEENRRR0000000000000000000 1 0.3 0

nd LAM9 OO0sseees00essseEEs000seeeesEn00 0 eeeEEN 4 1.1 0

nd nd EEEEEEEEssssssssssss 00 0000sesnnn 2 0.6 0

orphan nd »00000000000000000000sss00ssssss0000sesees 1 0.3 0

orphar X1 ENEEEEEEEEEEE NN EEEEEEEEEEEEEE00seennn 2 0.6 1 56.50

nd Ambigous: T3 T2 ssssssssssssCssssssssssssssssCss0000sssCnss 2 0.6 1 56.50

Orphan T otro ENNENEEEEEEEEEEEEEEECOs0essesEs000eeEeeEn 1 0.3 0

nd T1 EEEEEEEEEEREEREERRRO000000000NsO000CN e EeEEE 2 0.6 1 56.50

nd S [T I D mil DT I T I T ul T T ] Iululuiul TT =l TT] 2 0.6 0

orpharT otro ENEEENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEOO0000000000000 1 0.3 nd

orphan nd EEEEEEEEEEEREREEROO000000Cesses00008eeenE 1 0.3 0

orphan T1 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEECEn0seesOee0000eeeeeen 1 0.3 0

nd H1 EEEEEEEE(EEEEEEEEEEEEEEEEOO000000000sSeeEEE 1 0.3 1 28.25

orpha T1 EEEEEEEEEEEEERERRO0000000000sess0000seeeees 1 0.3 nd

orphar LAM otro EEEEEEEEEEERRO0000000000000SEEEs0000eesCne. 1 0.3 0

orpha Tl EEEEEEEEEEERRO00000000000000REERO00CE e s 1 0.3 nd

orphar T1 ENENEEEEEEEEEEEEEEECERCEEEERCeeR0000seeenEn 1 0.3 0

orphar H1 EEEEEEEEEEEEEEECEEEEEEERR000000s000 seeeen s 1 0.3 0
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Tabla S3. Caracteristicas de 354 aislamientos de M. tuberculosis de La Matanza segun la base de datos SITVIT WEB y su actualizacion SITVITEXTEND

Cepas en este estudio (n= 354)* Cepasen SITVITEWEB 9% Argentina/

SIT Familia Spoligotipo . % ; % % SITVIT WEB
3969 H3 T iulniwlal LT LT LT LT LT LT T (w] (nlulniw LT LT L] 3 0.8 1 84.7 84.7
17 LAM2 [ TTalTET DT T I Il DT D ] niululul TTTT T Infulalul TTTTTT] 2 0.6 488 0.8 0.1
44 T5 ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEECEEEEEEEERC 00 sEEEnEE 2 0.6 164 0.3 0.3
64 LAM6 EEEEEEEEEEEEEEEEEEERO000sseeOees0000eeeeens 2 0.6 245 0.4 0.2
262 Ural (LTI Iwlal TYTTITTIT I TTT] ] Iulniul {nlufa=l TTTTTT] 2 0.6 124 0.2 0.5
725 LAM5 LTI T I T I T [ulnim/al TTTTTT ] [ulufnmlTTTTT ul 2 0.6 8 <0.1 7.1
1807 H1 ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEERRE RO O0000O0000O8 e " 2 0.6 6 <0.1 9.4
2541 T1 EEEEEEEREERRRO000000000000Cssses000Cseeesnn 2 0.6 2 <0.1 28.2
49 H3 ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERCE0000ses0ees 1 0.3 116 0.2 0.2
51 T1 ENEENENEEEENEENENENEENENEEEEEEER0000ses0000 1 0.3 193 0.3 0.1
52 T2 ENEEEENEENENEENENEENENEEEEEEEEERCO00EsCEEs 1 0.3 526 0.9 0.1
68 T5 EEEEEEE(EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERC00CseennEn 1 0.3 59 0.1 0.5
75 H3 ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEOR0000eeEEEn 1 0.3 41 0.1 0.7
78 T1 EEEEEENEEENEEENEEENEEEEEEEEEEERR0000ses00ns 1 0.3 46 0.1 0.6
93 LAM5 (LTI T I I T (ulnm/ul TTTTT T nluwm TTTTTT] 1 0.3 274 0.5 0.1
99 H3 (LI LTI It Inl umunl i l]]]] 1 0.3 44 0.1 0.6
106 nd ssEnEsnO00ssssssse000000000000000000C0eeeE s 1 0.3 60 0.1 0.5
119 X1 EEEEEEEEEENEEEEEEEEEEEEEEEEEEER00sEsEEEE 1 0.3 942 1.6 <0.1
121 H3 EENEEENEEENEEENEEEEEEEEEEEEEsCs0000seeeees 1 0.3 38 0.1 0.7
151 H1 EEEEEEEEEEEEEECEEEEEEEERRC00000s0000seE e e 1 0.3 19 <0.1 1.5
156 T1 EEEEEEEEEEEEEEESEEEEEEEEEEEEER000seenEn 1 0.3 39 0.1 0.7
160 nd EEEEEEEEEEEEEEEEEEC0ssssses00000000000000 1 0.3 14 <0.1 2.0
162 LAM9 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEO000ssseeeen0000esnens 1 0.3 19 <0.1 1.5
176 LAM6 (LTI T nl T T [ulnim/ul TT T ulT] [ufumw TTTTTT] 1 0.3 29 <0.1 1.0
177 LAM9 mLTTTTTIT I I ul T [ (uim/ulal TTTTT ] (am/ulTTTTTT] 1 0.3 51 0.1 0.6
373 Tl LIl limlIlll]]lInmmm {11 1]]] 1 03 33 Ol 09
374 nd EENEEENEEENEEENEEENEEEEEREC00000000C0seEeenEs 1 0.3 7 <0.1 4.0
402 nd EEEEEEEEEEEEEEREREER00000000000000000000000 1 0.3 29 <0.1 1.0
450 nd EEEEEEEEEEEEEEREECEsERER0000000000000000000 1 0.3 71 0.1 0.4
462 T1 ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERCEERC00 s EEEEEn 1 0.3 37 0.1 0.8
498 T1 ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERC 00 EEEEEEn 1 0.3 18 <0.1 1.6
520 T1 L LTI L L LTI LT LTI T T  Inlmimiml Jul TTTT] 1 0.3 16 <0.1 1.8
521 T1 L L L L L T T L L LTI T T Inlwimiml ] m(uim] T] 1 0.3 22 <0.1 1.3
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Tabla S3. Caracteristicas de 354 aislamientos de M. tuberculosis de La Matanza segun la base de datos SITVIT WEB y su actualizacién SITVITEXTEND

Cepas en este estudio (n= 354)* Cepasen SITVITE WEB

SIT Familia Spoligotipo - % - %
orpharT1 R 000000000000000se00seeseen000 eeeennn 1 0.3 nd

orpharT1 ENEEEEEEEERERREOO0000000000SEsss000EEEeEEn 1 0.3 nd

orphan LAM otro (il T ful TTTTTTITTT ] iniminlal TTTT]]] nimlmulITT]]T] 1 0.3 0

orphan LAM9 EEEEEEEEEEEEEECEEEEEO000sssOeses000 e esns 1 0.3 0

orphan nd T Ml TTTTTITTTTT T T T T [ nl uinlusl TTIal 11 1 0.3 0

orphan H3 ENEEEEEEEEEEEEE(EEEEEEEEEEEEEROeO00Oeeeen0] 1 0.3 0

orphan LAM otro EEEEEEEEEEEEERROO0000000ss000ses000 eEeeens 1 0.3 0

orpharT1 EEEEEEEEEEEEROO00000000sssesCes0000 e eeeeen 1 0.3 nd

orpharT1 EnEERO00seses0000000000sesssssesO000seeEEE. 1 0.3 nd

orphan T1 EESEEEEEEEEEEEEEEECEEesEEEEEEE00 e eeeEEN 1 0.3 0

orphan H3 SNEEEEEEEERERECOOO0000C0COSEEEEEEER000eeEEEEN 1 0.3 1 28.25

nd: no determinado
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Tabla S4. Caracteristicas de 228 aislamientos de M. tuberculosis de San Isidro segun la base de datos SITVIT WEB y su actualizacion SITVITEXTEND

Cepas en este estudio (n=228) Cepasen SITVIT WEB o, Argentina/

SIT Familia Spoligotipo

n % n % % SITVIT WEB
33 LAM3 (LTI T Dlnlalal TTTTT T Dinlulalal TTTTTT] Tnlninial TETTTT 25 11.0 774 1.3 14
53 T1 Ghana EEEENEEEEEEEEEEEEEEENEEEEEEEEEERCO00EEEEEEE 24 10.5 3812 6.6 0.3
50 H3 EEEEEEEEE TTIT [ Tlal {ulalui=[ TTTTTT 23 10.1 2188 3.8 0.5
42 LAM9 ENEEEEEEEEEEEEEEEEER 000 eeeEEN 12 5.3 1952 3.4 0.3
177 LAM9 LTI T lal 1T Tlnluluiul PTTT T P alniu/al TTTTT T 9 3.9 51 0.1 7.7
159 T1 Tuscany [TTTTTTTT T 1] [ulnlainlslalalslaal TTTTTTT] Inm=at TTTTTT] 8 3.5 64 0.1 5.5
73 Ambigous: T3 T2 sssssssssssssssssssssssssssssssC00CsssCses 7 3.1 167 0.3 1.8
253 T1 LT LTI T Tl T fulul TTT T  Iululuiul TTTTTT] 7 3.1 24 <0.1 12.8
2 H2 O000000000000000000000008000000s0000ssssses 5 2.2 337 0.6 0.7
47 H1 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEROO000000000eEeEeeEEE 5 2.2 1029 1.8 0.2
58 T5 MAD2 EEEEEEEEE [T ]al Tal [Tl lalalalal TTTTTT] 5 2.2 119 0.2 1.8
71 S LTI T miwl T ul LL LTI LTI T T I I T [ (uimimiml TT T T T 1] 5 2.2 64 0.1 3.4
37 T3 EEEEEEEEEEEECNEEEEEEEEEEEEEERERECO00seEeEnEN 4 1.8 243 0.4 0.7
130 LAM3 [LTTTTT Clnlalal TTTTT T Dinlulalal TTTTT ] Tniuiuial T 1al LT 4 1.8 69 0.1 2.5
725 LAMS [LLTTTT LTI T T T ] JumiulalTTTTT]] juniulalTTTT]  ul 4 1.8 8 <0.1 21.9
118 T1 EEEEEEEEEEEEEECEEEEEEEEEEEEEEER000sseEnEn 3 13 105 0.2 1.3
175 T2 LCCTTT LI T L wl DT T I T ] uimimlnl T Il T 1] 3 1.3 19 <0.1 6.9
291 T1 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERC00 seeenEn 3 1.3 62 0.1 2.1
612 T1 EEEEEEEEE amEEm [T [aiuiulal TTTI=lT] 3 1.3 15 <0.1 8.8
1832 LAM9 EEEEEEEEEEEEEEEEEss000ssseeeen000seeennn 3 1.3 14 <0.1 9.4
1 Beijing 0000000000000000000000000000000001 ummm 2 0.9 5800 10.0 <0.1
111 LAM3 [LTTTTT Clmlalal T Iul TT T T Tuiuiulal TTTTTT] Tnlalai=l TTTT LT 2 0.9 19 <0.1 4.6
391 LAM4 (Ll ulaiml TTTTITTTITT ] ininlniml TTTTT T nluniul T T Il ] 1] 2 0.9 23 <0.1 3.8
1224 LAM3 [TTTTI T Talalal TTTTTT T Plnlulalal TTTTTT] Inluiu(ul I'T alalals! 2 0.9 2 <0.1 43.9
1227 T5 MAD2 (LTI Tt T P ul Dinl TYTTT T [ T nuiuiml TTTTTT] 2 0.9 11 <0.1 8.0
1354 LAM3 [IaCT T Diniulal TTTTTTT] Tniuiuial TTTTTT T alalaial TTTTET] 2 0.9 2 <0.1 43.9
2626 nd [TTTTT T Dlnlalal TTTTT ] Tinlulalal TT 1] T Iu(nlalalals==(TTTT] 2 0.9 3 <0.1 29.2
17 LAM2 (LT TTTT T D Inl TTTT] ] Iulmlaiul TTTTT] inlnlanl TTTTTT] 1 0.4 488 0.8 0.1
20 LAM1 [ LIt L LTI T T P lalninn TTT T T T Iuiniu/at TTTTT ] 1 0.4 594 1.0 0.1
34 S EEEEEEEE(ESSEENENENENEEEEEEEEER(O00sseenEn 1 0.4 633 1.1 0.1
62 H1 EEEENEEEENEEEEEEEEEEREEERC00000s0000eeOnes 1 0.4 233 0.4 0.2
64 LAM6 EEEEEEEEEEEEEEEEREREC000ssssOeesC000seeeens 1 0.4 245 0.4 0.2
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Tabla S4. Caracteristicas de 228 aislamientos de M. tuberculosis de San Isidro segun la base de datos SITVIT WEB y su actualizacion SITVITEXTEND

. L Cepas en este estudio (n=228) Cepasen SITVIT WEB 9% Argentina/
SIT Familia Spoligotipo

n % n % % SITVIT WEB
orphan X1 msEse0000 ssssssseesEEEEEEEEEEn000ses000n 1 0.4 0 <0,1
orphan LAM otro OOo000essssssssesnsnn000se00000000000000a=s 1 0.4 0 <0,1
orphan LAM3 EnEEEEEReeenseennn00000sseees000seeeees 1 0.4 0 <0,1
orphan H3 EEEEEEEEEEEEEEEEEEECEsssEEEEss000 e eessnn 1 0.4 1 <0,1 43.86
orphan T1 ENEEEEEEEEEEEEEEEEEECEEEEnCeeEs000 e eesEnn 1 0.4 0 <0,1
orphan nd EsEEEEEEEssssssssssseseseen000eseenn 1 0.4 0 <0,1
orphan S EEEEEEEESEEESEEEEEEEEEEEEEEEsO00000eeenn 1 0.4 0 <0,1
orphan S LITUT T D imimb DU TP E LT D iminl DU D] Im(wimlwl T DT ] 1 0.4 1 <0,1 43.86
orphan LAM9 snEEsEEn0sssesssen000ss000ses0000eeeessn 1 0.4 0 <0,1
orphan nd [ [n[m[ Tiu{ {111 njmial TTTTTTTITITTIT] [ nlmlulml TTTTT]] 1 0.4 0 <0,1
orphan LAM3 nEEsEEs0sssssssen000000sesses000eseeens 1 0.4 0 <0,1
orphan LAM otro Oeeeseesssss0000000000s000sess000seeeeEn 1 0.4 0 <0,1

nd: no determinado
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Tabla S5. Caracteristicas de 158 aislamientos de M. tuberculosis de Jujuy segun la base de datos SITVIT WEB y su actualizaciéon SITVITEXTEND

. o Cepas en este estudio (n= 158)* Cepasen SITVIT WEB % Argentina/
SIT Familia Spoligotipo N % N % % SITVIT WEB
50 H3 O=Oooo 28 17.7 2188 3.8 0.81
33 LAM3 ooo oooo [ulnlnlul TTTT 22 13.9 774 13 1.80
42 LAM9 [alalala] [alalalal 17 10.8 1952 34 0.55
47 H1 000000000 14 8.9 1029 1.8 0.86
2541 T1 1000000000000 [lalulal TTT] 7 4.4 2 0.003 221.52
53 T1Ghana oooo 6 3.8 3812 6.6 0.10
93 LAMS [alal [alal 6 3.8 274 0.5 1.39
1105 T1 [alal 6 3.8 10 0.02 37.97
750 H3 000 1mO000000000«00000we . 5 3.2 20 0.03 15.82
60 LAM4 oo (nlulal T nl 3 19 180 0.3 1.05
34 S I (alul 2 13 633 11 0.20
58 T5 MAD2 Imar lala) 2 13 119 0.2 1.06
130 LAM3 100 [alal [alalal T TTa]] 2 13 69 0.1 1.83
7 T1 L afal 1 0.6 54 0.1 1.17
20 LAM1 [Tl oo oo 1 0.6 594 1.0 0.11
64 LAM6 fnluinl T Tu T Tululn) 1 0.6 245 0.4 0.26
73 Ambigous: T3 T2 [unlulul Tl 1 0.6 167 0.3 0.38
75 H3 [ alulali 1 0.6 41 0.1 1.54
151 H1 [um(nm{n! Tulnlnal TT T 1 0.6 19 0.03 3.33
159 T1 Tuscany 00000000 nlmiml LT 1] 1 0.6 64 0.1 0.99
253 T1 T al oo 1 0.6 24 0.04 2.64
254 T5_RUS1 JDooooooo; DOC=mmm 1 0.6 121 0.2 0.52
334 T1 u oo 1 0.6 56 0.1 1.13
516 T1 ImmERO000 1 0.6 10 0.02 6.33
521 T1 (nluinl{ (nu(al] 1 0.6 22 0.04 2.88
719 LAM3 10 [ulalu] inalal TTTT] 1 0.6 82 0.1 0.77
1129 T1 [mla]i 1 0.6 9 0.02 7.03
1915 S I [l 1 0.6 2 0.003 31.65
2199 LAM2 [Llalul oooo oooo 1 0.6 3 0.005 21.10
2626 LAM3 ooo oooo (' [T 1 0.6 3 0.01 21.10
3020 LAM9 DO0O==sOssss0000=ssss 1 0.6 1 0.002 63.29
3934 T2 [lalals) [alalalat T e 1 0.6
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Tabla S5. Caracteristicas de 158 aislamientos de M. tuberculosis de Jujuy segun la base de datos SITVIT WEB y su actualizacién SITVITEXTEND

SIT

Familia

Spoligotipo

Cepas en este estudio (n= 158)*

Cepas en SITVIT WEB

% Argentina/

n % n % % SITVIT WEB
nd T otro |mmm] 1 1 (m] |8 3 1.9 <0.1
nd T1 T uul 5 3.2 <0.1
orphan T1 [l T T Tul oooo 2 13 <0.1
orphan T1 I00000CesssOesO00C0es e 2 1.3 <0.1
orphan LAM1 L L I m]al [mlals 1 0.6 <0.1
orphan LAM otro [l | | [m[mm]; 100 1 0.6 <0.1
orphan T1 oo oooo 1 0.6 <0.1
orphan LAM9 oooo | [ T} 1 0.6 <0.1
Orphan T1 o I0000000000000¢ [aimlalal ] L] 1 0.6 <0.1
orphan T1 100000C [m(mm] [ ] [ul] 1 0.6 <0.1
orphan S OOmma oooo 1 0.6 1 <0.1
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Tabla S7. Relacién de los polimorfismos de resistencia a INH y clados

Clado N°of katG315MUT ORIC 95% P inhA (-15) MUT OR IC 95% P
n % n %
T1 Tuscany 24 2 8.3 0,1(0,02-0,3) 0.0004 19 79.2 11,9 (4.3-32.8)  <0.0001

Tabla S8. Relacion de los polimorfismos de resistencia a INH y clados

Clado N° of katG315WT OR IC 95% P
n %
T1 Ghana 45 17 37.8 3,0(1,5-5,89) 0.0012
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Figura S1. Dendrograma obtenido con el software BioNumerics v 5.1 segin RFLP 6110 y spoligotipo
de 302 aislamientos resistentes a INH
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