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Resumen

La tuberculosis es una enfermedad de etiologia bacteriana causada por micobacte-
rias pertenecientes al Mycobacterium tuberculosis complex siendo M. tuberculosis sensu
stricto la principal causante de esta enfermedad en seres humanos. La tuberculosis
presenta un espectro dindmico de infeccién asintomdtica que puede migrar a una en-
fermedad potencialmente mortal. Al dia de hoy, la tuberculosis es la principal causa de
muerte asociada a un agente infeccioso y produjo entre 1.1 y 1.7 millones de muertes
durante la presente década. En Colombia, se estima que 16,000 personas adquirieron
tuberculosis en el ano 2017 y 1,200 perdieron la vida. Se calcula que a nivel global el
3,3% de los casos de tuberculosis nuevos y un 20 % de los casos previamente tratados
exhiben un patrén de multiresistencia antibidtica, lo que junto a largos tratamientos

antibioticos dificulta el control de la diseminacién del bacilo tuberculoso.
El presente estudio explora las mutaciones presentes en genes asociados a resisten-

cia antibiética en 310 aislamientos de Mycobacterium tuberculosis de paises de América
Latina y el Caribe mediante analisis In silico de susceptibilidad antibiética basada en
SNPs. Presentamos un flujo de trabajo bioinformatico que permite el analisis de datos
de secuenciacion gendmica, la identificacion de linajes microbianos mediante espoligoti-
pado In silico, la caracterizacion de la resistencia antibidtica mediante identificacion de
mutaciones asociadas a resistencia y predicciones computacionales de las pruebas mo-
leculares de uso clinico GenoType MDRTB plusv 2.0, Genoscholar NTM + MDRTB;
Xpert MTB/RIF Classic, Xpert MTB/RIF Ultra y Xpert MTB/XDR. Se aplicaron
técnicas de aprendizaje automatico con el fin evaluar la capacidad de prediccién de
los fenotipos resistentes para determinar la resistencia a los medicamentos basados en
las mutaciones encontradas. Este flujo de trabajo permitié clasificar el 53 % de los ais-
lamientos como sensibles a los antibidticos, 19 % como TB-MDR, 17 % tuberculosis
monoresistente a seis diferentes farmacos, 7% tuberculosis polidrogoresistente y 3 %
TB Pre-XDR. La tipificacién de espoligotipos de los aislamientos produjo un total de
86 patrones diferentes de los cuales 20 se consideraron espoligotipos huérfanos. Se iden-

tificaron 45 mutaciones de resistencia a los antibidticos y la presencia de la mutacion

IIT



Resumen v

de significado incierto L49P, presuntamente asociada a resistencia antibidtica cruzada

a antituberculosos de segunda linea.

Palabras clave: Farmacorresistencia; GenoType MDRTB; Genoscholar; Spoligoty-
ping; Tuberculosis; Xpert MTB probes.



Abstract

Tuberculosis is a bacterial disease caused by mycobacteria belonging to the Myco-
bacterium tuberculosis complex. This disease presents a dynamic spectrum of asympto-
matic infection that can progress to a potentially fatal illness. Today, tuberculosis is
the leading cause of death from a specific pathogen and has caused between 1.1 and 1.7
million deaths in the current decade. In Colombia, it is estimated that 16,000 people
acquired tuberculosis in 2017 and 1,200 lost their lives. Globally, it is estimated that
3.3% of new tuberculosis cases and 20 % of previously treated cases exhibit a pattern
of antibiotic resistance, which, along with long antibiotic treatments, makes it difficult

to control the spread of the tuberculosis bacillus.

This study explores mutations present in genes associated with antibiotic resistan-
ce in 310 isolates of Mycobacterium tuberculosis from Latin American and Caribbean
countries, using In silico analysis of antibiotic susceptibility based on SNPs. The study
presents a bioinformatics workflow that allows for the analysis of genomic sequencing
data, identification of microbial lineages through In-silico spoligotyping, characteriza-
tion of antibiotic resistance through identification of resistance-associated mutations,
and computational predictions of molecular tests for clinical use including GenoType
MDRTB plusv 2.0, Genoscholar NTM + MDRTB, Xpert MTB/RIF Classic, Xpert
MTB/RIF Ultra, and Xpert MTB/XDR. Machine learning techniques were applied in
order to evaluate the predictive capacity of resistant phenotypes to determine drug re-

sistance based on the mutations found.

This workflow allowed for the classification of 53 % of the isolates as sensitive to an-
tibiotics, 19 % as TB-MDR, 17 % as monoresistant tuberculosis to six different drugs,
7% as polydrug-resistant tuberculosis, and 3% as TB Pre-XDR. Spoligotyping of the
isolates produced a total of 86 different patterns, of which 20 were considered orphan
spoligotypes. 45 antibiotic resistance mutations were identified, including the presen-
ce of the L49P mutation of uncertain significance, presumably associated with cross-

resistance to second-line antituberculosis drugs.

Keywords: Drug resistance; GenoType MDRTB; Genoscholar; Spoligotyping; Tu-
berculosis; Xpert MTB probes..
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Introduccion

1.1. Campo tematico

La tuberculosis sigue siendo una de las enfermedades infecciosas mas letales del
mundo. Segun lo establece la Organizacién Panamericana de Salud, a 2021, cada dia
mueren al rededor de 4000 personas y cerca de 28000 resultan infectadas con el bacilo
tuberculoso. Esta infeccién se encuentra diseminada por todo el mundo y en 2019 afectd
aproximadamente a 10 millones de personas (World Health Organization, 2019). Se
calcula que a nivel global el 3,3% de los casos de tuberculosis nuevos y un 20% de
los casos previamente tratados exhiben un patron de multiresistencia antibidtica. Sin
embargo, 2 de cada de cada 3 pacientes infectados con tuberculosis farmacorresistente
no reciben el tratamiento adecuado(PAHO, 2020). Ante esta realidad la OMS a través
de su plan “End TB Strategy” propone que el diagnéstico de sensibilidad antibidtica sea
de uso rutinario, realidad que no se cumple debido a los altos requerimientos técnicos

para llevar a cabo estos andlisis (Organization et al., 2015).
La tuberculosis esta a su vez intimamente relacionada con la pobreza. Esta patologia

se concentra en paises y estratos socieconémicos vulnerables, poblaciones que presen-
tan altas tasas de hacinamiento, barreras para el acceso a los servicios de salud y un
sistema inmune debilitado debido a la preexistencia de otras enfermedades de base o la
prevalencia de la desnutricion(PAHO, 2020). Dada la alta incidencia de esta enferme-
dad y los impactos socioeconémicos que la acompanan, la tuberculosis es quiza una de
las enfermedades mas estudiadas que existen. Sin embargo, con un microorganismo que
exhibe patrones de resistencia antibiética cambiantes, un diagnéstico lento y la dificul-
tad para la identificacién de patrones de multiresistencia, es necesario seguir innovando
para el entendimiento de esta enfermedad a través de estudios que se concentren en

areas geograficas donde existe una alta prevalencia.
Este proyecto pertenece a la linea de formacion en Biomedicina y Genémica compu-

tacional de la Maestria en Bioinformatica y Biologia Computacional ofertada por la

Universidad de Caldas y el Convenio SUMA Manizales. Esta propuesta presenta un



1. Introduccion 2

analisis exploratorio de los patrones de resistencia antibidtica encontrados en América
latina y el Caribe, mediante la recopilaciéon de analisis gendémicos de aislados de tu-
berculosis de todo el continente. Este trabajo se enmarca dentro de las politicas publi-
cas colombianas para la prevencién, diagnostico y tratamiento de la tuberculosis, como
los son el Plan Estratégico Colombia Hacia el Fin de la Tuberculosis, Conpes Social
N® 91 de 2005, Decreto 3039 de 2007 y el Programa Nacional de Ciencia, Tecnologia e
Innovacion en Salud e impacta la primera prioridad del programa “Generacion de cono-
cimiento, desarrollo de capacidades endégenas, impacto a las principales probleméticas

de salud de la poblacion”.
Este trabajo fue financiado por la Vicerrectoria de Investigaciones y Posgrados de

la Universidad de Caldas en la Convocatoria General: Financiacién de Proyectos de In-
vestigacion, Investigacion-Creacion e Innovacion 2019. Se encuentra vinculado al Grupo
de Investigacion en Tecnologias de la Informacion y Redes-GITIR de la Universidad de

Caldas y el Grupo de Investigacién Médica de la Universidad de Manizales.

1.2. Planteamiento del problema

La tuberculosis es una de las 10 principales causas de muerte a nivel mundial y la
principal causa de muerte asociada a un tinico agente infeccioso, con 1.4 muertes asocia-
das en 2019 (World Health Organization, 2019). Esta infeccién se encuentra diseminada
por todo el mundo y en 2019 afecté aproximadamente a 10 millones de personas. Se
calcula que a nivel global el 3,3% de los casos de tuberculosis nuevos y un 20 % de
los casos previamente tratados exhiben un patrén de multiresistencia antibidtica (Kyu
et al., 2018). Ante esta realidad la OMS a través de su plan “End TB Strategy” propone
que el diagnéstico de sensibilidad antibidtica sea de uso rutinario (World Health Orga-
nization, 2015). Sin embargo, datos recientes muestran que sélo el 33 % de los pacientes
con la enfermedad confirmada por laboratorio tratados por primera vez tienen acceso
a andlisis de sensibilidad a antituberculosos, y solo el 66 % de los pacientes con alto
riesgo de resistencia tendran acceso a un antibiograma(PAHO, 2020). En Colombia se
estima que cerca de 11390 personas contrajeron la enfermedad en 2020 de los cuales

1200 perdieron la vida (INS, 2020).
Dentro de las estrategias para la identificacion de la tuberculosis se encuentran

técnicas de imagen como la radiografia toracica, técnicas de microscopia como la ba-
ciloscopia y la microscopia de fluorescencia, cultivo del microorganismo y técnicas de

biologia molecular basadas en PCR. Sin embargo, sélo las dos tultimas permiten iden-
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tificar la enfermedad y la resistencia antibidtica al tiempo (Pai, 2020). Las técnicas de
cultivo son demandantes técnicamente, peligrosas en términos de bioseguridad, analizan
un numero limitado de farmacos y no ofrecen informaciéon alguna sobre el origen del
aislamiento o su virulencia. Adicionalmente, presentan limitaciones en cuanto al tiempo
de diagnéstico dada la biologia propia del microorganismo, cuyo crecimiento efectivo

varia entre dos y cuatro meses (Lee y Behr, 2016).
Las pruebas de diagnodstico molecular para la identificacion de la tuberculosis se

basan la hibridacion de cebadores moleculares especificos sobre el gen rpoB, causante
de hasta el 95% de los casos de tuberculosis resistente a la rifampicina y que a su vez
codifica para la subunidad beta de la RNA polimerasa del microorganismo, permitiendo
la identificacién clinica del bacilo y casos de resistencia en menos de 24 horas(World
Health Organization, 2015). Existen numerosos estudios que comparan la efectividad
de las técnicas de deteccién por amplificacion con respecto a técnicas de cultivo directo,
como las realizadas por Piersimoni y colaboradores en 2019, quienes reportan tasas de
sensibilidad entre el 87 % y el 95% para Xpert MTB/RIF Ultra y alrededor del 75 %
para Xpert MTB/RIF (Piersimoni et al., 2019). Las pruebas de diagnéstico molecular,
pese a lograr un diagnéstico rapido, presentan una sensibilidad intermedia, mejor que
la microscopia de frotis, pero menor que el cultivo directo del microorganismo, con el
riesgo de resultados falsos negativos (Allahyartorkaman et al., 2019). Adicionalmente,
pueden presentar disminucién en su sensibilidad en pacientes co-infectados con VIH

(Vergara Gémez, Gonzalez-Martin y Garcia-Basteiro, 2017; Bahr et al., 2018).
En 2018 Dorman y colaboradores concluyen que la sensibilidad de Xpert en el

diagnostico rapido de la enfermedad hace que sea una opcién mucho mejor en com-
paracién con la microscopia de frotis. Sin embargo, su capacidad para descartar la
enfermedad sigue siendo subdptima (Dorman et al., 2018). Afectaciones en la sensi-
bilidad y especificidad de las pruebas de diagnéstico molecular por amplificacién han
sido asociadas a interferencias de la matriz biolégica de la muestra (esputo, Liquido
cefalorraquideo, pleura, etc)(Piersimoni et al., 2019). Sin embargo, existen vacios de
informacion que relacionen si dichos fallos pueden corresponder a errores de hibrida-
cion de los primers o sondas empleados para la deteccién molecular dada la variabilidad

intra-especifica del microorganismo.
Investigaciones recientes demuestran que el gen rpoB es altamente polimorfico y

las mutaciones pueden variar significativamente en funcién del linaje microbiano y su
localizacién geografica (Htike et al., 2014; Thirumurugan et al., 2015; Vergara Gémez,
Gonzalez-Martin y Garcia-Basteiro, 2017; Kigozi et al., 2018; Zaw, Emran y Lin, 2018;

Wanzala et al., 2019). Estas variaciones podrian disminuir la sensibilidad y especificidad
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de las pruebas de diagnoéstico molecular en diferentes regiones del mundo. En 2015
Sanchez y colaboradores, identificaron que la mutacién rpoB 1491F se expresaba en
el 30% de las cepas aisladas de M. tuberculosis en Swazilandia, dicha mutacién no
se detecta mediante el uso de Xpert MTB/RIF y habia sido catalogada como una
mutacion de baja frecuencia en aislamientos clinicos de otras regiones del mundo, como
Hong Kong y Australia (Sanchez-Padilla et al., 2015), lo que implica una reduccién en la
sensibilidad del diagndstico por Xpert MTB/RIF en Swazilandia y presumiblemente da
como resultado un diagndstico insuficiente y un tratamiento potencialmente inadecuado.
La transmision adicional de la cepa rpoB 1491F en esta poblacion es otra consecuencia

probable (Sanchez-Padilla et al., 2015).
El uso extendido de los diagndsticos moleculares existentes podria imponer un pro-

ceso de seleccién artificial, en el que se detectan y erradican patdgenos con muta-
ciones especificas pero aquellos con variantes novedosas no se detectan y contintdan
extendiéndose bajo el riesgo de propagacién y desarrollo de nuevos tipos de resisten-
cia (Sanchez-Padilla et al., 2015). Sobre la base de estos hallazgos se necesitan mas
estudios para evaluar la prevalencia de mutaciones similares en diferentes paises con
alta incidencia de tuberculosis, como es el caso de los paises de América latina y el
Caribe, en los cuales, segun la organizacion panamericana de la salud se reportaron
290.000 casos nuevos de tuberculosis en 2019, 30.000 en personas co-infectadas con
VIH y 22.900 muertes por tuberculosis. Segun estimaciones de OPS/OMS los servicios
de salud dejaron de diagnosticar anualmente cerca de 54.000 pacientes infectados. El
2,4% de los casos nuevos y el 11% de los previamente tratados tienen tuberculosis
multidrogoresistente (PAHO, 2020).

1.3. Justificacion

Segin estimaciones de OPS/OMS en América latina se reportaron 290.000 casos
nuevos de tuberculosis en 2019; 16800 casos en ninos, 28.000 personas co-infectadas
con VIH y 23.000 muertes por tuberculosis (World Health Organization, 2019). Se
estima que los servicios de salud dejan de diagnosticar anualmente cerca de 54.000
pacientes infectados. El 2,4 % de los casos nuevos y el 11 % de los previamente tratados
tienen tuberculosis multidrogoresistente (PAHO, 2020). La organizacién mundial de
salud en 2013 recomienda el uso de las pruebas moleculares Xpert MTB/RIF para
disminuir los tiempos de diagnostico de tuberculosis y tuberculosis multidrogroresistente
(TB-MDR) asi como aumentar la sensibilidad del diagnéstico clinico (World Health

Organization, 2013). Sin embargo, los genes de M. tuberculosis empleados en técnicas
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de diagnostico molecular por amplificacion, poseen una amplia diversidad de mutaciones
cuya dominancia varia a lo largo de la poblaciéon mundial, afectando la sensibilidad y
especificidad de las pruebas moleculares en diferentes regiones (Sanchez-Padilla et al.,

2015).
Con la realizacion del presente proyecto se busca evaluar mediante investigacion

aplicada la eficacia de las pruebas moleculares diagnésticas para tuberculosis en América
latina y el Caribe, mediante un anélisis de polimorfismos de genes asociados a resistencia
antibidtica y genes empleados para el diagnéstico molecular basado en un enfoque de
secuenciacién de genoma completo. Esta propuesta permite identificar las diferentes
mutaciones que circulan en la regién y que podrian afectar negativamente la capacidad
diagnostica de las pruebas basadas en PCR para el diagnéstico de la tuberculosis. Asi
mismo, el desarrollo de este proyecto brinda una descripcion de las mutaciones, linajes,
sublinages y espoligotipos de tuberculosis que circulan en América Latina y el Caribe,

contribuyendo al conocimiento actual del bacilo causante de la tuberculosis humana.
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1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Caracterizar in silico la eficacia diagnostica de pruebas moleculares de uso clinico

para la identificacién de Mycobacterium tuberculosis en América Latina y el Caribe.

1.4.2. Objetivos especificos

Identificar por métodos bioinforméticos polimorfismos asociados a genes empleados

en pruebas moleculares diagnésticas para la deteccion de la tuberculosis.

Analizar computacionalmente la sensibilidad y especificidad de las técnicas molecu-
lares diagnosticas GenoType MDRTB plusv 2.0, Genoscholar NTM + MDRTB; Xpert
MTB/RIF Classic, Xpert MTB/RIF Ultra y Xpert MTB/XDR a partir de genomas de

Muycobacterium tuberculosis procedentes de paises de América Latina y el Caribe.

Formular una estrategia para el abordaje de casos de tuberculosis no detectados me-
diante pruebas de diagnéstico molecular rutinario empleando técnicas computacionales

de descubrimiento de informacion biolégica.
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Referente tedrico y antecedentes

2.1. Generalidades de la Tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa de etiologia bacteriana causa-
da por micobacterias del Mycobacterium tuberculosis Compler, las cuales generalmente
afectan los pulmones, pero también pueden afectar otras partes del cuerpo, como el
cerebro, los rinones, los ganglios o el sistema osteoarticular(Vasquez Michel y Chipana
Cortez, 2016). Esta patologia se transmite esencialmente por el aire, cuando una per-
sona con la enfermedad activa tose, estornuda, habla o escupe. Las gotas de saliva que
contienen bacilos tuberculosos se proyectan en el aire y pueden ser inhaladas por una
persona cercana (Banuls et al., 2015). La tuberculosis es una de las 10 principales causas
de muerte a nivel mundial y la principal causa de muerte asociada a un unico agente
infeccioso, con entre 1.1 y 1.7 muertes asociadas en la tultima década (World Health
Organization, 2019). Esta infeccién se encuentra diseminada por todo el mundo y en
2019 afect6 aproximadamente a 10 millones de personas (World Health Organization,
2019).

2.1.1. Clasificacion de la Tuberculosis

2.1.1.1. Tuberculosis latente y activa

La tuberculosis se caracteriza por presentar un espectro dindamico de infeccién asin-
tomatica que puede migrar a una enfermedad potencialmente mortal. Desde una pers-
pectiva clinica y de salud publica, los pacientes con tuberculosis se clasifican en aquellos
que presentan la infeccién latente (LTBI) y la enfermedad activa. Los pacientes con
LTBI no manifiestan sintomas, ni transmiten la enfermedad. Se estima que aproxima-
damente la mitad de las personas que contraen tuberculosis presentaran la enfermedad
en los dos anos siguientes al momento de la infeccién y aquellos pacientes con siste-
mas inmunitarios debilitados, especialmente co-infectados con VIH presentan un riego

considerablemente mayor de desarrollar tuberculosis activa (Sosa et al., 2019).
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El ciclo infeccioso de la tuberculosis inicia con la inhalacién del bacilo, lo que con-
lleva al desarrollo de una respuesta inmune que involucra a los macréfagos alveolares y
los granulocitos. Sin embargo, existen ocasiones en que la infeccién no es eliminada por
el sistema inmune. La replicacién de los bacilos en los macréfagos y los nodos linfaticos
regionales lleva a una diseminacién linfdtica y en sangre, que se establece en multiples
organos y posteriormente lleva a una enfermedad extrapulmonar. Sin embargo, puede
darse una contencion de los bacilos por parte de los macréfagos y los granulomas extra-
celulares, lo que lleva a un equilibrio dinamico entre el patéogeno y el hospedero. Estas
interacciones dan lugar a una latencia caracteristica que se rompe cuando la replicacion
de M. tuberculosis sobrepasa el umbral requerido para causar sintomas (Getahun et al.,

2015).
El éxito de la infeccién depende principalmente de cuatro pasos sucesivos: la fa-

gocitosis de los bacilos, su multiplicacién intracelular, la fase de infecciéon latente y
finalmente la infeccion pulmonar activa. Estos pasos pueden progresar hacia diferen-
tes escenarios clinicos: cura espontanea, enfermedad, infeccién latente y reactivacion, o

reinfeccién (Gagneux, 2018).
Una vez desarrollada la enfermedad activa los pacientes experimentan sintomas como

fiebre, fatiga, falta de apetito y pérdida de peso. Algunos pacientes con tuberculosis

activa confirmada por cultivo pueden ser asintomaticos (Andrews et al., 2012).
La infeccion activa por tuberculosis abarca un rango heterogéneo de presentacio-

nes de la enfermedad. Posterior a la infeccién inicial por el patégeno algunos pacientes
desarrollan rapidamente la forma activa de la infecciéon, lo que se conoce como tubercu-
losis primaria o primaria progresiva, generalmente mas comun en ninos (O’Garra et al.,
2013). En otros casos la infeccién activa puede desarrollarse después de un periodo de
infeccion latente que puede durar anos, esto se conoce como infeccion post-primaria.
Estadisticamente, el 5 al 10 % de los pacientes con LTBI tienen el riesgo de desarrollar
infeccién activa durante el transcurso de su vida (Pai, M. P. Nicol y C. C. Boehme,
2016). Tanto la infeccién por tuberculosis primaria y postprimaria pueden tener cuadros
clinicos diferentes atribuibles a la susceptibilidad genética del paciente (O’Garra et al.,
2013). La combinacién de sintomas puede abarcar respuestas sistémicas como fiebre,
perdida de peso, sudoracién nocturna y otros sintomas como tos, hemoptisis (enferme-
dad pulmonar) y anormalidades radiol6gicas (linfoadenopatia o cavidades pulmonares).
El tratamiento de la infeccién activa es complejo, requiriéndose de la administracién
simultanea de multiples farmacos para prevenir la seleccion de mutantes resistentes,
ademas, el tratamiento suele ser largo con periodos de minimo 6 meses, divididos en

una fase inicial intensiva y una fase continua que pretende eliminar la infeccién persis-



2. Referente teorico y antecedentes 11

tente (O’Garra et al., 2013).

2.1.1.2. Tuberculosis pulmonar y extrapulmonar

La tuberculosis pulmonar es la forma de tuberculosis més frecuente y representa
aproximadamente el 80 % de los casos en personas inmunocompetentes (Luna, 2016). Se
caracteriza por ser una infeccion de dificil diagnostico debido a la baja especificidad de
sus sintomas, similares a los de muchas enfermedades respiratorias, los cuales incluyen
tos, expectoracion, dolor toracico y hemoptisis. Cuando los sintomas persisten mas
alla de 15 dias se considera la tuberculosis como posible diagnéstico, por lo cual se
recomienda realizar una radiografia de térax y pruebas microbiolégicas (Thangavelu
et al., 2021). La radiografia puede llegar a mostrar infiltraciones y/o cavitaciones de
predominio en los 16bulos superiores y el segmento apical de los l6bulos inferiores. Sin
embargo, en pacientes VIH positivos o con inmunodepresion grave se pueden llegar a

mostrar radiograffas normales (Luna, 2016).
La tuberculosis extrapulmonar (TBE) es una enfermedad que puede comprometer

cualquier 6rgano del cuerpo humano, secundario a una diseminaciéon de un foco pul-
monar y la cual se facilita por estados de inmunosupresion, en especial en pacientes
portadores de VIH. Entre los sistemas mas afectados por TBE se encuentra el musculo-
esquelético, el sistema nervioso central y el aparato génito-urinario. Adicionalmente,
otras formas poco frecuentes de TBE corresponden a tuberculosis adrenal, mamaria,

laringea, oftdlmica, cutdnea y pancredtica (Sanchez et al., 2016).

2.1.1.3. Tuberculosis sensible, resistente, TB-MDR y TB-XDR

Tuberculosis sensible: Se define como tuberculosis sensible a aquella infecciéon por
bacterias del M. tuberculosis complex que no presentan resistencia a farmacos anti-
tuberculosos convencionales. El tratamiento estdndar de la tuberculosis comprende el
uso de cuatro medicamentos antituberculosos como lo son la isoniazida, rifampicina,

pirazinamida y etambutol (Natarajan et al., 2020).

Tuberculosis resistente: Se denomina tuberculosis resistente o mono-resistente a la
infeccion con micobacterias que presentan resistencia a un tnico farmaco, usualmente
isoniacida o rifampicina. Los primeros casos de tuberculosis resistente ocurrieron en la
década de 1980, cuando la duracion del tratamiento para tuberculosis se acorté de 24
a 6 meses debido al inicio del régimen de ciclo corto. Sin embargo, la adherencia a los
regimenes de tratamiento no se logré por completo debido a la terapia relativamente

prolongada, generando los casos de tuberculosis resistente a un tnico farmaco (Zaw,
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Emran y Z. Lin, 2018).

Tuberculosis TB-MDR: A principios de la década de 1990 se reportaron cepas
de M. tuberculosis resistentes a la Isoniazida y Rifampicina que son las lineas mas
efectivas de medicamentos antituberculosos. Entre 2002 y 2006 la TB-MDR, prevalecié
hasta un 22 % entre los casos recién diagnosticados y hasta un 60 % entre los casos
tratados previamente. Se denomina tuberculosis multirresistente a aquella infeccién que
presenta resistencia a multiples farmacos comunes en su tratamiento, especificamente a
isoniacida y rifampicina (Zaw, Emran y Z. Lin, 2018). Los esquemas de tratamiento para
la TB-MDR se organizan seleccionando farmacos segin una agrupacion propuesta por la
OMS basada en orden de potencia y eficacia. Los mas importantes son los del grupo A,
las fluorouinolonas (Moxifloxacina), luego B, los inyectables (Amikacina, Kanamicina),
luego C (Etionamida, Cicloserina, Linezolid, Clofazimina), grupo D, farmacos como
Pirazinamida, Etambutol, Isoniacida a altas dosis, Bedaquilina y Delamanid quedan en

las ultimas posiciones de seleccién.

Tuberculosis TB-XDR: En 2002 se notificé en 45 paises una tuberculosis amplia-
mente resistente a los antibidticos capaz de resistir a la isoniacida, rifampicina, fluo-
roquinolona y a cualquier antibidtico inyectable de segunda linea como la kanamicina,
amikacina o capreomicina (Sandgren et al., 2009; World Health Organization, 2019).
A 2017 han sido reportados 8014 casos de XDR —TB distribuidos en 72 paises (Tiberi
et al., 2018). El término TB-XDR fue propuesto en el afio 2006 y define la resistencia
a rifampicina e isoniacida y adicionalmente a cualquier otra fluoroquinolona junto con
por lo menos uno de los siguientes farmacos inyectables: amikacina, kanamicina y ca-
preomicina. Estudios posteriores retrospectivos mostraron que por lo menos el 50 % de
las infecciones multirresistentes en Portugal eran en realidad de tipo extremadamen-
te resistente. Datos de la India revelan que 10 % de los casos multirresistentes era en
realidad extremadamente resistentes, caso similar a Europa durante el periodo de 2003
a 2006.

Clasificacion de la resistencia en Mycobacterium tuberculosis segin la OMS:

s M. tuberculosis monorresistente: Resistencia a un solo farmaco antitubercu-

loso de primera linea.

» M. tuberculosis polirresistente: Resistencia a mas de un farmaco antitu-

berculoso de primera linea, aparte de la isoniazida y la rifampicina.
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» M. tuberculosis Resistente a miltiples fairmacos (MDR): Resistencia al

menos tanto a la isoniazida como a la rifampicina.

» M. tuberculosis con resistencia extensiva a los medicamentos (XDR):
Resistencia a cualquier fluoroquinolona y al menos a uno de los tres medicamentos
inyectables de segunda linea (capreomicina, kanamicina y amikacina), ademés de

resistencia a multiples medicamentos.

» M. tuberculosis Resistente a la rifampicina (RR): Resistencia a la rifam-
picina detectada mediante métodos fenotipicos o genotipicos, con o sin resistencia
a otros farmacos antituberculosos. Incluye cualquier resistencia a la rifampicina,

en forma de monorresistencia, polirresistencia, MDR o XDR.

2.1.2. Muycobacterium tuberculosis complex y spoligotyping

La tuberculosis es una enfermedad causada por un complejo de micobacterias de-
nominado el Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) o Complejo tuberculoso. Es-
pecificamente el complejo de microorganismos involucra las especies Mycobacterium
tuberculosis sensu stricto, Mycobacterium bouvis, Mycobacterium bovis var Calmette-
Guérin (BCG), Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti, Mycobacterium ca-

netii, Mycobacterium pinnipedit y Mycobacterium caprae.
El miembro mas conocido del MTBC es M. tuberculosis sensu stricto, el agente

etioldgico de la tuberculosis en humanos que causé la muerte a 1,4 millones de personas
en 2019 (World Health Organization, 2021). El MTBC es esencialmente clonal con poca
evidencia de intercambio genético horizontal y probablemente derivado de un grupo de
bacilos tuberculosos ancestrales, denominados colectivamente “M. prototuberculosis”.
Sin embargo, a pesar de la exitosa propagacién mundial del MTBC, el momento evolu-
tivo de esta propagacién sigue siendo en gran parte desconocido (Meehan et al., 2021).
La figura 2.1 presenta un anélisis filogenético de las especies del MBTC, incluyendo los

linajes derivados de M. tuberculosis sensu stricto.
La division de estos microorganismos se ha basado principalmente en la preferencia

de hospedero, apoyada por analisis filogenéticos. Sin embargo, se ha propuesto que el
complejo se ha generado por una serie de clados conformados por adaptaciones especifi-
cas a hospederos, hipdtesis que se ve apoyada por distinciones culturales (geodistribu-
ci6én) y rasgos bioquimicos (Parija, 2023).

La diferenciaciéon entre microorganismos del MBTC a nivel genético es comple-
ja puesto que comparten una similitud de hasta el 99.9% en su genoma, resultando

practicamente idénticos en sus secuencias ARN 16S, siendo estas secuencias las mas
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utilizadas para la distincion entre especies bacterianas. Adicionalmente, las cepas del
complejo no presentan evidencias de recombinacion cromosomal o transferencia hori-

zontal, a excepcion de fragmentos extremadamente cortos (Parija, 2023).
Para la discriminacién entre bacterias del MBTC se emplea la técnica de tipificacion

de oligonucledtidos espaciadores, o spoligotyping, el cual es un método rapido basado en
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) que determina la presencia o ausencia de
43 secuencias espaciadoras de ADN especificas en la region de repeticion directa (RD por
sus siglas en inglés) como una firma para la presunta identificacién de especies (Driscoll,
2009). Por ejemplo, los aislamientos de M. bovis no se hibridan con los espaciadores
39-43, pero generalmente se hibridan con los espaciadores 33-36. Los aislados de M.
africanum no se hibridan con los espaciadores 8, 9 y 39, pero generalmente se hibridan
con los espaciadores 33-36. M. microti , M. canetic y M. pinnipedii tienen patrones de
espoligotipo muy diferentes de los miembros del MBTC, que estan mas asociados con

infecciones humanas. Estas tres especies tipicamente se hibridan con pocas o ninguna

(Driscoll, 2009).
La regién RD consiste en una secuencia repetida de 36 pb intercalada con segmen-

tos de ADN no repetitivos de 31 a 41 pb de longitud llamados secuencias espaciadoras
(Driscoll, 2009). Los espoligotipos evolucionan a través de la pérdida de secuencias es-
paciadoras, presumiblemente a través de la recombinacién homéloga de las RD y la
escisién del material recombinado durante la replicacion del ADN. Las secuencias espa-
ciadoras también pueden parecer perdidas a través de reordenamientos por secuencias
de insercién (IS) como es el caso del IS 6110, esta secuencia es especifica del complejo
Mycobacterium tuberculosis y puede utilizarse tanto para el diagnoéstico como para la
discriminacién entre cepas (Antoine, Gaudin y Hartkoorn, 2021). Dado que estos ele-
mentos son moviles y estan ubicados en diferentes sitios, el polimorfismo de longitud
de fragmentos de restriccién (RFLP) basado en IS 6110 se ha convertido en una herra-
mienta popular para la tipificaciéon de cepas (Driscoll, 2009). Una vez que se pierden
los espaciadores, no se recuperan, por lo que la evolucion es unidireccional. Esta evo-
lucién unidireccional a través de la pérdida de espaciadores ofrece un modelo claro de
evolucion, pero también presenta un desafio, ya que el espoligotipo de una cepa pue-
de evolucionar de tal manera que se asemeja a la firma asociada con una familia de
espoligotipos diferente. Este desarrollo permitié a los investigadores estudiar la diver-
sidad de cepas y descubrir familias de cepas globales, como las familias de Beijing y el
Mediterraneo de América Latina (Driscoll, 2009). En la actualidad existe una hipotesis
solida de la coevolucion de estos patogenos con el ser humano, en la cual el ancestro

de complejo aparece hace 40 mil anos. Posteriormente, la cepa ancestral se diversifica
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Figura 2.1: Relaciones evolutivas del Mycobacterium tuberculosis complex.
Tomado de Wirth et al., 2008.

durante y después de la domesticacion animal realizada por los seres humanos hace
10 mil anos. En este periodo, el MBTC se dispersé fuera de Mesopotamia a través de
diferentes migraciones antrépicas en Asia, Africa y Europa donde hubo adaptaciones
especificas. Finalmente, se dio una expansién demografica durante los tltimos 200 anos,
que se relaciona con la industrializacién (Wirth et al., 2008). La figura 2.2 presenta un
analisis filogenético basado en la técnica de spoligotyping. A continuacién, se describen

algunas generalidades de las micobacterias del MBTC.

Micobacterias causantes de tuberculosis humana:
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Mycobacterium tuberculosis sensu stricto: Esta bacteria es la causante de la
tuberculosis en seres humanos, con un estimado de 10 millones de casos en 2019 (World
Health Organization, 2021). Sin embargo, también puede afectar a bovinos, cabras,
cerdos domésticos, gatos, perros y vida salvaje como animales de zooldgico (Rodriguez-
Campos et al., 2014).

Mycobacterium africanum: FEsta especie fue inicialmente descrita como un bacilo
tuberculoso del tipo africano en 1968. Las cepas fueron entonces descritas como un
intermedio entre M. tuberculosis sensu stricto y M. bovis. Este patégeno causa la mitad
de los casos de tuberculosis humana en Africa Occidental y se ha sugerido que pre-
senta una adaptacién especifica patégeno-hospedero (Silva et al., 2022). M. africanum
fue dividida inicialmente en dos tipos basados en diferencias culturales, bioquimicas y
moleculares. Sin embargo, en 2004 el tipo dos fue reclasificado como M. tuberculosis
sensu stricto, mientras que el tipo uno fue subdivido en tipo del Africa Occidental uno
prevaleciente en el Golfo de Guinea y el tipo dos prevaleciente en el occidente de Africa
Occidental (Garnier et al., 2003). Esta cepa fue reportada esporddicamente en otros
lugares como Alemania, Reino Unido, Francia, Estados Unidos, Kazajistan y Espana
(Silva et al., 2022).

Mycobacterium bovis: Es la causa mas comun de tuberculosis en ganado bovino.
En 1898, se demostro que los bacilos aislados de humanos y ganado eran diferentes a
nivel de transmisibilidad con otras especies animales, pero solo hasta el ano 1970 M.
bovis fue oficialmente reconocido como una especie (Lange et al., 2022). Los principales
hospederos de esta bacteria corresponden a miembro de la familia Bovidae. Sin embar-
go, ha sido reportando en una vasta cantidad de especies que abarcan caballos, perros y
gatos domésticos, camélidos, venados, alces, jabalies, zorros, linces, coyotes, mapaches,
conejos, liebres, erizos, zarigiieyas, coatis, capibaras, leones y primates. En el ano 2003
fue secuenciado el genoma completo de M. bovis, siendo mucho mas pequeno en com-
paracion con el genoma de M. tuberculosis sensu stricto, lo que sugiere que evolucioné

a partir de este dltimo (Mostowy, Cousins et al., 2002).

Mycobacterium canettii: Es el organismo mas divergente dentro del complejo, el
cual exhibe una morfologia colonial suave y brillante, con rdpido crecimiento in vitro. La
infeccién causada por esta cepa corresponde a una enfermedad emergente en el norte de
Africa. Sin embargo, su reservorio natural y su rango de hospederos es desconocido. M.

canettii se considera un caso especial dentro del complejo por su divergencia genética y
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evidencia de recombinacién (Rodriguez-Campos et al., 2014). Recientemente, un anélisis
de genoma completo de cinco aislados de esta cepa indica que se encuentra en camino a
especiacion al ser altamente recombinante y generar una rama evolutiva temprana, con
la caracteristica de mayores tamanos de genoma y elevadas tasas de variacién genética
(Supply et al., 2013). En este mismo estudio se determiné que a pesar de la conservacién
del genoma principal en el MBTC, M. canettii es menos virulento que M. tuberculosis

sensu stricto.

Muycobacterium maicroti: Esta especie fue originalmente identificada como un patégeno
de roedores pequenos en Gran Bretana, donde involucraba los topillos negros, ratones de
madera y musaranas. Este patogeno ha sido también aislado de otros mamiferos como
gatos, cerdos, camélidos sudamericanos, tejones, suricatas y jabalies salvajes (Ghiel-
metti et al., 2021). En la década de 1950, M. microti fue usada como vacuna viviente
en la antigua Checoslovaquia, el Reino Unido y Zimbawe. Tanto la versiéon atenuada
como no atenuada de la vacuna parecieron ser efectivas, sin embargo, no mas que la
vacunacién comun con M. bovis. Se han reportado casos de infecciones por M. microti
a seres humanos inmunocomprometidos e inmunocompetentes en Holanda, Alemania,

Suiza, Inglaterra y Escocia (Mostowy, Cousins et al., 2002).
Micobacterias causantes de tuberculosis animal:

Mycobacterium pinnipedii: Sus hospederos naturales corresponden a mamiferos
marinos, por ejemplo leones marinos australianos, tanto salvajes como en cautiverio, fo-
cas australianas y focas de Nueva Zelanda. También, ha sido aislado en otros mamiferos
en Sur América, especificamente, en Uruguay, Argentina y Brasil, y se ha encontrado
que puede saltar de mamiferos marinos a terrestres como el tapi malayo, camello bac-

triano y puercoespin crestado (Moser et al., 2008).

Mycobacterium mungi: Esta especie del MBTC fue aislada en el Sur de Africa y
en Oriente Medio, con reportes que se remontan hasta la década de 1950. Sin embargo,
solo hasta el ano 2004 fue descrito un marcador genético especifico para su identifica-
cion. Filogenéticamente, M. mungi se encuentra en el clado de M. africanum de Africa
Occidental tipo dos y presenta caracteristicas de crecimiento similares a M. microti. En
la actualidad se ha demostrado una disminucién en la virulencia de este patogeno en

conejos y conejillos de indias (Mostowy, Onipede et al., 2004).
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Figura 2.2: Relacion filogenética de las especies del MBTC basado en spoligotyping.
Tomado de Rodriguez-Campos et al., 2014.

Mycobacterium caprae: Esta especie se distingue por una combinacién especial de
polimorfismos en el pseudo gen oxyR y los genes de pirazinamidasa (pncA), catalasa
(katG) y girasa (gyrA y gyrB). Este patdgeno se ha reconocido en aislados animales
de muchos paises de Europa Central y Occidental, y se ha identificado un patrén de
transmision de ganado a ganado. La Tabla 2.1 muestra las mutaciones especificas en los
genes oxyR, pncA, katG, gyrA y gryB para las especies del MBTC (Rodriguez-Campos

et al., 2014).
El MBTC comprende 7 linajes de los cuales 4 son predominantes en humanos:
Linaje 1: Indo-Oceénico, incluye a los espoligotipos Africa oriental e India (EAT).
Linaje 2: Asia oriental, incluye al espoligotipo Beijing.
Linaje 3: Asia central, incluye al linaje de Asia central y el este de Africa (CAS-
DELHI).
Linaje 4: Euroamericano, incluye a los linajes Latinoamericano-Mediterraneo (LAM),

Haarlem y las familias de espoligotipos T.
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2.1.3. Caracterizacion genomica de Muycobacterium tubercu-
losis

Las bacterias del género Mycobacterium comparten una historia evolutiva huésped-
patdgeno con el ser humano. Reportes antiguos de textos médicos chinos de la dinastia
Xia y los Vedas Hindues revelan que la tuberculosis ha estado presente desde hace
més de 5700 anos (Prasad, 2002). Entre los siglos XVIII y XIX, los microorganismos
pertenecientes al MBTC fueron especialmente relevantes, cuando se alcanzé un pico
de infecciones de tisis, nombre como también se conoce esta enfermedad (Wirth et
al., 2008). Esta larga historia coevolutiva es fundamental para la comprensién de la
dinamica huésped-patogeno, incluidos los componentes demogréficos pasados y en curso,
los antecedentes genéticos de las cepas, asi como la arquitectura genética del sistema
inmunolégico del huésped (Barbier y Wirth, 2016).

Tabla 2.1: Caracteristicas moleculares MBTC, genes ozyR, pcnA, katG, gyrA y gyrB. Tomada de
Rodriguez-Campos et al., 2014.

Especic ozy R85 pen AT Lot (e203 qyrAe qyrBT
(GaA) (CAC a GAC) (ACC a ACT) (AGC a ACC) (CaT)
M. tuberculosis G CAC ACC ND C
M. africanum G CAC ND ACC C
M. mungi ND ND ND ND C
M. orygis G CAC ACT AGC C
M. pinnipedii G CAC ACT ACC C
M. microti G CAC ACT ACC T
M. caprae A CAC ACT ACC C
M. bovis A GAC ACT ACC C
M. bovis CG A GAC ACT ACC C

* ¢: codén, n: nucleétido. ND: No descrito

A nivel pregenémico, M. tuberculosis ha sido estudiado a través de diferentes técni-
cas moleculares como polimorfismos de longitud en fragmentos de restricciéon (RFLP
por sus siglas en inglés) con la secuencia 1S6100. Este método demostré capacidad de
discriminacién entre diferentes cepas (Yeh et al., 1998). Un avance con respecto al méto-
do RFLP fueron las técnicas basadas en PCR, que permitieron un avance importante en
la velocidad, reproducibilidad y eficiencia en la discriminacién de cepas de M. tubercu-
losis. Una de estas técnicas corresponde a “spoligotyping”, que se basa en la busqueda
del locus de repeticiones directas compuesto por una secuencia de 36 pb y secuencias

espaciadoras no repetitivas de 34 a 41 pb (Groenen et al., 1993). No obstante, una
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desventaja de esta técnica molecular se encuentra en el hecho de que estas secuencias
sufren de homoplésia (Reyes et al., 2012). Otra técnica de PCR se cimenta en el niime-
ro variable de repeticiones en tandem (VNTRs) de unidades repetitivas intercaladas
micobacterianas (MIRUs). Este marcador molecular consiste en patrones repetitivos
de 51 a 77 pb (Reyes, C. H. Chan y Tanaka, 2012). Una aproximacién diferente a los
anteriores métodos de PCR utiliza polimorfismos de secuencia o SNPs (Lipworth et al.,
2019). A partir de este punto se llega a las comparaciones de genoma completo de M.

tuberculosis.
La primera secuencia genémica completa del bacilo causante de la tuberculosis co-

rresponde a la cepa H37Rv, cuyo genoma fue publicado por primera vez en 1998 (S.
Cole y Barrell, 1998). M. tuberculosis H37TRv se aislé por primera vez en 1905, sigue
siendo patégena y es la cepa més utilizada en la investigacion de la tuberculosis. La
anotacion original de este genoma dio lugar a la identificacién de 3924 genes codificantes
a proteinas (CDS) y 50 que codifican para RNA estable (S. Cole y Barrell, 1998). En
2002 Camus y colaboradores, realizaron una reanotacion de este genoma incluyendo 82
nuevos CDS (Camus et al., 2002). El genoma de M. tuberculosis presenta una extensién
de 4.411.529 pb y posee un contenido medio de G+C del 65 %, aunque algunas regiones
del genoma pueden alcanzar un contenido superior 80 % (S. Cole y Barrell, 1998). Este
alto porcentaje se refleja en una sobrerepresentacion de aminodacidos codificados por co-
dones ricos en G+C como lo son Gly, Ala, Pro. Se estima que aproximadamente el 51 %
de los CDS han surgido de eventos de duplicacién (Coll, J. Phelan et al., 2018). Las
principales fuentes de ADN repetitivo en el genoma son la duplicacién, los elementos

de insercién (IS) y secuencias no codificantes dispersas (Coll, J. Phelan et al., 2018).
La anotacién funcional de este genoma indica que al menos 225 genes estéan asociados

al metabolismo de lipidos, lo que equivale a una extension de 372 kb correspondientes al
9.3 % del DNA codificante, esto puede explicarse dada la alta diversidad lipidica presente
en la envoltura celular micobacteriana, la cual es rica en glicolipidos y acidos micélicos
inusuales (S. Cole y Barrell, 1998). El 22.1% del DNA codificante estd asociado al

metabolismo intermedio y la respiracién (Figura. 2.3).
La resistencia antibiotica en M. tuberculosis se confiere principalmente por varia-

ciones de nucleétidos simples y mutaciones tipo insercién - delecién (indels) en genes
que codifican para dianas en farmacos o enzimas convertidoras de farmacos, asi como
bombas de flujo (Coll, J. Phelan et al., 2018). En este contexto, la secuenciacién de
genoma completo se ha convertido en una gran herramienta que provee informacion
extremadamente precisa en comparacion con otros métodos (Walker et al., 2015). Se

han reportado de forma consistente un total de 22 genes que confieren resistencia a
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Figura 2.3: Anotacién funcional de genes para M. tuberculosis.
Adaptado de Cole y Barrell, 1998.

medicamentos, polimorfismos asociados a esta resistencia en 53 genes e inclusive en las
regiones regulatorias de los genes inhA, pncA y ethA (Papaventsis et al., 2017). Asi
mismo, pueden existir hasta 19 genes que codifican para mecanismos de resistencia a

un mismo farmaco, como lo es el caso de la Isoniazida (Li et al., 2015).
Otro aspecto a considerar que puede contribuir a la resistencia de M. tuberculosis

corresponde a los sistemas de reparacion de ADN. Se ha encontrado evidencia de que
estos sistemas juegan un papel relevante en la diversificacién de genomas, y por tanto,
en la resistencia a antibidticos (Perron et al., 2012). Dado que la infeccién por este
patogeno puede ser latente y posteriormente activa, y que muchos medicamentos son
infectivos en la fase latente, el estudio de los circuitos de regulacion génica que genere
este cambio se hace relevante. Se ha descubierto que proteinas de reparacién de ADN
tienen un papel esencial en la transicién entre las fases latente y activa de la infeccion
(Gopinath et al., 2015).

2.1.4. Epidemiologia de la tuberculosis

La tuberculosis es una de las 10 principales causas de muerte a nivel mundial y
la principal causa de muerte asociada a un tnico agente infeccioso, con entre 1.1 y
1.7 muertes asociadas en la ultima década (World Health Organization, 2021). Esta

infeccién se encuentra diseminada por todo el mundo y en 2019 afect6 aproximadamente
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a 10 millones de personas.
De acuerdo a la Organizaciéon Mundial de la Salud, se marcé una disminucion abrup-

ta en los casos de tuberculosis a nivel mundial en el ano 2020, con una diferencia del
18 % con respecto al ano 2019 (7.1 millones a 5.8 millones de casos), siendo India el
pais con mayor contribucién a este fendmeno (World Health Organization, 2021). Lo
anterior va en contraposicién con la tendencia general de los anos 2016 a 2020 exhibida
en distintas regiones del mundo. Sin embargo, la mortalidad asociada a la infeccién
por tuberculosis aumenté en 2020, con un estimado de mas de 1.3 millones de muertes
entre personas VIH-negativas y 214 mil en personas VIH-positivas (World Health Orga-
nization, 2021). Estas cifras son preocupantes si se considera que las muertes por VIH
alcanzaron los (.68 millones. La tuberculosis se posiciona como la 13va causa general
de muerte a nivel global y la tercera considerando enfermedades infecciosas. Segun lo
reportado en el Informe Regional de Tuberculosis en las Américas de 2019, se estima
que en el 2018 hubo 10 millones (9,0-11,1) de casos incidentes de tuberculosis a escala
mundial. De ellos, 5,7 millones eran hombres y 3,2 millones mujeres de 15 anos o més,
y 1,1 millones eran menores de 15 anos. Las personas con VIH representaron 9 % del

total de nuevas infecciones de tuberculosis.

2.1.4.1. Tuberculosis en América Latina y el Caribe

En América Latina se presentaron aproximadamente 290.000 casos de tuberculosis
con cerca de 22.900 muertes asociadas (PAHO, 2020). Se estima que aproximadamente
54.000 pacientes no recibieron atencién oportuna o no fueron diagnosticados correcta-
mente (PAHO, 2020). La mayor parte de los paises latinoamericanos reportan entre 10
a 49 casos por cada 100 mil habitantes, con excepcion de Pert y Bolivia, que reportan
100 a 299 casos por cada 100 mil habitantes (Figura 2.4). La incidencia de casos para
paises de América Latina y el Caribe se observa en la Figura 2.5. M. tuberculosis es el
patdgeno responsable por la mayoria de las infecciones reportadas, sin embargo, tam-
bién se han reportado casos de tuberculosis asociada a M. bouis, bacteria que afecta

principalmente a bovinos (World Health Organization, 2013).
En cuanto a la farmacorresistencia en América latina, se estima que de cada 11000

pacientes con tuberculosis resistente, solo 5000 son diagnosticados correctamente, de los
cuales solo el 89 % reciben tratamiento y de estos, solo el 59 % de los casos, concluye con
la erradicacién del patégeno (PAHO, 2020). La multi-resistencia de M. tuberculosis en
Latinoamérica es un problema que cobra cada vez mas relevancia. En particular, un 9 %
del total de casos de tuberculosis en Pert presenta resistencia a farmacos, comparado

con un 3 % tanto en Brasil como México. En el afio 2017 solo el 33 % de estos pacientes
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recibieron pruebas de resistencia a farmacos, lo que deja un preocupante estimado de
7 mil pacientes con tuberculosis resistente no diagnosticados o tratados. Ademas, la
fraccién de tratamiento exitoso de tuberculosis en el continente americano solo alcanzoé

un 56 % (PAHO, 2020).
La tuberculosis ha estado presente en América latina de forma historica, en donde

piezas ceramicas precolombinas sugieren que esta enfermedad fue la causa de la defor-
midad caracteristica de gibbus toracico, que se ocasiona por la enfermedad de Pott de la
espina dorsal (Mackowiak et al., 2005). A pesar de que los indigenas precolombinos pro-
vienen de ancestros que atravesaron el Estrecho de Bering, se tiene una alta diversidad
de variantes de tuberculosis en Per, la cual estd compuesta por linajes Euro-América-
nos pero no Siberianos, como se esperaria. Lo anterior es consistente con la teoria de
que la tuberculosis fue traida hasta Latinoamérica por conquistadores europeos (Bos

et al., 2014).
Un aspecto importante en el estudio epidemioldgico de la tuberculosis ha sido la ca-

pacidad de distinguir entre genotipos de M. tuberculosis. Diferentes genotipos pueden
tener diferentes velocidades de transmision, siendo mas propensos a diseminarse en una
poblacién, presentar diferentes grados de resistencia a antibidticos o generar infecciones
con mayor o menor gravedad (Gagneux et al., 2006; Pareek et al., 2013). En la actua-
lidad, los fenotipos predominantes alrededor del mundo corresponden a los genotipos
Haarlem, Latinoamérica-Mediterrdneo, T, Este de Africa-India, Central-Asia, X y Bei-
jing. La tabla 2.2 presenta la incidencia de los diferentes genotipos de M. tuberculosis
en paises de América Latina y el Caribe segin lo reportado por (Woodman, Haeusler

y Grandjean, 2019).
El genotipo Beijing es especialmente relevante dentro del MBTC al exhibir carac-

teristicas de multi-resistencia y mayor virulencia. Este genotipo pertenece al linaje de
Asia Oriental y es responsable de al menos un cuarto de los casos totales a nivel global
(T. Luo et al., 2015). En Latinoamérica existen reportes de infecciones por el genotipo
Beijing en la Regién Metropolitana de Chile en el ano 2014. Especificamente, se es-
tudiaron 47 cepas de las cuales 43 fueron positivas para el gen gyrB, que confirma su
pertenencia al M. tuberculosis complezx. E1 86 % de las 43 cepas estudiadas fueron asig-
nadas a un genotipo previamente descrito en literatura, siendo el méas frecuente LAM
(39.5%), seguido del genotipo T (32.5%), H (7.0 %), Beijing (4.7%) y X (2.3%) (Meza
et al., 2014). En el afio 2015 se realizé un estudio de aislados de muestras clinicas en
México, con 351 muestras de pacientes con tuberculosis pulmonar. De estas, se obtu-
vieron 68 aislados de M. tuberculosis. Durante este estudio realizado con marcadores

moleculares (spoligotyping) se detectaron 31 patrones, con patrones unicos en 3 cepas,
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los cuales no corresponden a ningin patron preexistente en la base de datos SITVIT-
WEB. La distribucién de genotipos hallada por los investigadores fue T (33.8%), H
(14.6 %), LAM (13.3%), X (44%), S (2.9%) y genotipo desconocido (2.9 %). Adicio-
nalmente, se detecté multi-resistencia en 33 (48.5 %) de los 68 aislados (Flores-Trevino
et al., 2015).

Tuberculosis en Colombia: Segtn el Informe de evento tuberculosis Anio 2021 emi-
tido por el Ministerio de Salud y de la proteccién social, en Colombia, durante el ano
2020 se presentaron 12588 casos de tuberculosis, con un comportamiento inusual a razén
de la pandemia de COVID-19 por la baja captacion de sintomaticos respiratorios en los
prestadores de servicios de salud (Ministerio de Salud y de la Proteccién Social, 2021).
Para el ano 2021 segtn el protocolo de vigilancia de la tuberculosis emitido por el INS,
se presentaron 14060 casos, siendo Colombia el cuarto pais de Latinoamérica con mas

casos reportados (Instituto Nacional de Salud, 2022).
Al analizar el comportamiento de la tasa de incidencia por departamento de resi-

dencia, se evidencia que 23 entidades territoriales presentaron una tasa de incidencia
superior a la tasa nacional (25,9 x 100 000 habitantes). Las tasas més altas se presenta-
ron en orden descendente en: Amazonas, Risaralda, Meta, Barranquilla, Cali, Guaviare
y Arauca. Por el contrario, las tasas més bajas se presentaron en orden ascendente en:
San Andrés, Narino, Boyaca, Sucre, Bolivar y Cundinamarca. Es necesario aclarar que
en los departamentos que presentan menos del 25 % de carga total de MTB, son zonas
de territorios rurales o rurales disperso con bajo acceso a técnologias de diagnéstico mo-
lecular en Colombia y de acceso a los servicios de salud, por cuanto son entidades objeto
de mejora en el diagnéstico. El 84,3 % de los casos reportados en el pais corresponden

a tuberculosis pulmonar (Ministerio de Salud y de la Proteccién Social, 2021).
En Colombia para el ano 2020 se diagnosticaron 2309 casos de tuberculosis por

pruebas de deteccién molecular equivalente a un 18.1%. De acuerdo a la Resolucién
227 de 2020, todas las personas en quienes se sospeche la enfermedad deben realizarse
diagndstico mediante prueba molecular, cultivo liquido y radiografia de térax (Minis-
terio de Salud y de la Proteccién Social, 2021).
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Tabla 2.2: Incidencia de los diferentes genotipos de M. tuberculosis en paises de Latinoamérica. Tomado
de (Woodman et al., 2019).

Pais/regién LAM (%) S (%) H (%) Beijing (%) EAL (%) T (%) X (%) No definido (%)
Acapulco/México - 1.9 3.0 - 44.6 112 11 4.9
Baja California, Méxi-
19.3 13.6  14.3 4.3 2.1 - - 35.0
co
Bogotd, Colombia 49.3 3.3 25.0 0.7 - 13.8 1.3 6.6
Rio Grande, Brasil 54.0 - 16.0 - - 22.0 - -
Rio Grande, Brasil 34.0 4.2 12.8 - - - 14.9 2.1
Rio de Janeiro, Brasil 43.6 - 18.3 0.5 2.3 34.9 0.5 -
Rio de Janeiro, Porte
Alegre, y Belem, Bra- 66.2 2.5 9.7 0.5 3.0 2.0 5.2 10.1
sil
Parana, Brasil 26.9 - 12.7 - - 11.8 - -
Estado Minas Gerais,
. 66.3 1.9 5.8 - - 14.4 1.9 8.7
Brasil
Sao Paulo, Brasil 2.8 - 5.7 - - 35.4 2.8 7.1
Sureste de Brasil (Pre-
. 50.0 - 11.5 - - 8.7 5.7 9.2
sidiarios)
Regién  Metropolita-
. 39.5 - 7.0 4.7 - 32.5 2.3 -
na, Chile
Pertu 23.8 - 23.8 9.3 - 22.3 1.4 -
Peru 16.2 - 43.7 9.1 - 27.5 6.7 -
Santiago, Chile 23.9 - 22.1 - 7.1 29.9 - -
Medellin, Colombia 39.6 - 48.7 - - - - 6.4
Cali, Colombia 39.1 - 39.0 - - - - 11.0
Departamento del
. 24.0 - - - - - - 40.0
Cauca, Colombia
Guyana Francesa 23.3 - 22.6 - - 32.6 - -
Bolivia 26.3 20 394 - - 22.2 1.0 9.1
Paraguay 52.3 9.5 182 0.5 - 8.6 0.9 -
Venezuela 53.0 1.9 5.0 0.4 0.2 10.0 1.2 -

* Los porcentajes pueden no sumar el 100 % debido a reportes incompletos.

2.1.5. Tratamientos antituberculosos y farmacorresistencia

Los farmacos antituberculosos son moléculas con propiedades bioquimicas que actian
sobre dianas moleculares que afectan el ciclo de vida de las bacterias que hacen parte del
MBTC. Estas sustancias quimicas se aprovechan de distintos mecanismos que, en con-
junto, buscan eliminar la infeccién por tuberculosis. Los medicamentos antituberculosos

actian sobre M. tuberculosis a través de tres mecanismos principales: (i) bloqueando las
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enzimas involucradas en la sintesis de componentes de la pared celular (p. Ej., EMB),
(ii) interrumpiendo la sintesis de proteinas a nivel de los ribosomas [p. Ej., estreptomi-
cina (STM)] y (iii) obstaculizando varios procesos a nivel de ADN, como la sintesis de
ARN / ADN (p. €j., RIF, FQ) (Nasiri et al., 2017). Una mutacién de resistencia puede
alterar directamente la accién del farmaco o ser compensadora mediante la activacion
de una via alternativa. Las mutaciones pueden causar resistencia a multiples farmacos
y contribuir a complejas interacciones gen-gen. La tabla 2.3 presenta los antibidticos
mas usados para el tratamiento de la tuberculosis y su clasificacion segin la OMS. A
continuacion, se presenta una breve descripcion de estos farmacos y su mecanismo de

accion.

Tabla 2.3: Clasificacién de los farmacos antituberculosos segin su accién por la OMS, 2016

Clasificacién de antituberculosos (WHO, 2011) Clasificacién de antituberculosos (WHO, 2016)

Grupo 1 Isoniacida Grupo A Levofloxacino

Primera linea: Rifampicina Fluoroquinolonas Moxifloxacino

antituberculosos orales Etambutol Gatifloxacino
Pirazinamida

Grupo 2 Estreptomicina Grupo B Estreptomicina

Antituberculosos inyectables Kanamicina Segunda linea: Kanamicina
Amikacina Amikacina

o Antituberculosos inyectables o

Capreomicina ’ Capreomicina

Grupo 3 Levofloxacino Grupo C Etionamida/Protionamida
Fluoroquinolonas Moxifloxacino Cicloserina / Terizidona
Gatifloxacino Otros antituberculosos de segunda linea. Linezolid
Clofazimina
Grupo 4 Etionamida/Protionamida Grupo D D1: Pirazinamida

Segunda linea: Cicloserina / Terizidona  Agentes complementarios Etambutol
Isoniacida en altas dosis*
D2: Bedaquilina

Delamanida

Bacteriostaticos orales Acido p-aminosalisilico que no son componentes

Grupo 5 Linezolid basicos del régimen de

Antituberculosos con datos Clofazimina TB-MDR

limitados Amoxicilina / Clavulanato D3: Acido p-aminosalisilico
Imipenem / Cilastatina Imipenem / Cilastatina
Meropenem Meropenem
Isoniacida en altas dosis* Amoxicilina / Clavulanato
Tioacetazona Tioacetazona
Claritromicina

2.1.5.1. Antituberculosos de primera linea

Isoniacida: Esta molécula fue descubierta en 1952 luego de un proceso sucesivo de

propuesta y descarte de farmacos antituberculosos potenciales, que inicio en 1940 con
la estreptomicina, el acido p-amiosalicilico y los tiosemicarbazones, los cuales fueron
descartados por su alta toxicidad y rapido desarrollo de resistencia por parte de M.

tuberculosis. En 1945 se descubrié la actividad antituberculosa de las moléculas basadas
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en nicotinamida, que llevaron a otro hallazgo, las pirazinamidas. Posteriormente, en
un intento de mejorar la actividad antituberculosa de la nicotinamida se descubrié un
intermediario en el proceso de creacion de y-piridilaldeido, el acido hidrazido isonicético
(abreviado isoniacida), el cual presenté una extraordinaria actividad antituberculosa,
superior a todas las moléculas conocidas hasta el momento y convirtiéndose hasta la
fecha en uno de los antibidticos contra tuberculosis més utilizados en los ultimos 50

anos (Vilcheze y Jacobs, 2007).
El mecanismo de accion de esta molécula es altamente selectivo hacia las micobacte-

rias, especialmente a aquellas de lento crecimiento (Pansy, Stander y Donovick, 1952).
La isoniacida se difunde pasivamente a la célula micobacteriana, matando a las células
en division activa, siendo su accion bacteriostatica durante las primeras 24 horas de
tratamiento, tras las cuales es bacteriocida. A nivel molecular, la isoniacida inhibe la
biosintesis de acidos micdlicos (a-alquil S-hidroxi dcidos grasos de 70 a 90 carbonos
de longitud), los cuales son esenciales en la formacion de la pared celular de las mico-
bacterias (Vilcheze y Jacobs, 2007). La resistencia a este farmaco se presenta en cepas
catalasa-negativas, cuyo analisis genético revelé que el gen responsable es katG. Varian-
tes de este gen con mutaciones deletéreas o puntuales generan una catalasa-peroxidasa
inactiva que no puede modificar quimicamente a la prodroga isoniacida en un conjun-
to de especies altamente reactivas. Otro gen asociado a resistencia de este farmaco es
inhA el cual puede conferir resistencia cruzada con etionamida, debido a una mutacién
puntual que causa la sustitucién de aminoacido S94A. El gen inhA codifica para una
proteina enoil-transportadora de acil (ACP por sus siglas en ingles) reductasa depen-
diente de NADH, perteneciente al sistema FASII o sistema de sintasa de acidos grasos
tipo II, involucrado en la biosintesis de acidos micolicos. En este sentido, la isoniacida
genera la accién antituberculosa al formar un complejo covalente con NAD, inhibiendo
la accién de la una proteina enoil-transportadora de acil (ACP por sus siglas en ingles)
reductasa dependiente de NADH (Vilcheze y Jacobs, 2007).

Rifampicina: Este antibiético de amplio espectro es un miembro semisintético de la
clase de las rifamicinas, producidas por la bacteria Nocardia mediterranei. La rifampi-
cina ejerce su accion antibidtica a través de la inhibicion de la sintesis de ARN. Como
consecuencia, la sintesis de proteinas decrece significativamente, llevando a la termina-
cion de la replicacion bacteriana. Especificamente, este farmaco inhibe la polimerasa de
ARN dependiente de ADN, en un sitio de accién altamente especifico que solo esta pre-
sente en las enzimas de origen bacteriano y no en sus homélogas eucariotas (Hartmann

et al., 1985). La rifampicina ejerce su accién antibidtica a través de la interferencia en
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la elongacion de la nueva cadena de ARN sintetizada por la polimerasa, especificamente
en su subunidad . La resistencia a este farmaco se presenta por mutaciones puntuales
en el gen rpoB (15 mutaciones) (Telenti, Imboden et al., 1993). Especificamente, mu-
taciones en los residuos 516, 526 y 531 de la secuencia codificante para la subunidad
£ predominan en las muestras resistentes aisladas. Una mutacién puntual altamente
predominante corresponde a Serb31Leu, no obstante, se ha recopilado mutaciones pun-
tuales en 12 codones diferentes, 2 inserciones en uno a dos codones y 7 deleciones en

uno a tres codones (Goldstein, 2014).

Pirazinamida: La pirazinamida es un analogo de la nicotidamida sintetizado quimi-
camente en 1936. Sin embargo, su actividad antituberculosa solo fue descubierta hasta
1952. A partir de 1970, esta droga fue utilizada como una segunda linea de defensa
ante la infeccién por tuberculosis, especialmente en el caso de infecciones resistentes o
tratamientos por recaidas. Posteriormente, el British Medical Research Council realizé
pruebas clinicas que finalmente llevaron hasta el tratamiento actual de tuberculosis,
basado en una mezcla de isoniacida, rifampicina, etambutol y pirazinamida (Y. Zhang

et al., 2014).
El mecanismo de accion de este farmaco es altamente inusual, puesto que no pre-

senta actividad primaria en bacterias en fase de division activa, por el contrario, su
actividad se ve incrementada en presencia de actividad metabodlica disminuida. Una de
sus caracteristicas es que solo es activa en pH acido (5.5), lo cual le permite una alta
eficiencia durante procesos inflamatorios. Esta molécula es una prodroga que llega a
su forma activa cuando es asimilada por la enzima pirazinamidasa/nicotinamida codi-
ficada por el gen pncaA. El mecanismo de accién propuesto para esta sustancia inicia
con su ingreso a la célula a través de difusion pasiva en donde se convierte en acido
pirazinéico (pKa = 2.9), el cual sale de la célula por difusién pasiva y un mecanismo
de eflujo deficiente. Si el exterior de la célula es acido, el acido pirazindico se protonara
sin carga reingresando a la célula. El flujo neto de la forma protonada del 4dcido puede
eventualmente volverse mayor que el flujo de salida, llevando a una acumulacion de esta
sustancia dentro de la célula, disminuyendo el pH intracelular e inhibiendo el funcio-
namiento de multiples enzimas. Adicionalmente, el acido pirazindico puede colapsar la
fuerza motriz de protones de la membrana celular bacteriana, afectando el transporte

de la membrana que inhibe la sintesis de ARN y proteinas (Y. Zhang et al., 2014).
La pirazinamida afecta a la proteina ribosomal S1 (gen rpsA) inhibiendo la remocién

de productos toéxicos de la traducciéon de proteinas. También puede afectar la proteina

aspartato descarboxilasa (gen panD) de la cual depende la sintesis de [S-alanina (pre-
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cursor de pantotenato y coenzima A). Lo anterior explica el funcionamiento de este
farmaco en condiciones desfavorables para la bacteria como estrés, hipoxia, entre otras

(Y. Zhang et al., 2014).
La resistencia a pirazinamida puede darse por mutaciones deletéreas en el gen pncA,

que ocasionan pérdida de actividad pirazinamidasa. Especificamente, mutaciones de
sentido erréneo que ocasionan sustituciones de aminoacidos por inserciéon o delecién de
nucledtidos, mutaciones en el gen estructural o en su region promotora. A pesar de que
se presenta una elevada diversidad de mutaciones en este gen, las mismas se concentran
entres cluster: 3-17, 61-85 y 132-142. Estas regiones contienen sitios cataliticos de la
enzima pirazinamidasa (unién a metales). Por otra parte, se han encontrado mutaciones
en el gen rpsA que confieren resistencia. Entre las mutaciones encontradas se tienen
ThrbAla, Pro9Pro. Thr10Ala y Glu457Glu. Adicionalmente, una minoria de los casos

de resistencia se dan por mutaciones en el gen panD (Y. Zhang et al., 2014).

Etambutol: El etambutol es uno de los farmacos de primera linea para el tratamiento
de la tuberculosis junto con la isoniacida, rifampicina y pirazinamida. Esta molécula
ejerce una accion bacteriostatica que interfiere con la biosintesis de arabinogalactano
en la membrana celular bacteriana afectando la replicacién celular. Sin embargo, su
mecanismo de accién molecular permanece elusivo. Se especula que el etambutol tiene
efectos sinérgicos con la isoniacida a través del represor transcripcional del gen inhA
(Lee y Nguyen, 2021). No obstante, un estudio indica que el etambutol se une al regu-
lador transcripcional TetR, lo que aumenta la sensibilidad del gen inhA a la isoniacida
(Zhu et al., 2018). La resistencia a etambutol esta dada principalmente por mutacio-
nes en el operén emb que involucra los genes embA, embB y embC junto con cuatros
regiones codificadoras potenciales. Estos genes son ejemplos representativos de dupli-
cacién genética, codificando proteinas con una similitud del 61 % al 68 %. Mutaciones
asociadas con resistencia involucran embB Met306Val y 1303F (Telenti, Philipp et al.,
1997).

Estreptomicina: Descubierta en 1944, fue el primer agente antimicrobiano con acti-
vidad comprobada contra M. tuberculosis. Es un antibidtico aminoglucésido de estrep-
tidina inyectable que inhibe la sintesis de proteinas y provoca la muerte de las células
microbianas. Es un antibidtico de amplio espectro. La estreptomicina actualmente se
clasifica como un agente de segunda linea del grupo C para uso en regimenes mas largos
de TB-MDR. Su uso generalizado inicial condujo a la aparicién temprana de resisten-

cia antibiodtica, lo que posteriormente limité su utilidad clinica. En 2019, las pautas de
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tratamiento de la tuberculosis de la OMS se actualizaron para recomendar solo el uso
limitado de estreptomicina, a favor de agentes mas nuevos o amikacina como el amino-
glucosido preferido para M. tuberculosis resistente a los medicamentos. Sin embargo, la
aparicion de resistencia a farmacos mas nuevos, como la bedaquilina, ha llevado a un
nuevo analisis de los farmacos antituberculosos en busca de un potencial sin explorar
(Cohen et al., 2020).

2.1.5.2. Antituberculosos de segunda linea

Kanamicina: Este farmaco pertenece al grupo de los aminoglucésidos de amplio es-
pectro, siendo activo tanto en bacterias Gram-positivas como Gram-negativas (Elks,
2014). El mecanismo de accién la kanamicina es su unién al ARNr 16S en la subuni-
dad ribosomal 30S, inhibiendo la sintesis de proteinas. El mecanismo de accion de los
ciclopéptidos como la kanamicina no esta completamente elucidado en M. tuberculosis
pero se sospecha que interfiere con la traduccién de proteinas e inhibe la sintesis de
fenilalanina en los ribosomas micobacterianos. Entre las mutaciones que confieren resis-
tencia a kanamicina presentes en M. tuberculosis se tienen los genes rrs (37 mutaciones
tunicas), tlyA (30 mutaciones unicas), ¢gidB (15 mutaciones dnicas) y el promotor eis
(12 mutaciones unicas), de las cuales 82 corresponden a mutaciones puntuales, 6 a

deleciones y 6 a inserciones (Georghiou et al., 2012).

Etionamida: La etionamida o 2-etiltioisonicotinamida es un andlogo estructural de
la isoniacida con efectividad contra cepas resistentes a isoniacida. Ademas, se ha com-
probado la eficacia de este farmaco en combinacién con pirazinamida en infecciones
resistentes, lo que la ha convertido en una droga de segunda linea para el tratamiento
de tuberculosis. La resistencia a esta molécula esta dada principalmente por cambios en
la enzima InhA, codificada por el gen inhA, especificamente la mutacion S94A. Dicha
mutacién genera la perdida de una molécula de agua y la disrupcion de una red de
enlaces de hidrégeno que impiden la unién del farmaco a la enzima. Otras mutaciones
en inhA son c¢-8t, c-15t y ¢-17t en la regién promotora del gen. Otros genes involu-
crados en la resistencia a etionamida son ndh y ndhA (alteracién del potencial redox),
mshA 'y mshC (alteracion de la sintesis de micotioles), nudC' (degradacién de los com-
plejos etionamida-NAD), ethA (activacién del farmaco), ethR (regulador del gen ethA)
(Vilcheze y Jacobs Jr, 2014).

Cicloserina: La cicloserina o R-4-amino-1,2-oxazolidin-3-ona, actiia sobre la sintesis

de la membrana celular e inhibe el crecimiento bacteriano. Al ser un analogo de la D-
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alanina tiene como diana terapéutica a dos enzimas involucradas en la etapa citosolica de
la sintesis de péptidoglicanos: la alanina racemasa (Alr) y la D-alanina:D-alanina ligasa
(Ddl). La primera de estas enzimas es dependiente de piroxal 5-fosfato que convierte
L-alanina en D-alanina. La segunda enzima corresponde a una ligasa dependiente de
ATP que une dos moléculas de D-alanina. Este dipéptido C-terminal esta presente en las
cadenas de pentapéptidos de monémeros peptidoglicanos maduros (Prosser y Carvalho,
2013. A nivel de resistencia, la accién de la cicloserina puede ser inhibida por mutaciones

en el gen ald (L-alanina deshidrogenasa) y alr (Desjardins et al., 2016).

Moxifloxacino: Este farmaco pertenece a la familia de las fluoroquinolonas, las cua-
les son altamente efectivas contra M. tuberculosis, siendo recomendadas en casos de
resistencia antibidtica. El moxifloxacino es una fluoroquinolona de cuarta generacion
que contiene un grupo 8-metoxi y un anillo diazabiciclononil hidrofébico con una confi-
guracién S,S en la posicién 7, lo que reduce la habilidad M. tuberculosis para expulsar la
droga mediante bombas de eflujo. Se recomienda el uso de moxifloxacino cuando exista
intolerancia a alguna de las drogas de primera linea o en casos de mono-resistenca a iso-
niacida. Este antibiético afecta tanto a bacterias Gram-positivas como Gram-negativas,
su mecanismo de accién corresponde a una unién a las enzimas ADN girasa o topoisome-
rasa II, lo que previene la replicacion, transcripcién y reparacién del ADN bacteriano. Se
especula que este proceso se da en dos pasos: formacion de un complejo bacteriostatico
quinolona - ADN girasa, seguido de la fragmentacion del cromosoma. Adicionalmente,
se ha demostrado la habilidad tnica del moxifloxacino para matar bacterias de M. tu-
berculosis en ausencia de sintesis de proteinas o durante el estado latente, lo cual es
util en casos de TBLA y la prevencién de recaidas. La resistencia a este farmaco, o a
las fluoroquinolonas en general, ocurre como resultado de mutaciones puntuales dentro
de la regién de resistencia a quinolonas (QRDR) presente en la enzima ADN girasa A
(gyrA) y ADN girasa B (gyrB). Las mutaciones més frecuentes en gyrA ocurren en los
codones A90V, S91P, D94G, D94A, D94Y, D94N, D94H. También, mutaciones dobles

en ambos genes han sido reportados (Naidoo et al., 2017).

Bedaquilina (BDQ): La bedaquilina es una diarilquinolina. Este farmaco es el inico
antituberculoso que tiene como diana el metabolismo energético de las micobacterias.
Especificamente, la bedaquilina ataca a la enzima ATP sintasa, siendo este un mecanis-
mo de accién altamente efectivo al no depender del estado celular de la bacteria (activa,
latente, en replicacién activa, extracelular o intracelular). Un potencial mecanismo de

resistencia se da por dos mutaciones en el gen atpE. Estas mutaciones evitan que la
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bedaquilina inhiba el paso de cationes, y por tanto, que la sintesis de ATP se detenga.
En un estudio se planteo que otro posible mecanismo de resistencia a bedaquilina seria
el mismo que el de clofazimina a través de una mutacién en el gen que codifica para
la proteina Mmpl5, la cual expulsa sideroforos (micobactinas y carboximicobactinas),

esenciales para la adquisicién intracelular de hierro (Esposito, Bianchini y Blasi, 2015).

Linezolid: Este farmaco ha sido la primer oxazolidinona que ha sido desarrollada y
aprobada para uso clinico. Presenta actividad ante una alta diversidad de bacterias,
sin embargo, su uso principal corresponde al tratamiento de enfermedades infecciosas
Gram-positivas incluyendo M. tuberculosis. Su mecanismo de accion corresponde a una
inhibicién de la sintesis de proteinas en hasta un 90 % mediante la prevencién de la
formacion del complejo funcional de iniciacién de la traduccion. Especificamente, esta
molécula inhibe la formacién de los complejos de iniciacién ribosomales que involucran
los ribosomas 30S y 70S en Escherichia Coli y T0S en Staphyococcus aureus. También, se
especula que las oxaolidinonas se acoplan a las subunidades 50S, distorsionando el sitio
de unién del factor de iniciacion ARNtfMet y evitando la formacion del complejo de
iniciacién (Clemett y Markham, 2000). A nivel de resistencia, la mutacién predominante
en M. tuberculosis corresponde T460C en el gen rplC| el cual codifica para una proteina
ribosomal (Beckert et al., 2012).

Delamanida: Esta molécula, derivada nitro-dihidro-imidazooxazol presenta activi-
dad antimicobacteriana in vitro altamente selectiva, sin mostrar actividad contra bac-
terias tanto Gram-positivas como Gram-negativas o de la flora intestinal. Los derivados
de nitroimidazo piranos actian a través de la inhibicion de la biosintesis de acido
micélico, previniendo la formacién de la pared celular y facilitando el ingreso de otros
medicamentos. La delamanida es una prodroga que se activa por accién de la enzima
nitroreductasa dependiente de deazaflavina, siendo uno de sus intermediarios de reac-
cién la molécula activa con propiedades antituberculosas. La resistencia a este farmaco
puede darse por una mutacién en alguna de los cinco genes que codifican para la enzima
F420: fgd, Rv3547, fbiA, foiB y fbiC. En andlisis in vitro se ha encontrado carencia de
conversion de delamanida a su forma activa, mientras que en analisis in vivo la resisten-
cia puede observarse en pacientes tratados con otros medicamentos antituberculosos.
No obstante, no se ha observado resistencia cruzada entre delamida y rifampicina, iso-

niacida, etambutol o estreptomicina (Esposito, Bianchini y Blasi, 2015).
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Clofazimina: Esta molécula pertenece a la familia de la riminofenazina, desarrolla-
da inicialmente en la década de 1950 como un antituberculoso. A pesar del temprano
descubrimiento de esta sustancia, su mecanismo de accién no ha sido plenamente identi-
ficado. Se cree que la clofazimina genera multiples efectos en la bacteria, como reduccion
del potencial redox que desestabiliza la membrana celular y la produccion de especies
reactivas de oxigeno. Entre los mecanismos de resistencia a este farmaco se han iden-
tificado mutaciones en el gen rv0678, que codifica para un represor transcripcional, la
mutacion G265T en el gen rv2535, que codifica para una peptidasa putativa, la mu-
tacion T1052C en el gen rv1979c, que codifica para una permeasa para transporte de

aminodcidos, entre otros (S. Zhang et al., 2015).

Carbapenémicos (Imipenem, Meropenem, Ertapenem) Este tipo de sustan-
cias pertenecen al grupo de penicilinas de amplio espectro. Estos farmacos presentan
actividad contra las proteinas de unién a penicilinas y contra las L,D-transpeptidadas
mediante una unién covalente e irreversible, lo que evita la formacion de entrecruzamien-
tos 3-3 en los peptidoglicanos de la pared celular. Adicionalmente, los carbapenémicos
no son neutralizados por la -lactamasa BlaC presente en micobacterias. Como posibles
mecanismos de resistencia se consideran permeabilidad reducida, menor afinidad a las
proteinas de union a penicilinas, mutaciones en -lactamasas y bombas de flujo capaces
de expulsar este tipo de compuestos (Esposito, Bianchini y Blasi, 2015). La tabla 2.4

presenta los genes asociados a resistencia antibidtica en Mycobacterium tuberculosis.

2.1.6. Diagnéstico de la Tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa que se caracteriza por tener una fase
latente prolongada y dificil de detectar, junto con una fase activa que puede ser altamen-
te perjudicial para el paciente, asi como altamente infecciosa. Existen diversas opciones
para el diagnéstico de la tuberculosis y su uso depende del propédsito de la prueba (De-
teccién de LTBI, tuberculosis activa o resistencia antibidtica). Dentro de las técnicas
para la identificaciéon de la tuberculosis se encuentran las técnicas de imagen como la
radiografia toracica, microscopia directa como la baciloscopia y la microscopia de fluo-
rescencia, pruebas de deteccién de antigeno, cultivo y técnicas de biologia molecular.
Sin embargo, s6lo las dos ultimas permiten identificar la enfermedad y la resistencia
antibiética al tiempo (Pai, M. P. Nicol y C. C. Boehme, 2016). A continuacién, se hace
una breve descripcién de los métodos mas comunes utilizados para el diagnéstico de

tuberculosis, sus ventajas y desventajas.
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Tabla 2.4: Genes asociados a resistencia antibiética en M. tuberculosis

Antibidtico Genes asociados a resistencia a antituberculosos
Isoniacida (INH) ahpC, inhA, katG, mshA, ndh, Rv1258c, Rv2752¢c
Rifampicina (RIF) rpoB, rpoA, rpoC, Rv2752¢

Etambutol (EMB) embA, embB, embC, embR, ubiA

Pirazinamida (PZA)  pncA, clpC1, panD, Rvi258c, PPES35, Rv3236¢
Fluoroquinolonas (FQ) gyrA, gyrB, None

Bedaquilina (BDQ)  pep@, Rv0678, mmpL5, mmpS5, atpE, Rv1979c
Linezolid (LZD) rplC, rrl

Clofazimina (CFZ) pep @, Rv0678, mmpL5, mmpS5, Rv1979c
Delamanid (DLM) fod1, ddn, fbiA, fbiB, fbiC, Rv2983, None
Amikacina (AMK) rrs, eis, whiB7, whiB6, ccsA, fprA, aftB
Estreptomicina (STM) rrs, rpsL, gid, whiB7, Rv1258c, whiB6
Etionamida (ETO) inhA, ethA, ethR, mshA, Rv3083, ndh
kanamicina (KAN) rrs, eis, whiB7

Capreomicina (CAP) rrs, tlyA, whiB6, ccsA, fprA, oftB

2.1.6.1. Prueba de tuberculina de Matoux

Esta prueba diagnéstica ha sido un estandar para la deteccion de tuberculosis, sien-
do ampliamente utilizada alrededor del mundo debido a su bajo costo y facilidad de
administracion. A pesar del extendido uso de esta prueba, la interpretacién de sus re-
sultados es altamente variable, ya que depende de las condiciones del paciente como
la edad, estado inmunolégico, comorbilidades y vacunacion previa, las cuales pueden
afectar la veracidad del resultado de la prueba de tuberculina (I. Shah, 2012). Adicio-
nalmente, esta prueba es altamente no especifica en ninos, sin importar si los mismos
ya han sido vacunados o no, lo cual puede deberse a condiciones fisiolégicas de estos

pacientes, que incluyen estados de desnutricién (Rehman et al., 2018).
A pesar de la facilidad de implementacion de la prueba tépica de tuberculina, la alta

incertidumbre en sus resultados ha llevado a la necesidad de investigar otros métodos
de diagnédstico que conserven su practicidad, velocidad y costo, pero con un aumento
significativo en la certeza de sus resultados. Uno de estos métodos corresponde a la
prueba de sangre, la cual se remonta hasta el ano 1990 con las pruebas de interferén ~,
disenadas para detectar la infeccién latente por tuberculosis. Las pruebas en sangre de-

tectan la produccién de interferén v realizada por las células sanguineas mononucleares
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expuestas a péptidos disenados para estimular los antigenos de M. tuberculosis. Este
tipo de pruebas presentan ventajas sobre la prueba tdpica como una Unica visita por
paciente, una cuantificaciéon objetiva y reactivos especificos (diana antigénica secreto-
ria temprana 6 [ESAT-6], proteina de filtrado de cultivo [CFP-10] y TB.7) (LoBue y
Castro, 2012).

2.1.6.2. Radiografia de térax

La infeccién por tuberculosis puede alojarse en los pulmones generando granulomas
en el espacio pleural y la particion del pecho. Regularmente, los granulomas licuados
pueden quedar remanentes en el espacio pleural, causando reinfeccién. Después que
este tipo de granulomas crece radicalmente y comprime el pulmén se produce dificultad
respiratoria. Este tipo de crecimiento puede diagnosticarse a través de radiografias de
torax, en donde la infeccién se observa como una masa blanca dentro del pulmén.
Dependiendo del lugar en que se desarrolle la infeccién se puede clasificar de diferentes
maneras: cavitaria si se da en los lI6bulos o parte superior de lo pulmones; miliar cuando
se presentan manchas dispersas por toda el area pleural; finalmente laringea, cuando
la infeccién se presenta en la laringe, siendo este tipo de tuberculosis extremadamente
infecciosa (Jemal, 2019). Las radiografias de térax actualmente siguen siendo uno de los

métodos principales de diagnéstico de tuberculosis (Skoura, Zumla y Bomanji, 2015).

2.1.6.3. Microbiologia diagndstica

Los métodos de diagnostico mediante cultivo generan una confirmacién absoluta
de M. tuberculosis. Sin embargo, requiere tiempos prolongados que pueden superar las
2 semanas, llegando inclusive a las 6 semanas. El cultivo se realiza generalmente a
37C y condiciones anaerobias, ya sea en agar solido o medio liquido. El principal tipo
de muestra utilizada para el cultivo microbiolégico es el esputo. El conteo viable de
unidades formadoras de colonias promedio para este tipo de muestra es de 7.39/ml
y un numero probable de microorganismos promedio de 8.37/ml (Dhillon, Fourie y
Mitchison, 2014). El cultivo directo del microorganismo ofrece ventajas tales como la

caracterizacion de la resistencia antibidtica.
Otra prueba microbiolégica empleada en muchos paises incluido Colombia para el

diagnostico de la tuberculosis, es la baciloscopia de esputo. Este método consiste en
la identificacién del bacilo por microscopia directa de muestras de esputo tomadas al
paciente de forma seriada. Esta prueba sélo permite la deteccién de la mitad de los

casos de tuberculosis y no permite identificar la farmacorresistencia.
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2.1.6.4. Pruebas moleculares para el diagnéstico de la tuberculosis

Las pruebas de diagndstico molecular basadas en PCR emplean como principio de
identificacién la hibridacién de cebadores moleculares especificos sobre el genes diana,
como es el caso del gen rpoB, causante de hasta el 95% de los casos de tuberculosis
resistente a la rifampicina y que a su vez codifica para una subunidad de la RNA po-
limerasa del microorganismo, permitiendo la identificacién clinica del bacilo y casos de
resistencia en menos de 24 horas. El uso de pruebas moleculares para el diagnodstico
de la tuberculosis se ha ampliado considerablemente desde 2010, cuando la OMS reco-
mendé por primera vez el uso de la prueba rapida Xpert MTB/RIF, la cual detecta de
forma simultédnea la tuberculosis y la resistencia a la rifampicina. En Latinoamérica la
disponibilidad de pruebas de diagndstico molecular rdpido ha aumentado notablemen-
te, pasando de los 11 equipos que habia en el 2011 a 591 del 2019 (PAHO, 2020). El
diagnéstico de casos de tuberculosis con estas pruebas aumenté de 13,1 % en el 2017 a
25,0 % en el 2019. Sin embargo, la baciloscopia sigue siendo el método més utilizado pa-
ra el diagnostico inicial de la tuberculosis en la Region de las Américas. A continuacion,

se describen las técnicas moleculares de uso clinico mas empleadas:

Xpert MTB/RIF La prueba Xpert MTB/RIF desarrollada por la empresa Cephied
Inc. es una prueba automatizada para el diagnéstico de tuberculosis basada en la detec-
cién de acidos nucleicos especificos del bacilo tuberculoso en cualquier muestra organica.
Esta prueba contiene de manera integrada los tres pasos requeridos para el analisis mo-
lecular de la muestra biolégica, como lo es la extraccién del ADN, su amplificacién y
la deteccién de la enfermedad. Las pruebas moleculares Gene Xpert MTB/RIF con-
sisten en una amplificacién de los dcidos nucleicos basada en cartuchos (NAAT) para
el diagndstico répido simultaneo de la tuberculosis y su sensibilidad antibiética (Helb
et al., 2010). Esta técnica molecular desarrollada por la Universidad de Medicina y
Odontologia de Nueva Jersey en colaboraciéon con Cephedi inc, purifica y concentra
los bacilos tuberculosos a partir de muestras de esputo, aisla el material genémico de
las bacterias capturadas por zonificacién y posteriormente amplifica el ADN gendémico
por PCR. El proceso identifica la mayoria de las mutaciones inductoras de resistencia
a la rifampicina clinicamente relevantes presentes en el gen rpoB, para lo cual emplea
sondas fluorescentes denominadas balizas moleculares. (C. C. Boehme et al., 2011). Ca-
da una de las cinco sondas posee mutaciones que inhiben su uniéon al ADN muestra,
interrumpiendo asi la senal de la sonda respectiva. Por lo tanto, cuando Xpert detecta
una mutacion, al menos una sonda no se une. Ciertas mutaciones que interfieren com-

pletamente con la union de la sonda dan como resultado un abandono o ausencia de la
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sonda, mientras que las mutaciones que permiten la hibridacién limitada de la sonda
estan representadas por sondas retardadas. Los resultados se obtienen de muestras de
esputo sin procesar en 90 minutos, con un riesgo biolégico minimo y muy poca capacita-
cion técnica requerida para operar. Esta prueba molecular puede detectar la presencia
de M. tuberculosis en muestras en menos de dos horas e inclusive, puede detectar la

resistencia a Rifampicina mediante el cebador del gen rpoB (Steingart et al., 2013).
Existen numerosos estudios que comparan la efectividad de las técnicas de detec-

cién por amplificacion con respecto a técnicas de cultivo directo, como las realizadas por
Piersimoni y colaboradores en 2019, quienes reportan tasas de sensibilidad entre el 87 %
y el 95 % para Xpert MTB/RIF Ultra y alrededor del 75 % para Xpert MTB/RIF (Pier-
simoni et al., 2019). Las pruebas de diagnéstico molecular, pese a lograr un diagndstico
rapido, presentan una sensibilidad intermedia, mejor que la microscopia de frotis, pero
menor que el cultivo directo del microorganismo, con el riesgo de resultados falsos nega-
tivos (Allahyartorkaman et al., 2019). Adicionalmente, pueden presentar disminucién en
su sensibilidad en pacientes co-infectados con VIH (Vergara Gémez, Gonzalez-Martin
y Garcia-Basteiro, 2017; Bahr et al., 2018). Pese a los valores de sensibilidad y espe-
cificidad de este método para detectar resistencia a rifampicina (R), se han observado
discrepancias entre los resultados fenotipicos y moleculares, por lo que cuando se detecta
una resistencia a R por el Xpert MTB/Rif, pero el método fenotipico seniala sensibili-
dad, sélo la secuenciacion del gen rpoB efectuada en laboratorios de referencia puede
resolver la discordancia y confirmar o descartar una TB-RR (Arias y Herrera, 2016).
Se estima que cuando la prevalencia de la resistencia a la R es menor al 2% en una
poblacién, un test positivo tiene 50 % de posibilidades de ser un error de laboratorio.
En la practica, en los casos en que se detecta TB-RR con el Xpert MTB/RIF, para
garantizar que no se trata de un falso positivo, por errores pre y post analiticos, se reco-
mienda repetir el Xpert MTB/Rif en una segunda muestra distinta del paciente. Esto
es especialmente necesario en pacientes que no estan en grupos de riesgo de resistencia

a rifampicina y en paises con baja prevalencia de TB-RR (Arias y Herrera, 2016).

Xpert MTB/RIF ULTRA Desde el lanzamiento de la prueba Xpert MTB/RIF se
han desarrollado cuatro generaciones, las cuales han mejorado parametros del diagnosti-
co a través de la combinacién de diferentes software y cartuchos. La cuarta generacion
(G4) tiene ademds modificaciones que mejoran la deteccion de resistencia a rifampicina.
Sin embargo, para mejorar aiin mas la sensibilidad de esta prueba, la empresa Cepheid
desarroll6 el test Xpert MTB/RIF Ultra a través de reingenieria de su antecesor, con

un nuevo cartucho que puede ser leido en mdaquinas previas con tan solo una actua-
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lizacion de software. Ultra incorpora dos dianas de ampliacién de multiples copias y
una camara de amplificacion de ADN de mayor volumen (World Health Organization,
2017). Adicionalmente, se ha reportado que Ultra mejoro el limite de deteccién a 15.6
UFC/mL de muestra (esputo) en comparacién con 112.6 UFC/mL requerida por Xpert
MTB/RIF (Chakravorty et al., 2017). En otro estudio se determiné que Ultra presenta
una sensibilidad del 85 al 91 % con especificidad del 94 al 97 % (Horne et al., 2019).

Ensayos de sensibilidad para las pruebas moleculares gene Xpert Numerosos
estudios comparan la efectividad de las técnicas de detecciéon por amplificacién con
respecto a técnicas de cultivo directo, como las realizadas por Piersimoni et al., en 2019,
quienes reportan tasas de sensibilidad entre el 87% y el 95% para Xpert MTB/RIF

Ultra y alrededor del 75 % para Xpert MTB/RIF (Piersimoni et al., 2019).
Las pruebas de diagnéstico molecular, pese a lograr un diagnéstico rapido, presentan

una sensibilidad intermedia, que si bien, es mejor que la microscopia de frotis, resulta
menor que el cultivo directo del microorganismo, con el riesgo de resultados falsos nega-
tivos (C. C. Boehme et al., 2011; (helb2010rapid)). Adicionalmente, pueden presentar
disminucién en su sensibilidad en pacientes co-infectados con VIH y ninos (Atherton
et al., 2019). La tabla ?? presenta mutaciones asociadas a la region RRDR en estudios

de diferentes regiones geogréaficas.
En 2015 Sanchez y colaboradores, identificaron que la mutacion rpoB I491F se ex-

presaba en el 30 % de las cepas aisladas de Mycobacterium tuberculosis en Swazilandia,
dicha mutacién no se detecta mediante el uso de Xpert MTB/RIF y habia sido catalo-
gada como una mutacion de baja frecuencia en aislamientos clinicos de otras regiones
del mundo como Hong Kong y Australia (Siu et al., 2011), lo que implica una reduccién
en la sensibilidad del diagnéstico por Xpert MTB/RIF en Swazilandia y presumible-
mente da como resultado un diagnéstico insuficiente y un tratamiento potencialmente

inadecuado (Elisabeth Sanchez-Padilla et al., 2015).
En 2023 Truman y colaboradores compararon los resultados de Xpert MTB /XDR

y analisis de secuenciacion de genoma completo para aislamientos de tuberculosis de la
peninsula balcanica, encontrando que WGS revel6 mutaciones menos conocidas en genes
que confieren resistencia a INH y ETH que no eran detectadas por la técnica Xpert
XDR, como es el caso de mutaciones dispersas a lo largo del gen ethA. La prueba
Xpert MTB/XDR no cuenta con marcadores moleculares tinicos para la identificacion
de dichas mutaciones (Truden, Sodja y Zolnir-Doveé, 2023). En 2022 Ule y colaboradores
realizaron una evaluacién de Xpert MTB/RIF para el diagnéstico de tuberculosis en un

laboratorio de referencia, encontrando mediante secuenciaciéon del gen rpoB la presencia
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Tabla 2.5: Mutaciones asociadas a la region RRDR en estudios de diferentes regiones
geograficas.

Pais y afio de publicacion Mutaciones dentro de RRDR Mutaciones fuera de RRDR Fuente
Brasil (2015) Serb31Leu, Ser531Trp, Asp516Phe Pheb05Val e Ile572Val Prim et al., 2015
. Ser531Leu, His526Tyr, Asp516Val Arg511Cys, Val 513 - . .
; 5 ) ) ) i . Ag 5 © Alad51As . ueana et ¢ 5
India (2015) Asp, Glu521Asp Asnd13His, Asp 435Glu y Ala451Asp Tgirumurugana et al., 2015
Ser531Leu, Ser531Trp, Ser531Phe, Ser531Gln. His526Leu,
Vietnam (2011) His526Asn, His526Arg, His526Tyr y His526Ser GIn490His y GIn490Arg Minh et al., 2011

Aspb16Val, Leub30Met
MDR-TB - Ser531Leu, His526Leu, Asp516Tyr,

Sudéfrica (2016) Leu533Pro, XDR-TB - Pro535Thr, Ile572Met, Tyr645His Dookie et al., 2016
Asp516Gly y Leu533Pro, S531L
China (2010) codén no. 531, 526, 516, 511, 522, 533,550, 509 y 572 Val550Leu Chen et al., 2010
Pakistan (2014) Ser531Leu, Asp516Val y Asp516Tyr. Ser5121le, Leu533Pro Qazi et al., 2014
Tailandia (2014) Ser531Leu e Hish26Cys, Gly523Ala Leu533Arg, Gly523Gly Leub38Arg, Gly536Gly Htike et al., 2014

de la mutacién H526N que ocasionaba resistencia de bajo nivel a la rifampicina, dicha

mutacion no fue detectada durante los ensayos moleculares (Belotti et al., 2022).

ANYPLEX La prueba ANYPLEX MTB desarrolada por la empresa Seegene usa
tecnologia de Oligonucleétido Cebador Dual (DPO por sus sligas en inglés) para preve-
nir el alineamiento no especifico de los cebadores con respecto a las muestras biologicas.
Adicionalmente, esta prueba utiliza la tecnologia de Deteccion de Amplicones Reales
(READ por sus siglas en inglés) que permite realizar multiplexing de alto rendimiento
en PCR de tiempo real junto con la tecnologia de 8-metoxipsoraleno (8-MOP) para
minimizar la contaminacién de ADN. Se ha reportado una sensibilidad del 87.5% con
especificad del 98.2 % en un total de 1167 muestras biologicas de pacientes con tubercu-
losis. Adicionalmente, se reporté un valor de prediccién positiva (PPV) del 80.2 %, valor
de prediccién negativa (NNP) del 99.0 % y una eficiencia general del 97.8 % (Lim et al.,
2014). De forma més reciente se ha desarrollado una nueva versién de la prueba ANY-
PLEX, llamada ANYPLEX II MTB/MDR/XDR que permite el andlisis simultaneo de
mutaciones que confieren resistencia a farmacos antituberculosis de primera y segunda

linea, junto con la deteccion de M. tuberculosis.
La version ANYPLEX II utiliza corte y extensién etiquetada de oligonucledtidos

en adicion a oligonucledtidos cebadores duales, lo que provee lecturas en tiempo real
basadas en andlisis de temperaturas de fusion durante el PCR. La prueba utiliza dos
cartuchos de PCR en donde uno se destina a la deteccién de M. tuberculosis y 25 mu-
taciones especificas (18 en el gen rpoB, 3 en la regiéon promotora del gen inbA y 4 en el
gen katG), y en el segundo se realiza deteccién de tuberculosis junto con 13 mutaciones
especificas de extrema resistencia (7 en el gen gyrA, 3 en el gen rrs y 3 en los promo-
tores eis). Como pardametros de rendimiento se determiné que la prueba ANYPLEX II
presenta sensibilidad del 97 % con especificidad del 100 %, valor de prediccién positiva
del 100% y valor de prediccién negativa del 99.1 %, lo que implica que la prueba es
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altamente confiable (Causse et al., 2015).

MTB LAMP Esta prueba fue disenada con 6 cebadores que reconocen ocho regio-
nes distintas del gen 16S de M. tuberculosis mediante el software PrimerExplorer V3,
aplicado a la tecnologia de Amplificacién Isotérmica Mediada por Bucles (LAMP por
sus siglas en ingles). Un conjunto de cebadores se compone de cebadores externos F3
y B3, cebadores internos Flp y BIP y cebadores de bucle FLP y BLP. Inicialmente,
esta prueba alcanzo una sensibilidad del 100 % con especificidad del 94.2 %, valor de
prediccién positiva del 94.1 % y valor de prediccién negativa del 100 % (Pandey et al.,
2008). En comparacién con otros métodos moleculares para deteccién de tuberculosis,
la prueba MTB LAMP presenta una alta sensibilidad (98.6 %) y especificidad (99 %),
valor de prediccion positiva del 99 % y valor de prediccién negativa del 94 %. Asi mis-
mo, en comparaciéon con la prueba Xpert demostro que presenta una menor sensibilidad

(99.1 % para Xpert) pero mayor especificidad (96 % para Xpert) (Bojang et al., 2016).

Ensayos con Sondas en Linea (LPA) Los ensayos con sondas en linea o LPA (Li-
ne Probe Assays) son pruebas moleculares que utilizan tiras reactivas de nitrocelulosa
(tecnologia DNA Strip) que contienen regiones moleculares parciales o sondas de los
genes de resistencia en estudio(Arias y Herrera, 2016). Esta tecnologia se realiza ex-
trayendo el ADN de las muestras en estudio, para luego realizar una amplificacion por
PCR muiiltiple de punto final seguido de una hibridacién reversa del ADN amplificado
a las sondas de ADN especifico unido a las tiras de nitrocelulosa y por ultimo se realiza
la evaluacion de las tiras para determinar la identificacién de especie y si se detectan
genes que confieren resistencia (Arias y Herrera, 2016). Algunos productos comerciales
disponibles para el diagndstico de tuberculosis mediante LPA son Genotype® MDRTB
plus, Genoscholar TB-NTM+MDR, Genotype MTBDR.

2.2. Herramientas bioinformaticas para el estudio
de la tuberculosis

La utilidad de las tecnologias de secuenciacion de proxima generacion ha sido amplia-
mente estudiada para mejorar la deteccion de tuberculosis resistente a los medicamentos
en todo el mundo (Gardy y Loman, 2018). La secuenciacién de genoma completo (WGS)
por sus siglas en inglés, ya esta siendo implementada en paises como Reino Unido, Di-
namarca y Estados Unidos para reemplazar las pruebas de susceptibilidad a farmacos

en la clinica y esta siendo evaluada como estrategia de la Organizacion Mundial de la
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Salud para la prediccion de perfiles de susceptibilidad a antituberculosos de primera
linea, con una secuenciaciéon inicial de 10,209 aislamientos procedentes de 16 paises
(CRyPTIC Consortium and the 100,000 Genomes Project, 2018). Esta estrategia per-
mite la identificacion con precisién de polimorfismos de un solo nucleétido presentes
en la region de resistencia a la rifampicina RR-DR. Asi como mutaciones presentes en
otras regiones que podrian generar procesos de resistencia antibidtica. Adicionalmente,
se ha demostrado que WGS es méas discriminatorio que las técnicas actuales de tipi-
ficacion molecular para diferenciar entre episodios de recaida o reinfeccion y resolver

transmisiones Faksri et al., 2016).
Diversos estudios han intentado validar WGS para intervenciones de salud ptblica.

Gardy, Johnston et al., 2011 demostraron la resolucion limitada de MIRU-VNTR para
la investigacion de brotes de tuberculosis mediante la secuenciacion de 32 aislamientos
de M. tuberculosis de un brote de tuberculosis de tres anos en Columbia, Canada. Los
datos WGS mostraron claramente la presencia de dos linajes distintos de M. tubercu-
losis con tipos MIRU-VNTR idénticos, aunque probablemente ambos descendian de
un ancestro comun historico. Torok et al., 2013 investigaron dos casos de MDR-TB
asociados con una escuela de idiomas en Cambridge, Reino Unido. Los casos tenian
nexo epidemiolégico, pero hubo discrepancia en los resultados fenotipicos; uno fue de-
terminado resistente a la estreptomicina y el otro sensible. Se determiné que ambos
aislamientos eran del linaje Beijing y del mismo tipo MIRU-VNTR. Sin embargo, la
diferencia fenotipica sugirié que eran cepas diferentes. El andlisis por WGS posterior
mostro que los aislamientos no mostraron ninguna diferencia en los SNP, lo que sugiere
un evento de transmisién directa o indirecta. Este caso destaca un problema particular

con la confiabilidad de las pruebas fenotipicas (Torok et al., 2013).
Otros estudios han investigado el impacto potencial de WGS en el beneficio del

paciente, al intentar predecir las susceptibilidad de los genotipos aislados a los antitu-
berculosos. Koser et al., 2013 demostraron que WGS puede proporcionar a los médicos
tratantes informacion valiosa en un periodo de tiempo clinicamente relevante, varias
semanas antes de que se obtengan los resultados de susceptibilidad fenotipica, cuyos
resultados son afectados por el tiempo de replicacion del microorganismo. Més recien-
temente, Pankhurst et al., 2016 calcularon los costos del tratamiento hospitalario para
tuberculosis resistente a los medicamentos, comparando el costo de las pruebas fenotipi-
cas y WGS, encontrando diferencias minimas, que corroboran la viabilidad econémica

de esta estrategia.
El advenimiento de la secuenciacién de proxima generacion ha convertido a WGS en

una alternativa mas rapida y cada vez maés accesible para los estudios de epidemiologia
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molecular. Por ejemplo, Ford et al., 2011 emplearon WGS para comparar los SNPs de 33
aislamientos de M. tuberculosis de monos Macacos cynomolgus con enfermedad activa,
latente o reactivada, estimaron la tasa de mutacion y encontraron que M. tuberculosis
continua adquiriendo mutaciones ain en estado latente, lo que segun estos investiga-
dores explica por qué la monoterapia con isoniazida para la tuberculosis latente es un
factor de riesgo para la aparicion de resistencia a la isoniazida. Roetzer et al., 2013
realizaron un estudio retrospectivo de vigilancia epidemioldgica de tuberculosis entre
1997 y 2010, lo que les permitié identificar un brote del linaje Haarlem de M. tubercu-
losis en Hamburgo. El analisis de WGS de estos aislados permitio el establecimiento de
nexos epidemiologicos, asi como identificar el posible inicio de la expansiéon del brote y

patrones de dispersion.
Tagliani et al., 2021 emplearon un enfoque basado en WGS para la vigilancia genémi-

ca de M. tuberculosis, este estudio analizé un total de 2218 aislamientos pertenecientes
a 25 paises europeos y presenta una caracterizacion genética de los aislamientos en-
contrando que los linajes mds frecuentes eran el linaje 4 (Euroamericano) y linaje 2
(Beiging) que representaron el 65 % y el 29,7 % de los aislamientos. Adicionalmente en
este estudio identificaron mutaciones asociadas a resistencia a rifampicina en el 97 %
de las muestras, de las cuales el 91,2% tenfan una resistencia adicional a la isoniaci-
da, asi como resistencia a las fluoroquinolonas en un 27 % y resistencia a almenos un

antibidtico inyectable en el 15 % de los aislados (TB-XDR).
Estudios aislados han secuenciado y analizado mediante WGS aislados latinoameri-

canos de tuberculosis, describiendo los linajes que circulan en diferentes paises y realiza-
do una caracterizacién de la resistencia antibidtica (Alvarez et al., 2016; De Las Rivas,
Bonavides-Martinez y Campos-Laborie, 2019; Baena et al., 2019; Nieto Ramirez et al.,
2020; Sanchez-Corrales et al., 2021). Sin embargo, en la biisqueda bibliogréfica realizada
para el desarrollo de esta tesis, no se encontraron estudios que comparen aislamientos
de diferentes origenes geograficos dentro del continente americano o que evalien la ca-
pacidad diagnéstica de las pruebas moleculares para la deteccion de la tuberculosis en

esta regién geografica, ya sea de forma experimental o computacional.
El cultivo previo del bacilo tuberculoso implica un retraso de entre 2 y 3 semanas

tanto para los estudios fenotipicos como para los andlisis de WGS. Adicionalmente, el
cultivo repetido reduce la diversidad genética de los microorganismos debido a la se-
leccién de clones adecuados para el crecimiento en cultivo y/o la pérdida aleatoria de
linajes. Los andlisis realizados directamente a la muestra de esputo representan un reto
debido a la baja cantidad de microorganismos y la presencia de ADN contaminante

humano y no micobacteriano. Brown et al., 2015 emplearon un método que utiliza ce-
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badores de ARN biotinilados disenados especificamente para el ADN de M. tuberculosis
para capturar ADN genémico del MBTC directamente de muestras de esputo, lo que
permite la secuenciacién del genoma completo sin necesidad de cultivo previo. Por su
parte, Nimmo et al., 2019 realizaron un estudio comparativo entre secuencias de geno-
ma completo de M. tuberculosis generadas a partir de 33 muestras clinicas emparejadas
utilizando dos métodos. En un método, el ADN se extrajo directamente del esputo y
luego se enriquecié con cebadores de oligonucledtidos y en el otro se extrajo del culti-
vo de micobacterias (MGIT), encontrando que el ADN secuenciado directamente del
esputo mostré una diversidad significativamente mayor dentro de la muestra que la del

cultivo.
Los andalisis de WGS podrian usarse para expandir los métodos moleculares especifi-

cos rapidos actuales al mejorar el poder predictivo de cualquier mutacion identificada,
mientras que el enfoque molecular requiere un desarrollo técnico constante para mante-
ner una lista completa de deteccion de mutaciones, WGS solo requiere actualizaciones
de su algoritmo predictivo, mejorando asi el poder de diagnodstico més rapidamente
(Witney et al., 2016). Entre las principales ventajas del uso de WGS para el estudio de
la tuberculosis estan la identificaciéon de un mayor niimero de mutaciones en simultaneo,
la identificacién de infecciones mixtas, la prediccion de resistencia antibidtica con un
enfoque holistico respecto al genoma del microorganismo, asi como una mayor com-

prension de los mecanismos moleculares implicados en la resistencia.
El uso cada vez mayor de WGS en las iniciativas de investigacion y salud publi-

ca asociadas a la tuberculosis, ha impulsado la generacién de desarrollos tecnologicos
especificos como software y servidores web que proporcionan resultados de tipologia
epidemioldgica, ttiles para el seguimiento y vigilancia de patologias. Los avances re-
cientes en tecnologias gendémicas de alto rendimiento, especialmente la secuenciacion
de préxima generacion para la secuenciacion del genoma completo de aislamientos de
M. tuberculosis, han brindado nuevos conocimientos sobre la evolucion molecular y la
diversidad gendémica de esta bacteria. Adicionalmente, estas herramientas permiten in-
ferir sobre la resistencia a los antibidticos en diferentes especies microbianas de interés
clinico. Entre las herramientas bioinformaticas mas empleadas para el estudio de la
tuberculosis se encuentran los servidores web CASTB, PhyResSe y TBProfiler y las
soluciones de software KvarQ) y Microbe Predictor (Steiner et al., 2014; Bradley et al.,
2015; Coll, McNerney et al., 2015; Feuerriegel et al., 2015; Iwai et al., 2015). Estas
herramientas proporcionan datos de tipeo a partir de WGS utilizando spoligotyping
In silico, polimorfismos de secuencia o variantes especificas para predecir la resistencia

a multiples farmacos. Sus principales diferencias radican en la posibilidad de analizar
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datos por lotes, la capacidad de exportar y almacenar los resultados, la facilitacion de
actualizacién, el formato de ingreso y grado de preprocesamiento de los datos requerido

(Schleusener et al., 2017).
Muchas canalizaciones de software se han desarrollado y estan en uso en laborato-

rios individuales o disponibles a través de interfaces web. Sin embargo, la implemen-
tacion futura de WGS en la practica clinica dependera del desarrollo de herramientas
de software robustas y validadas que sean faciles de usar e interpretar en el contexto
de diagndstico. Se estan desarrollando ejemplos prometedores que pueden predecir un
fenotipo a los pocos minutos de cargar los datos de la secuencia, por ejemplo, Mykro-
be (Witney et al., 2016). La confiabilidad de la prediccién genotipo-fenotipo depende
no solo de una buena correlacién de datos, sino también de buenos recursos de bases
de datos para permitir un facil acceso a dichos datos. El proyecto ReSeqTB reciente-
mente financiado, cuyo objetivo es implementar un repositorio tinico para correlaciones
validadas de tuberculosis resistente a los medicamentos, puede cumplir este papel. Sin
embargo, todavia se encuentra en las primeras etapas de desarrollo. La interaccion entre
las herramientas de software y las bases de datos globales de mutaciones de resisten-
cia e informacién filogenética es uno de los principales retos para las herramientas en
desarrollo Witney et al., 2016). El desarrollo de herramientas de software basadas en
WGS para tuberculosis no se limita a la identificacién de la resistencia antibidtica. A la
fecha han sido creadas estrategias bioinformaticas que facilitan la diferenciacion entre
tuberculosis activa y LTBI mediante métodos de discriminacion para la deteccion de
infecciones (Jiangpeng Wu et al., 2019) y algoritmos para la identificacién de infeccio-
nes mixtas por miembros del MTB Complex (Sobkowiak et al., 2018). Adicionalmente,
el uso de herramientas computacionales ha permitido la formulaciéon de nuevas sondas
para la detecciéon molecular de la tuberculosis (Loukil et al., 2018). La tabla 2.6 pre-
senta una recopilacion de herramientas de software, bases de datos y servidores web

disenados para el estudio de la tuberculosis.
Aproximaciones basadas en Machine Learning pueden emplearse para el diagnosti-

co de la tuberculosis. El aprendizaje de maquina con redes neuronales convulsionales
profundas (DCNN) puede emplearse para clasificar con precisién la tuberculosis en
radiografias de térax. Para este enfoque, Lakhani y Sundaram, 2017 emplearon dos
DCNN diferentes (AlexNet y GoogleNet) para clasificar las imégenes como “con ma-
nifestaciones de tuberculosis pulmonar” o como “sanas”. Este abordaje aumentado por
radidlogos resulté en una sensibilidad del 97,3 % y una especificidad del 100 %. Por su
parte, Xiong et al., 2018 construyeron un modelo de redes neuronales convolucionales

(CNN), llamado tuberculosis TB-AI, para la identificacién del bacilo tuberculoso en
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. Descripcién/Clasificacién
Herramienta

Andlisis filogenéticos Genotipado / Sitios de insercién Base de datos Andlisis de WGS / Andlisis de Afio de publicacién Autores

° o " Spoligotyping MIRU-VNTR-IS SNPs/WGS/RNA-seq Anotacién de genomas farmacoresistencia - ) ¢ ° .
CASTB X X X 2015 Iwai et al., 2015
GenoMycDB X X 2006 Catanho et al., 2006
GMTV X X X 2014 Chernyaeva et al., 2014
ISMapper X 2015 Hawkey et al,. 2015
ISsaga X 2011 Varani et al., 2011
MGDD X X 2008 Vishnoi et al., 2008
MIRU-VNTR plus X 2012 Waniger et al., 2010
Mycobrowser portal X 2010 Kapopoulou et al., 2011
MycoDB X X X 2012 Rodriguez-Cam al., 2012
PATRIC X X X 2006 Snyder et al., 2007; Wattam et al., 2014
PhyResSE X X 2015 Feuerriegel et al., 2015
PhyTB X X 2015 Benavente et al., 2015
SITVIT/SpolDB4 X 2012 Demay et al., 2012
SnpTree X 2012 Leekitcharoenphon et al., 2012
SpolPred X 2012 Coll et al., 2012
SpoTyping X 2016 Xia et al., 2016
TBDB X 2008 Galagan et al., 2010; Reddy et al., 2009
TB-Profiler X 2015 Colll et al., 2015
TGS-TB X X X 2015 Sekizuka et al., 2015
TRF 1999 Benson, 1999
TubercuList X X 1998 Coll et al., 1998; Lew et al., 2011

Tabla 2.6: Herramientas bioinforméticas para el estudio de la tuberculosis

imagenes de microscopia. TB-AI logré una sensibilidad del 97,94 % y una especificidad
del 83,65 %- (Yugaswara, Fathurahman et al., 2020), emplearon técnicas comunes de
aprendizaje automatico que incluyen Regresion logistica, Vecino més cercano, Naivy
Bayes, Maquina de vectores de soporte, Bosque aleatorio, Red neuronal y andlisis dis-
criminante lineal para diagnosticar la tuberculosis utilizando métodos de clasificacién

basados en datos clinicos.
En 2020, Jamal y colabores emplearon enfoques de aprendizaje automatico basados

en inteligencia artificial para predecir la resistencia en los genes rpoB , inhA | katG
, pncA, gyrA y gyrB para los medicamentos rifampicina, isoniazida, pirazinamida y
fluoroquinolonas. En dicha investigaciéon emplearon algoritmos de ML como Naivy Ba-
yes, vecino mas cercano, maquina de vectores de soporte y red neuronal artificial, para
construir los modelos de prediccion. Los modelos de clasificacién tuvieron una precision
promedio del 85 % en todos los genes examinados y se evaluaron en un conjunto de da-
tos externo invisible para demostrar su aplicacion. Ademas, se realizaron simulaciones

de acoplamiento molecular y dindamica molecular (Jamal et al., 2020).
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Resumen

La tuberculosis es una enfermedad de etiologia bacteriana causada por micobacte-
rias pertenecientes al Mycobacterium tuberculosis complex, esta patologia presenta un
espectro dinamico de infeccién asintomatica que puede migrar a una enfermedad poten-
cialmente mortal. Al dia de hoy, la tuberculosis es la principal causa de muerte por un
patogeno especifico y produjo entre 1.1 y 1.7 millones de muertes durante la presente
década. En Colombia, se estima que 16,000 personas adquirieron tuberculosis en el ano
2017 y 1,200 perdieron la vida. Se calcula que a nivel global el 3,3% de los casos de
tuberculosis nuevos y un 20 % de los casos previamente tratados exhiben un patrén de
multiresistencia antibiética, lo que junto a largos tratamientos antibiéticos dificulta el
control de la diseminacién del bacilo tuberculoso. El presente estudio explora las mu-

taciones presentes en genes asociados a resistencia antibidtica en 310 aislamientos de
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Mycobacterium tuberculosis de paises de América Latina y el Caribe mediante andlisis
In silico de susceptibilidad antibiética basada en SNPs. Presentamos un flujo de trabajo
bioinformatico que permite el andlisis de datos de secuenciacién gendémica, la identifi-
cacion de linajes microbianos mediante espoligotipado In silico, la caracterizacién de
la resistencia antibiotica mediante identificacién de mutaciones asociadas a resistencia
y predicciones computacionales de las pruebas moleculares de uso clinico GenoType
MDRTB plusv 2.0, Genoscholar NTM + MDRTB; Xpert MTB/RIF Classic, Xpert
MTB/RIF Ultra y Xpert MTB/XDR. Se aplicaron técnicas de aprendizaje automético
con el fin evaluar la capacidad de prediccion de los fenotipos resistentes a partir de
modelos de aprendizaje automatico para determinar la resistencia a los medicamen-
tos basados en las mutaciones encontradas. Este flujo de trabajo permitié clasificar el
53 % de los aislamientos como sensibles a los antibidticos, 19 % como TB-MDR, 17 %
tuberculosis monoresistente a seis diferentes farmacos, 7% tuberculosis polidrogoresis-
tente y 3% TB Pre-XDR. La tipificacién de espoligotipos de los aislamientos produjo
un total de 86 patrones diferentes de los cuales 20 se consideraron espoligotipos huérfa-
nos. Se identificaron 45 mutaciones de resistencia a los antibidticos y la presencia de la
mutaciéon de significado incierto L49P, presuntamente asociada a resistencia antibiética

cruzada a antituberculosos de segunda linea.

Palabras clave: Farmacorresistencia; Genémica comparativa; GenoType MDRTB;

Genoscholar; Spoligotyping; Tuberculosis; Xpert MTB probes.
1. Introduccién

La tuberculosis sigue siendo una de las enfermedades infecciosas mas letales del
mundo. Segun lo establece la Organizaciéon Panamericana de Salud, a 2021, cada dia
mueren al rededor de 4000 personas y cerca de 28000 resultan infectadas con el baci-
lo tuberculoso. Esta infecciéon se encuentra diseminada por todo el mundo y en 2019
afecté aproximadamente a 10 millones de personas (World Health Organization, 2019).
Segun estimaciones de OPS/OMS en América Latina se presentaron aproximadamente
290.000 casos de tuberculosis con cerca de 22.900 muertes asociadas (PAHO, 2020).
Se estima que aproximadamente 54.000 pacientes no recibieron atencién oportuna o
no fueron diagnosticados correctamente (PAHO, 2020). La mayor parte de los paises
latinoamericanos reportan entre 10 a 49 casos por cada 100 mil habitantes, con excep-
ciéon de Peru y Bolivia, que reportan 100 a 299 casos por cada 100 mil habitantes. M.

tuberculosis es el patégeno responsable por la mayoria de las infecciones reportadas. Sin
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embargo, también se han reportado casos de tuberculosis humana causada por otras

micobacterias del complejo (World Health Organization, 2013).
Se estima que en América Latina de cada 11000 pacientes con tuberculosis resistente

solo 5000 son diagnosticados correctamente, de los cuales, solo el 89 % reciben trata-
miento y de estos, solo el 59 % de los casos concluye con la erradicacién del patégeno
(PAHO, 2020). La multi-resistencia de M. tuberculosis en Latinoamérica es un proble-
ma que cobra cada vez mas relevancia. En particular, un 9% del total de casos de
tuberculosis en Peru presenta resistencia a farmacos, comparado con un 3% tanto en
Brasil como México. En el ano 2019 solo el 33 % de estos pacientes recibieron pruebas
de resistencia a farmacos, lo que deja un preocupante estimado de 7 mil pacientes con
tuberculosis resistente no diagnosticados o tratados. Ademas, la fraccién de tratamiento

exitoso de tuberculosis en el continente americano solo alcanzé un 56 % (PAHO, 2020).
Dada la elevada prevalencia de tuberculosis a nivel global, la OMS a través de su

plan “End TB Strategy” propone que el diagndstico de sensibilidad antibidtica sea de
uso rutinario, realidad que no se cumple debido a los altos requerimientos técnicos para
llevar a cabo estos andlisis. En la actualidad, dentro de las estrategias para la identifica-
cién de la tuberculosis se encuentran la radiografia toracica, baciloscopia, microscopia
de fluorescencia, cultivo del microorganismo y técnicas de biologia molecular basadas
en PCR. Sin embargo, sélo las dos ultimas permiten identificar la enfermedad y la
resistencia antibidtica al tiempo (Pai, 2020). Las técnicas de cultivo son demandan-
tes técnicamente, peligrosas en términos de bioseguridad, analizan un niimero limitado
de farmacos y no ofrecen informacién alguna sobre el origen del aislamiento o su vi-
rulencia. Adicionalmente, presentan limitaciones en cuanto al tiempo de diagnéstico
dada la biologia propia del microorganismo, cuyo crecimiento efectivo varia entre dos
y cuatro meses (R. S. Lee y Behr, 2016). La tuberculosis es quizd una de las enfer-
medades mas estudiadas que existen. Sin embargo, con un microorganismo que exhibe
patrones de resistencia antibidtica cambiantes, un diagnodstico lento y la dificultad pa-
ra la identificacién de patrones de multiresistencia, es necesario seguir innovando para
el entendimiento de esta enfermedad a través de estudios que se concentren el areas
geograficas donde existe una alta prevalencia como es el caso de los paises de América

latina y el Caribe.
El uso cada vez mayor de secuenciacién de genoma completo (WGS) en las iniciativas

de investigacion y salud publica asociadas a la tuberculosis, ha impulsado la generacion
de desarrollos tecnologicos como software y servidores web que proporcionan resultados
de tipologia epidemiolégica, utiles para el seguimiento y vigilancia de patologias. Adi-

cionalmente, estas herramientas permiten inferir sobre la resistencia a los antibioticos
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en diferentes especies microbianas de interés clinico. La utilidad de las tecnologias de
secuenciacién de proxima generacion ha sido ampliamente estudiada para mejorar la
deteccién de tuberculosis resistente a los medicamentos en todo el mundo (Gardy y
Loman, 2018). Esta estrategia permite la identificacién con precisién de polimorfismos
de un solo nucledtido presentes en la regién de resistencia a la rifampicina RR-DR. Asi
como mutaciones presentes en otras regiones que podrian generar procesos de resisten-
cia antibidtica. La secuenciacion de genoma completo ya esta siendo implementada en
paises como Reino Unido, Dinamarca y Estados Unidos para reemplazar las pruebas
de susceptibilidad a farmacos en la clinica y esta siendo evaluada como estrategia de
la Organizacién Mundial de la Salud para la prediccién de perfiles de susceptibilidad a
antituberculosos de primera linea, con una secuenciacion inicial de 10,209 aislamientos
procedentes de 16 paises (CRyPTIC Consortium and the 100,000 Genomes Project,

2018).
El presente estudio explora las mutaciones presentes en genes asociados a resistencia

antibiotica en 310 aislamientos de Mycobacterium tuberculosis de paises latinoamerica-
nos mediante andlisis In silico de susceptibilidad antibidtica basada en SNPs. Presenta-
mos un flujo de trabajo bioinforméatico que permite el anélisis de datos de secuenciacion
genomica, la identificacién de linajes microbianos mediante espoligotipado In silico, la
caracterizacion de la resistencia antibiotica, interpretacion de la relevancia clinica de
las mutaciones encontradas y predicciones computacionales de resultados de pruebas

moleculares de uso clinico.
2. Materiales y métodos
2.1 Generacion de la muestra

Se realizé una busqueda de datos de secuenciacion de genoma completo de M. tu-
berculosis en la base de datos NCBI para los 38 paises que conforman América Latina y
el Caribe. Se excluyeron datos de RNA-Seq y aislados pertenecientes a otras micobac-
terias del MTBC incluyendo M. bovis. Se realizé una seleccion aleatoria de las muestras
por pais, las cuales posteriormente fueron analizadas con el programa FastQValidator
version 1.0.5 2017 (http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/) con el fin
de validar la integridad de los archivos fastq descargados. Se construyé una muestra
final de 310 genomas distribuidos en 7 paises: Argentina (n=20), Brazil (n=63), Colom-
bia (n=26), Guatemala (n=24), México (n=83), Panamé (n=40) y Pert (n=54). En el

caso de Colombia se encontraron 16 genomas publicados y se incluyeron 10 genomas
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adicionales secuenciados por el grupo de Investigacion Médica de la Universidad de
Manizales y el Grupo de Resistencia Antibidtica de Manizales - GRAM. Los codigos de

acceso de NCBI de los genomas evaluados se presentan en el anexo 1.
2.2 Identificacion de linajes y familias de espoligotipos.

Se identificaron los linajes y sublinajes de las muestras empleando un anélisis de
genotipos asistido por computadora mediante spoligotyping, se empled la herramienta
Spotyping V.2.0 (https://github.com/xiaeryu/SpoTyping-v2.0) para la obtencion de es-
poligotipos en patrén binario y octal, se asigné el clado y el niimero SIT (Spoligotyping
International Type number) empleando la SITVITWEB database. Una vez idenificados
los linajes se realizé una validacién de los linajes obtenidos empleando los 62 marcadores

Unicos para la discriminacion entre cepas de tuberculosis propuesto por Coll et al.; 2014.
2.3 Analisis de farmacorresistencia.

Se realizé un analisis de calidad para cada una de las muestras seleccionadas em-
pleando el programa FastQC versién 0.11.9 (Brown, Pirrung y McCue, 2017). La re-
mocion de los adaptadores y la eliminacién de lecturas de baja calidad se realizé con
trimmomatic versién 0.36 [SLIDINGWINDOW:4:15 LEADING:3 TRAILING:3 MIN-
LEN:80] (Bolger, Lohse y Usadel, 2014). Para la identificacién y filtrado de variantes
se empled el flujo de trabajo bioinformatico propuesto por Sanchez y colaboradores.
Este flujo de trabajo emplea Kraken v.2 para la deteccién de posible contaminacién
con otros microorganismos incluyendo otras micobacterias (Wood, J. Lu y Langmead,
2019). Se realiz6 el mapeo de las lecturas contra el genoma de referencia H37Rv (NC-
BI: NC-000962) empleando el programa BWA version 0.7.17 (Li, 2013). Las lecturas
duplicadas fueron marcadas y excluidas por el médulo Mark Duplicates de Picard v
2.9.1. El control de la calidad del alineamiento se realizé con el programa Qualimap
versién 2.2.1 (Okonechnikov, Conesa y Garcia-Alcalde, 2016). La profundidad de todos
los loci de interés asociados a resistencia antibidtica se realizé con Alfred (Rausch et al.,
2019). Para el llamado y el filtrado de variantes se utiliz6 GATK versién 4.2.0.0 con
configuracion Hard Filter (McKenna et al., 2010). La anotacién funcional de variantes
de un solo nucledtido (SNV) e inserciones o eliminaciones (INDEL) se realiz6 utilizan-
do NGSEP versién 4.0 y SnpEff 5.0 (McKenna et al., 2010; Cingolani et al., 2012).
Se determinaron como variantes altamente confiables aquellas que complieran con los
parametros QD<2.0, FS>60.0, SOR>3.0, MQ<40.0, MQRankSum <-12.5 y ReadPos-
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2.4 Susceptibilidad antibidtica mediante secuenciacién de genoma completo.

Se identificé la resistencia antibidtica de los aislados a 16 farmacos antituberculosos
como lo son amikacina, etambutol, capreomicina, etionamida, isoniacida, kanamicina,
pirazinamida, rifampicina, bedaquilina, clofazimina, delamanid, estreptomicina, linezo-
lid, levofloxacina, moxifloxacin y acido paraaminosalicilico a partir de la identificacion
de variantes asociadas a farmacorresistencia. Se construyo un script en el lenguaje de
programacion python 3.0 que toma las variantes filtradas del llamado de variantes y
las clasifica empleando el catdlogo de mutaciones de resistencia en MBTC propues-
to por la OMS (World Health Organization, 2021). Las mutaciones encontradas son
clasificadas como: con asociacién a resistencia antibidtica comprobada (R-Associated),
con probable asociacién a resistencia (R-interim), variantes de significancia incierta
(R-Uncertain) y sin asociacién comprobada a la resistencia (R-NotAsociated). Esta
aproximacion permite asociar cada aislamiento con un posible fenotipo resistente y
categorizar las muestras como sensibles, monoresistentes, MDR, pre-XDR o XDR. Adi-
cionalmente, el script propuesto genera un informe de resistencia para todas las mu-
taciones encontradas en genes de interés, indicando el farmaco al cual confieren resis-
tencia, su clasificacién segtin la OMS y valores de sensibilidad y especificidad asociados
a la resistencia (Anexo 3). Este script se encuentra disponible en el siguiente enla-
ce: https://github.com/marorjuelarod/MTBResUCaldas.git. Se valido la capacidad de
clasificar los fenotipos de resistencia mediante el anélisis de un subset de datos pertene-
cientes al proyecto Comprehensive Resistance Prediction for Tuberculosis - Cryptic”los
cuales cuentan con resultados experimentales de caracterizacién de resistencia (NC-
BI PRJNA413593). Se valido la identificacién de mutaciones de resistencia mediante
el andlisis de los genomas secuenciados por Sanchez y colaboradores, en cuya publi-
cacion se reportan las mutaciones encontradas para 9 aislamientos de tuberculosis de
Chinchiné, Colombia (Sanchez-Corrales et al., 2021). Asi mismo, se compararon los
resultados obtenidos empleando para herramienta Tbh-profiler para un subset de 15 ge-
nomas (https://github.com/jodyphelan/TBProfiler).

2.5 Pruebas moleculares para el diagnostico de la tuberculosis.

Se realizo una aproximacién computacional a los resultados de las pruebas mole-
culares de uso clinico GenoType MDRTB plus v2.0, Genoscholar NTM+MDRTB II;
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Xpert MTB/RIF Classic y Xpert MTB/RIF Ultra empleando la herramienta MycTB
Genome to Test (MTBGT) (Ng et al., 2019). Adicionalmente se realizé una aproxima-

cion a los posibles resultados de la prueba diagnéstica Xpert MTB/XDR mediante un
enfoque basado en SNPs. Las aproximaciones computacionales a posibles resultados de
las pruebas moleculares busca identificar aquellas variantes de resistencia que no son
tenidas en cuenta por estas pruebas, ya sea por que estén en regiones diferentes a las
evaluadas por la técnica o por que la técnica no contemple su identificacién, permitien-
do asi contribuir a la informacion disponible sobre las pruebas moleculares empleadas
para el diagnéstico de la tuberculosis. La figura 3.1 describe el flujo de trabajo bioin-

formatico empleado en la presente investigacién.
2.6 Analisis de Machine Learning para el estudio de variantes genémicas.

Se emplearon métodos de aprendizaje automético para evaluar la capacidad de
clasificacién de fenotipos de resistencia a partir de SNPs. Se construyé un conjun-
to de datos de entrenamiento que correlaciona los SNPs de alta calidad encontrados
para cada genoma con una etiqueta binaria de resistencia/susceptibilidad. Se incluye-
ron adicionalmente datos genémicos de aislados de MTB de otras regiones geograficas
con el fin de enriquecer la diversidad genética, para un total de 396 genomas evalua-
dos [Alemania (7); Bélgica (3); Italia (4); Paises bajos (8); Reino Unido (38); Rusia
(19); Serbia (1); Sudafrica (1); Suiza (5); Argentina (n=20), Brasil (n=63), Colom-
bia (n=26), Guatemala (n=24), México (n=83), Panama (n=40) y Pert (n=54)]. La
presencia/ausencia de una mutacién se representé mediante una clasificacién binaria
en el dataset de entrenamiento, donde 1 indica la presencia y 0 indica la ausencia.
Se usé validacién cruzada en 3 particiones (train, test, validation) para evaluar 4 al-
goritmos supervisados de clasificacién como lo son Naive Bayes (NB), K vecino mas
cercano (KNN), Support Vector Cluster (SVC), Random Forest (RF) y regresién logisti-
ca (LGR). El notebook que permite reproducir este experimento puede encontrarse en
https://colab.research.google.com/drive/1maZ710mgkOry lcmzHkxIx97HI8c4qczH. Se pa-
ra cada algoritmo evaluado se determiné la exactitud y se generaron las curvas de ca-

racteristicas de funcionamiento del receptor (ROC)
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Figura 3.1: Flujo de trabajo bioinformatico para el anélisis genémico de aislados de M.

tuberculosis

3. Resultados
3.1 Analisis de espoligotipos e identificacién de linajes

La tipificacion de espoligotipos de los 310 aislamientos de micobacterias produjo
un total de 86 patrones de espoligotipos diferentes siendo el 000000000003771 el mas

frecuente, este patrén corresponde al SIT1 y pertenece al linaje 2 (East-Asian) clado
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Beijing (15.16 %). Otros espoligotipos frecuentes fueron SIT53, SIT1355, SIT92 y SIT42,
los cuales corresponden a las familias T1 (9,03 %), LAM3(8,38 %), X3 (7,09 %) y LAM9
(5,8 %) del linaje Euroamericano respectivamente. De los 86 patrones encontrados, 66
(76,77 %) se encuentran reportados en la base de datos SITVITWEB, por lo tanto,

se consideraron "tipos compartidos”, mientras que los 20 patrones restantes (23,25 %)

se consideraron spoligotipos huérfanos. No se logré la asignacion de espoligotipos en
2 muestras (0.64%). Sin embargo, fue posible identificar su linaje empleando los 62
marcadores unicos para la discriminacién entre cepas de tuberculosis propuesto por
Coll et al., 2014. E1 60 % de las muestras se agruparon en 9 patrones de espoligotipos

y el 17% de los patrones encontrados fueron tinicos (Tabla 3.1).

Tabla 3.1: Frecuencia de espoligotipos de M. tuberculosis encontrados para genomas de Latinoamérica

Spoligotype Spoligotype octal Frequency % SIT Clade Lineage
0000000000000000000000000000000000111111111  000000000003771 15,16 1 Beijing L2 East-Asian
1111111111111111111111111111111100001111111 TTTTTTTTTT60771 9,03 53 T1
1111111111111111111000001111011100001110111  777777407560731 8,39 1355 LAM
1110000000001111101111111111111100001111111 700076777760771 7,10 92 X3
1111111111111111111100001111111100001111111  777777607760771 5,81 42 LAM9
0000000000000000000000001000000100001111111  000000004020771 5,81 2 H2
1111111100011111111100001111111100001111111 776177607760771 3,23 33 LAM3 .

L4 Euro-American
0000000000000000000000001111111100001111111  000000007760771 2,90 4 H3
1111111111111111101111111111111100001100001 TTTTT6777760601 2,58 137 x2
1111111111111111111111111000000100001110111  777777774020731 1,94 62 H1
1111111111111111000001111111011100001111111 TTTT74077560771 1,94 222 X1
1111111100011111111000000000000000000011111  776177400000171 1,61 106 LAM
1110000011111111111111111111111100001111111 7017777760771 1,61 * *

* Spoligotipo huérfano (No reportado en SITVITWEB database).

El linaje 4 (Euro-American) fue el més abundante y diverso dentro de las muestras
evaluadas (77,42 %), seguido por los linajes 2 (16.13%), 3 (1.29%) y 1 (0.64%). El
sublinaje més reportado para el linaje euroamericano fue la familia de espoligotipos
LAM (Latin American and Mediterranean), otras subfamilias encontradas dentro del
linaje 4 fueron T (9,35%), X (11,29%), Haarlem (11,61%) y S (0.64%). El 7,74 %
restante de las muestras fueron clasificadas dentro del linaje 4 pero no fue posible

discriminar entre las subfamilias T, H y X (Fig. 3.2).
La asignacién de espoligotipos y ntimero SIT permitié la correcta identificacion

de linajes en el 99,3% de las muestras, encontrandose concordancia entre los clados
asignados por spoligotyping y los asignados empleando los 62 marcadores unicos de
Coll et al., 2014. El linaje 4 fue dominante en 6 de los 7 paises considerados en este
estudio y contd con una alta diversidad representada en la identificacién de al menos

2 familias diferentes en cada pais. Se encontré la presencia del linaje 2 (East-Asian)
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Figura 3.2: Linajes y familias de espoligotipos encontrados en genomas de M. tubercu-
losis latinoamericanos

en todos los paises, siendo Panama el pais con mayor representatividad. Este resultado
no permite considerar la dominancia epidemiolégica de este linaje para el pais, toda
vez que la totalidad de las muestras provienen de un mismo estudio y localidad. Se
identifico la presencia del linaje 3 en Guatemala, México y Brasil, asi como 2 muestras
del linaje 1 en México (Fig. 3.3). El anexo 4 presenta el listado total de espoligotipos

encontrados durante esta investigacion.
3.2 Analisis de susceptibilidad antibidtica.

El analisis de susceptibilidad antibidtica permitié asociar los SNPs encontrados en
cada una de las muestras con diferentes fenotipos. Se consideraron aislamientos re-
sistentes aquellos que presentaran al menos una de las mutaciones reportadas como
criticamente asociadas a la resistencia antibidtica segin la OMS (World Health Or-
ganization, 2021). De los 310 aislamientos evaluados el 53 % fueron clasificados como
sensibles a los antibiéticos, el 19% como TB-MDR, 17 % tuberculosis monoresistente,
7% Tuberculosis poliresistente y 3% Pre-XDR. Las monoresistencias més frecuentes
fueron resistencia a la rifampicina y a la isoniacida. Sin embargo, también se encontra-
ron casos de monoresistencia a la pirazinamida, estreptomicina, levofloxacino y etam-
butol. Argentina fue el pais con mayor proporcién de casos de tuberculosis resistente,
identificandose que el 95 % de los aislados evaluados presentaron algin tipo de resisten-

cia antibidtica, seguido por Brasil (62 %), Pert (59 %) y México (58 %). Los paises con
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Figura 3.3: Linajes de M. tuberculosis identificados para latinoamérica

mayor porcentaje de casos de tuberculosis multidrogorresistente y polidrogorresistente
fueron Argentina, Pert y México, con el 60 %, 19% y 17% de los aislados resistentes
respectivamente. La totalidad de los aislamientos de Panama fueron clasificados como
sensibles a los antibiéticos.

El presente estudio permitié identificar en total 45 diferentes mutaciones asociadas

a resistencia en los 310 genomas de aislados latinoamericanos. La rifampicina fue el
antibiético con mayor diversidad de mutaciones encontradas (13), seguido por la pira-
zinamida (13), el levofloxacino (5) y el etambutol (5). E1 7% de los aislamientos fueron
clasificados como tuberculosis monoresistente a la rifampicina, en todos los casos las
mutaciones asociadas a la resistencia fueron encontradas en el gen rpoB. La mutacién
mas comun para este gen fue S450W, que se encontré en 53 aislamientos de tuberculosis
distribuidos en Brasil, Colombia, México y Peri. Esta mutacién ha sido reportada en

todo el mundo y se ha asociado con niveles moderados de resistencia a la rifampicina.
Se encontro la presencia de mutaciones tnicas asociadas a la distribucion geografica

para la resistencia a la rifampicina, como fue el caso de las mutaciones sobre la po-
sicion 445 del gen rpoB, en las cuales la mutacion H445D fue encontrada tnicamente
en aislamientos de Brasil y Pert, mientras que las mutaciones H445L y H445Y fueron

exclusivas de México y Colombia respectivamente (Tabla 3.2). Es de resaltar que dado
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el nimero limitado de genomas estudiados no es posible restringir estas mutaciones a
un pais o poblacién especifica. Adicionalmente, se identificé la presencia de una com-
binacion de las mutaciones H445N y L452V en el gen rpoB para uno de los aislados de
México.

Respecto a la isoniacida, se encontraron 24 casos de monoresistencia, siendo Brasil
el pais con el mayor niimero de casos, todas las mutaciones identificadas se encontraban
en el gen katG. S315T fue la mutacion asociada a resistencia con mayor frecuencia a lo
largo de este estudio, con 98 casos distribuidos en Brasil, Colombia, Argentina, México
y Pertd, mientras que la variante S315N fue encontrada tnicamente en Brasil y Pert,
con un caso cada uno. Se identificé la presencia de 3 diferentes mutaciones asociadas al
gen RPSL como lo son K43R, K88Q) y K88R, las cuales estan directamente asociadas a
la resistencia a la estreptomicina, asi como la mutaciéon P84L en el gen GID. El 19,2 %
de los aislamientos presentaron al menos 1 de las 5 mutaciones asociadas a resistencia a
etambutol reportadas en la tabla 3.2. La mayor parte de los casos de resistencia a este

farmaco fueron asociados a eventos de polidrogoresistencia.
El gen pncA tuvo el mayor nimero de SNPs asociados, con 13 diferentes variantes

distribuidas a lo largo del gen, el cual esta intimamente relacionado con la resistencia a la
pirazinamida. Otras resistencias identificadas en este estudio fueron la monoresistencia
a la estreptomicina, al etambutol, y a la levofloacina, cada una de ellas correspondiente
a menos del 1% de los casos. No se encontraron mutaciones sinénimas asociadas a

resistencia para ninguno de los genes evaluados.
Se identificaron sélo 4 casos de resistencia a la etionamida, todos ellos causados por

la presencia de las mutaciones P378L o S390L en el gen ethA. Se encontrd la presen-
cia de la mutacion L49P en el gen de la nitrorreductasa dependiente de deazaflavina
(ddn). Esta mutacion es categorizada como de significancia incierta debido a que no se
cuenta con estudios suficientes que respalden una asociacién directa con casos de resis-
tencia antibiotica. No se encontraron mutaciones asociadas a resistencia a la amikacina,
capreomicina, kanamicina, bedaquilina, clofazimina, linezolid, moxifloxacin y acido pa-
raaminosalicilico. El anexo 2 presenta el listado de genotipos de resistencia encontrados

en el desarrollo de esta investigacion.
3.3 Rendimiento In-silico de pruebas de diagnoéstico molecular.

El uso de la herramienta MycTB Genome to Test (MTBGT) permitié caracterizar la
capacidad diagnéstica de las pruebas GenoType MDRTB plusv 2.0, Genoscholar NTM
+ MDRTB; Xpert MTB/RIF Classic y Xpert MTB/RIF Ultra para el diagndstico de
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Tabla 3.2: Mutaciones asociadas a resistencia para aislados de tuberculosis de América
Latina y el Caribe

Pais
Brasil Colombia Guatemala México Panamd Pert Argentina
0 0 0 1 0

Antibidtico Gen Mutacion

D328Y
G406D
Etambutol embB M306V
Q497R
Y319S
P378L
S390F
S315N
S315T
D94G
D94H
Levofloxacino  gyrA D94N
DI4Y
S91P
D8G
GI7S
H51R
H57Y
K48T
L120P
Pirazinamida  pncA Q10P
QI10R
V128G
V139G
W68G
Y103C
Y103H
D435V
D435Y
H445D; RPOB H445R
H445L
H445N; RPOB L452V
H445Y
Rifampicina rpoB L430P
L452P
Q432K
Q432L
Q432P
S450L
S450W
GID P84L
K43R
RPSL K88Q 2 0 0
K88R 0 0 0
Delamanid ddn L49P* 0 0 0

*Mutacién de significancia incierta.
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la tuberculosis y la resistencia a la rifampicina. Esta herramienta permite caracterizar
la resistencia antibidtica mediante la identificacién de mutaciones asociadas al gen rpoB
y la regién de resistencia a la rifampicina (RR-DR), por lo cual se evalué la resistencia
a otros farmacos mediante scripts propios, empleando un enfoque basado en SNPs.
Todas las pruebas analizadas brindaron una sensibilidad del 100 % para la identificacién
de casos de tuberculosis. Sin embargo, se evidenciaron variaciones en su capacidad
para identificar correctamente la presencia de mutaciones asociadas a la resistencia
antibidtica.

Las técnicas GenoType MDRTB plus v2.0 y Genoscholar NTM + MDRTB detec-
taron correctamente la resistencia a la rifampicina en el 97 % de los casos, identificando
erréneamente como sensibles 4 de los aislamientos resistentes. Estas muestras presen-
taban al menos una de las mutaciones Q432P, Q432L, Q432K o D435Y en el gen rpoB.
Adicionalmente, las dos pruebas diagndsticas permiten caracterizar la resistencia a la
isoniacida mediante sondas que hibridan en los genes inhA y katG. Se obtuvo una sen-
sibilidad del 100 % para la identificacién de tuberculosis monoresistente a la isoniacida
y una sensibilidad del 93 % para el diagndstico de casos de TB-MDR. Es de resaltar
que las pruebas GenoType MDRTB plus v2.0 y Genoscholar NTM + MDRTB estan
disenadas exclusivamente para la identificacién de casos de resistencia a la rifampicina
e isoniacida mediante sondas que hibridan en los genes anteriormente mencionados. Por
lo tanto, no es posible detectar resistencia a otros farmacos, incluyendo otras monore-

sistencias y polidrogoresistencias empleando estas técnicas.
La sensibilidad de las pruebas Xpert MTB/RIF Classic y Xpert MTB/RIF Ultra

para la deteccién de resistencia a la rifampicina fue del 100 %, identificando correcta-
mente todas las mutaciones encontradas en este estudio para el gen rpoB. Estas pruebas
se basan en la hibridacién de sondas sobre la region RR-DR. Sin embargo, no detectan
mutaciones por fuera de esta regién, lo que limita ampliamente su alcance para la de-
teccion de otras monoresistencias, polidrogoresistencias e incluso casos de TB-MDR. La
sensibilidad global de las técnicas Xpert MTB/RIF Classic y Xpert MTB/RIF Ultra

para la identificacién de farmacorresistencia fue de solo el 71 %.
En combinacién con la prueba de primera linea Xpert MTB/RIF Ultra, recien-

temente ha sido creada la prueba Xpert MTB/XDR, la cual aumenta la capacidad
diagnostica de sus antecesoras mediante la deteccion de mutaciones asociadas a la re-
sistencia a la isoniazida, las fluoroquinolonas, los farmacos inyectables de segunda linea
(SLID) (amikacina, kanamicina, capreomicina) y la etionamida en una sola prueba.
Xpert MTB/XDR tuvo una sensibilidad del 100 % para la identificacién de mutaciones

asociadas a la resistencia a la rifampicina, isoniacida y levofloxacino. Sin embargo, la
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técnica no detectd la presencia de mutaciones asociadas a la resistencia a la etionamida,

etambutol y pirazinamida.
3.4 Analisis de Machine Learning para el estudio de variantes genémicas.

Se construy6 un conjunto de datos de entrenamiento que correlaciona las mutacio-
nes encontradas en los diferentes aislamientos con el fenotipo de resistencia. La pre-
sencia/ausencia de una mutacion se representé mediante una clasificacién binaria en el
dataset de entrenamiento, donde 1 indica la presencia y 0 indica la ausencia. Para cada
farmaco y aislado se consideré una etiqueta binaria de resistencia/susceptibilidad. Se
abordaron en total 35553 variantes a lo largo del genoma. Dada la asimetria y desbalan-
ce entre el nimero de muestras y atributos, se emplearon técnicas de data augmentation
con el fin de extender el muestreo aleatoriamente en el conjunto de entrenamiento. El
uso de métodos de aprendizaje automético no supervisados, arrojo valores de exactitud
superiores al 80 % para la clasificacién binaria de los aislamientos. Los métodos con ma-
yor exactitud fueron KNN, RF y LGR, el método con menor exactitud fue KNN (3.4). Se
uso validacién cruzada en 3 particiones (train, test, validation) de 70/20/10, 80/10/10
y 60/20/20, los dos mejores clasificadores fueron SVC (Support Vector Cluster) y RF
(random Forest), para esta fase se usé la libreria Sklearn de Python y para visualizacién
matplotlib, el notebook que permite reproducir este experimiento puede encontrarse en
https://colab.research.google.com/drive/1maZ710mgkOrylemzHkxIx97HI8c4qczH no obs-
tante, si bien se puede inferir que el preprocesamiento y los modelos pueden aproximarse
a una prediccién adecuada, la cantidad de muestras no permite establecer una genera-

lizacién del modelo, pero se presenta como una alternativa ante la posible escalabilidad

de datos. (Fig. 3.5 - 3.6).
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4. Discusién
4.1 Espoligotipos y linajes de MTB en América Latina y el Caribe

El grado de diversidad genética dentro del MTBC ha sido un tema ampliamente
debatido. M. tuberculosis se caracteriza por ser un microorganismo poco susceptible a
la transferencia horizontal, lo que conlleva a un patrén clonal de evolucion donde las
cepas y los linajes emergen de un ancestro comun (Woodman, Haeusler y Grandjean,
2019). En este estudio se pudo evidenciar la presencia de 4 linajes de tuberculosis como
lo fueron el linaje 1 o Indo-ocednico con presencia de espoligotipos de Africa oriental e
India (EAI), el linaje 2 también denominado Este de Asia que incluye al sublinaje Bei-
jing, linaje 3 o Asia central/Este de Africa (CAS-DELHI) y linaje 4 o Euroamericano,
incluyendo a los sublinajes Latinoamericano-Mediterraneo (LAM), Haarlem y las fami-
lias de espoligotipos T, X y S. Adicionalmente se encontré la presencia de 86 patrones
de espoligotipos diferentes, lo que sugiere una amplia diversidad genomica circulante

en América Latina y el Caribe.
Se encontraron diferencias entre la proporcién de genotipos de M. tuberculosis cir-

culantes en los diferentes paises (Fig.3.7). El linaje 4 fue dominante en 6 de los 7 paises
considerados en este estudio y conté con una alta diversidad representada en la iden-
tificaciéon de al menos 2 familias diferentes en cada pais. La dominancia del linaje 4
en América del Sur, junto con su distribucién mundial, respalda la hipdtesis de que
este linaje fue introducido y dispersado en América durante el proceso de colonizacién
(Comas et al., 2013; Wiens et al., 2018). Otro posible factor asociado a la diversidad
gendtipica de la tuberculosis en las Americas son los patrones diferenciales de migracion

humana a lo largo del continente (Woodman, Haeusler y Grandjean, 2019).
La identificacion de linajes y sublinajes de tuberculosis, resulta fundamental no solo

para el entendimiento de los patrones de dispersion del microorganismo, sino para su po-
sible asociacién con fenotipos clinicos, transmisibilidad, probabilidad de resistencia a los
medicamentos y adaptacion a distintas poblaciones humanas. Por ejemplo, el genotipo
Beijing es especialmente relevante dentro del MBTC al exhibir caracteristicas de multi-
resistencia y mayor virulencia (T. Luo et al., 2015). Adicionalmnete, investigaciones
sugieren que diferentes genotipos pueden tener velocidades de transmision diferencia-

les, asi como prevalencia por grupos poblacionales especificos (Sgaragli y Frosini, 2016).
4.2 Resistencia antibiotica de MTB en aislados latinoamericanos.

En cuanto a la farmacorresistencia en América latina, se estima que de cada 11000
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Figura 3.7: Clasificacién de los aislamientos de M. tuberculosis analizados

pacientes con tuberculosis resistente, solo 5000 son diagnosticados correctamente, de los

cuales solo el 89 % reciben tratamiento y de estos, solo el 59 % de los casos, concluye con
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la erradicacién del patégeno (PAHO, 2020). La multi-resistencia de M. tuberculosis en
Latinoamérica es un problema que cobra cada vez mads relevancia. Se estima que un 9 %
del total de casos de tuberculosis en Pert presenta resistencia a farmacos, comparado
con un 3 % tanto en Brasil como México (PAHO, 2020). En el ano 2017 solo el 33 % de
estos pacientes recibieron pruebas de resistencia a farmacos, lo que deja un preocupante
estimado de 7 mil pacientes con tuberculosis resistente no diagnosticados o tratados.

Ademas, la fraccién de tratamiento exitoso de tuberculosis en el continente americano

solo alcanzé un 56 % (PAHO, 2020).
En este estudio se pudo evidenciar la presencia de 45 mutaciones criticamente aso-

ciadas con resistencia a farmacos (Tabla 3.2), asi como un amplio espectro de fenotipos
resistentes como lo fueron casos de monoresistencia a 6 farmacos diferentes, TB-MDR,
tuberculosis polidrogoresistente y casos de TB Pre-XDR. Es de resaltar que el 47 %
de los aislados estudiados presentaron al menos una mutacién asociada a resistencia.
Se evidencié una amplia variabilidad sobre el gen rpoB, el cual se emplea no sélo co-
mo marcador para la resistencia a la rifampicina, sino que a su vez se emplea para el
diagnostico de la tuberculosis, toda vez que este gen codifica para la subunidad beta

de la RNA polimerasa del microorganismo.
Investigaciones recientes demuestran que el gen rpoB es altamente polimorfico y

las mutaciones pueden variar significativamente en funcién del linaje microbiano y su
localizacién geografica (Htike et al., 2014; Thirumurugan et al., 2015; Vergara Gémez,
Gonzalez-Martin y Garcia-Basteiro, 2017; Kigozi et al., 2018; Zaw, Emran y Lin, 2018;
Wanzala et al., 2019). Estas variaciones podrian disminuir la sensibilidad y especificidad
de las pruebas de diagnéstico molecular en diferentes regiones del mundo. En 2015
Sanchez y colaboradores, identificaron que la mutacién rpoB 1491F se expresaba en
el 30% de las cepas aisladas de M. tuberculosis en Swazilandia, dicha mutacién no
se detecta mediante el uso de Xpert MTB/RIF y habia sido catalogada como una
mutacion de baja frecuencia en aislamientos clinicos de otras regiones del mundo, como
Hong Kong y Australia (Sanchez-Padilla et al., 2015), lo que implica una reduccién en la
sensibilidad del diagndstico por Xpert MTB/RIF en Swazilandia y presumiblemente da
como resultado un diagnéstico insuficiente y un tratamiento potencialmente inadecuado.
La transmision adicional de la cepa rpoB 1491F en esta poblacion es otra consecuencia

probable (Sanchez-Padilla et al., 2015).
La resistencia a la isoniazida es causada por diferentes mecanismos moleculares que

pueden estar asociados a variaciones en la patogenicidad de las cepas resistentes. La
resistencia a este farmaco estd asociada a cambios puntuales en los genes katG o inhA.

En este estudio se encontraron unicamente mutaciones en katG (S315T / S315N). La
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resistencia antibiética asociada a este gen se presenta en cepas catalasa-negativas con
mutaciones deletéreas o puntuales que generan una catalasa-peroxidasa inactiva que
no puede modificar quimicamente a la prodroga en un conjunto de especies altamente

reactivas (Vilcheze y Jacobs, 2007).
Estudios recientes proponen que el grado de resistencia a la isoniacida varia en fun-

cién del gen en el que se presenta la mutacién (Getahun et al., 2022). Las mutaciones
en el promotor inhA generalmente confieren resistencia de bajo nivel, mientras que las
mutaciones en el gen katG, particularmente en S315T se asocian con resistencia de
alto nivel (Machado et al., 2013). Las mutaciones en katG son las principales mutacio-
nes genéticas en la TB MDR, este hallazgo destaca la importancia de los procesos de
caracterizacion gendémica para el tratamiento de la tuberculosis, conocer previamente
las mutaciones causantes del fenotipo resistente podria beneficiar a los pacientes, quie-
nes en funciéon de las variantes encontradas podrian requerir dosis mas altas para la

erradicacién del bacilo.
Se identificaron 4 casos de resistencia a la etionamida, todos ellos causados por la

presencia de las mutaciones P378L o S390L en el gen ethA, las mutaciones encontradas
se asociaron a aislamientos de tuberculosis clasificados como polidrogoresistentes o TB-
MDR con poliresistencia, en los cuales ocurrieron en simultaneo casos de resistencia
a la pirazinamida, isoniacida, rifampicina, estreptomicina y/o etambutol. En total se
presentaron 26 casos de resistencia al etambutol asociados a eventos de tuberculosis
polidrogoresistente y Pre-XDR, todos ellos con mutaciones en el gen embB. Adicional-
mente, se evidencié un caso de monoresistencia a este farmaco. Es de resaltar que las
pruebas moleculares para el diagnostico de la tuberculosis que incorporan sondas para
la identificacién de antituberculosos de segunda linea, estan limitadas a unos pocos ge-
nes, lo que genera falsos negativos frente a este tipo de farmacos. En el caso puntual de
este estudio, la prueba molecular Xpert MTB/XDR no logré identificar la resistencia

al etambutol.
No se encontraron mutaciones asociadas a resistencia a la amikacina, capreomici-

na, kanamicina, bedaquilina, clofazimina, linezolid, moxifloxacin y acido paraamino-
salicilico. Sin embargo, se evidenci6 la presencia de la mutacién ddn L49P; la cual es
categorizada por la OMS como de significancia incierta. Estudios sugieren que .49 par-
ticipa en la activaciéon de bedaquilina, delamanida y pretomanida (Reichmuth et al.,
2020). Se cree que L49P confiere resistencia cruzada a estos farmacos (B. M. Lee et al.,
2020;Reichmuth et al., 2020). Sin embargo, atn se requieren més estudios para confir-

mar esta afirmacion.
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4.3 Rendimiento In-silico de pruebas de diagndstico molecular.

Las pruebas de diagnéstico molecular basadas en PCR emplean como principio de
identificacion la hibridacion de cebadores moleculares especificos sobre genes diana,
como es el caso del gen rpoB, causante de hasta el 95 % de los casos de tuberculosis
resistente a la rifampicina y que a su vez codifica para una subunidad de la RNA
polimerasa del microorganismo, permitiendo la identificacion clinica del bacilo y ca-
sos de resistencia en menos de 24 horas, lo que representa una importante reduccion
en el tiempo de diagndstico de esta patologia. El uso de pruebas moleculares para el
diagnostico de la tuberculosis se ha ampliado considerablemente desde 2010, cuando la
OMS recomendé por primera vez el uso de la prueba rapida Xpert MTB/RIF. En Lati-
noamérica la disponibilidad de pruebas de diagnéstico molecular rapido ha aumentado
notablemente, pasando de los 11 equipos que habia en el 2011 a 591 del 2019 (PAHO,
2020). El diagnéstico de casos de tuberculosis con estas pruebas aumenté de 13,1 % en
el 2017 a 25,0% en el 2019. Sin embargo, la baciloscopia sigue siendo el método més

utilizado para el diagnéstico inicial de la tuberculosis en la Region de las Américas.
El anélisis In-silico de las pruebas GenoType MDRTB plusv 2.0, Genoscholar NTM

+ MDRTB; Xpert MTB/RIF Classic y Xpert MTB/RIF Ultra y Xpert MTB/XDR,
permitié evidenciar la elevada capacidad de las técnicas moleculares basadas en PCR
para el diagnéstico de la tuberculosis y la identificacion de resistencia a la rifampicina,
con valores de sensibilidad superiores al 95% para todas las técnicas. Sin embargo,
la informacién que aportan estas pruebas a la identificacién de antituberculosos de

segunda linea es limitada.
Existen numerosos estudios que comparan la efectividad de las técnicas de deteccion

por amplificacién con respecto a técnicas de cultivo directo, como las realizadas por
Piersimoni y colaboradores en 2019, quienes reportan tasas de sensibilidad entre el
87 % y el 95 % para Xpert MTB/RIF Ultra y alrededor del 75 % para Xpert MTB/RIF

(Piersimoni et al., 2019).
Las pruebas de diagnéstico molecular, pese a lograr un diagnéstico rapido, presentan

una sensibilidad intermedia, mejor que la microscopia de frotis, pero menor que el cultivo
directo del microorganismo, con el riesgo de resultados falsos negativos (Allahyartorka-
man et al., 2019). Adicionalmente, pueden presentar disminucién en su sensibilidad en
pacientes co-infectados con VIH (Vergara Gémez, Gonzélez-Martin y Garcia-Basteiro,
2017; Bahr et al., 2018). En este estudio, se pudo comprobar la necesidad de implemen-
tar nuevas sondas asociadas a diferentes genes para mejorar la capacidad diagnodstica

de las pruebas moleculares y la importancia de conocer las mutaciones circulantes en
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las diferentes regiones para la seleccion de los métodos moleculares de diagnéstico.
La utilidad de las tecnologias de secuenciacion de proxima generacion ha sido amplia-

mente estudiada para mejorar la deteccién de tuberculosis resistente a los medicamentos
en todo el mundo (Gardy y Loman, 2018). La secuenciaciéon de genoma completo (WGS)
por sus siglas en inglés, ya esta siendo implementada en paises como Reino Unido, Di-
namarca y Estados Unidos para reemplazar las pruebas de susceptibilidad a farmacos
en la clinica y estd siendo evaluada como estrategia de la OMS para la prediccién de
perfiles de susceptibilidad a antituberculosos de primera linea (Faksri et al., 2016). Di-
versos estudios han intentado validar WGS para intervenciones de salud publica. Gardy,
Johnston et al., 2011 demostraron la resolucién limitada de MIRU-VNTR para la in-
vestigacién de brotes de tuberculosis mediante la secuenciacion de 32 aislamientos de

M. tuberculosis de un brote de tuberculosis de tres anos en Columbia, Canada.
Otros estudios han investigado el impacto potencial de WGS en el beneficio del

paciente, al intentar predecir la susceptibilidad de los genotipos aislados a los antitu-
berculosos. Koser et al., 2013 demostraron que WGS puede proporcionar a los médicos
tratantes informacion valiosa en un periodo de tiempo clinicamente relevante, varias
semanas antes de que se obtengan los resultados de susceptibilidad fenotipica, cuyos
resultados son afectados por el tiempo de replicacion del microorganismo. Més recien-
temente, Pankhurst et al., 2016 calcularon los costos del tratamiento hospitalario para
tuberculosis resistente a los medicamentos, comparando el costo de las pruebas fenotipi-
cas y WGS, encontrando diferencias minimas, que corroboran la viabilidad econémica

de esta estrategia.
El advenimiento de las técnicas de secuenciacién ha convertido a WGS en una alter-

nativa mas rapida y cada vez mas accesible para los estudios de epidemiologia molecular.
Sin embargo, estas tecnologias aun se usan de forma limitada para el estudio de la tu-
berculosis, especialmente en regiones como América Latina y el Caribe. Este trabajo
busca complementar la informacién disponible frente a esta patologia en la region y
resaltar la importancia de generar datos genémicos que puedan impactar directamente

la salud publica y el bienestar del paciente.
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Conclusiones generales

4.1. Contribuciones del trabajo de grado

Este trabajo presenta una caracterizacion de polimorfismos asociados a la resistencia
antibiética en 310 aislamientos de Mycobacterium tuberculosis provenientes de 7 paises
de América Latina y el Caribe. Se realiz6 un aporte al conocimiento de los linajes y
espoligotipos del bacilo tuberculoso que circulan en la region, describiendo 86 patrones
de espoligotipos de los cuales 20 son considerados patrones hiierfanos, es decir que no

habian sido reportados previamente en la base de datos s SITVITWEB.

Proponemos un flujo de trabajo bioinformatico pensado para la identificacién de
variantes de interés en Mycobacterium tuberculosis, el cual aborda desde la limpieza de
las lecturas crudas hasta la interpretacion clinica de las variantes obtenidas. Para el
desarrollo de esta investigacion se cred un programa creado en python que clasifica las
variantes encontradas en funcién de su resistencia antibidtica basado en el catalogo de
mutaciones de resistencia de la Organizaciéon Mundial de la Salud y brinda al usuario
un reporte detallado que incluye el gen, la mutacién encontrada, el farmaco asociado
a resistencia, la sensibilidad y especificidad asociada a la variante y su clasificacion en
términos de resistencia. Adicionalmente, este programa realiza 4 pruebas moleculares In
silico para la deteccion de resistencia a la rifampicina. El conocimiento de polimorfismos
locales de genes asociados a resistencia empleados en el diagndstico de tuberculosis pro-
porciona a los médicos herramientas valiosas que permiten elegir y optimizar el método

de diagnostico mas apropiado, reduciendo asi el tiempo de deteccion.

El presente trabajo genera una ampliacién en el conocimiento acerca de mutaciones
especificas en genes asociados a la resistencia antibiotica en Mycobacterium tuberculosis
que circulan en Latinoamérica y especificamente en Colombia. Esta informacién resulta
valiosa para comprender factores epidemiolégicos de esta enfermedad. Adicionalmente,

evaluar la capacidad diagnostica de las pruebas moleculares respecto a las variaciones
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génicas circulantes, permite reafirmar las estrategias adoptadas por el sector salud para
el diagnostico de la tuberculosis o identificar la necesidad de optimizar las estrategias

para la identificacion y monitoreo de esta patologia.

Este trabajo permitié fortalecer redes de conocimiento especializado, mediante la
cooperacion entre el Grupo de Investigacion Médica de la Universidad de Manizales,
el Grupo de Investigaciéon en Redes y Tecnologias de la Informacion - GITIR de la
Universidad de Caldas y el Grupo de Resistencia Antibidtica de Manizales - GRAM. A
nivel personal, el desarrollo de este trabajo contribuyé a mi formacién en el campo de

la bioinformatica, a mi desarrollo como investigadora y a mi formacién profesional.

4.2. Recomendaciones y trabajos futuros

A futuro se plantea ampliar el nimero de genomas estudiados, de tal forma que
sea posible identificar nuevos espoligotipos y mutaciones asociadas a resistencia para
América Latina y el Caribe. Es de resaltar que a la fecha de la entrega de este trabajo
han sido reportados nuevos genomas para la regiéon que no fueron tenidos en cuenta en
el presente estudio, por ejemplo un dataset de genomas de Paraguay fue publicado en
enero de 2023.

Se plantea la posibilidad de continuar desarrollando el script propuesto para la
clasificacién de variantes de resistencia, con el fin de incorporar recomendaciones de
tratamiento antibidtico segin los lineamientos de la OMS, de tal forma que se brinde
un acercamiento entre los resultados de andlisis de secuenciacién genémica y el personal

de salud encargado de tomar decisiones sobre el tratamiento de los pacientes.
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Anexos

5.1.

muestras analizadas

Listado de cédigos de acceso de NCBI para las

Tabla 5.1: Anexo 1. Listado de cédigos de acceso de NCBI para las muestras analizadas

México

ERR3148147 ERR3148169 ERR3148191 ERR3148213 ERR3148160 ERR3148182 ERR3148204
ERR3148148 ERR3148170 ERR3148192 ERR3148214 ERR3148161 ERR3148183 ERR3148205
ERR3148149 ERR3148171 ERR3148193 ERR3148215 ERR3148162 ERR3148184 ERR3148206
ERR3148150 ERR3148172 ERR3148194 ERR3148216 ERR3148163 ERR3148185 ERR3148207
ERR3148151 ERR3148173 ERR3148195 ERR3148217 ERR3148164 ERR3148186 ERR3148208
ERR3148152 ERR3148174 ERR3148196 ERR3148218 ERR3148165 ERR3148187 ERR3148209
ERR3148153 ERR3148175 ERR3148197 ERR3148219 ERR3148166 ERR3148188 ERR3148210
ERR3148154 ERR3148176 ERR3148198 ERR3148220 ERR3148167 ERR3148189 ERR3148211
ERR3148155 ERR3148177 ERR3148199 ERR3148221 ERR3148168 ERR3148190 ERR3148212
ERR3148156 ERR3148178 ERR3148200 ERR3148222 ERR3148226 ERR3148230 ERR3148159
ERR3148157 ERR3148179 ERR3148201 ERR3148223 ERR3148227 ERR3148225 ERR3148229
ERR3148158 ERR3148180 ERR3148202 ERR3148224 ERR3148228 ERR3148181 ERR3148203
Brasil

ERR2432984 ERR2653010 ERR2653067 ERR2653150 SRR7974377 ERR2653064 ERR2653134
ERR2432998 ERR2653013 ERR2653068 ERR2653165 ERR2652993 ERR2653039 ERR2653122
ERR2433001 ERR2653017 ERR2653073 ERR2653178 ERR2652998 ERR2653046 ERR2653126
ERR2433004 ERR2653021 ERR2653081 ERR2653181 ERR2653003 ERR2653050 ERR2653129
ERR2433005 ERR2653028 ERR2653083 ERR2653186 ERR2653007 ERR2653054 ERR2653131
ERR2652979 ERR2653029 ERR2653092 ERR2653188 ERR2653200 ERR2653207 ERR2653224
ERR2652983 ERR2653031 ERR2653112 ERR2653192 ERR2653202 ERR2653212 ERR2653225
ERR2652989 ERR2653032 ERR2653117 ERR2653199 ERR2653203 ERR2653214 ERR2653229
ERR2653146 SRR7276699 ERR2653138 ERR2653241 ERR2653206 ERR2653222 ERR2653234
Colombia

SAMN33243733 SAMN33243737 SAMN33243741 SRR1180947 SRR1181051 SRR15508553 SRR15508553
SAMN33243734 SAMN33243738 SAMN33243742 SRR1180972 SRR1181090 SRR15508554 SRR15508554
SAMN33243735 SAMN3324379  SRR1180928 SRR1180999 SRR1181100 SRR15508555 SRR15508555
SAMN33243740 SAMN33243736 SRR1180929 SRR1181037 SRR1181121 SRR15508556 SRR15508556
Argentina

ERR757160 ERR760600 ERR760798 ERR760877 ERR776459 ERRT757189 SRR6848322
ERR757165 ERR760602 ERR760830 ERR760894 ERR776671 ERRT760759 ERR772254
ERR757173 ERR760732 ERR760836 ERR760913 ERRS845304 ERR760850
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Tabla 5.2: Anexo 1. Listado de cédigos de acceso de NCBI para las muestras analizadas

Panama

ERR2206618 ERR4403829 ERR2861345 ERR2861342 ERR4403838 ERR2861354 ERR4403833
ERR2206619 ERR4403830 ERR2861346 ERR2861343 ERR4403839 ERR2861355 ERR4403834
ERR2206620 ERR4403831 ERR2861347 ERR2861344 ERR4403840 ERR4403825 ERR4403835
ERR2206621 ERR4403832 ERR2861348 SRR15508557 ERR2861341 ERR2861351 ERR4403836
ERR2206622 ERR2206624 ERR2861349 SRR15508558 ERR2861352 ERR4403843

ERR2206623 ERR2206625 ERR2861350 ERR4403828 ERR2861353 ERR4403837

Guatemala

SRR10808536 SRR10809060 SRR1765874 SRR6389897 SRR6389901 SRR6389906 SRR6389911
SRR10808569 SRR10809067 SRR1765877 SRR6389898 SRR6389903 SRR6389907 SRR6389905
SRR10808744 SRR10809122 SRR1765879 SRR6389899 SRR6389904 SRR6389909 SRR6389900
SRR10809022 SRR1765872 SRR6389896

Peru

ERR2451322 ERR2516452 ERR2516546 ERR2516589 ERR2516620 ERR2516698 SRR8698484
ERR2451323 ERR2516457 ERR2516565 ERR2516598 ERR2516632 ERR2516708 SRR&8698485
ERR2451324 ERR2516462 ERR2516568 ERR2516605 ERR2516637 ERR2516717 SRR8698486
ERR2516420 ERR2516520 ERR2516581 ERR2516619 ERR2516645 SRR1107609 SRR8698487
ERR2516450 ERR2516538 ERR2516662 SRR8698501 SRR8698507 SRR8698494 SRR8698489
SRR8698491 SRR8698496 ERR2516693 SRR8698502 SRR8698508 SRR86G98495 SRR8698490
SRR8698492 SRR8698497 ERR2516697 SRR8698503 SRR8698478 SRR8698499 SRR&8698505
SRR8698493 SRR8698498 SRR86G98488 SRR{69’504  SRR8GI84AT9 SRR8GISH00 SRRI698506




5. Anexos

88

5.2.

Genotipos asociados a resistencia antibidtica.

Tabla 5.3: Anexo 2. Genotipos asociados a resistencia antibiotica.

Pais Muestra Genotipos
ERR760759 GENE=KATG MUT=S315T
ERR776671 GENE=KATG MUT=S315T
ERR760798 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=S315T
ERR772254 GENE=RPOB MUT=8450L;GENE=KATG MUT=S315T
ERR776459 GENE=RPOB MUT=8450L;GENE=KATG MUT=S315T
ERR757165 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=Q10P
ERR757173 GENE=RPOB MUT=S8450L;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=Q10P
ERR757189 GENE=RPOB MUT=8450L;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=Q10P
ERR760600 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=Q10P
Argentina ERR760602 GENE=RPOB MUT=S8450L;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=Q10P
ERR760732 GENE=RPOB MUT=8450L;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=Q10P
ERR760830 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=Q10P
ERR760836 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=Q10P
ERR760850 GENE=RPOB MUT=8450L;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=Q10P
ERR760877 GENE=RPOB MUT=8450L;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=Q10P
ERR760894 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=Q10P
ERR760913 GENE=RPOB MUT=8450L;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=Q10P
SRR6848322  GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=PNCA MUT=H51R;GENE=EMBB MUT=G406D
ERR757160 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=PNCA MUT=Q10P
SRR1181090 GENE=GYRA MUT=D94G;GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=RPSL MUT=K43R;GENE=KATG
MUT=S315T;GENE=EMBB MUT=M306V
SRR1181051  GENE=KATG MUT=S315T
Colombia  SAMN33243733 GENE=RPOB MUT=H445N;GENE=RPOB MUT=L452V;GENE=KATG
MUT=S315T;GENE=EMBB MUT=M306V
SRR1181100 GENE=RPOB MUT=Q432K;GENE=KATG MUT=S315T
SRR1180972 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=RPSL MUT=K43R;GENE=KATG
MUT=S315T;GENE=EMBB MUT=M306V
SRR1765872 ~ GENE=GYRA MUT=D94G
SRR1765877  GENE=GYRA MUT=D94N
Guatemala SRR1765872 GENE=GYRA MUT=D9%4G
SRR1765877 GENE=GYRA MUT=D94N
ERR3148213 GENE=GYRA MUT=D94G;GENE=RPOB MUT=S450L
ERR3148169 GENE=GYRA MUT=D94Y;GENE=RPOB MUT=S450L;
GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=V139G
ERR3148162 GENE=KATG MUT=S315T
ERR3148163 GENE=KATG MUT=S315T
ERR3148190 GENE=KATG MUT=S315T
ERR3148208 GENE=KATG MUT=S315T
Mexico ERR3148211 GENE=KATG MUT=S315T
ERR3148160 GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=L120P
ERR3148185 GENE=PNCA MUT=H57Y;GENE=EMBB MUT=G406D
ERR3148223 GENE=RPOB MUT=D435V
ERR3148215 GENE=RPOB MUT=D435V;GENE=KATG MUT=S315T
ERR3148184 GENE=RPOB MUT=H445D;GENE=RPOB MUT=H445R;
GENE=KATG MUT=S315T
ERR3148200 GENE=RPOB MUT=H445L;GENE=KATG MUT=S315T
ERR3148189 GENE=RPOB MUT=H445Y
ERR3148167 GENE=RPOB MUT=H445Y;GENE=KATG MUT=S315T

ERR3148171

GENE=RPOB MUT=H445Y;GENE=KATG MUT=S315T
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Tabla 5.4: Anexo 2. Genotipos asociados a resistencia antibidtica

PAIS MUESTRA GENOTIPOS
ERR3148203 GENE=RPOB MUT=L430P
ERR3148159 GENE=RPOB MUT=Q432L
ERR3148147 GENE=RPOB MUT=S450L
ERR3148158 GENE=RPOB MUT=S450L
ERR3148174 GENE=RPOB MUT=S450L
ERR3148177 GENE=RPOB MUT=S450L
ERR3148178  GENE=RPOB MUT=S450L
ERR3148182 GENE=RPOB MUT=S450L
ERR3148188 GENE=RPOB MUT=S450L
ERR3148194 GENE=RPOB MUT=S450L
ERR3148204 GENE=RPOB MUT=S450L
ERR3148181 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=EMBB MUT=M306V
ERR3148221 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=S315T
ERR3148225 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=S315T
ERR3148151 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=5315T; GENE=PNCA MUT=L120P
México ERR3148154 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=8315T; GENE=PNCA MUT=L120P
ERR3148172  GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=8315T; GENE=PNCA MUT=L120P
ERR3148173 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=8315T; GENE=PNCA MUT=L120P
ERR3148176  GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=S315T; GENE=PNCA MUT=L120P
ERR3148183 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=5315T; GENE=PNCA MUT=L120P
ERR3148197 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=S315T; GENE=PNCA MUT=L120P
ERR3148198 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=S315T; GENE=PNCA MUT=L120P
ERR3148201 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=8315T; GENE=PNCA MUT=L120P
ERR3148217 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=8315T; GENE=PNCA MUT=L120P
ERR3148219 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=8315T; GENE=PNCA MUT=L120P
ERR3148222 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=S315T; GENE=PNCA MUT=L120P
ERR3148199 GEI\‘E:RPOB I\IUT:S450L;VGENE:KATG MUT=S315T; GENE=PNCA MUT=W68G;
GENE=EMBB MUT=M306V
ERR3148187 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=RPSL MUT=K43R
ERR3148180 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=RPSL MUT=K43R; GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=V128G
ERR3148192 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=RPSL MUT=K88R
ERR3148170 GENE=RPOB MUT=S450W;GENE=KATG MUT=S315T
ERR3148175 GENE=RPSL MUT=K88Q:GENE=KATG MUT=8315T; GENE=PNCA MUT=L120P
ERR2516645 GENE=GYRA MUT=D9%4G;GENE=RPOB MUT=D435V:GENE=RPSL MUT=K43R;
GENE=KATG MUT=S315N;GENE=EMBB MUT=G406D
ERR2516619 GENE=GYRA MUT=D9%4G;GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=RPSL MUT=K43R;GENE=KATG MUT=8315T};
GENE=PNCA MUT=G97S;GENE=EMBB MUT=M306V
ERR2516568 GENE=GYRA MUT=S91P
SRR8698485 GENE=KATG MUT=8315T
SRR8698497 GENE=KATG MUT=S315T
SRR8698499 GENE=KATG MUT=S315T
SRR8698505 GENE=KATG MUT=S315T
SRR8698508 GENE=KATG MUT=S315T
ERR2451323 GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=K48T;GENE=EMBB MUT=M306V:GENE=ETHA MUT=P378L
ERR2451324 GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=K48T;GENE=EMBB MUT=M306V:GENE=ETHA MUT=P378L
SRR8698493 GENE=RPOB MUT=D435V;GENE=GID MUT=P84L
SRR8698484 GENE=RPOB MUT=D435V;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=EMBB MUT=Y319S
ERR2451322 GENE=RPOB MUT=D435V;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=K48T;GENE=EMBB MUT=M306V;GENE=ETHA MUT=P378L
SRR8698488 ~GENE=RPOB MUT=D435V;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=Q10R
Pert SRR8698492 GENE=RPOB MUT=D435V;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=Q10R
SRR8698487 GENE=RPOB MUT=D435V;GENE=KATG MUT= [ GENE=PNCA MUT=QI10R;GENE=EMBB MUT=Y319S;GENE=GID MUT=P84L
SRR8698478  GENE=RPOB MUT=D435V:GENE=PNCA MUT=Q10R;GENE=EMBB MUT=Y319S
SRR8698489 GENE=RPOB MUT=D435V:GENE=PNCA MUT=Q10R;GENE=EMBB MUT=Y319S;GENE=GID MUT=P84L
ERR2516717 GENE=RPOB MUT=D435V;:GENE=RPSL MUT=K43R;GENE=PNCA MUT=Y103H
SRR8698496 GENE=RPOB MUT=D435Y;GENE=KATG MUT=S315T
ERR2516538 GENE=RPOB MUT=D435Y;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=H51R
ERR2516546 GENE=RPOB MUT=D435Y;GENE=RPSL MUT=K43R;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=EMBB MUT=M306V
ERR2516589 GENE=RPOB MUT=L452P
ERR2516708 GENE=RPOB MUT=L452P
ERR2516698 GENE=RPOB MUT=S450L
ERR2516693 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=KATG MUT=8315T;GENE=EMBB MUT=D328Y
ERR2516462 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=PNCA MUT=H51R
ERR2516457 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=PNCA MUT=H51R;GENE=EMBB MUT=G406D
ERR2516598 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=RPSL MUT=K43R;GENE=EMBB MUT=Q497R
ERR2516697 GENE=RPOB MUT=S450L;GENE=RPSL MUT=K43R;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=ETHA MUT=S390F
ERR2516605 GENE=RPOB MUT=S450W;GENE=KATG MUT=S315T;GENE=PNCA MUT=D8G
ERR2516632 GENE=RPOB MUT=S450W;GENE=PNCA MUT=Y103C;GENE=EMBB MUT=G406D
ERR2653222 GENE=KATG MUT=S315N
ERR2432984 GENE=KATG MUT=S315T
ERR2653126 GENE=KATG MUT=S315T
ERR2653131 GENE=KATG MUT=8315T
ERR2653138 GENE=KATG MUT=8315T
ERR2653206 GENE=KATG MUT=8315T
ERR2653207 GENE=KATG MUT=8315T
ERR2653212 GENE=KATG MUT=S315T
ERR2653214 GENE=KATG MUT=S315T
Brasil ERR2653225 GENE=KATG MUT=S315T
ERR2653241 GENE=KATG MUT=8315T

ERR2653021

GENE=PNCA MUT=

57Y
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5.3.

Identificacién y clasificacion de variantes aso-

ciadas a resistencia en Mycobacterium tubercu-
losis a partir de datos de WGS.

A continuacién, se presentan algunas capturas de las salidas generadas por el script

MTBResUCaldas, empleado para la clasificaciéon de mutaciones asociadas a resistencia

en Mycobacterium tuberculosis.

1. Clasificacién de variantes en genes asociados a resistencia en Mycobac-

terium tuberculosis.

1.1 Registro de mutaciones de resistencia para los antituberculosos evaluados:

PAIS MUESTRA INH ETO RIF EMB PZA LFX MXF AMK STM LZD
Argentina ERR757160 NA NA TGN=RPOB TACH=S450L NA TGN=PNCA TACH=Q10P NA NA NA NA NA
Argentina ERR757165 TGN=KATG TACH=S315T NA TGN=RPOB TACH=S450L NA TGN=PNCA TACH=Q10P NA NA NA NA NA
Argentina ERR757173 TGN=KATG TACH=S315T NA TGN=RPOB TACH=S450L NA TGN=PNCA TACH=Q10P NA NA NA NA NA
Argentina ERR757189 TGN=KATG TACH=5315T NA TGN=RPOB TACH=5450L NA TGN=PNCA TACH=Q10P NA NA NA NA NA
Argentina ERR760600 TGN=KATG TACH=5315T NA TGN=RPOB TACH=S450L NA TGN=PNCA TACH=Q10P NA NA NA NA NA
Argentina ERR760602 TGN=KATG TACH=S315T NA TGN=RPOB TACH=S450L NA TGN=PNCA TACH=Q10P NA NA NA NA NA
Argentina ERR760732 TGN=KATG TACH=S315T NA TGN=RPOB TACH=S450L NA TGN=PNCA TACH=Q10P NA NA NA NA NA
Argentina ERR760759 TGN=KATG TACH=5315T NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Argentina ERR760798 TGN=KATG TACH=5315T NA TGN=RPOB TACH=S450L NA NA NA NA NA NA NA

Figura 5.1: Anexo 3. Registro de mutaciones generado en el proceso de clasificacion de

variantes

1.2 Reporte de significancia

REPORTE DE SIGNIFICANCIA CLINICA GLOBAL

Argentina:
ERR757160
Gen —> RPOB -
RESISTANCE
Gen —> PNCA -
RESTSTANCE

Mutacién -> S450L -

Mutacién —> QLOP -

ERR757165
Gen -> RPOB -
RESISTANCE
Gen -> KATG -
RESISTANCE
Gen -> PNCA -
RESISTANCE

Mutacién -> S450L -
Mutacién -> S315T -

Mutacién —> QLOP -

DRUG: RIF;

DRUG: PZA;

DRUG: RIF;

DRUG: INH;

DRUG: PZA;

VARIANT_NAME :

VARIANT_NAME :

VARIANT_NAME :
VARIANT_NAME :

VARIANT_NAME :

RPOB_S450L; %SENSIVITY. 66.2%; %SPECIFICITY. 99.7%; OMS DEFINITION: ASSOCIATED WITH

PNCA_Q10P; %SENSIVITY. 2.5%; $SPECIFICITY. 100.0%; OMS DEFINITION: ASSOCIATED WITH

RPOB_S450L; %SENSIVITY. 66.2%; %SPECIFICITY. 99.7%; OMS DEFINITION: ASSOCIATED WITH

KATG_S315T; $SENSIVITY. 77.7%; %SPECIFICITY. 99.5%; OMS DEFINITION: ASSOCIATED WITH

PNCA_Q10P; %SENSIVITY. 2.5%; $SPECIFICITY. 100.0%; OMS DEFINITION: ASSOCIATED WITH

Figura 5.2: Anexo 3. Reporte de mutaciones encontradas y su interpretacién
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2. Determinacién de

clinico

2.1 GenoType MDRTB

Sample name

tabFiles\ERR757160.
tabFiles\ERR757165.
tabFiles\ERR757173.
tabFiles\ERR757189.
tabFiles\ERR760&00.
tabFiles\ERR760602.
tabFiles\ERR760732.
tabFiles\ERR760759.
tabFiles\ERR760798.
tabFiles\ERR760830.
tabFiles\ERR760836.

RIF Resistance

DETECTED
DETECTED
DETECTED
DETECTED
DETECTED
DETECTED
DETECTED
NOT DETECTED
DETECTED
DETECTED
DETECTED

resistencia In silico para pruebas moleculares de uso

plus v2.0

Codon number

450
450
450
450
450
450
450

450
450
450

Codon Absent Probe
TTG WT8 MUT3
TTG WT8 MUT3
TTG WT8 MUT3
TTG WT8 MUT3
TTG WT8 MUT3
TTG WT8 MUT3
TTG WT8 MUT3
TTG WT8 MUT3
TTG WT8 MUT3
TTG WT8 MUT3

WT1 WT2 WT3 WT4 WTS5 WTE WT7 WTS MUT1

R R R
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1

el

[

1

R

e

1
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Figura 5.3: Anexo 3. Resultado de analisis in silico para la prueba diagnéstica GenoType
MDRTB plus v2.0

2.2 Genoscholar NTM+MDRTB 11

Sample name

tabFiles\ERR757160.tab
tabFiles\ERR75716€5.tab
tabFiles\ERR757173.tab
tabFiles\ERR757189.tab
tabFiles\ERR760600.tab
tabFiles\ERR760602.tab
tabFiles\ERR760732.tab
tabFiles\ERR7€0759.tab
tabFiles\ERR760798.tab
tabFiles\ERR760830.tab
tabFiles\ERR760836.tab
tabFiles\ERR760850.tab

Figura 5.4: Anexo 3.
cholar NTM+MDRTB II

RIF Resistance
DETECTED
DETECTED
DETECTED
DETECTED
DETECTED
DETECTED
DETECTED

NOT DETECTED
DETECTED
DETECTED
DETECTED
DETECTED

Codon number
450
450
450
450
450
450
450

450
450
450
450

Codon

Absent Frobe

s5
55
55
55

R5
RS
RS
RS
RS
RS
RS

RS
R5
R5
R5

2.3 Xpert MTB/RIF Classic y Xpert MTB/RIF Ultra

Sample name
tabFiles\ERR757160.tab
tabFiles\ERR757165.tab
tabFiles\ERRT60600. tab
tabFiles\ERR760602.tab
tabFiles\ERR760732.tab
tabFiles\ERRT60759.tab
tabFiles\ERR7€0798.tab
tabFiles\ERR760830.tab

RIF Resistance
DETECTED
DETECTED
DETECTED
DETECTED
DETECTED

NOT DETECTED
DETECTED
DETECTED

450
450
450
450
450

450
450

Codon number

Codon

Capturing Probe ProbeA ProbeB
ProbeE 1 1
ProbeE 1 1
Probes 1 1
ProbeE 1 1
Probes 1 1
ProbeE 1 1
ProbeE 1 1

1

(R
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ProbeBdelayed

et

e S

Y
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R R e e e

o
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R e

"
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FREEREEEE
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e e

ProbeD

1

1
1
1
1
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coocoooon

ocooo

R2 Rd4a R4b RS
0 0 0 1
o o} 0 1
o a 0 1
a a 0 1
a a 0 1
a o} 0 1
1] 0 0 1
0 0 0 1
0 0 0 1
0 0 0 1
0 0 0 1

1
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Probebdelayed

coooo

o

Resultado de andlisis in silico para la prueba diagnéstica Genos-

Probeb
1

1
1
1
1

-

Figura 5.5: Anexo 3. Resultado de analisis in silico para la prueba diagndstica Xpert

MTB/RIF Classic

Sample name

tabFiles\ERR757160.tab
tabFiles\ERR757165.tab
tabFiles\ERR757173.tab
tabFiles\ERR757189.tab
tabFiles\ERR760600.tab
tabFiles\ERR760602.tab
tabFiles\ERR760732.tab
tabFiles\ERR760759.tab
tabFiles\ERR760798 .tab
tabFiles\ERR760830.tab
tabFiles\ERR76083€.tab
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DETECTED
DETECTED
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Figura 5.6: Anexo 3. Resultado de andlisis in silico para la prueba diagnostica Xpert
MTB/RIF Ultra
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5.4.

Listado de Espoligotipos y linajes de Mycobac-

tertum tuberculosis para latinoamérica

Tabla 5.5: Anexo 4: Espoligotipos y linajes de Mycobacterium tuberculosis para lati-
noamérica Parte 1

Spoligotype Spoligotype octal Lineage - Clade Subclade

1101111111111111111001111111000010111111111
1111111101111111111111111111000010111110111
1111111111111111111111111111000010111110111

67TTTT4ATT413771
TT6TTTTT7413731
TTTTTTT77413731

L.1

Indo-Oceanic

EAI2

EAIL

0000000000000000000000000000000000111110111
0000000000000000000000000000000000111111111

000000000003731
000000000003771

L2

East-Asian

Beijing

0000000000000000000000000000000000000000000
0000000000000000000000000000000000000000000

000000000000000
000000000000000

L.3  East-African-Indian

CAS

0001111111111111111100001111111100001111111
0111111100011111111100000000000000000000000
1111111100011111111100001111111000001111111
1111111111000000000000001111111100001111111
1111111111111111111111000111111100001111111
1111111111111111111111111111000100001111111
1111111111111111110111001111111100001001111
1111111111111111111100001111100000000110111
1111111100011111111100001111111100001110100
1110000000001111101111111111111100001111111
1111111100000000000000000000001100001111111
1111111100000000000000000111101100001111111
1111111100010111111100001111111100001111111
1111111111111111111111111111101100001111111
1111110000011111111111111000000100001111111

077777607760771
376177600000000
T76177607740771
777400007760771
TTTTTT743760771
TrrTTTTT7420771
TTTTTT347760471
T7TTT7607600331
776177607760720
700076777760771
776000000060771
776000003660771
776137607760771
TrrTTTTT7660771
T70177774020771

L4

Euro-American

LAM

NA

mainly T

0000000000000000000000001000000100001111111
1111111111111111101111110000000000000000000
1111111111111111111111111000000100001110111
1111111111010111111111111000000100001110111
1111111111111111111111111111011100001111111
1110000000000111101111111111111100001111111
1111111111111111101111111111111100001100001
1101111111111111101111111111111100001100001
1110000000001111101110011111111100001111111
1111111111111111101101110000000000000000000
0000000000000000000000001000000100001111101
1111111111111111111111100000000100001100011
0000000000000000000000001111111100001111111
1100000000000000000000000000000000001111111
1110000011111111111111111111111100001111111
1111111111110111111111111000000100001111111
1111111111111111111111111011111100001111111

000000004020771
7776770000000
TrrrTTT74020731
T77537774020731
TTTTTTTT560771
700036777760771
TrTTTeTT7760601
677TTETTT760601
700076717760771
7776670000000
000000004020761
7777760020611
000000007760771
600000000000771
7017777760771
TTTT37774020771
TTTTTTT5760771

L4.1

Euro-American

T;H;X

[t}

X-type

T1

Haarlem
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Tabla 5.6: Anexo 4: Espoligotipos y linajes de Mycobacterium tuberculosis para lati-

noamérica Parte 2

Spoligotype

Spoligotype octal

Lineage - Clade

Subclade

1001111111110111111100001111111100001111111
1111111100011111111100001111111100001110111
1111111100011111111100001111111100001111111
1111111111111111000001111111011100001111111
1111111111111111111000001111011100001110111
1111111111111111111100001111111100001111111
0111111100011110111100001111111100001111111
1111111100011100000000000000000000000001111
1111111100011111111000000000000000000011111
1111111100011111111100001111110000000011111
1111111100011111111100001111111100001110000
0000000000000000000100001000100000000000000
1110000000011111111100001111011100001110011
1111000111111111000001111111011100001110111
1111001111111111111000111111011100001111111
1111111110000000001100001111011100001111111
1111111111111111000001111110000100001111111
1111111111111111110100001111011100001111111
1111111111111111111100000000000000000000000
1111111111111111111100001111011100001111111
1111111111111111111100001111110000001111111
0111111111111111111100001111111100001111111
1101110111111111111100001111111100001111111
1101111111110111111100001111111100001110011
1101111111110111111100001111111100001111000
1101111111111111111100001111111100001111111
1100000011111111011100001111111100001111111
1101111111110111111100001111111100001111111
1111111111110000001100001111111100001111111
1111111111110111111100001111111100001111111
1111111111111111111100001000001100001110111
1111111111111111111100001100001100001111011
1111111111111111111100001111111100001110000
1111111111111111111100001111111100001110111

477737607760771
T76177607760731
T76177607760771
TTTT74077560771
TrrT77407560731
777607760771
376173607760771
776160000000071
776177400000171
776177607700171
776177607760700
000000204200000
700177607560711
743774077560731
T4TTTT437560771
777000607560771
TrrT74077020771
7777207560771
TT7777600000000
TTTTT7607560771
777607700771
37TTT77607760771
673777607760771
677737607760711
677737607760740
67TT7T7607760771
601775607760771
677737607760771
T77700607760771
T77737607760771
TTTT77604060731
TrTT77606060751
7777607760700
777607760731

L4.3 Euro-American

LAM

1111111100000000000000000000000000000011111
1111111100111111111111111111111100001111111

776000000000171
TT637TTTTT60771

L4.4 FEuro-American

S-type

1111111111111111110000000011111100001111111
1111111111111111111011011111111100001111111

7777001760771
TTTTTTS5 7760771

L4.7 Euro-American

mainly T

1111111111111000001111111111111100001111111
1111111111111111111111111111111100001110111
1111111111111111111111111111111100001111111

774077760771
TrTTTTTTTT60731
TrrTTTTTTT60771

L4.8 Euro-American

mainly T




Modificaciones realizadas al documen-

to a partir de la evaluacion de tésis.

6.1. Evaluador 1.

Tabla 6.1: Modificaciones realizadas de acuerdo a la evaluacion de la Evaluadora Ghen-
nie Rodriguez

Evaluador 1: Ghennie Tatiana Rodriguez

Evaluacion Correccién realizada

Se realizaron las modificaciones de forma sugeridas por la evaluadora tales como:
1. Uso correcto de las abreviaciones.

Modificaciones de forma 2. Adicién de espacios dentro del texto
3. Uso de cursivas y signos de puntuacion.

4. Se citan los anexos dentro del cuerpo del documento.

Se incluyen citas faltantes en el marco teérico en cada una de las secciones sugeridas.
Paginas: 1, 3, 4, 11, 16, 17, 20.

Se corrige el estilo de citaciéon de acuerdo a las observaciones presentadas.

Actualizacion y adicién de citas

Estilo de citacién ;
Paginas: 45 y 59.

1. Se corrige error de escritura, se aclara que el linaje 1 corresponde a Indo-ocednico
y el linaje 2 a Este de Asia Pag 62 y tabla 3.1.

Correcciones generales 2. Se realiza correccién en la pagina 69, el método de menor exactitud fue KNN.
3. Se corrige la redaccién en los resultados de las técnicas de ML,

se depura informacién metodoldgica.

1. Se incluye la definicién de infeccién por tuberculosis post-primaria.

2. Se amplia informacién sobre la técnica de identificacién de espoligotipos haciendo

énfasis en el uso de secuencias espaciadoras (IS).

3. Se amplia informacién sobre los métodos empleados para la evaluacién de los

L, algoritmos de aprendizaje en la pagina 62.

Ampliacién de conceptos
4. Se incluye como anexo una tabla en la cual se presentan la totalidad de
los espoligotipos encontrados.

5. Se amplia informacién sobre la mutacion L49P de significancia incierta y
con posible fenotipo de resistencia en las paginas 66 y 74.

6. Se incluyen graficos de curvas ROC para todos los métodos de ML evaluados.
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6.2. Evaluador 2.

Tabla 6.2: Modificaciones realizadas de acuerdo a la evaluacién del evaluador Narmer
Galeano

Evaluador 2: Narmer Galeano

Evaluacion Correccion realizada

Se realizaron las modificaciones de forma sugeridas por el evaluador
tales como:
1. Uso correcto de las abreviaciones Tabla 2.4.
2. Adicién de espacios dentro del texto
Modificaciones de forma 3. Uso de cursivas y signos de puntuacién.
4. Unificacién del idioma de las figuras. No se traducen las graficas tomadas
de otros autores para el marco tedrico
5. Eliminacién de frases de tipo metodolégico dentro del planteamiento
del problema.

6. Se reorganiza la justificacién segin la recomendacién del evaluador.

1. Se incluyen citas faltantes en el marco tedrico en cada una de las
secciones sugeridas. Pdgina: 11.

Actualizacion y adicién de citas g . & . )
2. Se actualizan las citas asociadas a la taxonomia del MTBC.
Péginas 12, 13 y 14

1. Se adiciona una seccién en el marco tedrico ampliando informacion

sobre la sensibilidad de las técnicas moleculares para diagndstico de
la tuberculosis.
2. Se corrige la orientacién del diagrama de flujo segin la recomendacion
. del evaluador.
Correcciones generales o » i )
3. Se amplia informacién en los métodos sobre la estrategia empleada
para validar los resultados.
4. Se reemplaza la frase ”Secuenciacién de préxima generacién” por
"Técnicas de secuenciacion” para incluir las técnicas de tercera

generacion.
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