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RESUMEN

La tuberculosis (TB) es una de las primeras causas de muerte asociadas a un solo agente
infeccioso en el mundo. En el afio 2020 se registraron 10,4 millones de casos nuevos y 1,3
millones de muertes. La enfermedad causada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis es
prevenible y curable. Sin embargo, en las ultimas décadas, Uruguay viene experimentado un
aumento lento pero sostenido en la incidencia de los casos, opuesto a la tendencia mundial y
regional. Existen siete linajes descritos dentro de Mycobacterium tuberculosis, de los cuales

algunos son asociados con un peor prondstico y mayor ocurrencia de resistencia a farmacos.

Distintos métodos moleculares se han utilizado a lo largo del tiempo para caracterizar
genotipicamente las distintas cepas. El avance tecnologico en materia de secuenciacion
masiva, su mayor disponibilidad y bajo costo, hacen que esta herramienta sea cada dia mas
utilizada no sélo a nivel de investigacion sino también en el diagnostico.

En este trabajo de maestria, se desarrollé una metodologia basada en secuenciacion masiva,
como metodo de tipificacion y busqueda de resistencia a farmacos de cepas de M.
tuberculosis. Para ello, se realizé la busqueda de polimorfismos de nucleétido simple en
genes que discriminan los diferentes linajes y al mismo tiempo, se analizé la presencia de
mutaciones en las regiones asociadas a resistencia a farmacos. Se realizo la puesta a punto
de esta metodologia en aislados de una poblacion del sistema penitenciario y se compararon
con cepas circulantes en la comunidad. Como resultado se observd la presencia de una cepa
particular representada de forma significativa en el sistema penitenciario con muy baja
circulacion a nivel comunitario (linaje X). Por otra parte, se observaron mutaciones de baja

asociacion a resistencia a algunos farmacos anti-tuberculosos.

Conocer los linajes que circulan en la poblacion es informacion importante para identificar
la aparicion de brotes, detectar resistencia y prevenir el aumento de casos. Pero no sélo un
seguimiento epidemioldgico exhaustivo y con toda la informacion posible es necesario para
controlar esta enfermedad, el desarrollo de un diagndéstico temprano mejoraria enormemente
las posibilidades de éxito en el tratamiento del paciente con TB. Como la confirmacién del
cuadro clinico implica en muchos casos realizar un cultivo de la bacteria, insumiendo varias

semanas, contar con un marcador molecular de enfermedad a pie de cama resultaria valioso



para acortar estos plazos. Por lo que, profundizando en la respuesta del hospedero, se realizé
la busqueda de ARNSs pequefios circulantes en suero de una poblacién de pacientes con TB
grave que requirieron internacion en Cuidados Intensivos. Los ARNs pequefios circulantes
en sangre, son actualmente utilizados como biomarcadores en el diagndstico de otras
enfermedades. En este trabajo de maestria, se realiz6 la comparacion de esta poblacion de
ARNSs pequerios circulantes en suero de pacientes con TB grave y un grupo control buscando
en particular, identificar micro-ARNs (miARNS) capaces de discriminar entre los grupos y
entre estadios tempranos y avanzados de la enfermedad. Del analisis de la abundancia
diferencial de las secuencias obtenidas, encontramos tres miARNs con posible valor
pronostico de la evolucion de la enfermedad y se generaron datos que permiten considerar
otros ARNSs pequefios (tRNAs, ncRNA, snoRNAs, etc) para mejorar la evaluacion de estos

pacientes.

Palabras clave: Tuberculosis, tipificacién, ARNs pequefios, diagnéstico molecular.
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1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades de la bacteria

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es un bacilo que carece de motilidad, es acido-alcohol
resistente y débilmente Gram-positivo. Microscépicamente se observan como bastones
rectos o curvos de 1 a 4 um de largo. Mtb o bacilo de Koch, Ilamado asi en honor a su
descubridor (en 1882) Robert Koch, presenta una pared celular Gnica compuesta por acidos
micdlicos la cual juega un rol importante en la funcion celular, asi como en su patogenicidad.
La compleja pared celular le confiere caracteristicas de extrema hidrofobicidad, resistencia a
la deshidratacion y a la acidez o alcalinidad y se encuentra conservada dentro del género
(Sakamoto, 2012).

Mtb es un patdgeno obligado de humanos que pertenece al género Mycobacterium del filo
Actinobacteria, que comprende cerca de 170 especies distintas. EI género se puede dividir a
su vez en micobacterias de crecimiento rapido y de crecimiento lento (Figura 1). Mtb se
encuentra entre las de crecimiento lento junto con otras especies causantes de enfermedades
en humanos y animales, agrupadas bajo el nombre del Complejo Mycobacterium
Tuberculosis (MTBC) (Bariuls et al., 2015).

Existe evidencia que sugiere que el MTBC emergié como un solo grupo clonal de un pool
de cepas recombinantes de micobacterias dando lugar al ancestro Mycobacterium canetti.
Este linaje presenta una morfologia inusual para lo que conocemos hoy como micobacterias;
es muy poco frecuente aislarlo de infecciones humanas y no se ha establecido hasta la fecha
un link epidemioldgico en la transmisién humano-humano. Se cree que es una micobacteria
potencialmente ambiental, con una alta tasa de recombinacion y transferencia horizontal de
genes (Boritsch et al., 2016). Sin embargo, esta capacidad se perdié mas adelante en la
descendencia del MTBC, que experimento una expansion clonal y una diferenciacién menor,
pero que de alguna forma gan6 mayor capacidad de transmisibilidad y de virulencia (Orgeur
& Brosch, 2018).

El MTBC incluye especies de Mycobacterium con una muy alta similitud en la secuencia de
la subunidad 16S del ARN ribosomal. Esta particular similitud va en linea con la hip6tesis
del origen de un mismo ancestro comun, aunque difieren en el tropismo por el hospedero,
fenotipo y patogenicidad. Dentro del MTBC se encuentran los patogenos exclusivos de
humanos (Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum), pero también patégenos
exclusivos de roedores (Mycobacterium microti), leones marinos (Mycobacterium
pinnipedi), de ovejas y cabras (Mycobacterium caprae). También, en este grupo se encuentra
Mycobacterium bovis que es patdégeno preferentemente de bovinos, aunque en menor medida
puede infectar humanos.



M. avium
M. intracellulare
M. kansasii

M. scrofulaceum

M. bohemicum

M. leprae

M. haemophiium

M. malmoense

M. intermedium
M. szulgai

M. lacus

M. marinum

M. shottsii

M. ulcerans

M. conspicuum

M. asiaticum

M. gordonae

M. interjectum

M. palustre

M. heidelbergense
M. genavense
M. triplex

M. lentiflavum

M. simiae

M. triviale
M. i
M. shimoidei
& [— M. heckeshornense

95 I M.
M. xenopi

M. cookii
75_7 M. branderi
54 M. celatum

M. terrae
70 M. hiberniae

a3 M. nonchromogenicum

L“ Crecimiento rapido

Nocardia asteroides

Crecimiento lento

M. chitae
M. fallax
M. holsaticum

M. komossense
M. murale
99 M. tokaiense
M. gadium
M. frederiksbergense
M. diernhoferi
M. hodleri
M. necaurum
{ M. mageritense
86— M. wolinskyi
M. obuense

M. poriferae

54 M. chlorophenolicum
91— M. chubuense

84[ M. aichiense
M. rhodesiae
M. parafortuitum
M. gilvum
M. sphagni

77[ M. abscessus
100/ 1. chel

M. immunogenum

M. mucogenicum
M. fortuitum
M. farcinogenes
M. senegalense
M. porcinum
M. septicum
M. alvel
95" M. peregrinum
M. brumae
M. novocastrense
M. phlei
M. doricum
M. agri
M. duvalil
Mflavescens
72 M. goodii
M. smegmatis
M. elephantis
M. pulveris
M. confluentis

M.
M. moriokaense
M. thermoresistibile

— M. tusciae

M. vaccae
90 M. vanbaalenii
63 M. aurum
M. austroafricanum

Figura 1. Arbol filogenético del género Mycobacterium basado en la secuencia 165 ARNTr. A la izquierda
se encuentra el rbol con expansidn de especie de crecimiento lento, donde se recuadra en rojo al Complejo
de Mycobacterium tuberculosis. A la derecha se encuentra el arbol con expansién de especie de
crecimiento rapido, que en general no se encuentran asociadas a enfermedades en humanos. Imagen
modificada de Tortoli E. et al, Nontuberculous Mycobacteria, 2019.

Dentro de la especie M. tuberculosis se describen siete linajes diferentes. Los linajes 5y 6
(L5 y L6 respectivamente) son los mas ancestrales dentro del MTBC que infectan humanos,
y los linajes L1 y L7 divergieron antes de la delecion de una region particular del genoma
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(region ThD1). Esta delecion da origen a los linajes mas modernos 0 mas recientes en la
evolucion (L2, L3y L4) (Figura 2).
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Figura 2. Arbol filogenético de los diferentes linajes que componen el MTBC, basado en SNPs de 261
genomas de micobacterias. El linaje L1 corresponde a Este-Indio-Africano (EAI), L2 a las cepas Beijin,
L3 a las cepas de Asia Central (CAS), L4 a las cepas Euro-Americanas (T, Haarlem, LAM, S, X), L5a M.
africanum 1y L6 a M. africanum 2. Por Ultimo, L7 corresponde estrictamente a las regiones de Etiopia y
el Cuerno de Africa. Imagen tomada de Michael O. et al, Microbiology, 2018.

1.2. Métodos de tipificacion

Si bien es sabido que los miembros del MTBC son parientes muy cercanos y comparten un
muy alto porcentaje de identidad en su secuencia nucleotidica, también se han reportado
variantes asociadas con peor pronéstico y mayor gravedad (Ford et al., 2013). Uno de los
avances fundamentales de las Gltimas décadas para la visualizacion de esta diversidad ha sido
el desarrollo de técnicas de secuenciacion de genoma completo.

ElI MTBC ha evolucionado entre varios linajes adaptados a humanos y linajes que se
adaptaron a animales domesticos y salvajes. Los linajes adaptados a humanos son patdégenos
obligados y no existen reservorios animales o ambientales para estos. Los linajes L1, L2, L3,
L4 y L7 pertenecen a Mycobacterium tuberculosis propiamente dicho y los linajes L5y L6
a M. africanum (Figura 3).



s mmm------- M. canettii

o [

L 2
1
! L3
1
TBD1
1 4 L4
0.99 1 L7
1 L1
1 << L5 Chimpanzee
1 7 bacillus M. mungi
1] | ‘I et e bbbt el M. suricattae
RDY 1 L6 Dassie bacillus
1 1 1 M. pinnipedii
RD7 1| 099l< Ancient Peruvian human remains!
RD8
RD10 ! M. microti

0.99 1 I:1 M. bovis
L M. caprae —
M. orygis 0.005

Figura 3. Arbol filogenético del MTBC. Filogenia basada en el genoma completo del Complejo
Mycobacterium tuberculosis con raiz en Mycobacterium canettii. Los triangulos representan una
simplificacion de las ramas de los principales linajes. Los linajes especificos de humanos se encuentran
en color y aquellos linajes adaptados a animales en gris. El largo de la escala representa el nimero de
sustituciones por sitio nucleotidico. Imagen tomada de Gagneux S. et al. Nature, 2019.

Algunos linajes se encuentran mas restringidos geograficamente que otros y se hipotetiza que
estas variantes pueden estar mejor adaptadas a la poblacion humana local (Gagneux, 2018).
Los linajes L5 y L6 estan restringidos al oeste africano mientras que L2 y L4 son los mas
dispersos a nivel mundial, siendo el linaje 4 el mas extendido. Este linaje ademas puede ser
subdividido en multiples sublinajes: L4.1.1 o X, L4.1.2 o Haarlem, L4.3 0 LAM, L4.6.2 0
Cameroon, etc. (Figura 4).
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Figura 4. Arbol filogenético del Complejo de Mycobacterium tuberculosis con amplificacion al linaje 4
que se subdivide en al menos diez sub-linajes. Imagen tomada de Gagneux S. et al. Nature, 2019.

Diferentes métodos moleculares se han utilizado para identificar los principales linajes de M.
tuberculosis y asi poder establecer contactos epidemioldgicos y seguimiento de brotes. La
primera técnica utilizada consiste en la digestion enzimatica del cromosoma de ADN circular,
y posteriormente, mediante una sonda marcada, determinar la presencia de la region 1S6110.
Esta regidn tiene una tasa de evolucién mayor comparada con el resto del genoma'y en base
al nimero de copias se pueden clasificar los diferentes linajes (van Embden et al., 1993). El
analisis de 1S6110 se utiliz6 ampliamente a partir de la década del 90 y si bien permitié
mejorar la capacidad de agrupamiento de los aislados, contaba con algunas desventajas como
el bajo poder de discriminacion de cepas cuando los nimeros de copias de IS eran bajos.

Posteriormente se desarrollaron técnicas basadas en PCR como el “spoligotyping”. Este
método se basa en la amplificacion de un locus particular llamado repetido directo (DR). Esta
region se conforma de sucesivas repeticiones de DRs (36 pb de largo) interespaciadas por
secuencias Unicas no repetidas (de entre 34 a 41 pb). A través de una hibridacion en
membrana, con oligonucleétidos correspondientes a las secuencias Unicas espaciadoras, se
determina la presencia o ausencia de cada region (Figura 5). De acuerdo a la cantidad de
espaciadores que tenga una cepa se la clasifica en las diferentes familias. Por ejemplo, la cepa
de referencia de Mtb H37Rv, lleva ese nombre ya que contiene 37 de los 43 espaciadores
posibles. El spoligotyping es eficiente en cuanto a la tipificacion de las cepas de MTBC
pudiendo, por ejemplo, diferenciar entre M. tuberculosis y M. bovis, asi como los diferentes
linajes dentro de Mtbh (Kamerbeek et al., 1997).
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Figura 5. Esquematizacién de la estructura del locus DR (repetido directo). (A) En rectangulos se
representan los locus DR para los cromosomas de Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium bovis
BCG que tienen 48 y 41 DRs respectivamente. Entre los DR se encuentran las regiones espaciadoras que
son secuencias Unicas y no repetitivas. Mycobacterium bovis BCG tiene 6 espaciadores mientras que
Mycobacterium tuberculosis tiene 37. (B) Esquematizacion para la amplificacion de las regiones
espaciadoras por PCR. Los amplicones tienen diferentes largos y los pares de cebadores pueden comenzar
la amplificacién en cualquier DR. (C) Patrones de hibridacion o “spoligotyping” de las regiones
espaciadoras por sonda en membrana. El orden de los espaciadores es en el mismo orden que se encuentran
en el genoma. Imagen tomada de Kamerbeek J. et al, Journal of Clinical Microbiology, 1997.

Mas adelante, a principios del 2000, luego de la obtencion de la secuencia del genoma de
referencia (Cole et al., 1998), se desarroll6 un segundo método basado en PCR que consta
del estudio de minisatélites. Se trata de un andlisis en alta resolucion de repetidos en tandem
de nimero variable (VNTR: variable number of tandem repeats) de elementos genéticos de
Mtb llamados unidades repetidas interespaciadas de micobacterias (MIRUs: mycobacteria
interspead repeated units) (Supply et al., 1997). Los MIRU tienen entre 50 a 100 nucle6tidos
de largo y pueden presentar entre 0 a 25 repeticiones de cada unidad. Brevemente, se
amplifican dichas regiones, y se evaltan los tamafios de los productos de dicha amplificacion
(Figura 6). Como el tamafio esta dado por el numero de copias para cada MIRU, se puede
establecer un cddigo de numeros para describir cuantos repetidos hay para cada locus. La
tipificacion a través de esta técnica fue mejorando, pasando de 12, 15 y finalmente 24 loci
que es lo que se utiliza como técnica gold standar en la actualidad.
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Figura 6. Esquema para la amplificacion de los MIRU. Cada color representa un locus y cada cuadrado
la cantidad de repetidos (que se especifica en nimeros). De esta manera cada cepa forma un cédigo
numeérico Unico. En rojo se esquematizan los pares de cebadores para cada locus. Imagen tomada de Takiff
H, Mooc Institut Pasteur Paris, 2018.

El desarrollo de las técnicas de secuenciado masivo llevé a un crecimiento exponencial de
genomas completos (WGS: whole genome sequencing) y revoluciono la caracterizacion de
la diversidad genética de miles de organismos. El uso de WGS en la caracterizacion de las
cepas de Mtb tiene un impacto directo en la salud publica. Permite detectar y predecir
variantes con resistencia fenotipica a antibioticos contra la tuberculosis y por lo tanto influir
en las decisiones clinicas, asi como también, poder realizar una vigilancia epidemioldgica de
los linajes circulantes y de los mecanismos de resistencia.

El avance en estas tecnologias permitié desarrollar técnicas basadas en secuenciacion
profunda de genes objetivo y secuenciacion de todo el genoma. Ambas aproximaciones se
basan en los mismos principios y equipamiento, pero de acuerdo al objetivo que se busca se
puede optar por una u otra. Por ejemplo, si se quisieran detectar mutaciones puntuales en
genes de resistencia a farmacos, la secuenciacion profunda en estos genes podria ser la mejor
alternativa para el diagndstico, siendo posible realizarla directamente de muestras clinicas.
Esto resulta en un ahorro econdmico, pero fundamentalmente de tiempo ya que se ahorraria
el tiempo que insume el cultivo bacteriano. Por el contrario, para realizar una secuenciacion
de todo el genoma se debe partir de ADN de alta calidad, y en este caso es necesario esperar
el cultivo. Sin embargo, la secuenciacion gendémica resulta una mejor aproximacion para
realizar una filogenia completa, ademas de poder identificar otras mutaciones o variantes no
reportadas aun.

Los diferentes métodos de tipificacion molecular son utilizados para definir cadenas de
transmision o agrupamientos de cepas de Mtb en base a la observacion de motivos genéticos
en sus genomas. Por ejemplo, la presencia 0 ausencia de regiones espaciadoras con
spoligotyping o la cantidad de repetidos de un loci de los 24-MIRU-VNTR descritos, hacen
posible generar una filogenia de las cepas analizadas. La epidemiologia molecular trata de
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definir el hilo epidemioldgico entre un caso y otro y para ello resulta importante conocer los
tiempos de transmision entre ellos. Esto es posible ya que los genomas acumulan mutaciones
con el tiempo, lo que significa, a grandes rasgos, que genomas similares provienen de un
ancestro comudn cercano, mientras que, si presentan marcadas diferencias, mayor es la
distancia que los separa. La clave en la elucidacion de estos tiempos es encontrar motivos
genéticos que varien lo suficiente y sean heredables, pero al mismo tiempo mantengan cierto
grado de conservacion. En este sentido las técnicas de WGS tienen un alto poder
discriminatorio cuando se trata de analizar las dinamicas de transmision, y es de particular
importancia en organismos cuyas “distancias genéticas” son cercanas (Meehan et al., 2018).

En 2014, Coll et al. desarrollaron un método basado en WGS para el estudio de los
polimorfismos de nucledtido simple (SNP: single nucleotide polymorphism) como
marcadores de variacion genética para el analisis filogenético de cepas de Mtb (Coll et al.,
2014). Se identificaron 62 SNPs canonicos en genes esenciales bajo seleccion negativa, que
resuelven la diversidad genémica de cada cepa del MTBC. Los genomas acumulan
mutaciones con el tiempo y a través de estudios retrospectivos basados en WGS se puede
determinar la tasa de mutacion. En el caso de Mtb se reportaron 0,3 a 0,5 SNPs por genoma
por afio (1x10°7 sustituciones por nucleétido por afio), lo que es una tasa baja comparada con
otras especies de bacterias (Barbier & Wirth, 2016). Este método de tipificacién tiene un
poder de discriminacion de los aislados mas potente que las técnicas basadas en PCR. Para
el caso del spoligotyping se ha determinado que no es capaz de discriminar eventos de
transmision con menos de 200 afios de antigliedad, ya que las regiones del genoma que son
estudiadas son altamente conservadas (Meehan et al., 2018).

1.3. Generalidades de la enfermedad.

Mtb es el agente etioldgico de la tuberculosis (TB), una enfermedad infecciosa que produce
en la actualidad, cerca de 10.4 millones de infecciones en humanos y que causé la muerte de
1.3 millones de personas en 2020 (Geneva: World Health Organization, 2021), superando al
HIV como el agente infeccioso causante de mas muertes a nivel mundial en el afio 2019 y
solo superado en 2020 y 2021 por el SARS-CoV-2. La tuberculosis se transmite de persona
a persona a través de particulas expedidas en la tos y afecta principalmente a adultos mayores
de 45 afos, siendo méas frecuente en hombres que mujeres. Esta enfermedad afecta
principalmente los pulmones, cuando las pequefias particulas de Mtb logran llegar hasta el
tracto respiratorio bajo donde son fagocitadas por los macrofagos y células dendriticas
residentes. Sin embargo, también puede afectar otros 6rganos. Dentro de los pulmones se
dispara una respuesta inflamatoria local con el objetivo de activar la respuesta inmune innata
y reclutar células inmunes al sitio de infeccion. De esta manera se forma un agregado de
varios tipos de células (macréfagos, neutréfilos, células T, etc) llamado granuloma (Figura
7), que es un marcador histopatologico de la enfermedad (Bussi & Gutierrez, 2019). Uno de
los mecanismos mas importantes en la patogenicidad de la bacteria, es la inhibicién en la
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maduracion del fagosoma-lisosoma, que se produce a través de la expresion de un complejo
multiproteico llamado ESX-1. De esta forma, la bacteria puede inmunomodular a la célula
fagocitica, sobrevivir y reproducirse dentro de ella. Por el contrario, el bacilo atenuado de
Calmette y Guérin (BCG) utilizado en la vacuna para la TB, perdié parte de los genes que
codifican para el sistema de secrecion de ESX-1, debido a una delecion de la region RD1,
por lo que carece de efecto patolégico (Orgeur & Brosch, 2018).

Vascularizacion

Macréfagos
esSpumosos

Macroéfagos
Macroéfago infectado
Bacteria

Tejido necrético

Fibras conectoras

Macréfagos epiteliales
Limfocitos

Celulas gigantes
multinucleadas

Figura 7. Arquitectura de un granuloma. (A) Muestra histoldgica obtenida de tejido pulmonar de cerdo
con tincion hematoxilina-eosina. Granuloma representativo con centro necrético. (B) Esquema de los
componentes celulares que forman parte del granuloma. Imagen modificada de Guirado et al. Frontiers in
Inmunology, 2013.

La mayoria de las personas que se infectan con M. tuberculosis son asintomaéticas y se estima
que cerca de un cuarto de la poblacién mundial se encuentra infectada. En la mayoria de los
casos la infeccion es contenida y la bacteria entra en estado de latencia (LTBI: latent
tuberculosis infection) y solamente entre 5-10% de personas infectadas desarrollaran la
enfermedad activa (Figura 8). La probabilidad de la activacion de la enfermedad aumenta
notoriamente entre personas con VIH y también con comorbilidades como desnutricion,
diabetes, fumadores y alcoholistas.
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Figura 8. Ciclo de infeccion de Mtb. El contagio se da por inhalacion de aerosoles y pueden ocurrir varios
escenarios: (1) eliminacion inmediata de la bacteria por el sistema inmune, (2) progresion a una infeccion
activa de TB, (3) la infeccién no progresa a la enfermedad, sino que es contenida en el hospedero y entra
en fase de latencia, (4) en algin momento de la vida del individuo, la TB en latencia puede progresar a la
enfermedad o el individuo puede re-infectarse (5). En TB activa se puede dar la diseminacion y la
transmision. Imagen modificada de Bafiuls A. et al. Journal of Medical Microbiology, 2015

La tuberculosis es curable y prevenible. De las personas con tuberculosis activa cerca del
85% son curadas a través de un tratamiento que implica la utilizacién de cuatro farmacos
llamados de primera linea: isoniazida (INH), rifampicina (RIF), etambutol (EMB) y
pirazinamida (PZA) administrados de forma diaria durante 6 meses. Sin este tratamiento la
mortalidad aumenta significativamente (Geneva: World Health Organization, 2021).

1.4. Situacion epidemiologica actual de la tuberculosis

Actualmente la TB sigue siendo un problema de salud importante a nivel mundial. La
distribucion de la incidencia a nivel mundial varia ampliamente entre paises, observandose
una muy alta tasa de incidencia en casi todo el continente africano y el sureste asiatico (Figura
9). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en 2020 hubo 57 paises con un
promedio estimado de menos de 10 casos cada 100.000 habitantes, lo que los colocaria en
una posicion cercana a la eliminacion de la enfermedad.
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Figura 9. Incidencia estimada de TB en 2020. Casos cada 100.000 habitantes. Imagen tomada del reporte
de la OMS de 2021.

Si bien latendencia en la mortalidad se encontraba en descenso en los Gltimos 15 afios (Figura
10), segln la OMS, las muertes por esta enfermedad aumentaron en 2020 y se equiparan a
datos del 2017 (1.3 millones de muertes en el mundo). Estos datos resultan todavia mas
preocupantes si se considera que la principal herramienta diagnostica se basa en una técnica
de microscopia con cerca de 120 afios de antigliedad y que hay una sola vacuna de baja
eficacia en adultos, desarrollada hace 100 afios (la vacuna BCG). Los farmacos,
administrados para tratamiento, desde hace mas de 40 afios, son efectivos, pero tienen una
alta tasa de no adherencia debido al tratamiento prolongado y los efectos secundarios
(Gagneux, 2018). Como agravante de esta situacion, resulta preocupante no solo la cantidad
de casos reportados anualmente, sino el aumento sostenido en la incidencia de resistencia a
estos farmacos (Liu et al., 2018).

Ademas, la situacion se ve agravada debido a los dos Gltimos afios de pandemia causada por
el SARS-CoV-2, revirtiéndose varios afios de esfuerzos para controlar la TB. Uno de los
impactos mas importantes de esta pandemia, fue el subregistro de nuevos diagndsticos en
2020, que implico una baja del 18% a nivel mundial (Geneva: World Health Organization,
2021). La reduccion del acceso al diagnostico y al tratamiento de la TB aumentd las muertes
por esta enfermedad pasando de un estimado de 1.2 millones en 2019 a 1.3 millones en 2020.
Tambien el acceso al tratamiento para la TB resistente fue afectado por el colapso de los
sistemas sanitarios, estimandose que 1 de cada 3 pacientes interrumpid el tratamiento.

16



" Y
o

Casos de TB R

/ Nuevos casos y recaidas

Millones por afio (log)
w

1 TB VIH-positivo
2000 2005 2010 2015 2020

Figura 10. Incidencia de la TB a nivel mundial. Las areas coloreadas representan los intervalos de
incertidumbre. Imagen modificada del reporte anual de la OMS.

Desde 2014, la OMS ha establecido lineamientos para la estrategia del fin de la tuberculosis
a nivel mundial. Para ello es necesario alcanzar ciertos hitos y objetivos para frenar la
incidencia de la TB y las muertes por esta enfermedad. Para el afio 2025 se deberia reducir
en un 75% las muertes y un 50% la incidencia respecto al 2015, para cumplir con el objetivo
de alcanzar en 2035 un 95% de reduccion en las muertes y un 90% en la incidencia. Los tres
pilares en que se sostiene la estrategia son: (1) cuidado y prevencion centrados en el paciente,
diagnosticos mas tempranos y testeo de la susceptibilidad a drogas; (2) compromiso politico
y adecuacion de recursos para la prevencion y el cuidado de la TB; (3) intensificar la
investigacion y la innovacion para desarrollar nuevas herramientas e intervenciones.

1.5. Tratamiento contra la tuberculosis

El tratamiento de la TB requiere que sea prolongado y continuado en el tiempo para eliminar
completamente los bacilos y evitar recaidas. También, resulta de gran importancia la
combinacion de varias drogas para asegurarse que aquellos bacilos que sean naturalmente
resistentes a alguna, puedan ser eliminados. Los farmacos antituberculosos clasicamente se
clasificaban en dos grupos. Los farmacos de primera linea: INH, RIF, EMB y PZA, y los de
segunda linea, utilizados en recaidas o re-tratamientos, principalmente en TB resistentes:
fluoroquinolonas como levofloxacina, moxifloxacina, ofloxacina y drogas inyectables como
estreptomicina, amikacina, kanamicina y capreomicina. Actualmente la clasificacion de los
farmacos se realiza de acuerdo a 5 grupos que se dividen segun un criterio de efectividad,
accesibilidad y costos de cada farmaco (Tabla 1).
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Tabla 1. Clasificacion de farmacos antituberculosos

Farmacos de primera linea.

Grupo 1 .. . .. N .
P Isoniazida, rifampicina, etambutol, pirazinamida

Fluoroquinolonas

Grupo 2 a . . . .
Levofloxacina, moxifloxacina, ofloxacina
Inyectables

Grupo 3 y .. I . .
Estreptomicina, amikacina, kanamicina, capreomicina
Drogas de segunda linea de menor efectividad.

Grupo 4

Cicloserina, etionamida/protionamida.

Drogas de efectividad menor o escasa experiencia clinica.

Grupo 5 Clofazimina, linezolid, isoniacida a altas dosis, amoxiciclina-clavulanico,
carbapenémicos, claritromicina

La INH es una pro-droga que difunde dentro de la bacteria y que es activada por la enzima
catalasa-peroxidasa bacteriana codificada por el gen katG. EI mecanismo de accion de INH,
implica el bloqueo de la proteina transportadora inhA que inhibe especificamente la sintesis
de acidos micolicos (Jena et al., 2014). La resistencia a esta droga suele ocurrir debido a
mutaciones puntuales y altamente selectivas en el gen katG, pero también se observan
resistencias con mutaciones en el gen inhA.

Por otra parte, la RIF es un bactericida que interfiere en la sintesis del ARN mensajero al
unirse y bloguear la ARN polimerasa. Esta Gltima es codificada por los genes rpoA, rpoB,
rpoC y rpoD. Mutaciones en una regién de 72 nucleotidos de la subunidad beta (codificada
por el gen rpoB), da como resultado resistencia a rifampicina. En particular las mutaciones
en este gen se concentran en una region altamente localizada entre los codones 507 a 533
(Fontalvo Rivera & Goémez Camargo, 2014).

El tratamiento aconsejado para enfermos con TB que no han sido tratados previamente con
drogas antituberculosas, recomienda la utilizacion de 4 drogas: isoniazida, rifampicina,
pirazinamida y etambutol por 2 meses seguido de IZH + RIF por dos meses méas (4 meses en
total) (CHLA-EP, 2016). Este esquema es supervisado y se realizan baciloscopias para
evaluar la negativizacion del paciente.

Para los casos de recaidas, recuperacion de enfermos que perdieron seguimiento o fracasos
de tratamiento, se vuelve a iniciar el esquema anterior ademas de realizar test de sensibilidad
a drogas. Cabe mencionar que dada la baja prevalencia de multi-resistencia (resistencia a
INH y RIF) de Uruguay, se debe esperar por el test de sensibilidad y un estudio profundo de
la historia clinica y bacterioldgica antes de volver a iniciar el tratamiento. En paises con
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prevalencias mayores, las consideraciones frente a casos de recaidas o fracasos del
tratamiento son otras.

1.6. Tuberculosis resistente

La resistencia a farmacos contra la TB es una crisis sanitaria a nivel mundial. En el afio 2019
se reportaron 600.000 casos resistentes a rifampicina y/o isoniazida en todo el mundo. Las
cepas resistentes se pueden clasificar como cepas multidrogo-resistentes (MDR-TB) cuando
presentan resistencia a rifampicina e isoniazida, que son los farmacos mas efectivos contra
la enfermedad, o de resistencia extendida (XDR-TB) cuando, ademas, presentan resistencia
a farmacos de segunda linea como las fluorogquinolonas, amikacina, capreomicina o
kanamicina, etc. En el afio 2020 se reportaron 25.681 casos de XDR-TB en el mundo,
manteniendo una tendencia al alza en la ultima década. La resistencia tiene una distribucion
geografica desigual, siendo mayor en aquellos paises de bajos recursos econdémicos. La
multidrogo-resistencia es una enfermedad que surge principalmente del mal uso de los
farmacos anti-tuberculosis y es sabido que es mas probable su transmision entre hospederos
que la aparicion espontanea de nuevos casos (Rajendran et al., 2020).

Las tecnologias de secuenciado masivo han permitido conocer de manera muy completa las
secuencias de las diferentes cepas de Mtb. En este sentido, se han descrito marcadores
genotipicos de resistencia y se encuentran reportados los niveles de resistencia a
determinados farmacos asociados a mutaciones puntuales. Dichos niveles se expresan como
concentraciones minimas inhibitorias (MIC: minimum inhibitory concentrations) y dan
intervalos de confianza para la asociacién de mutaciones y resistencia fenotipica. En la tabla
2 se resume a modo de ejemplo, algunas de las mutaciones con mayor grado de confianza
para la asociacion de resistencia fenotipica para INH y RIF. Cuando mayor el grado de
confianza, méas probable es que la mutacion en un gen de resistencia provoque la resistencia
fenotipica. Por ejemplo, una de las mutaciones mas frecuentes es un cambio aminoacidico de
una serina en la posicion 315 por una treonina (S315T) en el gen katG, dando lugar a la
resistencia a isoniazida, en promedio, en 64% de los casos (Lempens. et al., 2018). También
es recurrente la mutacién en la posicion 15 del promotor del gen inhA. En conjunto estas
mutaciones explican cerca del 84% de la resistencia fenotipica a la isoniazida. Del mismo
modo, mutaciones en la region de los codones 507-533 del gen rpoB explican cerca del 96%
de resistencia a rifampicina, y constituye un verdadero “hotspot” de resistencia (Dookie et
al., 2018).
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Tabla 2. Lista de mutaciones y grado de confianza asociada a resistencia fenotipica

Farmaco Gen Mutacion Grado de Evidencia de MIC
confianza (aislados clinicos)
INH katG S315N Alto 0,8<MIC<12,8 mg/L !
INH katG + S315Ty  Alto y medio alto MIC > 1 mg/L ?
inhA c-15t
RIF rpoB Q513K Alto MIC > 8 mg/L 3
RIF rpoB D516V Alto MIC > 8 mg/L 3

1 (Lempens et al., 2018), 2 (Palomino & Martin, 2014), 2 (Berrada et al., 2016)

Nuevos farmacos como la bedaquilina, delamanid y linezolid se han empezado a utilizar para
tratar los casos de tuberculosis resistente. Sin embargo, el acceso a estos nuevos tratamientos
resulta limitado por su costo elevado y una duracion de varios meses con varios farmacos
que producen efectos secundarios. Por lo que, culminar el tratamiento se dificulta sobre todo
en situaciones socioecondmicas desfavorables (Dookie et al., 2018). La busqueda por nuevos
farmacos anti-tuberculosis, asi como tratamientos mas efectivos y vacunas nuevas se ha
intensificado en las Gltimas décadas en un esfuerzo para controlar la aparicion de resistencia.
Existen varios farmacos con nuevos inhibidores o moléculas objetivo en distintas fases de
ensayo clinico. Hasta el afio 2021 existian 25 drogas en distintas fases, de las cuales 16 son
entidades quimicas nuevas. También, hasta el mismo afio existian 14 vacunas candidatas con
efecto profilactico para la TB en ensayos clinicos, de las cuales cuatro se encuentran entrando
en fase 11 (Weerasuriya et al., 2020). Ademas, hubo avances en cuanto a las terapias dirigidas
al hospedero (HDT: host-directed therapies), que buscan aumentar la respuesta inmune y
reducir o modular el proceso de inflamacion, para asi, de esta forma complementar la terapia
con farmacos anti-tuberculosos (Tiberi et al., 2018).

1.7. Situacion epidemiologica de la tuberculosis en Uruguay

Desde la década del 80 hasta fines de la década del 90 la TB en Uruguay se encontraba con
la posibilidad de ingresar en una situacion cercana a su eliminacion. Esto fue debido a la
puesta en marcha del Programa Nacional de Tuberculosis de la Comisién Honoraria para la
Lucha Antituberculosa y Enfermedades Prevalentes (CHLA-EP) que tiene como cometidos
la prevencion, diagndstico, tratamiento y vigilancia epidemiolégica de la TB en nuestro pais.
Posteriormente, a partir del 2000, las cifras de incidencia se estabilizaron y a partir de 2006
la situacion epidemioldgica comenzo6 a cambiar nuevamente. En el periodo 2006-2021 hubo
un aumento lento, pero progresivo de los casos de TB en el pais.

Segun el informe nacional de la situacion de la tuberculosis en Uruguay 2020, que realiza la
CHLA-EP, Uruguay report6 27,4 casos en 100.000 habitantes. Esto coloca a nuestro pais por
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encima del promedio en el continente americano, que en los Gltimos 20 afios ve una tendencia
descendente. La nueva situacion epidemiologica de la TB, coloca a Uruguay dentro de los
paises de mediana prevalencia. Por otra parte, es importante mencionar que debido a la
pandemia de COVID-19, podria estar ocurriendo un subregistro de los casos y abandono de
tratamiento y consultas médicas.

Dentro del pais, los departamentos que reportan mayor nimero de casos son Montevideo,
Canelones y Maldonado (Figura 11). Se estima que aproximadamente el 87% de los casos
corresponden a tuberculosis pulmonares, afectando mayoritariamente a hombres adultos
mayores de 45 afios. En 2020 la letalidad se ubico en un 11% de los casos. Los grupos de
riesgo asociados con mayores tasas de TB se encuentran bien identificados y se destacan los
contactos con convivientes (2.474 casos/100.000 personas), personas con VIH (813/100.000)
y personas privadas de libertad (639/100.000). La poblacion de privados de libertad (PPL) es
un grupo de especial interés, ya que las condiciones de hacinamiento, poca ventilacion y
condiciones de infraestructura inadecuadas, asi como la baja adherencia a los tratamientos
pueden complejizar la situacién de la TB cuando estas personas retornan a la comunidad. Se
ha reportado en otros estudios una asociacion positiva entre el aumento de la poblacion de
PPL y la incidencia de la TB, asi como los casos MDR-TB. Estas instituciones podrian
comportarse como un amplificador de la enfermedad, aumentando el riesgo de diseminacion
en la comunidad (Warren et al., 2018).
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Figura 11. Mapa de la incidencia de TB en Uruguay. Imagen tomada del Informe Nacional de la Situacién
de la Tuberculosis en Uruguay, CHLA-EP 2020.

En cuanto a la resistencia, cabe mencionar, que en el afio 2020 se reportaron 6 casos de mono-
resistencia a INH, que se encuentra dentro del rango de los Gltimos 10 afios, y 12 casos de
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resistencia a RIF, siendo el triple que lo reportado en 2019. Dos de esos casos fueron
diagnosticados como MDR-TB presentando resistencia a ambos farmacos.

Siguiendo con los lineamientos establecidos por la OMS en la estrategia del fin de la TB, se
proyectaba un descenso del 20% de los casos para 2020, por el contrario, hubo un aumento
del 10%. Esta situacion tampoco fue inadvertida dentro del sistema de salud que ha observado
un aumento en la cantidad y severidad de los casos que ingresan a las Unidades de Cuidados
Intensivos (UCI) especializadas en la tuberculosis en nuestro pais. A pesar de ello, algunos
valores como la cobertura del tratamiento, la tasa de éxito, cobertura de vacuna para menores
de 5 afios y seguimiento de contactos permanecen muy altas y cerca de la meta establecida
para 2025.

1.8. Tuberculosis en la Unidad de Cuidados Intensivos

En linea con la tendencia observada en el pais, en los Gltimos afos se evidencié una mayor
cantidad de casos de tuberculosis grave que ingresaban a la UCI del Hospital Espafiol — ASSE
(centro de referencia de estos casos). La tuberculosis en cuidados intensivos es asociada con
fallas respiratorias y multiorganicas que requieren medidas de cuidado avanzadas y en varios
casos ventilacion mecénica invasiva. En Uruguay la mortalidad por TB entre los pacientes
admitidos en la UCI es elevada y se ubica por arriba del 50% (Lanoix et al., 2014), (Muthu
etal., 2018).

Para el control de la tuberculosis resulta de importancia conocer cuales son los linajes
circulantes en la poblacién ya que las distintas familias inciden en el desarrollo clinico de la
enfermedad (Hernandez-Pando et al., 2003), en la respuesta a la vacunay en la predisposicion
al surgimiento de resistencia a farmacos (Ford et al., 2013), (Kendall et al., 2015). En este
mismo sentido, se conformd un grupo interinstitucional entre el Hospital Espafiol, el Institut
Pasteur de Montevideo y la CHLA-EP para evaluar la hipdtesis de que el aumento de casos
graves de TB estaba asociada a un linaje especifico mas virulento (Hurtado et al., 2021).

Dicho trabajo fue propuesto y financiado por la ANII al Fondo Sectorial de Salud 2018, y se
genotiparon 60 aislados obtenidos de pacientes criticos en comparacion con 95 aislados de
la comunidad. La caracterizacion de estos aislados se realizo a través de las técnicas de
spoligotyping y MIRU-VNTR. En dicho trabajo observamos una mayor presencia de la cepa
Haarlem (53,3%) en comparacién con las cepas circulantes en la comunidad (34,7%), lo que
podria ser indicativo de una mayor virulencia de esta cepa en particular. Sin embargo, no fue
posible descartar el aporte de las comorbilidades de los pacientes graves en la mortalidad
observada.
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1.9. Marcadores moleculares en el hospedero

El mayor acceso a tecnologias de secuenciacion, también permitié el acercamiento al estudio
del ARN y ADN extracelular, que circula principalmente en vesiculas extracelulares o
formando asociacion con lipoproteinas por el torrente sanguineo (Tosar et al., 2015). Las
vesiculas extracelulares son formadas por diferentes tipos de células, especialmente bajo
estrés por dafio y son importantes en la comunicacion celular a distancia. Asimismo, la
variacion en la concentracion de los ARNs o ADNs circulantes en el organismo (tanto dentro
de las diferentes vesiculas extracelulares o formando parte de complejos con proteinas), es
reflejo de estados metabdlicos o procesos de enfermedad particulares. Detectar estos cambios
resulta de gran importancia para la basqueda de marcadores moleculares de enfermedad,
sobre todo en muestras bioldgicas de facil acceso como sangre, suero u orina.

Los microARNs (miARN) son moléculas pequefias de ARN no codificante, de entre 18 a 24
nucleotidos de largo, que tienen un rol muy importante en la regulacion post-traduccional de
proteinas, pudiendo afectar diferentes procesos, como por ejemplo la respuesta inmune. Los
MIARNSs son transcriptos principalmente por la ARN polimerasa Il dando lugar a un
precursor primario: pri-miARN. Este precursor es procesado por una proteina nuclear
Ilamada Drosha, dando lugar al pre-miARN, que luego es exportado al citoplasma para
nuevamente ser procesado por una proteina citoplasmatica: Dicer (Figura 12).
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Figura 12. Modelo de la biogénesis de los miARNSs. (a) los pri-miARN son transcriptos en el nlcleo y
son procesados por Drosha dando lugar a los pre-miARN. (b) esta estructura es reconocida por una
proteina de exportacion del nucleo que la libera al citoplasma. (c) el precursor es cortado por Dicer que
probablemente utilice el dominio PAZ que reconoce especificamente dos nucle6tidos del extremo 3" y se
une. Dicer corta al precursor formando el miARN maduro de ~22 nucleétidos. Imagen tomada de
Murchison E.P., et al. Curr. Opin. Cell. Biol. 2004
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El duplex de ARN pequefio resultante es unido a la proteina Argonauta, que retiene una sola
de las hebras y en conjunto con otros cofactores forman el complejo efector, llamado
complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC: RNA-inducced silencing complex)
(Syeda et al., 2020). Es este complejo el que efectta el rol regulatorio al unirse por
complementariedad al extremo 3'UTR (UTR: untranslated region) de ARN mensajero
(ARNmM) objetivo reprimiendo su traduccion o degradandolo. Cada miARN puede suprimir
varios ARNms y un ARNm puede ser regulado por varios miARNSs (Sinigaglia et al., 2020).

La expresion de estos miARN responde al contexto celular. La caracterizacion de los miARN
en contexto de enfermedad se ha utilizado para la busqueda de firmas moleculares
caracteristicas de esas patologias, como importantes herramientas diagnosticas y de
prondstico. En particular para el caso de la TB, existe bibliografia de la caracterizacion de
miARN circulantes en suero en infeccion y en la enfermedad, con el objetivo de realizar
diagnostico, ya que resulta en un método mas rapido que el cultivo bacteriano, con el
potencial de suplantar el ensayo de tuberculina o la prueba de interferdbn gamma, para
distinguir entre TB activay TB latente (Walzl et al., 2018). En ese trabajo, los autores realizan
un estudio de la expresion de miARNSs en suero entre individuos con tuberculosis activa,
individuos con tuberculosis latente y entre controles sanos vacunados y no vacunados con
BCG, observando que los distintos grupos tienen perfiles de abundancia de miARNSs
diferentes y logran validar el hsa-miR-196b y hsa-miR-376¢ como potenciales marcadores
de TB activa (Zhang et al., 2014)

Las ciencias 6micas enfocadas en la clinica de la TB estudian marcadores o firmas
moleculares en fluidos o extractos biologicos, como formas de llegar a un diagndstico precoz
y més personalizado. En este trabajo realizamos la busqueda de miARNS en suero de una
poblacién de pacientes con TB grave internados en una Unidad de Cuidados Intensivos. Para
ello se realiz6 un anélisis de abundancia diferencial contra un grupo control, como forma de
identificar posibles marcadores moleculares de enfermedad.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos generales

Generar un método de caracterizacion genotipica de cepas de tuberculosis por medio de
secuenciacion masiva y buscar marcadores moleculares con valor diagnostico y prondstico
en pacientes graves con tuberculosis.

2.2. Objetivos especificos

Para poder cumplir el objetivo de caracterizacion de cepas nos planteamos los siguientes
objetivos especificos:

1.

Blsqueda de regiones génicas capaces de clasificar los diferentes linajes de M.
tuberculosis

Seleccidn de genes asociados a resistencia a farmacos

Puesta a punto de una PCR mudltiplex para la amplificacién de genes seleccionados
de linaje y de resistencia.

Secuenciacién y andlisis de polimorfismos de nucleétido simples en las secuencias
obtenidas.

Caracterizar una poblacion de aislados en el sistema penitenciario y comparacién con
cepas aisladas de la comunidad.

Respecto a la bdsqueda de marcadores moleculares de la enfermedad se plantearon los
siguientes objetivos especificos:

1.

w

Obtencion de muestras de suero de una poblacion de pacientes graves diagnosticados
con tuberculosis pulmonar ingresados en la UCI.

Obtencion de ARN total y secuenciacion de ARNs pequefios circulantes en suero.
Anélisis bioinformaticos de cuantificacion de miRNAs circulantes.

Obtencion de miARNs candidatos con valor diagnostico y prondstico de la
enfermedad.

Validacion de los miRNAs candidatos mediante RT-qPCR.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Caracterizacion de aislados de Mycobacterium tuberculosis.

3.1.1. Obtencion de muestras

La obtencibn del ADN gendémico se realizd en el marco del proyecto
FMV 3 2018 1 148367: “Generacion de un sistema econdmico de tipificacion molecular
de cepas de Mycobacterium tuberculosis y su implementacion en cepas aisladas en el pais”.
El laboratorio de biologia molecular de la CHLA-EP, centraliza toda la bacteriologia de la
tuberculosis en el pais y realiza los cultivos en medio Léwestein-Jensen a partir de diferentes
muestras biol6gicas (esputo, aspirado traqueal, lavados broncoalveolares, etc). De los
cultivos positivos se extrae el ADN mediante métodos estandarizados con el kit Genolyse
(HAIN, Alemania) y se conserva a -20 °C en el Biobanco de la CHLA-EP.

Se obtuvieron 49 ADNs provenientes de aislados del sistema penitenciario que fueron
diagnosticados con tuberculosis durante el afio 2019 (Tabla 3). El diagnostico de TB
pulmonar se realiz6 ante la evidencia de un cuadro clinico y radiol6gico y posteriormente
confirmacion por cultivo bacteriano.

Tabla 3. ADN bacteriano aislado de personas privadas de libertad. El resultado de la baciloscopia se
informa como negativo si no existe la presencia de bacilos &cido-alcohol resistentes (BAAR) en 100
campos. Se considera positivo <20 cuando se observan entre 1 a 9 BAAR/100 campos, positivo + entre
10 y 99 BAAR/100 campos, positivo ++ entre 1 a 10 BAAR/campo y positivo +++ 10 BAAR/campo. En
la columna Recaida se indica con un 1 si la persona fue previamente tratada con cura clinica y vuelve a
infectarse. Asimismo, en la columna VIH se indica con 1 si la persona fue diagnosticada con esta infeccion.
En algunos casos no se encontré informacion de recaidas ni diagndstico de VIH.

ID  Procedencia F. nac. Sexo  Departamento  Baciloscopia Recaida VIH
1  Carcel Central  07/05/1994 M Montevideo Positivo ++ 0 0
2 Puntade Rieles 18/09/1991 M Montevideo Positivo ++ - -
3  Carcel Central  27/04/1999 M Paysandu Positivo + 0 0
4  Carcel Central  09/06/1987 M Montevideo Positivo ++ - -
5  Carcel Central  30/11/1984 M Montevideo Positivo <20 0 0
6 CP Durazno 21/07/1976 F Durazno Positivo <20 0 0
7  Carcel Central  06/08/1959 M Montevideo Positivo +++ 0 0
8  Carcel Central  14/07/1995 M Montevideo Positivo ++ 0 0
9  Carcel Central  14/09/1996 M Montevideo Positivo + 0 0
10 Carcel Central  21/05/1973 M Montevideo Positivo <20 0 0
11  Carcel Central  17/10/1965 M Montevideo Positivo + 0 0
12  Carcel Central  14/12/1986 M Montevideo Positivo <20 0 0
13 Punta de Rieles 08/12/1992 M Montevideo Positivo +++ 0 0
14 Santiago 15/09/1993 M Montevideo Positivo <20 0 0
Vazquez
15 Carcel Central  25/07/1993 M Montevideo Positivo ++ 0 0
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16 Carcel Central  21/07/1989 M Montevideo Positivo + - -
17 Carcel Central ~ 18/02/1997 M Montevideo Positivo <20 0 0
18 Carcel Central  22/07/1991 M Montevideo Positivo +++ 0 0
19 Carcel Central  28/06/1979 M Montevideo Positivo <20 0 0
20 Carcel Central  14/12/1980 M Montevideo Positivo <20 0 0
21 Carcel Central  01/04/1946 M Montevideo Positivo <20 1 0
22  Carcel Central  30/07/1982 M Montevideo Positivo + 0 0
23 CNR-Centro 28/07/1994 F Montevideo Positivo <20 0 0
24  CNR-Centro  08/10/1971 F Montevideo Positivo <20 - -
25 Punta de Rieles 28/04/1998 M Montevideo Positivo +++ 0 0
26  Carcel Central  04/04/1976 M Canelones Positivo <20 0 0
27 Carcel Central  30/01/1973 M Montevideo Positivo +++ 0 0
28 Santiago 01/01/1995 M Montevideo Positivo ++ 0 0
Vazquez
29 Carcel Central  24/07/1994 M Montevideo Positivo + 0 0
30 Carcel Central  12/07/1978 M Montevideo Positivo <20 0 0
31 Canelones-U  22/01/1987 M Montevideo Positivo <20 1 0
32 CNR-Centro 10/07/1988 F Montevideo Positivo ++ 0 0
33 Canelones-U  27/03/1992 M Canelones Positivo + 0 0
34 Punta de Rieles 09/01/1989 M Montevideo Positivo <20 - -
35 Carcel Central  02/03/1996 M Montevideo Positivo +++ 0 0
36 Carcel Central  28/11/1984 M Montevideo Positivo +++ 0 0
37 Punta de Rieles 20/01/1985 M Montevideo Positivo <20 0 0
38 Punta de Rieles 05/04/1981 M Montevideo Positivo +++ 1 0
39 Carcel Central  13/12/1990 M Positivo <20 0 0
40 Carcel Central  17/06/1983 M Montevideo Positivo +++ 0 0
41 Canelones-U  29/07/2000 M Canelones Positivo <20 0 0
42  Carcel Central ~ 05/02/1990 M Montevideo Positivo <20 0 1
43  Carcel Central ~ 10/06/1978 M Montevideo Positivo <20 0 0
44  Punta de Rieles 01/06/1987 M Montevideo Positivo +++ 0 0
45 Santiago 04/08/1984 M Montevideo Positivo + 0 0
Vazquez
46 Santiago 01/02/1988 M Montevideo Positivo <20 1 0
Vazquez
47  Carcel Central ~ 19/06/1980 M Montevideo Positivo <20 0 0

3.1.2. Seleccion de genes para tipificacion de cepas y blsqueda resistencia

La tipificacion de cepas se llevd adelante mediante la busqueda de polimorfismos de
nucledtido simple para clasificar linajes. Estos SNPs se encuentran reportados en la
bibliografia y permiten discriminar cepas circulantes conocidas (Coll et al., 2014). En la tabla
4 se describen los polimorfismos asociados a los principales linajes. El disefio de cebadores
se realizé de modo de obtener amplicones de entre 200 y 700 nucleétidos que incluyen en la
zona central el SNP que se desea identificar.
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Tabla 4. Polimorfismos asociados a genes para discriminar linaje. En la tabla se indica el linaje, el nombre
o denominacion que recibe, el geny la posicion de la mutacién respecto al genoma de referencia. Ademas,
se indica el cambio de base, el nimero de cod6n donde ocurre. Todas son sustituciones silenciosas por lo
que no hay cambio de aminoéacido.

Linaje Nombre Gen Posicion* Cambio  Nimero  Cambio de
sublinaje alelo de codoén codén

Linaje 1 Linaje 1 hemL 615938 G/A 368 GAG/GAA
Linaje 2 Linaje 2 glnH 497491 G/A 270 GAC/GAT
Linaje 3 Linaje 3 drrA 3273107 C/IA 298 GCC/GCA
Linaje 4 Linaje 4 IpaQ 931123 TIC 57 TAT/TAC
Linaje 4.1.1 X ctpH 514245 CIT 359 GTG/GTA
Linaje 4.1.2.1 Haarlem fcoT 107794 CIT 65 GCC/GCT
Linaje 4.3 LAM rpoC 764995 C/IG 542 GCC/GCG
Linaje 4.4.1.1 S mycP3 355181 G/A 228 AAG/AAA
Linaje 5 Linaje 5 hisD 1799921 CIA 113 GGC/GGA
Linaje 6 Linaje 6 pykA 1816587 C/IG 133 GTC/GTG
Linaje 7 Linaje 7 gimuU 1137518 G/IA 181 AAC/AAT

*De acuerdo al genoma de referencia NC_000962.3

Para conocer la presencia de mutaciones asociadas a farmacos antituberculosos, se buscaron
regiones genéticas ya reportadas, tanto de genes asociados a farmacos de primera como de
segunda linea. En la tabla 5, se especifican nueve genes de interés asociados a resistencia. El
disefio de cebadores se realiz6 de manera tal de amplificar toda la regién codificante de estos
nueve genes.

Tabla 5. Genes asociados a resistencia a farmacos anti-tuberculosos. Se describen los genes mas asociados
a resistencia fenotipica contra los principales farmacos antituberculosos y la posicion de cada gen respecto
al genoma de referencia de M. tuberculosis.

Resistencia asociada Gen Posicion*
Kanamicina eis 2714124-2715332
Ethambutol embB 4246514-4249810

Fluoroquinolonas gyrA 7302-9818
Fluoroquinolonas gyrB 5240-7267
Isoniazida inhA 1674202-1675011
Isoniazida katG 2153889-2156111
Pirazinamida pncA 2288681-2289241
Rifampicina rpoB 759807-763325
Estreptomicina S 1471846-1473382

*De acuerdo al genoma de referencia NC_000962.3
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Anteriormente nuestro grupo clasific6 mediante MIRU-VNTR y Spoligotyping una
poblacion de pacientes con TB internados en UCI, asi como casos comunitarios que no
requirieron internacion. Algunas de estas cepas ya caracterizadas, junto con cepas de
referencia proporcionadas por la CHLA-EP fueron utilizadas como pruebas de concepto.

3.1.3. Amplificacion en multiplex

Para el disefio de los cebadores se utilizaron herramientas informéticas disponibles en la web
como PrimerPooler (Brown et al., 2017). Posteriormente se verificd la formacion de dimeros
y heterodimeros tomando en cuenta la posibilidad de realizar varias amplificaciones en una
misma reaccion, con herramientas online como las que se encuentran en “Integrated DNA
Technologies” (www.idt-dna.com). En la tabla 6 se describen las secuencias de los cebadores
utilizados para la amplificacion de las regiones de caracterizacion de linaje.

Tabla 6. Cebadores disefiados para pool de linaje. En la tabla se indica el nombre del gen o region, a qué
linajes se asocian, la orientacion del cebador y su secuencia. También se indican el nombre de cada cebador

y el tamafio esperado de la amplificacion.

Gen Linaje Fwd/ Secuencia 5"-3° Nombre cebador Tamafio
Rev amplificado
ctpH X (411 Fwd GGAAAAGTGCCTCGACTGC ctpH_fwd_BC 374
Rev GTTTCGCGCTGATCCAAG ctpH_rev_BC
mycP3 S (4411 Fwd TGACGGCTTCTCTGGTGTG mycP3_fwd_BC 400
Rev GCCACCGACAACACGTAG mycP3_rev_BC
fcoT Haarlem (4.1.2.1)  Fwd GGTTCCGATCGCAGAGGA fcoT_fwd_BC 320
Rev  TTGATCGCCGGGAGTTGTAA fcoT_rev_BC
rpoC LAM (4.3) Fwd CGCCGGAAATCATCGTCAAC rpoC_fwd_BC 648
Rev  TCGGTGGTCAGGTAGTACAG rpoC_rev_BC
hemL Linaje 1 Fwd GAAGTGGTTGGTACGGAATC hemL_fwd_BC 372
Rev  ATGGCATGAAAGAACGCTGG hemL_rev_BC
glnH Linaje 2 Fwd  GATACAACGTGTTCCAGGTG glnH_fwd_BC 356
Rev GTCTACCTCGACGCCAAC ginH_rev_BC
drrA Linaje 3 Fwd TGAAGGATCTGGACGCTATC drrA_fwd_BC 201
Rev TCAGAGACTCGGTGGGATC drrA_rev_BC
IpgQ Linaje 4 Fwd GATCAGTCGTGTGTTGCTCC IpqQ_fwd_BC 269
Rev TACGGAACTCTGACCAGTCG IpgQ_rev_BC
hisD Linaje 5 Fwd TCTGGGAGAATGGTCTACGTG  hisD_fwd_BC 435
Rev CACCACGTTCATCACCAC hisD_rev_BC
pykA Linaje 6 Fwd ACAAGGTCGCCTATGAGC pykA_fwd_BC 364
Rev GAGATCCTCGATGTCCTTC pykA_rev_BC
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glmu Linaje 7 Fwd CTGGCATGTACGGTCTGG glmU_fwd_BC 212
Rev GATGATCCCTTCGGCTAC glmU_rev_BC

alkA Bovis Fwd GGCCTTCGTCGATACCTG alkA_fwd_BC 732
Rev  AATGGAATGTGCGTAGTGAC alkA_rev_BC

En la siguiente tabla (Tabla 7) se describe la informacion para el caso de las regiones
amplificadas asociadas con resistencia a farmacos. En este caso, para lograr la amplificacion
completa de algunos genes, se disefiaron mas de un par de cebadores solapantes (por ejemplo,
para cubrir la totalidad de la region codificante del gen embB).

Tabla 7. Cebadores disefiados para pool de resistencia. En la tabla se indica el nombre del gen, resistencia
asociada a farmacos, la orientacion del cebador y su secuencia. También se indican el nombre de cada
cebador y el tamafio esperado de la amplificacion.

Gen Resistencia Fwd/ Secuencia 5°-3 Nombre cebador Tamafio
asociada Rev amplificado

eis Kanamicina Fwd AAAGCCCGTCAGCCTAGC eis_fwd_BC 1280
Rev ATCGCGTGATCCTTTGCC eis_rev_BC

embB Ethambutol Fwdl GGATCGGTGGAGCAGTACC embB_fwdl BC 1281
Revl GTTGTTGAACGGCATCCAC embB_revl BC
Fwd?2 TACCGCCGCATTCACACT embB_fwd2_BC 1080
Rev2 GGCTGGTTGGGTTTCATCACG embB_rev2_BC
Fwd3 GAGTCCTGGCATCAATGGTT embB_fwd3_BC 978
Rev3 CCAACACCCCTGCGCCGAC embB_rev3_BC

gyrA  Fluoroquinolonas Fwd  AAACGAGGAATAGATGACAG gyrA_fwd_BC 2588
Rev CACCCCGACTCCTAACACTC gyrA_rev_BC

gyrB  Fluoroguinolonas  Fwd GGGTAAAAACGAGGCCAGA gyrB_fwd_BC 2114
Rev CAGGGTTGCGTTAGACATCC gyrB_rev_BC

inhA Isoniazida Fwd GGCCACTGACACAACACAAG inhA_fwd_BC 825
Rev  CAGCAGGACGGCATCAAATTG inhA_rev_BC

katG Isoniazida Fwdl CGATCAACCCGAATCAGC katG_fwdl BC 1141
Revl GGTGGATCCGATCTATGAGC katG_revl BC
Fwd2  GTCAGTGGCCAGCATCGTCG katG_fwd2_BC 1044
Rev2  GATCACAGCCCGATAACACC katG_rev2_BC

pncA Pirazinamida Fwd AACAGTTCATCCCGGTTCG pncA_fwd_BC 575
Rev GTCGCCCGAACGTATGGTG pncA _rev_BC

rpoB Rifampicina Fwdl  GATTCCCGCCAGAGCAAAAC rpoB_fwdl_BC 1281
Revl  TAGTCCACCTCAGACGAGGG Z2R
Fwd?2 CCCTCGTCTGAGGTGGACTA Z3F 906
Rev2 GTCGAGCACGTAACTCCCTT rpoB_rev2_BC
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S Estreptomicina Fwd TCCAAAGGGAGTGTTTGGGT rrs_fwd BC 1594
Rev CAGTTGGGGCGTTTTCGTG rrs_rev_BC

Se realizo el chequeo de todos los amplicones de forma independiente y posteriormente se
realizo la puesta a punto por PCR en gradiente, utilizando diferentes enzimas para determinar
la mejor mezcla de reaccion. Se determinaron todos los parametros necesarios para la
amplificacion en pool: enzima, concentracion de cebadores, temperatura de fusion y
extension, agregado de cofactores. Finalmente, se puso a punto la concentracion de cada
cebador para conformar el pool de linaje (pool-L) y el pool de resistencia (pool-R) (Tabla 8).
En la tabla 9, se detalla la mezcla de reaccion final para cada pool, y las condiciones de
ciclado para el pool-L y pool-R en la tabla 10 y 11 respectivamente.

Tabla 8. Generacién de stock 10x de los pooles (100 uL finales). A la izquierda se indica el volumen
utilizado para cada par de cebadores en la mezcla del pool-L y a la derecha pool-R. El stock de cada
cebador es 100 mM.

Genes Fwd/Rev VolGmen * Genes Fwd/Rev Volumen*
Linaje Resistencia
ctpH Fwd 2 uL gyrA Fwd 2uL
Rev 2 uL Rev 2 uL
mycP3 Fwd 2 uL gyrB Fwd 2uL
Rev 2 uL Rev 2uL
rpoC Fwd 1,5uL inhA Fwd 1,5uL
Rev 1,5uL Rev 1,5uL
hemL Fwd 2 uL embB Fwd1l 2uL
Rev 2uL Revl 2 uL
glnH Fwd 1uL Fwad2 2uL
Rev luL Rev2 2uL
drrA Fwd 1,5uL Fwd3 2 uL
Rev 1,5uL Rev3 2uL
IpgQ Fwd 1,5uL katG Fwdl 1,5uL
Rev 1,5uL Revl 1,5uL
hisD Fwd 2uL Fwd2 15uL
Rev 2 uL Rev2 1,5uL
pykA Fwd 1,5uL s Fwd 2uL
Rev 1,5uL Rev 2uL
glmu Fwd 2 uL Eis Fwd 1,5uL
Rev 2uL Rev 1,5uL
alkA Fwd 1,5uL rpoB Fwdl 1,5uL
Rev 1,5uL Revl 1,5uL
fcoT Fwd 2 uL Fwd2 1,5uL
Rev 2 uL Rev2 1,5uL
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pncA Fwd 1,5uL Rev 1,5uL

*Se agrega H20O c.s.p 100 uL

Tabla 9. Mezcla de reaccidn final para pooles de linaje y resistencia.

Mix de reaccidn pool Ly R (20 uL finales) x1
Phusion U Hot Start Polimerasa 2x 9uL
(ThermoScientific)

Pool de cebadores 10x 2uL
H.O c.s.p20 uL
ADN gendmico (dilucion 1/10) 2uL

Tabla 10. Condiciones de ciclado pool-L (30 ciclos de reaccion).

Temp. (°C) 98 | 98 59 72 | 72
Tiempo (min) 10 | 10s 30s 50s | 10

Tabla 11. Condiciones de ciclado pool-R (30 ciclos de reaccion).

Temp. (°C) 98 | 98 64 72 | 72
Tiempo (min) 10| 10s 30s 1 |10

3.1.4. Preparacion de bibliotecas para secuenciacion.

A partir de los amplicones generados con la PCR, se construyeron las bibliotecas de
secuenciacion compatibles con la plataforma MiSeq (lllumina, USA). Para cada aislado de
Mtb, se realiza una primera amplificacion con los cebadores del pool-L por un lado y del
pool-R en otro tubo (Figura 13). A partir de la primera ronda de PCR, se realiza un paso de
purificacion con perlas magneticas (AMPure XP, Beckman Coulter) con un protocolo
modificado adicionando 1,8 volumenes por cada pool. Posteriormente, se utiliz6 el Kit
“Nextera XT DNA library Prep” (Illumina) para la generacion de bibliotecas siguiendo las
instrucciones del fabricante.
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Figura 13. Esquema del flujo de trabajo general. Para cada ADNg de una muestra se amplifican los pooles

L y R, se purifican y cuantifican. Luego se mezclan los pooles de una muestra en proporcién 2:1 (L:R).
Para la secuenciacion en el MiSeq se realiza un pool general de todas las muestras, cada una identificada
con una secuencia indice Unica. Las lecturas que realiza el equipo son procesadas posteriormente.

La preparacion de bibliotecas se realizd con el kit Nextera XT DNA (Illumina, USA),
partiendo de 1 ng de la mezcla de los pooles L y R, donde se adiciona una enzima que
fragmenta el ADN Yy liga las secuencias adaptadoras. Luego mediante una amplificacion se
agregan secuencias identificadoras Unicas para cada muestra (secuencias indices) (Figura
14). Por ultimo, se realiza una purificacion y cuantificacion y se genera una mezcla final de
bibliotecas en cantidades equimolares a secuenciar.

Figura 14. Esquema de generacion de bibliotecas con kit Nextera XT DNA library Prep (lllumina). (A)
transposasa que corta el ADN y adiciona adaptadores. (B) fragmentacion del material de partida (C)
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adiciones de secuencias indices Unicas por muestra. Imagen tomada del protocolo Nextera XT DNA library
Prep, Hlumina.

Se utiliz6 un kit de 2x75 ciclos compatible con el equipo MiSeq de Illumina, disponible en
el Institut Pasteur de Montevideo. Se realizo la secuenciacion por ambos extremos (Paired-
End).

3.1.5. Analisis de los datos

Desarrollamos un esquema de analisis propio, concatenando programas en linea de comandos
con el objetivo de identificar SNPs para clasificar linaje y resistencia (Figura 15). En primer
lugar, se realiz6 un chequeo de la calidad de los archivos de salida o lecturas en formato
fastQ! y se recortaron los extremos con calidades menores a 30 y las secuencias de
adaptadores con el programa Sickle (Joshi, 2011).

Chequeo de calidad .fastq pair-end reads
FastQC / Sickle

¥

Alineamiento contra todo el genoma
bwa mem

V

.SAM to .BAM / sorting / indexing
Samtools

y
SNP calling
Bcftools

¥

Tabla final con SNP por gen

Figura 15. Esquema de trabajo para el analisis informéatico de las secuencias obtenidas. Se realiza un
control de calidad y recorte de adaptadores y cebadores. Luego se realiza el alineamiento contra todo el
genoma. Las lecturas que mapean se procesan con herramientas del paquete samtools para obtener una
tabla que compila los SNPs detectados en cada gen.

En segundo lugar, se realizaron dos estrategias para alinear las lecturas contra las bases de
datos: se intentd realizar un alineamiento global contra todo el genoma y un alineamiento
contra el subset de genes que fueron amplificados. Se utilizaron varias herramientas para los
alineamientos como bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012) y bwa-mem (Li, 2013). A partir
de los archivos de salida de estos alineadores de secuencia, se utilizo bcftools mpileup para

1 Archivo de texto conteniendo la secuencia nucleotidica y su correspondiente calidad (Phred score)
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generar una tabla de datos con los polimorfismos detectados en cada gen o regién
comparando contra el genoma de referencia (H37Rv — NC_000962.3) (Figura 15). A modo
de chequeo de este flujo de trabajo, también se compard con programas online disponibles
para realizar este analisis como PhyResSE (Feuerriegel et al., 2015), que brindan informes
de tipificacion y de resistencia a partir de archivos de secuenciacion genomica.

3.2.Busqueda de marcadores moleculares en suero
3.2.1. Poblacion de estudio

Para la busqueda de marcadores moleculares en el hospedero, se obtuvo suero de una
poblacién de pacientes ingresados en la UCI del Hospital Espafiol-ASSE, que fueron
diagnosticados en base a un cuadro clinico/radiolégico compatible, y con confirmacion
bacterioldgica, para TB (Tabla 12). Dichos sueros fueron recolectados entre 2016 y 2020 en
el marco del proyecto ANII FSS_X_2016 1 127692y cuenta con aval del Comité de Etica
del Hospital Espafiol. Se tomaron muestras de sangre en el primer dia de ingreso a la UCI,
previo a laadministracion de antibidticos. A partir de la centrifugacion de la sangre, se obtuvo
el suero. En total, se obtuvieron 32 sueros que fueron almacenados a -80 °C hasta su posterior
uso.

Tabla 12. Datos generales y principales caracteristicas de pacientes con TB grave. En la tabla se indica la
edad del paciente, sexo, puntuacion en el sistema de clasificacion de severidad (APACHE II: Acute
Physiology And Chronic Health Evaluation I1) y desenlace (V: vive, F: fallece). También se indican los
dias de ventilacién mecanica requeridos, fecha de ingreso en la UCI, total de dias dentro de la Unidad y si
era positivo para VIH.

ID Edad Sexo APACHE Il Desenlace V. mec. (dias) Ingreso Dias VIH

UCl en UCI
175-6 34 F 29 F 35 8/8/17 35 0
224-6 29 F 13 \% 0 27/5/17 6 1
397-7 59 F 37 F 2 2712117 2 0
522-0 33 M 43 F 15 11/8/17 16 1
707-6 38 M 27 F 6 23/11/16 6 0
761-6 32 M 21 F 7 10/5/17 7 0
STB04 51 M 24 F 4 14/4/20 4 0
STB0O5 32 F 8 \% 0 14/2/17 2 1
STBO6 42 M - \Y 0 13/6/18 1 0
STB09 48 M 22 F 20 8/11/17 28 0
STB10 44 M 4 \% 0 17/4/18 8 0
STB11 37 F 12 \% 2 6/12/17 4 0
STB12 56 M 12 \% - 19/1/18 5 1
STB14 27 F 11 \% 0 8/10/18 10 0
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STB15 78 M 19 F 2 16/9/18 2 0
STB16 48 M 27 F 25 19/5/18 25 0
STB18 47 M 42 F 3 19/2/19 3 1
STB20 57 M 24 \% 30 9/3/18 48 0
STB21 38 F 31 F 23 10/1/19 28 1
STB22 62 M 35 F 25 13/3/19 29 0
STB23 34 M 25 F 5 28/5/19 5 0
STB24 29 F 20 F 2 23/12/18 7 0
STB25 33 F 19 \Y 8 18/7/19 11 0
STB03 26 F 11 F 1 12/7/17 1 1
STB32 71 M - F 1 24/11/18 1 1
STB33 23 M 26 \% 19 8/9/17 22 0
STB34 41 M 9 \% 0 6/10/18 9 0
STB35 24 M 18 \% 8 11/9/19 14 0
STB36 40 M 8 F 1 8/6/20 2 0
STB37 29 M 12 \% - 26/7/20 10 0
STB38 49 M 10 \% - 3/7/20 6 0
STB39 27 M 22 F 5 13/2/20 5 0

De los sueros recolectados, hubo 4 casos en los que el cultivo bacteriano resultd negativo,
por lo que se descartaron en este analisis. Se destacan varias comorbilidades en comin a
todos ellos como policonsumo y situacion de calle (44%), abandonos de tratamiento (31%),
fumadores o ex fumadores intensos (28%), VIH positivo (22%) y privados de libertad o ex
privados de libertad (12%).

Como poblacion control se utilizaron sueros normales de donantes anénimos que tenian las
siguientes caracteristicas: entre 18 a 65 afios, mas de 50 kg de peso, buen estado de salud, sin
historial de enfermedades infecciosas y con pruebas negativas para VIH, virus de la hepatitis
(tipo B o C), enfermedad de Chagas, asi como pruebas bacteriologicas negativas para
hanseniasis (lepra), brucelosis, sifilis y tuberculosis.

3.2.2. Extraccion de ARN

En primer lugar, se realizo la extraccion de ARN total (incluidos los miARNS) a partir de
suero, con el kit “Quick-cfRNA Serum and Plasma” (ZYMO Research, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para todos los casos se partié de 1 mL de suero. En el caso que
la muestra se encontrara con signos de hemolisis, se realiz6 una centrifugacion previa de 15
minutos a 10.000 g a 4°C.

3.2.3. Secuenciacion de ARNs pequefios circulantes en suero
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Se fabricaron bibliotecas para secuenciar los ARNSs circulantes en suero con la plataforma
MiSeq (Illumina, USA) utilizando el kit “NEBNext small RNA Library Prep Set for
[Mlumina” (New England BioLabs, USA). El protocolo de trabajo implica en primer lugar, la
ligacién de adaptadores al extremo 3° -OH de los fragmentos de ARN. En un segundo paso
se hibrida un cebador complementario a este adaptador y se coloca en exceso. De esta
manera, se forman dimeros de adaptadores de ADN de doble hebra que no son sustrato de la
ligasa 1 de ARN utilizada mas adelante. El tercer paso se realiza la ligacion del adaptador en
el extremo 5°-P. A continuacion, se sintetiza la primera hebra de ADN copia a partir de los
hibridos (ARN-RT Primer). Por ultimo, se realiza una amplificacion por PCR con el agregado
de secuencias unicas identificadoras para poder incluir diferentes aislados en una misma
corrida de secuenciacion (Figura 16).
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Figura 16. Esquema de generacion de bibliotecas de ARNs pequefios. Imagen obtenida del protocolo
NEBNext small RNA Library Prep, lllumina (NEB).

Las bibliotecas obtenidas se purificaron con el kit PureLink (Invitrogen, USA) y para
seleccionar el tamafio correspondiente a los miARNS se realizo un gel de poliacrilamida al
6% (condiciones de corrida: 120 V,1 hora). Las bandas correspondientes a ~140 nucleétidos
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(tamafio esperado de los miARNS que incorporaron las secuencias adaptadoras) se recortan
y purifican (Figura 17). Finalmente se realiza un control de calidad, del tamafio y de la
concentracion de cada biblioteca utilizando un chip de ADN de alta sensibilidad, en un
Bioanalyzer 2100 (Agilent, USA).

Molecular Human
bp Marker Brain

622 -

527 -
404 -

307 -
242 -
217~
190 -

160 -
147 -

123 -
110-
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76—
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Figura 17. Gel de poliacrilamida indicando un resultado tipico de la fabricacion de bibliotecas. Las bandas
de 140y 150 pb corresponden a los miARN (21 nt). Imagen obtenida del protocolo NEBNext small RNA
Library Prep, Illumina (NEB).

Las bibliotecas se cuantificaron con el kit Qubit “High Sensitivity dsSDNA Assay”. En base
a la concentracion de las bibliotecas obtenidas, se realizé un pool general de 12 nM y se
realiz6 una corrida de 50 ciclos con el cartucho “MiSeq Reagent Kit v3”, en el secuenciador
MiSeq disponible en el Instituto.

3.2.4. Analisis de datos

Las secuencias obtenidas se analizaron con el paquete de programas disponible online
sRNAtoolbox (http://bioinfo5.ugr.es/srnatoolbox). Estas herramientas, permiten analizar los
perfiles de expresion o abundancia diferencial de los miARN, visualizar el contexto
gendmico en funcién del largo y mapear lecturas sin asignar a partir de los archivos fastq
generados durante la secuenciacion. Se utilizaron principalmente dos programas de este
paquete. En primer lugar, el paquete SRNAbench (Aparicio-Puerta et al., 2019) se utiliz6 para
observar el perfil de abundancia de ARNs pequefios de cada muestra. Este programa
reconoce y elimina los adaptadores utilizados en la construccion de bibliotecas y permite
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establecer el punto de corte para admitir o no una secuencia en funcion de su calidad de
secuenciado (phred score >30). Luego, se mapean y anotan las secuencias alineandolas contra
el genoma de referencia (en este caso genoma humano GRCh38). En segundo lugar, se utilizo
el paquete sRNAde que permite la deteccibn de ARNs pequefios diferencialmente
abundantes entre grupo de muestras. Toma como punto de partida la informacién provista
por sSRNAbench y calcula un mapa de calor indicando el agrupamiento de las muestras segun
los niveles de abundancia de los ARNs pequefios. Ademas, se utilizan otros paquetes como
DESeq2 (Love et al., 2014) para la normalizacion y el andlisis diferencial, calculando el fold
change y la dispersion de estos datos, lo que permite analizar expresién o abundancia
diferencial entre grupos. Las tablas finales de resultados indican el p-valor ajustado. En
nuestro analisis, un p-valor ajustado <0,05 fue considerado un cambio significativo.

3.2.5. Validacion de miARNs

La validacién de los miARNSs se realizd6 mediante la amplificacion por la técnica de stem-
loop RT-gPCR (Chen et al., 2005) y el analisis de las abundancias relativas por el método
del AACt (Schmittgen & Livak, 2008). La retrotranscripcion de los miARN implica la
construccion de un cebador con forma de horquilla que contiene en su extremo 3" entre cinco
y seis nucledtidos complementarios al miARN de interés (Figura 18).

miRNA

Step 1: Stem-loop RT

et

cDNA

Step 2: Real-time PCR
\ Forward Primer
FEBERBEEERE

7 7 #

/ v/ / \

>

S ————

Reverse Pnmer

Figura 18. Esquema de amplificacion de un miARN por stem-loop. El primer paso implica la
retrotranscripcion del miARN a través de la hibridacion del cebador en forma de horquilla en el extremo
3". En el segundo paso se realiza la PCR en tiempo real utilizando un cebador forward especifico y un
cebador reverso universal que hibrida en todos los cebadores SL_RT. Imagen modificad de Chen C. et al.
Nucleic Acids Research, 2005.
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En base a la informacion obtenida en el analisis de abundancia diferencial, los miARNS con
un p-valor ajustado significativo, que presentaran un nimero de lecturas alta (o sea de mayor
abundancia) se propusieron como candidatos a marcadores de enfermedad o0 como pronostico

de gravedad (Tabla 13).

Tabla 13. Lista de miARN candidatos y cebadores para retrotranscripcion. Se indican el nombre de cada
miARNs y la secuencia de cada cebador. En negrita se marcan los nucleétidos complementarios al extremo
3"de cada miARN en los cebadores stem-loop (SL-RT).

miARN Cebador

Secuencia

hsa-miR-378a-3p

ACUGGACUUGGAGUCAGAAGGC

SL-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATA
CGACGCCTTC
Fwd CCCCACTGGGACTTGGAGTCA
hsa-miR-126-3p UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG
SL-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATA
CGACTTACGC
Fwd CCCCTCGTACCGTGAGTAAT
hsa-miR-423-5p UGAGGGGCAGAGAGCGAGACUUU
SL-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATA
CGACACTGAG
Fwd CAAGCTCGGTCTGAGGCCC
hsa-let-7b-5p UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU
SL-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATA
CGACAACCAC
Fwd GACCTGAGGTAGTAGGTTGTGT
Reverso universal Rev GTGCAGGGTCCGAGGT

El primer paso, previo a la retrotranscripcion es realizar el plegamiento de la horquilla de
cada cebador segun las condiciones de la tabla 14.

Tabla 14. Condiciones de temperatura para el plegamiento de cebadores stem-loop.

Temp. (°C)

95 75 68 65 62 60

Tiempo (m

in) 10 15 15 15 15 30

Las condiciones para la reaccion de retrotranscripcion se detallan en la tabla 15. Los ADNc

obtenidos son almacenados en

-20°C hasta su utilizacion.
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Tabla 15. Mix de retrotranscripcion, por cada cebador utilizado.

Mix retrotranscripcion x1

First Strand Buffer (5x) 1,5uL
dNTPs (10 uM) 0,75 uL
DTT (0,1 M) 0,75 uL
RNase out 40 U/uL 0,095 uL
H20 2,81 uL
SuperScript 11 ReverseTranscriptase 0,09 uL
(Invitrogen) 10,000 U

Cebador SL-RT (200 nm) 0,5uL
ARN 0,5uL

Por cada muestra, se realiz6 una PCR en tiempo real para los ADNc obtenidos en la
retrotranscripcion. Se eligidé como gen normalizador (“housekeeping”) o referencia al
microARN let-7b-5p, dado que resultd ser abundante y ser homogéneo entre todas las
muestras. Todas las corridas de qPCR se realizaron en duplicado y de acuerdo a las
condiciones de la tabla 16 en un QuantStudio 3 (Applied Biosystems, USA). Se puso a punto
las concentraciones de cebadores stem-loop, asi como los cebadores forward y reverso
universal, y la cantidad de ADNc utilizado.

Tabla 16. Calculo del mix de qPCR para una reaccion.

Mix gPCR x1
SensiFast SYBR lo-Rox 2x 6 uL
Cebador fwd (10 uM) 0,4 uL
Cebador reverso universal (10 uM) 0,2 uL
H20 3,4uL
ADNc luL

Para comparar la abundancia relativa de los miARNSs entre dos muestras diferentes se utiliz6
la Ecuacion 1, donde cada muestra esta referida a un control interno en cada grupo.

278ACt = (Ct miARN de interés — Ct miARN referencia)grupo TB —
(Ct miARN de interés — Ct miARN referencia)grupo control)

1)
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4. RESULTADOS

PARTE A - Caracterizacion de aislados en poblacion de personas privadas de
libertad

4.1. Amplificacion de pooles

En la figura 19 se observan, a modo de ejemplo, los productos de amplificacion
correspondientes al pool Linaje (pool-L) y pool Resistencia (pool-R) de dos aislados de Mtb.
Se detectd la presencia de dimeros de cebadores y se procedio a realizar una purificacion para
eliminar fragmentos menores a 200 nucle6tidos previo al comienzo del protocolo de las
bibliotecas.

Figura 19. Gel de agarosa para el chequeo de amplificacion de pooles. A la izquierda se visualiza el
marcador de peso molecular de 1 kb plus (Thermo). Los carriles 1 y 2 corresponden a los productos
obtenidos de la amplificacién del pool-L. Los carriles 4 y 6 corresponden a los productos de amplificacion
del pool-R. Los controles negativos de amplificacidn se encuentran en los carriles 3y 6.

Luego de la construccion de las bibliotecas se realizé un control de calidad a través de un
chip de ADN de alta sensibilidad en un Bioanalyzer 2100, segun las especificaciones del
fabricante. En la figura 20 se pueden distinguir en cada carril, las diferentes bandas
correspondientes a las bibliotecas. Se observa una distribucion de largos de entre 300 a 2500
pares de bases. La cuantificacion de las mismas promedio 120 ng/ul.
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Figura 20. Control de calidad de bibliotecas. Electroferograma de chip de ADN de alta sensibilidad en
Bioanalyzer 2100. En el carril L se encuentra el marcador de peso molecular y en los carriles 1 a 11 un
subset de bibliotecas. Las bandas observadas se distribuyen entre 300 y 2500 pares de bases. Las bandas
magenta y verde corresponden al marcador interno superior (10380 pb) e inferior (35 pb) respectivamente.

Una vez chequeadas las bibliotecas se realiz6 la secuenciacion en el MiSeq en una corrida
paired-end de 2x75 ciclos y se obtuvieron las siguientes lecturas (secuencias) (Tabla 17)

Tabla 17. Cantidad de secuencias obtenidas para cada muestra. Se indica ademas la cobertura calculada
como numero de secuencias multiplicado por el largo de las lecturas (150 bases) dividido la sumatoria de
bases de todas las regiones amplificadas (21500 bases)

15 273.142 1.905,6
ID Lecturas totales  Cobertura 16 375.578 2.620,3
1 154.744 10796 17 554.432 3.868,1
2 354.744 2.475,0 18 398.174 2.778,0
3 863.052 6.0213 19 628.306 43835
4 845.600 5.899,5 20 377.300 2.632,3
5 491.620 3.429.9 21 236.970 1.653,3
6 99.596 694,9 22 525.948 3.669,4
7 1.692.386 11.807,3 23 708.584 4.943,6
8 0 00 24 714.020 4.981,5
9 936.634 6.534,7 25 346.180 2.415,2
10 779.822 5.440 6 26 444,864 3.103,7
11 353.196 24642 27 1.983.186 13.836,2
12 298,974 15975 28 6.455.688 45.039,7
13 328.622 2.292,7 29 448.650 3.130,1
14 1.658.846 11.573,3 30 316.844 2.210,5
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31 822.074 5.735,4 40 893.082 6.230,8

32 866.910 6.048,2 41 135.764 947,2
33 335.198 2.338,6 42 546.196 3.810,7
34 325.378 2.270,1 43 309.286 2.157,8
35 264.204 1.843,3 44 350.926 2.448,3
36 357.186 2.492,0 45 555.398 3.874,9
37 219.414 1.530,8 46 201.562 1.406,2
38 3.543.140 24.719,6 47 271.766 1.896,0
39 373.936 2.608,9

4.2. Analisis primario de secuencias obtenidas

En un analisis inicial, mediante el programa FastQC, se identificaron cada una de las
muestras y se controld la calidad de las secuencias obtenidas, el largo esperado (150
nucleétidos), la cantidad de lecturas y otros parametros como contenido GC,
sobrerrepresentacion de secuencias o cantidad de secuencias repetidas. En la figura 21 se
resumen la calidad de la identificacion de cada base, siendo que la mayoria (83%) tiene un
nivel de calidad de Phred mayor o igual a 30 (99,9% de precision). Solamente 8 tuvieron un
valor de entre 20 y 30, lo que equivale a una probabilidad de error de 1 en 100.

Cuando se analiz6 la cantidad de lecturas se observé que un 40% de las muestras obtuvo méas
de 500.000 secuencias, 51% de ellas estuvo entre 100.000 y 400.000 lecturas y en un caso
no se pudo obtener secuencias. Se observa, ademas, un alto porcentaje de repeticion en todas
ellas, lo cual es esperable para este set de bibliotecas obtenidas desde productos de
amplificacion por PCR (Figura 22).
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Figura 21. Chequeo de la calidad de las secuencias. Se grafica la calidad de las corridas segun la
puntuacion de Phred que tiene cada posicion a lo largo de la lectura. En naranja se sefialan set de datos
con secuencias que tienen una puntuacién de Phred entre 20 y 30.
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Figura 22. Cantidad de secuencias por muestra. En celeste se identifican las lecturas Gnicas, mientras que
en negro las lecturas duplicadas o repetidas.
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4.3. Mapeo de secuencias

Las secuencias obtenidas fueron alineadas mediante los programas bowtie2 y bwa-mem
contra el genoma de referencia de Mycobacterium tuberculosis H37Rv (NC_000962.3). Para
este set de muestras, bwa-mem asignd una mayor proporcion de alineamientos y se decidié
continuar con este programa.

En la tabla 18 se resume la cantidad de secuencias obtenidas y el porcentaje de mapeo
utilizando bwa-mem contra el genoma de referencia. Como puede observarse en la tabla, el
numero de secuencias que mapean contra el genoma es relativamente bajo: cerca de 2/3 de
las lecturas tuvieron porcentajes de mapeo menor al 40%. Esto puede deberse a la baja calidad
o degradacion del ADN inicial o contaminacion en la preparacién de las bibliotecas.

Tabla 18. Numero de secuencias obtenidas por muestra y porcentaje de alineamiento contra el genoma de
referencia Mycobacterium tuberculosis H37Rv. En la tabla se indica la cantidad de secuencias obtenidas
y cuantas de esas secuencias pudieron ser alineadas con el alineador bwa-mem. También se indica la
cobertura corregida en base a las lecturas mapeadas.

ID Lecturas N° de lecturas Porcentaje de  Cobertura
totales mapeadas mapeo (%) corregida

1 154.744 27.573 18 192,4

2 354.744 244.472 69 1.705,6

3 863.052 145.809 17 1.017,3

4 845.600 98.566 12 687,7

5 491.620 94.008 19 655,9

6 99.596 18.103 18 126,3

7 1.692.386 997.928 59 6.962,3

8 0 - - -

9 936.634 918.895 98 6.410,9
10 779.822 759.350 97 5.297,8
11 353.196 331.144 94 2.310,3
12 228.974 38.153 17 266,2
13 328.622 69.770 21 486,8
14 1.658.846 188.486 11 1.315,0
15 273.142 170.391 62 1.188,8
16 375.578 55.634 15 388,1
17 554.432 95.050 17 663,1
18 398.174 70.952 18 495,0
19 628.306 225.551 36 1.573,6
20 377.300 70.113 19 489,2
21 236.970 45,743 19 319,1
22 525.948 97.201 18 678,1
23 708.584 661.350 93 4.614,1
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24 714.020 161.229 23 1.124,9
25 346.180 43.167 12 301,2
26 444.864 106.131 24 740,4
27 1.983.186 1.935.272 98 13.501,9
28 6.455.688 6.305.933 98 43.994,9
29 448.650 73.687 16 514,1
30 316.844 112.173 35 782,6
31 822.074 708.113 86 4.940,3
32 866.910 130.621 15 911,3
33 335.198 45.176 13 315,2
34 325.378 91.536 28 638,6
35 264.204 50.324 19 351,1
36 357.186 68.926 19 480,9
37 219.414 35.876 16 250,3
38 3.543.140 3.455.085 98 24.105,2
39 373.936 354.176 95 2.471,0
40 893.082 162.082 18 1.130,8
41 135.764 20.716 15 144.5
42 546.196 83.341 15 581,4
43 309.286 52.665 17 367,4
44 350.926 70.462 20 491,6
45 555.398 93.768 17 654,2
46 201.562 24.439 12 170,5
47 271.766 153.368 56 1.070,0

Se analizaron la cantidad de secuencias que fueron mapeadas contra el genoma y se
identificaron cudles de ellas correspondian a los genes de linaje y de resistencia. En general,
se obtuvo mas cantidad de alineamientos para el pool-R, pese a haber puesto el doble de
proporcion del pool-L en la generacion de las bibliotecas (Figura 23).
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Figura 23. Cobertura de cada gen en el pool-L y en el pool-R. La media se indica con linea punteada.

Las secuencias de cada una de las muestras que mapean contra los genes de linaje y de
resistencia se encuentran graficadas en la figura 24 (los datos crudos se encuentran en la
Tabla Suplementaria 1 y 2 respectivamente - Anexo I). Como se desprende de los graficos,
existe una distribucion heterogénea entre los distintos genes; para hemL, hisD, ctpH, fcoT,
gyrB y embB, se obtuvieron muy pocas lecturas. Ademas, la cobertura fue muy baja para
cuatro aislados donde se obtuvieron muy pocas lecturas en el pool-R.
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Figura 24. Mapeo de secuencias contra el genoma de referencia. A la izquierda se grafica la cantidad de
secuencias por cada muestra que alinearon contra las regiones del pool-R. A la derecha aquellas secuencias
que alinearon contra los genes del pool-L.

48



4.4. Clasificacion de linajes

A partir de los archivos de salida del alineamiento (en formato SAM: Sequence Aligment
Map), se realizd la visualizacion del mapeo de las secuencias con el programa IGV
(Integrative Genomic Viewer), y se identificaron las variantes en las coordenadas reportadas
en la bibliografia (Figura 25). Ademas, con bcftools se identificaron los polimorfismos
respecto al genoma de referencia, y se considerd un SNP si existia un cambio reportado en
las posiciones mencionadas y tenia una cobertura de al menos 5x (Tabla 19).

362 bp

514.100 bp 514.200 bp 514.300 bp
| | |

[0 -128]

Figura 25. Visualizacion de los alineamientos con el programa IGV para la identificacién del linaje X. En
el ejemplo se observa la regién correspondiente al gen ctpH para una muestra. Se identifican las secuencias
alineadas al genoma en gris, la cobertura debajo de la linea de referencia y el cambio de nucle6tido en rojo
(C/T) identificado en la posicion 514245 del genoma de referencia.

Tabla 19. Resumen de los polimorfismos detectados por bcftools (en formato VCF). En este caso se
indican los resultados de la muestra 17 y 18 a modo de ejemplo, donde se indica la posicion del
polimorfismo, la base de la referencia y la alteracion detectada, seguido de la puntuacion de calidad de
Phred-escalada (cuanto mayor es, mayor es la confianza para esa alteracion).

Posicién Ref Alt Calidad

17_sorted_aln_genoma.bam

M. tuberculosis NC_000962.3 7362 G C 159
M. tuberculosis NC_000962.3 7585 G C 171
M. tuberculosis NC_000962.3 9304 G A 201
M. tuberculosis NC_000962.3 760115 C T 225
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18 sorted_aln_genoma.bam

M. tuberculosis NC_000962.3 7362 G C 148
M. tuberculosis NC_000962.3 7585 G C 225
M. tuberculosis NC_000962.3 9304 G A 183
M. tuberculosis NC_000962.3 2289017 A G 225

En base a los resultados anteriores, se resumen en la tabla 20 la asignacion de linaje para cada
una de las muestras. Para los aislados 12, 14, 33 y 34 en los que no hubo secuencias o la
cobertura fue muy baja para evidenciar polimorfismos, se clasificaron los linajes mediante
MIRU-VNTR.

Tabla 20. Clasificacion de las cepas aisladas del sistema penitenciario. Se indican las secuencias en todo
el pool-L, la cobertura que tuvo el mismo y la clasificacion que surge como resultado de observar la
presencia de los polimorfismos en las posiciones de los genes seleccionados.

ID  Secuencias Cobertura  Clasificacion

ID  Secuencias  Cobertura  Clasificacion en pool L en pool L de linajes
en pool L en pool L de linajes 23 47414 1725 LAM
1 2860 104 LAM 24 21198 771 X
2 47075 1713 LAM 25 4837 176 LAM
3 8703 317 X 26 10097 367 X
4 5175 188 LAM 27 176934 6437 -
5 9578 348 Haarlem 28 396169 14413 Haarlem
6 2630 96 X 29 4899 178 X
7 222113 8081 X 30 25152 915 X
8 - _ - 31 15299 557 LAM
9 57814 2103 Haarlem 32 12192 444 LAM
10 5148 187 X 33 4211 153 LAM
11 95368 3470 LAM 34 14470 526 LAM
12 5575 203 LAM 35 7458 271 LAM
13 8321 303 Haarlem 36 9505 346 Haarlem
14 10959 399 LAM 37 2261 82 X
15 56365 2051 X 38 642 23 X
16 3944 143 Haarlem 39 42855 1559 LAM
17 11343 413 Haarlem 40 15257 555 X
18 7713 281 X 41 2431 88 -
19 54529 1984 Haarlem 42 10493 382 Haarlem
20 7721 281 X 43 6420 234 LAM
21 5143 187 Haarlem 44 8517 310 LAM
22 9895 360 S 45 4586 167 LAM
46 2722 99 X
47 32983 1200 X
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Los resultados obtenidos indican que dentro del sistema penitenciario (SP) se detectaron 39%
de cepas del linaje LAM (4.3), 34% del linaje X (4.1.1), 25% Haarlem (4.1.2.1) y 2% S
(4.4.1.1) (Figura 26). La distribucion de los linajes aislados del SP contrasta con la observada
en los aislamientos de la comunidad. En particular, la cepa X se encuentra sobrerrepresentada
en el SP (chi-cuadrado con p-valor = 0,0001). Este linaje no fue detectado en ninguno de los
aislados de pacientes internados en cuidados intensivos, y es detectado en muy bajo
porcentaje en aislados de la comunidad (entorno al 1%) (Hurtado et al., 2021).

B PPL
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. 1 .
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Figura 26. Porcentaje de linajes en poblacion de personas privadas de libertad (azul) vs linajes
circulantes en la comunidad (beige).

Cuando se observa el origen de la poblacion de estudio, 28 corresponden a casos aislados de
personas que fueron detectados al ingreso del SP en el area metropolitana, 25 de estas
personas ya tenian ingresos previos al SP y solamente 3 fueron ingresos sin antecedentes.
Para estos ultimos, las cepas aisladas fueron identificadas como LAM o Haarlem, que son
los linajes que mas circulan en la comunidad. Por el contrario, los aislados tipificados como
linaje X fueron obtenidos de personas dentro del SP o de personas que re-ingresaban al
sistema. Los 19 aislados restantes corresponden a la identificacién de casos en base a
consultas médicas compatibles con cuadro clinico que ya se encontraban dentro del SP.
También el linaje X fue hallado en més de un 30% de estos aislados.

A modo de comparacidn, se realizé un andlisis de tipificacion de cepas utilizando el software
online PhyResSE (https://bioinf.fz-borstel.de/mchips/phyresse/). En dicho programa se
cargaron las corridas obtenidas del MiSeq y como resultados se pudieron clasificar 23 cepas.
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Las restantes no tuvieron suficientes lecturas para ser procesadas por este programa, aunque
fueron asignadas al linaje 4 (sin identificar el sublinaje). Solamente en un caso (muestra 26)
la tipificacién no coincidio con nuestra metodologia propuesta (Tabla 21).

Tabla 21. Comparacion de las clasificaciones obtenidas mediante la estrategia desarrollada en este trabajo
y mediante el paquete PhyResSE. Se indica la clasificacién asignada por cada metodologia. En la columna
de MIRU-VNTR solamente se tipificaron aquellas que no pudieron ser clasificadas. El recuadro en rojo
indica la Unica discrepancia entre el analisis informatico hecho por nuestro grupo y PhyResSE, la
tipificacién de este aislado por MIRU resultd del linaje Haarlem.

ID Analisis PhyResse  MIRU-VNTR

ID Analisis PhyResse  MIRU-VNTR informatico
informatico 24 X
1 LAM LAM 25 LAM LAM
2 LAM LAM 26 | Haarlem X Haarlem |
3 X X 27 -
4 LAM LAM 28 Haarlem Haarlem
5 Haarlem 29 X
6 X X 30 X
7 X X 31 LAM LAM
8 - 32 LAM LAM
9 Haarlem 33 LAM
10 X X 34 LAM
11 LAM LAM 35 LAM LAM
12 LAM 36 Haarlem
13 Haarlem 37 X
14 LAM 38 X X
15 X X 39 LAM LAM
16 Haarlem 40 X
17 Haarlem 41 -
18 X 42 Haarlem
19 Haarlem 43 LAM LAM
20 X 44 LAM LAM
21 Haarlem 45 LAM LAM
22 S S 46 X
23 LAM LAM 47 X X

4.5. Resistencia a farmacos antituberculosis

Para la busqueda de mutaciones asociadas a resistencia a farmacos, se utilizé el mismo
esquema de trabajo que la parte anterior, acotando la busqueda a los genes asociados a
resistencia a farmacos seleccionados. Las tablas obtenidas para observar las variantes indican
la posicion del cambio de base y la cantidad de lecturas (Tabla suplementaria 3 — Anexo I).
En la tabla 22, se resumen todos los polimorfismos detectados para cada una de las muestras.
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Solamente en 4 aislados no se pudo obtener lecturas y no se pudo realizar el analisis para la
busqueda de polimorfismos de resistencia.

Tabla 22. Busqueda de SNPs en genes de resistencia. Se indica el gen, la posicion del cambio de SNP y
cuantos aislados presentaron esa sustitucion. Ademas, se indica el cambio de codoén (en negrita la base que
se modifica), el cambio de aminoacido y si el mismo se encuentra reportado en la literatura asociado a
resistencia.

Gen Posicion 1 N.° de Cambiode Cambiocodon  Cambio de Bibliografia
muestras SNP AA?
gyrA 7362 30 G/C GAG/CAG Glu62GIn No reportado
gyrA 7585 28 G/C AGC/ACC Ser95Thr No reportado
gyrA 8040 4 G/A GGC/AGC Gly247Ser No reportado
gyrA 9304 27 G/A GGC/GAC Gly668Asp No reportado
gyrB 6438 1 CIG CCcC/cGC Pro400Arg No reportado
gyrB 6034 1 CIT AAC/AAT Asn265Asn No reportado
katG 2154279 G/IA CTCICTT Leu6llleu No reportado
katG 2154015 1 CIG GGG/GGC Gly699Gly No reportado
pncA 2289017 17 AlG GGT/GGC Gly75Gly No reportado
rpoB 760106 2 G/A TCGI/TCA Ser100Ser No reportado
rpoB 760115 10 CIT GAC/GAT Aspl03Asp No reportado
rpoB 760629 1 CIG CTG/IGTG Leu275Val No reportado
rpoB 760852 1 TIC ATG/ACG Met349Thr No reportado
reS 1472337 3 CIT ribosomal c492t Estreptomicina®
reS 1473314 4 A/C ribosomal al469c No reportado

1 Respecto al genoma de referencia Mycobacterium tuberculosis (NC_000962.3)
2 Respecto a la posicién en el gen
3 (Cabibbe et al., 2020)

La mayoria de las mutaciones producen cambios sinénimos de aminoacidos (57%). En tres
aislados se detectd la mutacion c1472337t en el gen rrS que codifica para la subunidad
ribosomal 16S. La mutacion estd asociada a resistencia a estreptomicina, aunque no esta
caracterizada como SNP de alta confianza. Para el resto de los aislados, en donde hubo un
cambio aminoacidico, no se encontrd evidencia bibliografica que indique resistencia
fenotipica y es coincidente con la informacion de estudios de sensibilidad realizados
previamente por la CHLA-EP y con la respuesta clinico bacteriolégica que tuvieron los PPL.

A modo de corroborar estos resultados, se realizd un analisis con PhyResSE donde se obtuvo
una tabla que indica todas las mutaciones observadas por muestra, y si esas mutaciones se
encuentran reportadas en la bibliografia. Las secuencias ingresadas al programa contenian
una alta tasa de repeticion que fueron identificadas como contaminaciones, y en algunos
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casos no se pudieron alinear contra la referencia. Del total, se pudo obtener informacion de
38 aislados. En la tabla 23 se resumen solamente aquellas que tuvieran una mayor cobertura.

Tabla 23. Mutaciones asociadas a resistencia encontradas por el programa PhyresSE. Para un subset de
muestras se indica la posicion y la mutacidn respecto a la referencia. También se indica un score de calidad,
la region donde ocurre y el cambio de aminoéacido y si la variante esta asociada a resistencia fenotipica.

Todas las mutaciones fueron encontradas en nuestro analisis anterior.

ID Posicion Ref Muestra Caldiad Region Cambio AA  Variante conocida
32 1472337 C T 7567,77 Rvnr01 rRNA estreptomicina
45 1472337 C T 6624,77 Rvnr01 rRNA estreptomicina
1 1472337 C T 2969,77 Rvnr01 rRNA estreptomicina
1 7585 G C 8770,77  Rv0006 (gyrA) Ser95Thr Genotipica
40 7585 G C 3550,77  Rv0006 (gyrA) Ser95Thr Genotipica
47 7585 G C 3138,77  Rv0006 (gyrA) Ser95Thr Genotipica
28 7585 G C 2912,77  Rv0006 (gyrA) Ser95Thr Genotipica
38 7585 G C 2660,77  Rv0006 (gyrA) Ser95Thr Genotipica
22 7585 G C 2157,77  Rv0006 (gyrA) Ser95Thr Genotipica
13 7585 G C 2083,77  Rv0006 (gyrA) Ser95Thr Genotipica

PhyResse también encontrd las mismas mutaciones dentro de las muestras analizadas. Tres
muestras presentaron la mutacion en el gen rrS (posicion 1472337) y se les asigno resistencia
fenotipica a estreptomicina (Coll et al., 2014). En el resto de los casos se encontrd la variante
g7585c en el gen gyrA, gue no esta asociado hasta ahora, a resistencia fenotipica.
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PARTE B - Busqueda de marcadores con valor prondstico de la enfermedad
4.6. ARNs pequefios en suero (miARN)

Se recolectaron un total de 32 sueros de pacientes graves internados en la UCI del Hospital
Espafiol durante los afios 2018 y 2020. Estos pacientes fueron diagnosticados con
tuberculosis pulmonar, y 28 fueron confirmados con cultivo positivo para Mycobacterium
tuberculosis. Se extrajo ARN total de 26 de ellos, y 13 fueron seleccionados para
secuenciacion de ARNSs pequefios: 175-6, 224-6, 397-7, 522-0, 707-6, 761-1, STBO4,
STBO05, STB06, STB09, STB10, STB11, STB16 y sueros normales 1 al 5 (Tabla 12 en
Materiales y Métodos).

4.7. Secuenciacion de bibliotecas para miARNS

A modo de control y cuantificacion de la fabricacion de las bibliotecas se realiz6 un control
de calidad en chip de ARN de alta sensibilidad en un Bioanalyzer 2100, segin las
especificaciones del fabricante. Se obtuvieron bandas de acuerdo a lo esperado de alrededor
de ~140 pares de bases con una concentracién promedio de 46 ng/pL (Figura 27).
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Figura 27. Control de calidad de bibliotecas. Electroferograma de chip de ARN de alta sensibilidad en
Bioanalyzer 2100. En el carril L se encuentra el marcador de peso molecular y en los carriles 1 a 11 un
subset de bibliotecas para secuenciar. Las bandas observadas corresponden a 150 pb que es lo esperado
para las bibliotecas de miARNs. Las bandas magenta y verde corresponden al marcador interno superior
(10380 pb) e inferior (35 pb) respectivamente.
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Las secuencias obtenidas superan el millén de lecturas por muestra, mapeando en general
mas del 90% contra el genoma humano (Tabla 24).

Tabla 24. Datos primarios de las corridas de secuenciacion de miARNs. Se indican el nimero de lecturas
iniciales y las lecturas utilizadas para el analisis luego de recortar los adaptadores y filtrar por calidad.
Ademas, se detallan la cantidad de secuencias y el porcentaje de mapeo contra el genoma humano.

ID N° Lecturas en N© lecturas que mapean
lecturas analisis contra el genoma humano
175-6 776331 546420 (70%) 507900 (93%)
224-6 160208 151430 (94%) 150393 (99%)
397-7 1184486 969957 (88%) 874181 (90%)
552-0 724835 585161 (81%) 557177 (95%)
707-6 521069 312034 (60%) 295657 (95%)
761-6 564956 337404 (60%) 308601 (91%)

STB10 3080508 2632878 (85%)
STB11 1431326 1268368 (89%)
STB16 907365 826034 (91%)
STB4 426722 372597 (87%)
STBS 241425 168223 (70%)
STB6 454667 410839 (90%)
STB9 1689650 1262336 (74%)

2521328 (96%)
1181796 (93%)
791199 (96%)
345096 (93%)
151535 (90%)
388649 (95%)
1067285 (84%)

Dentro de la diversidad de ARNs pequefios que fueron secuenciados, las lecturas con 21 a
23 nucle6tidos corresponden en su mayoria a secuencias anotadas como microARNSs en la
base de datos miRBASE. Ademas, se identificaron otras lecturas anotadas como ARN
ribosomal y ARN de transferencia y un porcentaje alto de secuencias mayores a 40 nt que no
pudieron ser asignadas por el programa (Figura 28). Se continuaron los andlisis con las
secuencias anotadas de microARNSs para evaluar su abundancia entre las muestras clinicas.
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Figura 28. Composicion de secuencias mapeadas de ARNs pequefios. Se indican los porcentajes de las
lecturas que pudieron ser alineadas contra el genoma humano. La region de 20 a 23 nucledtidos
corresponde al largo esperado para un miARN maduro; en este ejemplo mapean en su mayoria contra
miARNs de la base de datos miRBase. Se destaca la presencia de ARNSs ribosomales y de transferencia

gue no se abordaron en este estudio.

El programa sRNAbench ofrece la visualizacion de los miARNs mas representados en una
muestra dada. En la mayoria de los casos el miR-451a encabeza la lista siendo el mas
abundante en 12 de 13 muestras. Otros miARN que también son abundantes en la mayoria

de las muestras son miR-148a-3p y miR-122.
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Figura 29. Top 10 de miARNs mas abundantes. Ejemplo de los miARNs mas abundantes para una

muestra dada. EI miR-451a es el mas abundante en la mayoria de las muestras.
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4.8. Abundancia diferencial de microARNs

Se comparé la abundancia diferencial de los miARNs obtenidos comparando los TB y los
controles. En primer lugar, se realizé un heatmap que permite identificar datos atipicos o por
fuera de la media (Figura 30). El agrupamiento de las muestras, segun el perfil de abundancia
diferencial de miARNSs, logra clasificar las muestras segun el grupo al que pertenecen.
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Figura 30. Heatmap de abundancia diferencial de miARNS en suero. Se grafican los 20 miARNSs con el
p-valor mas bajo diferencial entre pacientes con TB (indicado con azul oscuro en la barra superior) vs
muestras del grupo control (indicados en celeste). La barra de color indica la abundancia diferencial de
cada miARN por muestra.

En segundo lugar, la abundancia diferencial de miARNSs es calculada por medio de DESeq2.
La normalizacion realizada por DESeq2 es utilizada para eliminar el efecto de diferente
numero de secuencias por muestras, 0 sea, que diferencias entre muestras no se deban a la
profundidad de secuenciado. Los valores de conteo para cada miARN se dividen por un factor
de escala que toma en cuenta el logaritmo en base e del total de lecturas para cada muestra.
A partir de este andlisis se seleccionaron 3 miARNS que se encontraron mas abundantes en
las muestras, con poca dispersion intra-grupo y que mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos (Tabla 25).
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Tabla 25. Abundancia diferencial de miARNSs entre el grupo TB y el grupo control. Se indican el promedio
de lecturas de cada grupo, la diferencia de cambio (fold change) entre ellos, el logaritmo en base 2 de
dicho cambio (Log2FoldChange) y el p-valor ajustado.

Prom.Controles Prom. TB Fold Change Log2Fold  padj

Change
hsa-miR-378a-3p 79.78 1716.57 0.05 -3.05 0,00
hsa-miR-126-3p 3020.71 343.02 8.78 3.12 0,00
hsa-miR-423-5p 1398.25 15113.19 0.09 -3.43 0,00

En la figura 31, se representan las lecturas sobre millon de lecturas mapeadas que tuvieron
los tres mMiIARNS mencionados anteriormente, para cada una de las muestras analizadas.
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Figura 31. Representacién grafica de la cantidad de lecturas de miARNs por millén de secuencias

mapeadas. miR-423-5p (azul), miR-378a-3p (amarillo) y miR-126-3p (verde). Los controles se identifican
con otros colores para mayor claridad.
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También se representaron los mismos datos en funcion de los tres miARNSs diferencialmente
abundantes (Figura 32). Se realiz un t-test maltiple, sobre las medias de todas las muestras
por cada miARN. La diferencia entre las medias es estadisticamente significativa para estos
mMiARNS.
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Figura 32. Comparacién de miARNs diferenciales entre TB y controles. Se grafican el nimero de
secuencias de cada miARN sobre el total de secuencias mapeadas. El asterisco indica diferencia
significativa entre los grupos para miR-126-3p (p-valor=0,0017), miR-378a-3p (p-valor = 0,009) y miR-
423-5p (p-valor = 0,011), lo cuél coincide con el p-valor ajustado calculado por DESeq?2.

Se desprende de este primer analisis que se encontraron miARNSs diferencialmente
abundantes entre ambos grupos y que esa diferencia es significativa. EI miR-126-3p se
observa en mayor proporcién en el grupo control que en el grupo TB. Por el contrario, el
miR-378a-3p y el miR-423-5p son mas abundantes en el grupo TB respecto a los controles.

Se repitio el analisis de expresion diferencial, pero sin las muestras 761-6 donde el miR-126-
3p pareceria estar mas abundante que en el resto de los TB y sin la muestra 522-0 ya que el
cultivo resulto negativo en el transcurso del analisis. En este nuevo estudio se evidencia de
igual forma, una clara separaciéon de grupos y un perfil de abundancia de miARN similar
(Figura 33). Nuevamente se observan diferencias significativas entre los grupos para los
miARN antes mencionados, segun la tabla 26.
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Figura 33. Heatmap de abundancia diferencial de miARNSs en suero. Se grafican los 20 miARNSs con el
p-valor més bajo, circulantes en sueros de pacientes con TB vs control. Se omitieron las muestras 707-6,
397-7 y 577-1. La barra de color indica el factor de escala de cada miARN por muestra.

Tabla 26. miARNSs diferencialmente expresados - TB vs Control sin las muestras 707-6 y 397-7. Se
indican los promedios de cada grupo, el fold change entre ellos y el p-valor ajustado.

Promedio Promedio  Fold Change Log2FoldChange padj

B Controles
hsa-miR-378a-3p 429.42 127.28 0.3 -1.77 0,00
hsa-miR-126-3p 468.28 4677.52 9.97 3.32 0,00
hsa-miR-423-5p 17811.99 1487.22 0.08 -3.58 0,00

Dentro del grupo diagnosticado con TB, también se encuentran pacientes que ingresan a la
UCI con diferentes estadios de la enfermedad y comorbilidades asociadas. La puntuacion de
APACHE 11, cuyo valor elevado se asocia con peor prondstico, es mas alta en aquellos
pacientes que fallecen. Se realizé un analisis de abundancia diferencial entre pacientes que
fallecen (n=6) y que sobreviven (n=5).
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En primer lugar, el agrupamiento de las muestras no logra separar entre vivos Yy fallecidos.
Al observar las lecturas de cada miARN por millon de lecturas mapeadas, tampoco se
observan diferencias a simple vista entre los grupos (Figura 34), pero cabe destacar que las
muestras 707-6 y 397-7 contribuyen de buena manera a la abundancia del miR-378a-3p en

el grupo de TB que fallece.
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Figura 34. Representacion grafica de la cantidad de lecturas de miARNSs por millén de lecturas mapeadas

en funcion de cada muestra. El recuadro en rojo identifica aquellos pacientes que sobrevivieron.

Al analizar el total de lecturas en funcion de los tres miARNSs seleccionados, se observa una
abundancia en el miR-378a-3p en aquellos pacientes que fallecieron sin embargo esta
diferencia no logra ser suficiente para ser estadisticamente significativa (t-test multivariado)

(Figura 35).
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Figura 35. Cantidad de lecturas por millén de lecturas mapeadas en funcidn de los miARN 378a-3p, 126-
3p y 423-5p. Se distinguen los grupos de TB fallece y TB sobrevive

4.9. Validacion de miARNs candidatos para identificacion de TB

En base a lo observado anteriormente, se procedi6 a validar el miR-378a-3p, el miR-423-5p
y el miR-126-3p a través de una cuantificacion relativa por RT-gPCR y del analisis por el
método AACt. Como miARN control o “housekeeping” se opt6 por el hsa-let-7b-5p ya que
se encuentra presente tanto en los sueros controles como en los TB con niveles similares de
abundancia, sin diferencias significativas entre los TB y el grupo control (Tabla 27).

Tabla 27. miARN de referencia entre TB y el grupo control. Se indican los promedios de cada grupo, el
fold change entre ellos y el p-valor ajustado.

Promedio Promedio Fold Log2FoldChange  padj
TB Controles Change
hsa-let-7b-5p 5988.49 3239.1 0.54 -0.89 0.13
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Se efectud el mismo protocolo de extraccion de ARNs pequefios detallado anteriormente y
se cuantificd la cantidad de ARN por fluorimetria utilizando el kit de deteccion de alta
sensibilidad de ARN (Qubit, Invitrogen). Para la reaccion de retrotranscripcion se partio de
cantidades equimolares de ARN. Se realizd el stem-loop RT-gPCR para las comparaciones
de acuerdo al protocolo detallado en materiales y métodos.

Se logré amplificar el miARN de referencia let-7b-5p para los sueros utilizados en estos
analisis (Figura 36). Para todas las corridas se realizaron controles negativos que incluyeron:
control sin molde de ADNc (NTC), mix de reaccion que incluye unicamente los cebadores
del mix de gPCR (Mix), y control de retrotranscripcion sin la enzima respectiva (S/E). Este
altimo control resulta de importancia para ademas corroborar la amplificacion de dimeros
entre el cebador forward y el cebador stem-loop utilizado en la retrotranscripcion.
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Figura 36. Curvas de amplificacién para let-7b-5p. Las muestras se corrieron en duplicado y para este
caso se incluyeron controles negativos sin molde (NTC), sin retrotranscriptasa (S/E) y se incluyd mix de
reaccion (Mix). Se selecciond el umbral de corte y los Cts obtenidos se encuentran entre 31 y 34.

El analisis de los resultados de las curvas de PCR mostrd diferencia significativa entre los
controles y las muestras de TB cuando se cuantificd la abundancia relativa del miR-378a-3p
(Figura 37-a) utilizando el miR-let7b como normalizador. No se pudo obtener valor
estadistico significativo para sostener la diferencia observada en el miR-126-3p, aunque
existe una tendencia a estar mas abundante en los controles que en los sueros de pacientes
con tuberculosis (Figura 37-b). Por otra parte, no se pudo obtener resultados para la
validacion del miR-423-5p ya que las curvas de amplificacion de los controles negativos
invalidaron la comparacion de las curvas.
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Figura 37. Cuantificacion relativa de miARNSs candidatos circulantes en suero. La cuantificacion relativa
de las curvas de gPCR se realizaron por el método de AACt. (a) cuantificacion del miR-378a-3p relativa

al let-7b-5p. (b) cuantificacion del miR-126-3p relativa al let-7b-5p.
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES
PARTE A- Tipificacion de aislados y busqueda de resistencia

5.1. Tipificacion de cepas de una poblacion de personas privadas de libertad

La prevalencia de TB en la poblacién de privados de libertad (PPL) en el mundo es elevada.
En general esta alta tasa esta relacionada con caracteristicas de esta poblacién como malas
condiciones socioeconomicas, HIV, alcoholismo, adiccion, poco apego al tratamiento, etc.
(Walter et al., 2021). Ademés, la convivencia con personas con TB en condiciones de
sobrepoblacion, hacinamiento, poca ventilacion y poco acceso al sistema de salud, aumentan
las chances de transmision de la TB dentro de las carceles. En paises con alta tasa de TB y
condiciones de hacinamiento extremo en carceles, resulta en una probabilidad de transmision
anual del 90% (Johnstone-Robertson et al., 2017). La prevalencia de TB en carceles en
Uruguay es elevaday en 2020 se ubico en 639 casos cada 100.000 habitantes segin la CHLA-
EP. La situacion del sistema penitenciario resulta critica y hasta el afio pasado se estimo que
hay algo méas de 130 presos por cada 100 plazas disponibles, siendo la densidad mas alta
registrada desde 2013 (Comisionado Parlamentario Penitenciario, 2020). Hasta marzo de
2021 la poblacion carcelaria era de 13.402 internos, y la tendencia al hacinamiento critico no
pareceria revertirse en los proximos afios. La situacion de la TB en el sistema penitenciario
no es solamente critica para los PPL, sino que ademas estas instituciones actlan como
amplificadores de la tuberculosis comunitaria, manteniendo la propagacion de la enfermedad
desde los entornos penitenciarios hacia la poblacion exterior (Walter et al., 2021).

En este trabajo, se puso a punto una técnica de tipificacion y caracterizacion de cepas a traves
del secuenciado profundo y analisis de polimorfismos en regiones de interés. Este abordaje
es cada vez mas utilizado en el mundo y hasta la fecha no se habia realizado en el pais. Se
realizo la caracterizacion de 47 aislados del sistema penitenciario (SP) obtenidos durante
todo el aflo 2019. Se obtuvieron en total 47 ADNs de cepas asiladas del SP, de los cuales 28
corresponden a aislados que se detectaron en el triage al ingreso del SP. De estos ultimos, 25
ya tenian ingresos previos en el sistema mientras que 3 correspondian a personas que
ingresaban por primera vez. Por otra parte, 19 aislados fueron detectados dentro de las
carceles. De los 47 aislados secuenciados, hubo uno donde no se logré la amplificacion
probablemente debido a la baja calidad del ADN utilizado, mientras que para 6 casos no se
pudo detectar polimorfismos para clasificar el genotipo. Para estos ultimos se realiz6 la
tipificacion por MIRU-VNTR, que dio como resultado la asignacion al sublinaje LAM para
4 de ellos, mientras que en los 2 restantes no se logré determinar el linaje.

Los resultados observados para los 44 aislados tipificados distingue la presencia de 17 cepas
del sublinaje LAM - 4.3 - (39%), 15 aislados correspondientes al linaje X - 4.1.1 - (34%), 11
cepas del linaje Haarlem - 4.1.2.1 - (25%), y 1 cepa del linaje S - 4.4.1.1 - (2%). En primer
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lugar, cabe destacar que las cepas circulantes son todas pertenecientes al linaje 4 de M.
tuberculosis, el cual es el linaje mas extendido en todo el mundo. En un trabajo previo de
nuestro grupo, se pudieron tipificar mediante MIRU-VNTR 60 aislados de pacientes graves
en la UCI y 90 aislados comunitarios, que no requirieron internacién y que fueron obtenidos
al azar del banco de ADN de aislados de la CHLA-EP entre los afios 2016 hasta 2019. Los
aislados circulantes tanto en UCI como en la comunidad también pertenecen al linaje 4,
siendo LAM y Haarlem los sublinajes méas abundantes en todos ellos (Hurtado, et al. 2021).
Se desprende de estos resultados que en el SP circula en mayor proporcion una cepa en
particular (sublinaje X) la cual no circula en lacomunidad. Ademas, todas las personas cuyos
aislados fueron tipificados como X, eran reincidentes o se encontraban dentro del SP.

Existe una asociacion positiva entre algunos linajes de Mycobacterium tuberculosis y
resistencia a farmacos anti-tuberculosis (como la familia Beijin), mientras que otros como
LAM y X son mas frecuentes en personas con VIH positivo (Couvin et al., 2019). La familia
X se encuentra en baja proporcion en el continente americano, siendo el 1,2% de los casos
reportados en la base de datos SITVIT2 (http://www.pasteur-
guadeloupe.fr:8081/SITVIT2/index.jsp). Estados Unidos concentra el 76% de los casos
asignados como X, reportados en esta base de datos.

Si bien la cepa encontrada esta en muy baja proporcion en los aislados de la comunidad,
restaria profundizar esta informacion haciendo un relevamiento de cepas circulantes mas
amplio. Por ejemplo, realizar un seguimiento epidemioldgico de la transmision extra-carcel
a personal de los centros de reclusion y al entorno mas proximo a los PPL en la comunidad.
De esta forma se podria obtener informacion sobre su transmision, asi como el origen y
procedencia de esta familia de Mtb en nuestro pais.

Para finalizar, se compararon los resultados propuestos por nuestra metodologia local con los
resultados arrojados por el programa PhyResSE disponible online. La clasificacion resultd
concordante para 23 de 47 de los aislados y en un caso la asignacion fue ambigua. Este
programa, permite realizar un arbol de maxima probabilidad y sobre €l se anotaron los linajes
de cada aislado (Figura 38). En la figura se sefiala con flecha aquellos aislados que fueron
concordantes por ambas aproximaciones. Para el caso de la muestra 26, cuya clasificacion
era ambigua, se decidié tomar como referencia el &rbol y se asign6 esta muestra como linaje
X. También, hubo dos casos en que la clasificacion por nuestra metodologia era ambigua si
se comparaba en el contexto del arbol generado por PhyreSE (**), en estos dos casos se
continud con la asignacion realizada por nuestra metodologia.
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Figura 38. Arbol filogenético de méaxima probabilidad generado con PhyResSE. H: Haarlem, L: LAM
X:X'y S:S. Los aislados sefialados con flecha identifican aquellas muestras que fueron tipificadas por
ambos analisis y fueron coincidentes. Para el caso de la muestra 26, la misma fue identificada como familia
X por PhyResSE y como familia Haarlem por nuestra metodologia (*). Para la muestra 42 y 13, la
tipificacién realizada no es concordante con lo observado en el arbol (**). Las muestras 27 y 41 no
pudieron ser identificadas por ningin método.

Si bien hace falta una mayor vigilancia epidemioldgica y hacer un estudio profundo de la
transmision intrafamiliar, o incluso de la transmision dentro de los funcionarios
penitenciarios, todo hace indicar que esta cepa circula activamente dentro del SP, con una
diseminacion comunitaria baja.
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5.2. Resistencia en aislados del sistema penitenciario

La resistencia a la TB surge principalmente como consecuencia de dos mecanismos:
resistencia primaria o transmitida, es decir cuando una cepa resistente se transmite a un nuevo
hospedero, o resistencia secundaria o adquirida, que ocurre por adquisicion de mutaciones
en genes “target” de una o mas drogas. Estas mutaciones son por lo general sustituciones
nucleotidicas, inserciones o deleciones pequefias. A diferencia de otras bacterias, en
Mycobacterium tuberculosis no hay transferencia horizontal de genes a través de elementos
genéticos moviles como los plasmidos.

La secuenciacion de genoma completo de M. tuberculosis proporciona informacién temporal
y geogréfica respecto a la adquisicion de resistencia (Ektefaie et al., 2021). Se estima que la
probabilidad de adquirir una mutacién espontanea a rifampicina es de 1 en 108 bacilos y 1 en
10 bacilos para isoniazida, estreptomicina y etambutol. Sin embargo, los datos observados
indican que el namero de eventos independientes de aparicion de resistencia es mucho menor
que los aislados resistentes registrados en el mundo. También, la tasa de mutaciones que
causan resistencia varia dependiendo del linaje (Dookie et al., 2018). En otro estudio
realizado por Lanzas et al., 2013 se registrd un brote de MDR-TB en Panama que se estaba
dando por la expansion clonal de varias cepas de la familia LAM, dentro de la cual una
familia en particular, LAM9-c1, estaba muy relacionada a cepas XDR de origen africano.

Las instituciones como hospitales y centros de reclusion no solamente actian como
amplificadores de la TB en la comunidad, sino que ademas aumentan el riesgo de la
ocurrencia de tuberculosis multi-drogoresistente (Warren et al., 2018). Para la poblacién de
estudio de este trabajo, se detectaron mutaciones en la mayoria de los aislados, no obstante,
el 57% de esas mutaciones son sindénimas. Para aquellas mutaciones no sindénimas, se detectd
que al menos 27 aislados presentaban mutaciones en el gen gyrA: Glu62GlIn, Ser95Thr y
Gly668Asp. Este gen esta asociado a resistencia a las fluoroquinolonas y en €l se describen
algunas mutaciones de alta confianza para resistencia fenotipica. Por ejemplo, la mutacion
Asp94Gly ocurre frecuentemente en cepas XDR (Singh et al., 2020). En cualquier caso, las
mutaciones detectadas por nuestro flujo de trabajo, que a su vez fueran corroboradas por los
resultados observados de PhyResSE, no se encuentran reportadas en las tablas de datos para
mutaciones asociadas a resistencia a fluoroguinolonas (Chaiyachat et al., 2021).

También se encontraron dos mutaciones puntuales para el gen rpoB en dos aislados
diferentes, Leu275Val en el 100% de las secuencias (163x de cobertura) y la mutacion
Met349Thr en el 99% de las secuencias (169x de cobertura) respectivamente. Sin embargo,
estas mutaciones tampoco se encuentran reportadas asociadas a resistencia fenotipica. El gen
rpoB codifica para la subunidad beta de la ARN polimerasa y en el 96% de los aislados
clinicos que exhiben resistencia fenotipica, el mismo presenta alguna alteracion en la region
507-533, como la mutacién Ser531Leu (Dreyer et al., 2020). Ninguno de los SNPs
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observados por nuestro flujo de trabajo, ni tampoco aquellos detectados con PhyResSE
coincidieron con esta region o se encontraron reportados en la bibliografia.

Por otra parte, se encontrd la mutacion c1472337t (c492t) en el gen rrS para tres aislados y
dicha observacion fue corroborada por el anélisis de PhyResSE. Esta mutacion se encuentra
reportada por (Coll et al., 2014), aunque no se encontr6 ninguna otra evidencia que indicara
que la asociacion con la resistencia fenotipica estad fuertemente relacionada. Sin embargo,
mutaciones en el gen rrS se encuentran asociadas a resistencia a estreptomicina,
particularmente las regiones 530 y 912, que son los sitios mas frecuentes. En particular las
mutaciones a514c, ¢517t y a908g fueron encontradas en cepas Beijin resistentes (Smittipat
et al., 2016). También existe evidencia de que el tipo y la frecuencia de mutaciones en rrS
dependen del sitio geogréafico y que algunos linajes, como Beijin 0 LAM estdn maés
frecuentemente asociados con la ocurrencia de resistencia a estreptomicina (Lipin et al.,
2007). Los aislados con la mutacion c492t corresponden a los aislados 1, 32 y 45 que fueron
tipificados como LAM.

El andlisis por PhyResSE detectd 10 aislados con mutaciones en genes de resistencia. En
todos los casos, las mutaciones encontradas fueron concordantes con lo observado en nuestro
flujo de trabajo, por lo que es una buena aproximacion para validar el analisis informatico
realizado. De todo lo anterior, surge que todos los aislados estudiados son sensibles a los
farmacos de primera linea utilizados para tratar la TB. Sin embargo, es necesario controlar
los aislados con resistencia a estreptomicina detectados, ya que, de requerir el tratamiento
con este farmaco, podria conducir a resistencia al mismo.

De esta forma, por medio del anélisis informatico, se logro filtrar y examinar la informacién
contenida en las secuencias de ADN de aislados de TB. Se logro discriminar los linajes de la
mayoria de cepas, evidenciar cambios en los genes asociados a resistencia a farmacos anti-
tuberculosis y determinar si estaban asociados a resistencia fenotipica. El flujo de trabajo
propuesto tiene la ventaja de que puede ser ajustado para la busqueda de cepas y de resistencia
maés frecuentes en la realidad local. A través del secuenciado profundo se obtiene informacion
critica que puede mejorar los tratamientos de TB. Se pueden conocer las cepas circulantes,
si estan asociadas con peor prondstico y tener conocimiento de la predisposicion genotipica
de un aislado a desarrollar resistencia a un farmaco para poder hacer un mejor uso de los
antibidticos. La existencia de programas online que realizan las mismas funciones haria
posible la aplicacion del anélisis informatico sin tener conocimiento previo de linea de
comandos ni herramientas informaéticas. Por otro lado, el sistema utilizado en este trabajo
también podria mejorarse, por ejemplo, modificando el pool-L para incluir mas
polimorfismos que permitan una mejor resolucion de las cepas del linaje 4 (las Unicas
observadas en nuestro pais) y quitar los cebadores de los linajes menos frecuentes. También
podrian ser incorporados, en el pool-R, nuevos genes asociados a resistencia en la medida
que surjan.
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5.3. Puesta a punto y consideraciones finales

Se logré generar dos PCR en multiplex que permiten amplificar regiones especificas de
Mycobacterium tuberculosis. Por un lado, se puso a punto una multiplex para detectar
polimorfismos caracteristicos en 11 regiones para los diferentes linajes y sublinajes y por
otro, en 9 regiones para detectar resistencia a los principales farmacos antituberculosis. Para
obtener datos de un aislado particular, se debe realizar la amplificacion de ambos pooles por
separado, para luego hacer una Unica mezcla en la preparacion de bibliotecas para
secuenciacion.

Las bibliotecas fabricadas con el kit Nextera XT DNA Library Kit (Illumina), fueron
secuenciadas en un MiSeq en corrida paired-end de 2x75 bases. Utilizando el cartucho de
secuenciacion MiSeq Reagent Kit v3, se podrian secuenciar hasta 384 muestras a la vez y si
se obtuvieran 10 millones de secuencias, se lograria una cobertura tedrica de 181x por
muestra (cantidad de lecturas por el largo -150 pb- dividido el tamafio de las regiones a
secuenciar -21500 pb-). La secuenciacion de amplicones es diferente a la secuenciacion de
genoma completo, en el sentido de que lo esperable para secuenciar todo el genoma son
bibliotecas con mediana cobertura, con secuencias Unicas, distribuidas homogéneamente y
con una distribucion de bases equitativa. No obstante, en la secuenciacién de amplicones, se
obtienen muchas secuencias idénticas que mapean exactamente en una misma region del
genoma, por lo que es esperable que exista una alta cobertura y también un nimero elevado
de secuencias duplicadas. A través de esta estrategia y realizando secuencias que permitan
una cobertura alta, es posible visualizar variantes poco frecuentes. Sin embargo, esto también
lleva a una baja diversidad de secuencias, por lo que pueden aumentar los errores en la
asignacion de bases debido a que es mas dificil para el equipo distinguir “clusters” entre
bibliotecas homogéneas, es decir, que tome como una sola sefial algunos “clusters” diferentes
que se encontraran préximos fisicamente en la celda de secuenciacion. Este problema, puede
disminuirse mediante una matriz de correccion que utiliza el propio MiSeq y también
adicionando un porcentaje mas alto de la biblioteca estandar Phi X (genoma viral), que
aumenta la diversidad y mejora la asignacion de bases.

Respecto a los resultados obtenidos, se obtuvo un alto porcentaje de cobertura para la mayoria
de las regiones que se analizaron, sin embargo, se observo una gran diversidad en la cobertura
de las diferentes regiones (tanto de linaje como de resistencia), indicando la necesidad de
realizar cambios en las proporciones de cebadores hasta lograr tener una cobertura
homogénea para todas las regiones. Como la PCR en mdltiplex es un compromiso y un
balance entre las diferentes temperaturas de fusion de los cebadores, algunos amplicones
pueden haber sido favorecidos. Para ajustar el desbalance se intento realizar la estrategia de
una primera ronda de PCR de 5 ciclos y también ajustar las concentraciones de cebadores.
Sin embargo, en algunos genes la cobertura fue baja, aunque la calidad de las corridas fue en
su gran mayoria muy buena (Phred score > 30).
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Para el analisis informatico, se compararon dos estrategias de alineamiento: una contra todo
el genoma y otra Unicamente contra las regiones buscadas. Para esta ultima, se confeccion6
una base de datos concatenando todos los genes o regiones. Sin embargo, el mapeo contra
esta base de datos tuvo un rendimiento mas bajo. Esto puede deberse a que existen
amplicones que también amplifican regiones por fuera del gen o de las regiones analizadas,
y la referencia de genes concatenados no permite el alineamiento de amplicones en el limite.
Por lo tanto, se estudiaron las lecturas de las bibliotecas contra el genoma de referencia de
Mycobacterium tuberculosis y se analizaron por un lado las regiones para linaje y por otro
los genes para resistencia.

PARTE B- Busqueda de marcadores moleculares de tuberculosis
5.4. miARNs como marcadores moleculares de enfermedad

El avance tecnoldgico en el area de la biologia molecular y en particular en el area de
secuenciacion, resulta un insumo necesario para la epidemiologia molecular de la TB. Cada
vez es mas urgente aunar todos los esfuerzos posibles para alcanzar el objetivo de
erradicacion de la TB en el mundo. Hoy en dia, se puede contar con informacion precisa de
cuéles son las cepas circulantes en una comunidad dada, y poner el foco en variantes de
preocupacion (como el caso de Beijin, o variantes LAM asociadas a casos MDR) y como fue
la relacion epidemioldgica entre ellas. Toda esta informacion al servicio de la clinica de la
TB podria mejorar el rastreo y el muestreo de los casos activos, a pesar de ello, también se
precisan biomarcadores que puedan revelar la progresion desde la enfermedad latente a una
enfermedad avanzada o que pronostiquen la probabilidad de reactivacion luego de curarse.
La existencia de biomarcadores robustos de TB podria prevenir o advertir casos de
enfermedad grave o brotes de TB en la comunidad.

Los acidos nucleicos extracelulares, tanto dentro de vesiculas como asociados a proteinas de
unién a ARN o ADN, se pueden encontrar circulando en sangre. Las variaciones en su
concentracion y su composicion son reflejo de estados metabolicos particulares o procesos
de enfermedad y es por ello que conocer las secuencias y las abundancias de estos acidos
nucleicos puede ser informacion util para la busqueda de biomarcadores. Se ha visto que
Mycobacterium tuberculosis tiene la habilidad de evadir la respuesta del sistema inmune y
sobrevivir de forma intracelular en el hospedero. Los mecanismos de evasion también
incluyen la supresion de ciertos miARNSs del hospedero involucrados en la regulacion del
sistema inmune y adaptativo (Sinigaglia et al., 2020). Algunos miARN que se han visto méas
abundantes dentro de pacientes con TB son miR-146a-5p, miR-21-5p, mir-99b-5p y miR-
132-5p, que estan asociados negativamente con la respuesta inflamatoria del hospedero,
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participando en la disminucién de la sefializacion de los receptores de tipo toll (TLRS),
favoreciendo el crecimiento de la bacteria (Kim et al., 2017). Otros miARNSs como miR-29a-
3p y miR-125-5p que se encuentran mas abundantes en macréfagos infectados, directamente
actuan sobre IFN-gammay TNF-alfa suprimiendo la respuesta inmune (Rajaram etal., 2011).
Tambiéen se destacaron a hsa-miR-196b y hsa-miR-376¢ como potenciales marcadores de
diagndstico, luego de analizar suero de 15 pacientes con TB y 82 controles. Estos fueron
validados por RT-PCR (Zhang et al., 2014). Lo cierto es que existen numerosos articulos que
proponen miARNs como marcadores de TB, pero los resultados no son muy consistentes. Si
bien es sabido que las bacterias, a través de la expresion de miARNSs, pueden manipular
diferentes vias moleculares del hospedero (Maudet et al., 2014) y que los ARNSs pequefios en
vesiculas extracelulares pueden actuar en la comunicacion a distancia entre células, no se ha
logrado comprender en profundidad cuales son los mecanismos celulares detras de ello. Los
perfiles de expresion de miARN también dependen de caracteristicas de la poblacion de
estudio, como edad, sexo, comorbilidades, aptitud del sistema inmune pero también del tipo
de cepa de Mtb o del estado o avance de la enfermedad (Ruiz-Tagle et al., 2020). También
es posible que ocurran ciertos sesgos en cuanto a los diferentes métodos de aislacion, asi
como degradacion de ARN en los biofluidos, lo cual hace que la cuantificacion e
identificacion de la abundancia de los ARNs extracelulares esté sujeto a artefactos
producidos durante el aislamiento y/o procedimiento (Max et al., 2018).

Para tratar de mitigar estas variaciones en la cuantificacion de muestras, en este trabajo todos
los sueros de pacientes graves y controles, partieron de la misma cantidad de suero y fueron
extraidos de la misma manera con kit comercial disefiado para la extraccion de miARNS.
Ademas, los sueros fueron inmediatamente congelados a -80° hasta su posterior uso. También
se prepararon las bibliotecas para secuenciar utilizando el mismo protocolo y partiendo de la
misma cantidad de ARN cuantificado por métodos fluorométricos. Otra estrategia que se
podria realizar es la de incluir en el proceso de extraccion, un miARN sintético que no
mapeara contra el genoma humano (spike de miARN). De esta forma se podrian analizar la
eficiencia de recuperacion y analizar si ocurrieron cambios significativos entre los grupos,
durante todo el proceso.

5.5. Abundancia diferencial de miARNs

De la poblacion de pacientes graves internados en UCI utilizados para este anélisis, se
desprende de sus datos clinicos que se trata de una cohorte con predominancia masculina
(62%) en torno a los 40 afios de edad, donde el 62% falleci6 en su estadia en la UCI con un
puntaje promedio de APACHE Il de 29. Se trata entonces de pacientes jovenes, con un score
de severidad muy alto, que se corresponde con una mortalidad que triplica la mortalidad
promedio observada en otros casos. A partir de la extraccion de ARN, se realizaron las
bibliotecas para secuenciacion de ARNs pequefios y se obtuvieron secuencias de muy buena
calidad que mapean mas del 90% contra el genoma humano.
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Cuando se observo la composicion de miARNSs de las muestras, los miARNSs 451a 'y 486-5p
se encontraron dentro de los més abundantes en todos los sueros analizados. Sin embargo,
estos miARNS se encuentran normalmente enriquecidos en glébulos rojos de la sangre (Max
et al., 2018). El analisis de abundancia diferencial, no mostro diferencias entre los grupos
para estos miARNS. La presencia de ellos puede deberse a la incorrecta separacion de fases
en el proceso de recoleccion de muestras.

Del analisis de expresion diferencial, surgieron tres candidatos como marcadores de
enfermedad. El hsa-miR-378a-3p y el hsa-miR-423-5p se hallaron mas abundantes en el
suero de los pacientes graves con TB mientras que el hsa-miR-126-3p estaba disminuido en
este grupo. El analisis realizado por DESeq2 encontrd diferencias significativas. EI miR-
378a-3p esta asociado a la regulacion negativa de la proliferacion celular y esta involucrado
en el silenciamiento de la respuesta inmune (Dubois-Camacho et al., 2019). Asimismo, el
miR-126-3p se encuentra asociado a la regulacion negativa de la migracion celular y
supresion de tumores (Felli et al., 2013). Sin embargo, estos dos miARNS no se encuentran
reportados como marcadores de TB. En cambio, el miR-423-5p esta al menos reportado en
un articulo cientifico como mas abundante y de forma estadisticamente significativa, cuando
se comparan suero de pacientes con tuberculosis pulmonar activa y controles sanos (Tu et
al., 2019). Los autores sefialan, ademas, que se logré establecer una asociacion entre la
abundancia de este microARN y la inhibicién en la maduracién del fago-lisosoma en
macrofagos.

También se realizé un anélisis de abundancia diferencial de miARNSs circulantes en suero
entre pacientes con TB que sobrevivieron y que fallecieron en la UCI. En este caso, el bajo
numero de muestras y la dispersion de los datos no permitio observar miARNSs con
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para ser considerados candidatos
con valor pronostico. Restaria aumentar el numero de muestras analizadas, para poder
determinar si el miR-378a-3p 0 el 423-5p son ademas biomarcadores pronosticos de
gravedad.

En una revision publicada recientemente por Ruiz-Tagle et al., se resumen algunos trabajos
de expresion diferencial de miARNSs en tuberculosis, que incluyen analisis de suero. Los
autores sefialan que encontraron algunos candidatos que constantemente se asocian a formas
activas de TB: hsa-miR-144-3p, hsa-miR-144-5p, hsa-miR-146a, hsa-miR-155, hsa-miR-21
y hsa-miR-29a. En el analisis de abundancia diferencial realizado en este trabajo, no se
encontraron diferencias en la abundancia para estos miARNSs. Cabe destacar que el miR-144
también se ha reportado como un miARN abundante en biofluidos (Max et al., 2018).

En suma, partimos de una poblacién de estudio muy heterogénea que ingresaron a UCI por
cuadro clinico compatible con tuberculosis pulmonar, que resultaron tener cultivo positivo,
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pero que también tenian comorbilidades asociadas como tabaquismo, consumo de drogas,
situacion de calle y donde 1 de cada 5 era VIH positivo. Existen a su vez, diferentes estadios
en la progresion de la enfermedad en el ingreso a la UCI, que pueden verse reflejados en la
puntuacion de APACHE 1. La estadia en UCI (que en general es mas corta en pacientes que
fallecen), podria ser una aproximacion también para definir diferentes estadios, indicando
una enfermedad muy avanzada. Cuando se analizd la cohorte en funcién de la mortalidad no
se encontraron MiARNS circulantes en suero significativamente abundantes en un grupo
respecto a otro, pero se observaron que algunas muestras presentaron un perfil de
abundancias distinto al resto. Dado que se trata de una poblacion muy heterogénea y que la
cantidad de pacientes analizados es pequefia, no pudimos observar marcadores con valor
prondstico ni excluir la asociacion de las diferentes comorbilidades en los resultados
observados. Sin embargo, el miR-423-5p se encontré abundante y de forma significativa en
los pacientes con TB y también se encontro reportado en la bibliografia, lo que lo convierte
en un posible marcador de tuberculosis activa.

5.6. Validacién de los miARNSs

Los sueros elegidos para la validacion no fueron los mismos que los utilizados en el analisis
de abundancia diferencial ya que en muchos casos se trataba de muestras unicas. No obstante,
encontrar estos marcadores en otro set de muestras podria indicar mayor robustez a los
mismos.

La amplificacién del ADNc en el mix de qPCR tuvo algunas dificultades a la hora de analizar
las curvas en relacion a los controles negativos. Para la mayoria de los casos, el mix de PCR
(sin agregado de ADN molde) amplifico a Cts altos. Por otra parte, el propio disefio de los
cebadores puede dar lugar a complementariedad entre el cebador SL-RT y el cebador forward
para algunos miARNSs. Tomando en cuenta que solamente tienen 21 nt de largo, puede ocurrir
que existan cebadores solapantes y no sea posible realizar la validacion. Se observaron los
perfiles de las curvas de melting para asegurarnos que el perfil de los controles negativos
fuera diferente al de las muestras. Cuando se realizo la validacion del miR-423-5p se obtuvo
amplificacion tanto en los controles negativos como en el mix de gPCR. Los Cts de las curvas
pertenecientes a la amplificacion del ADNc y los controles negativos eran practicamente los
mismos Yy al realizar un gel de agarosa se pudo corroborar la amplificacion de bandas de muy
bajo peso molecular en todas las réplicas. Esto puede ocurrir debido a la complementariedad
entre el extremo 3" del cebador forward y la region del SL-RT que hibrida contra el miARN,
por lo que no fue posible su validacion. Se intent6 confeccionar un cebador modificado que
incluia dos bases extra en el extremo 3" para disminuir los heterodimeros, pero la
amplificacion inespecifica seguia siendo muy alta.

Cuando se realizo la gPCR del miR-126-3p se encontraron mayores niveles relativos de este
en comparacion al control interno, en el grupo control. Esta tendencia es consistente con la
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observada en el andlisis de abundancia diferencial, aunque no logro ser suficientemente alta
para ser estadisticamente significativa.

Por ultimo, se logro la validacién del miR- 378a-3p dado que los valores relativos al control
interno let-7b-5p dentro del grupo de TB fue significativamente mas alto que en los controles.
Cabe decir que se trata de un set pequefio de muestras y seria adecuado validarlo en una
cohorte mayor. Sin embargo, este miARN podria ser utilizado como marcador de
tuberculosis activa en suero.
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6. PERSPECTIVAS

Se cuenta con una metodologia de tipificacion de cepas y de identificacion de resistencia
basado en secuenciacion profunda que puede ser facilmente transferible y aplicable en los
laboratorios de biologia molecular que normalmente realizan el seguimiento de los casos de
TB en el pais. De hecho, en el marco del proyecto FMV_3 2018 1 148367, se realizo la
transferencia de esta metodologia a la CHLA-EP. Las herramientas para el andlisis
informatico pueden ser ajustadas para hilar mas fino entre las cepas que circulan en la
poblacién (linaje 4), asi como también seleccionar las mutaciones asociadas a resistencias
mas frecuentes. Los programas de analisis online son una muy buena opcion para realizar
informes de tipificacion y de resistencia en base a la secuenciacion profunda de los genes o
de los genomas de interés, y no requiere entrenamiento informatico. También el costo de las
bibliotecas y de los kits para secuenciacion han disminuido en las Ultimas décadas y
actualmente existen nuevas plataformas como Minlon de Oxford Nanopore que requieren
una infraestructura menor y disminuyen los costos por secuencia. La calidad de la asignacion
de bases ha mejorado notablemente y también permite secuenciar fragmentos mas grandes
comparado con Illlumina, por lo que seria provechoso disefiar una metodologia para Minlon
que pueda ser aplicado como rutina en la epidemiologia de la TB.

También seria deseable poder continuar con el rastreo de los linajes X en los PPL, su
insercion en la comunidad y realizar un monitoreo de los casos observados de resistencia a
estreptomicina. En este sentido tambiéen, se podrian secuenciar los genomas de estas cepas
resistentes para intentar establecer su enlace epidemiolégico.

Respecto a los marcadores moleculares de TB en suero, seria importante reproducir los
resultados obtenidos en un set de muestras mayor para poder disminuir la incertidumbre y
también comparar con otros grupos de pacientes graves con otras patologias (por ejemplo,
neumonias comunitarias, 0 COVID-19) para observar si estos marcadores son especificos de
TB o0 més bien se deben a otras caracteristicas inespecificas de la gravedad del cuadro clinico.
Asimismo, podrian clasificarse a los pacientes segun otros criterios, como avance o gravedad
de la enfermedad, o estadia corta y estadia larga, para observar si los marcadores se
mantienen entre los grupos o se distinguen nuevos candidatos. También, se podria intentar
realizar una cuantificacion relativa del miR-423-5p disefiando otros cebadores para disminuir
la formacion de heterodimeros.

Otro aspecto interesante para abordar podria ser estudiar la expresion diferencial de otros
ARNs pequefios no codificantes como ARN transferencia, ARN ribosomal, ARNs largos,
que fueron secuenciados en este estudio, pero que no fueron analizados.

Respecto a la respuesta del hospedero y a la busqueda de marcadores de TB que puedan
discriminar esta enfermedad entre otras e incluso entre TB activa y TB latente, se podrian

77



plantear otros abordajes como estudiar el metabolismo en suero de estos pacientes. La
metaboldmica basada en resonancia magnetica nuclear permite describir perfiles de una
condicion dada en relacion al estado metabdlico y compararla con otras condiciones para
discriminar qué metabolitos se encuentran en diferente proporcion. Por ejemplo, es sabido
que concentraciones altas de lactato es utilizado como un marcador asociado al peor
pronostico de un paciente. La metaboldmica podria ayudar a descubrir nuevos marcadores
moleculares y es una herramienta de muy alta sensibilidad que también se encuentra
disponible en nuestro pais.

La TB continda siendo un grave problema de salud en el mundo y en nuestro pais. El doble
abordaje desarrollado en este trabajo, aporta a un mejor conocimiento de la enfermedad. Por
un lado, desde el punto de vista de la epidemiologia molecular: identificando por primera vez
en nuestro pais, las cepas circulantes en distintos subgrupos de enfermos con TB y
estudiando, al mismo tiempo, la presencia de multiresistencia a drogas antituberculosas.

Por otra parte, se desarroll6 la caracterizacion de la respuesta del hospedero frente a la
infeccion. El analisis de ARNSs pequefios en suero, eventuales biomarcadores especificos de
la enfermedad, podria aportar herramientas con valor diagnostico y prondstico.
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Tabla Suplementaria 1. Cobertura del pool-L contra el genoma de referencia.

L1

hemL

0,0
1,9
1,4
0,0
2,0
0,5
138,2
10,0
7,2
22,7
0,5
0,1
2,9
6,7
0,0
0,2
3,7
46,4
0,5
15
1,4
5,1
1,7
0,0
0,9
21,8
2243
2,8
8,4
7.3
3,5
0,9
0,2
2,2
5,7
2,4
75
2,1
11,5

L2
ginH
1404,2
8778,1
5906,7
2811,2
4045,7
1137,3
36950,3
8438,6
6228,1
7504,4
2103,7
3668,5
4058,4
10113,0
1332,0
4165,0
2450,8
11243,1
3010,2
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3625,6
7248,1
7636,9
2245,4
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3925,9
1681,5
689,9
6759,6
5167,3

L3
drrA
88,7
1312,3
240,8
188,8
367,0
116,5
6461,5
1921,1
2254
2878,1
349,1
467,4
458,9
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4275
453,0
638,6
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679,7
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511,4
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297,5
1256,3
487,2
664,7
317,4
18,5
1285,1
1067,9

L4
IpgQ
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627,3
411,7
437,0
137,5

5922,2
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925,3

5834,1
310,0
329,2
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2635,6
313,9
816,7
537,9
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520,4
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609,4

5397,9

1405,6
257,6
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6721,3
673,7
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3135,3

1568,3
279,9
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564,5
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23,9

5637,8

989,4
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0,0
2,0
0,0
0,0
0,7
0,0
17,8
6,7
9,4
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0,0
0,0
0,0
0,4
0,0
0,0
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0,0
0,0
04
0,0
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0,0
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0,0
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109,0
0,0
0,0
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0,0
0,0
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0,4

L6
pykA
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53,3
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1,3
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mycP3
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380,8
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358,4
103,4
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440,9
53,2
4011,9
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46,7
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951,5
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366,2
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210,3
74,4
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2739
341,7
8,2
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488,9
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rpoC
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150,6
152,9
317,7
76,8
6041,6
64,3
15,7
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437,7
295,6
20449
297,4
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574,2
162,5
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108,5
2152,9
28,9
1066,9
10,9
192,7
185,2
501,2
297,8
378,9
16,3
7,2
12,9
624,8

Haarlem
fcoT
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,3
0,0
0,1
0,0
0,0
0,0
0,0
0,4
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,4
0,3
14,6
0,0
0,0
0,3
0,0
0,0
0,4
0,0
0,3
0,0
0,3
0,0
0,4
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42
43
44
45
46
47

H37

1,6
1,0
2,6
52
0,0
11
0,3
1,8

Tabla Suplementaria 2. Cobertura del pool-R contra el genoma de referencia.
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1186,9
3808,6
2588,9
2819,0
1317,0
1216,6
7979,6
4667,7

gyrB
0,2
0,3
1,7
0,5
5,0
19
43,8
1,7
1,0
0,5
0,3
3,4
5,6
0,0
4,9
6,1
1,1
0,4
5,6
10,1
4,1
04
13
0,6
0,2
0,6
10,1
18,8
0,9
1,4
18,4
7,2

121,3
520,5
390,6
396,7
266,0
166,5
2540,5
549,3

gyrA
18,8
0,2
162,9
30,6
130,4
16,0
568,3
4,2
2,4
15
24,7
79,7
78,2
0,2
3,1
36,5
23,0
0,7
33,5
8,3
68,8
0,9
52,1
24,6
0,5
3,4
18,8
2,5
1,0
3.8
26,4
0,8

118,3
602,2
395,7
453,4
396,4
136,1
1990,7
501,6

rpoB
1158
471
4773
1947
290,4
84,7
2198,3
5.6
5.9
15,8
135,1
266,3
2839
44,0
59,2
209,2
120,1
187,3
171,7
104,9
200,2
16,4
441,9
169,5
81,3
4,9
27,7
474
2417
12,3
167,7
46,4

0,2
0,0
0,0
1,2
0,0
0,0
0,7
0,0

rrS
115,3
0,1
731,6
497,6
4521
151,5
3502,5
2,1
1,3
1,0
120,7
270,0
715,2
0,5
326,7
647,6
201,7
501,8
529,8
454,6
330,9
1,8
475,3
160,3
10,9
2,6
14,0
769,5
259,8
2,3
1215,3
365,0

130,4
247,0
82,6
328,7
26,2
46,6
943,5
21,6

inhA
200,3
2763,8
963,3
446,4
413,9
132,6
6847,1
10,1
14,2
103,8
1711
361,6
438,4
897,3
91,5
543,3
332,0
1667,9
412,0
260,6
376,9
4061,4
13154
225,6
1350,9
5,8
33,0
25,6
1081,1
71,7
338,3
30,6

96,9
357,3
258,9
338,4
162,1
108,6

1820,6
376,4

katG
60,4
1,6
1119
17,9
98,9
15,3
1505,8
2,2
45
1,7
72,1
187,9
67,6
1,7
37,7
54,7
29,6
47,3
38,1
67,8
84,1
4,1
302,5
54,8
12,4
1,5
14,2
89,8
6,7
6,3
102,8
61,2

3,7
2,6
0,5
3,2
0,0
04
4,0
0,0

pncA
552,5
7042,8
3237,9
2391,2
1236,9
395,4
7350,4
13,6
7488,9
23,6
520,4
1088,0
1557,5
6734,5
791,9
2500,9
1054,2
6877,2
1786,4
959,9
1457,2
7490,4
4292,2
609,9
609,9
6312,4
10,6
249
908,3
4679,0
7485,9
3154,8

78,1
458,5
223,0
310,0
181,7

93,9
987,5
148,9

eis
151,5
277,3
339,9

3,9
206,8

8,2

3484,1

10,3
6,8
19

1145
2242

72,1

10,8
0,2

13,0

64,8

241
6,7
1,8

122,9
26,9
657,2
115,3

29,5
7,2

31,5
0,0

36,6

15,7
4,0
0,3

73,4
371,8
270,4
296,6
139,6
125,6

1017,5
417,8

embB
0,4
0,2
0,1
0,1
0,5
0,0
3,6

0,9
1,3
0,7
0,6
3,2
0,2
0,1
0,0
0,0
0,0
0,1
0,0
0,1
0,1
0,8
0,0
0,0
0,0
13
12,5
0,0
0,2
2,7
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
04
0,0
0,0
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34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44
45
46
47
H37

0,5
1,0
2,9
1,0
0,8
0,3
18,2
2,6
1,4
18
7,2
5,7
6,0
2,3
2,4

0,6
31,8
58,1
28,0
10,4

0,7
73,2

9,3
61,7
48,8
48,0

1,2

6,4
38,3
95,2

164,2
169,9
255,0
136,5
21,7
2,3
266,4
91,1
228,9
163,7
1747
51,9
82,2
229,2
339,6

426,2
212,8
355,0
145,4
1,7
0,7
838,1
153,1
337,1
2447
4110
4354
221,8
710,8
496,2

760,3
305,9
439,3
153,0
1174,2
28,7
736,4
137,5
423,0
286,3
436,8
53,8
93,7
1076,8
442,1

86,0
66,9
112,3
57,6
86,5
0,8
117,1
26,4
51,5
48,6
67,7
66,4
30,5
301,8
104,4

823,2
4184,6
1009,1

493,2
7534,2

3,9
2168,2

413,3
1576,8

901,8
1092,4
1362,9

355,0
4825,0
11147

18,2
118,3
179,6

97,0

17,4

1,7
8,9
3,7
126,6
105,2
27,8
0,3
0,6
126,6
216,7

0,1
0,1
0,0
0,1
18
04
0,0
0,0
0,1
0,1
0,0
0,0
0,0
0,0
0,1
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Tabla Suplementaria 3. SNPs detectados en cada una de las muestra, para los genes de

resistencia

1D

10

11

12
13

Gen

gyrA
gyrA

gyrA
s

katG

gyrA
gyrA

gyrA
pncA

S

gyrA

gyrA
gyrA
gyrA
gyrA
gyrA
gyrA

gyrB
katG

rpoB
gyrA
gyrA
gyrA
pncA
gyrA
gyrA
gyrA
pncA
gyrA
gyrA
gyrA
rpoB
S
gyrA
pncA
gyrA
gyrA
gyrA
gyrA

Posicién
SNP
7362
7585
9304

1472337

2154279
7362
7585
9304

2289017

1473314
7362

7585
8040
9304
7362
7585
9304
6438
2154015
760115
7362
7585
9304
2289017
7362
7585
9304
2289017
7362
7585
9304
760115
1473314
7362
2289017
7362
7585
7362
7362

Observaciones

9 reads 100% G/C
27 reads 100% G/C
16 reads 100% G/A
95 reads 100% C/T

7 reads 100% G/A
42 reads 100% G/C
109 reads 100% G/C
66 reads 100% G/A

4098 reads 100% A/G

4370 rads 64% A/C
5 reads 100% G/C

15 reads 100% G/C
28 reads 97% G/A
22 reads 100% G/A
69 reads 100% G/C
113 reads 100% G/C
66 reads 100% G/A
7 reads 100% C/G
317 reads 99% C/G
169 reads 100% C/T
6 reads 100% G/C
8 reads 100% G/C
11 rads 100% G/A
513 reads 100% A/G
681 reads 100% G/C
985 reads 100% G/C
436 reads 100% G/A

34573 reads 100% A/G

4 reads 100% G/C
7 reads 100% G/C
6 reads 100% G/A
9 reads 89% C/T
11 reads 73% A/C
3 reads 100% G/C

141266 reads 100% A/G

7 reads 100% G/C
12 reads 100% G/C
22 reads 100% G/C
55 reads 100% G/C

Bibliografia
reportada
No reportada
No reportada
No reportada

Coll, et al.
2014
No reportada

No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada

No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
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14
15
16
17

18

19

20

21

22

23
24

25

26
27
28

29
30

gyrA
gyrA
rpoB
gyrA
pncA
rpoB
gyrA
gyrA
gyrA
rpoB
gyrA

gyrA
gyrA

pncA
rpoB
rpoB
rpoB
rpoB
gyrA
gyrA
gyrA
pncA
gyrA
gyrA
pncA
gyrA
gyrA
gyrA
gyrB
gyrA
gyrA
gyrA
gyrA
pncA
gyrA
gyrA

gyrA
katG

pncA
S
eis
gyrA
gyrA
gyrA
rpoB
S
pncA
pncA

7585
9304
760115
7362
2289017
760115
7362
7585
9304
760115
7362
7585
9304
2289017
760106
760115
760106
760115
7362
7585
9304
2289017
7585
9304
2289017
7362
7585
9304
6034
9304
7362
7585
9304
2289017
7362
7585
9304
2154279
2289017
1473314
2713795
7362
7585
9304
760115
1471659
2289017
2289017

69 reads 100% G/C
55 reads 100% G/A
166 reads 100% C/T
27 reads 100% G/C

13614 reads 100% A/G

25 reads 100% C/T
16 reads 100% G/C
17 reads 100% G/C
18 reads 100% G/A
210 reads 100% C/T
12 reads 100% G/C
27 reads 100% G/C
10 reads 100% G/A

1276 reads 100% A/G

172 reads 99% G/A
171 reads 99% C/T
172 reads 99% G/A
171 reads 99% C/T
9 reads 100% G/C
27 reads 100% G/C
12 reads 100% G/A

2184 reads 100% A/G

12 reads 100% G/C
11 reads 100% G/A

1173 reads 100% A/G

59 reads 100% G/C
71 reads 100% G/C
36 reads 97% G/A
5 reads 100% C/T
6 reads 100% G/A
48 reads 100% G/C
58 reads 100% G/C
34 reads 100% G/A

5586 reads 100% A/G

18 reads 100% G/C
29 reads 100% G/C
22 reads 100% G/A
255 reads 100% G/A

9750 reads 100% A/G

8 reads 88% A/C
19 reads 100% C/T
37 reads 100% G/C
24 reads 100% G/C
18 reads 100% G/A
35 reads 100% C/T
10 reads 100% C/T

1090 reads 100% A/G
5875 readas 100% A/G

No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
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31
32

33
34
35

36

37

38

39

40

41
42

43

44

45

46

S

gyrA
gyrA
gyrA
rpoB
S

gyrA
gyrA
gyrA
gyrA
rpoB
gyrA
gyrA
gyrA
rpoB
gyrA
gyrA
gyrA
pncA
gyrA

gyrA
pncA

gyrA
gyrA
gyrA
pncA
gyrA
gyrA
gyrA
gyrA
rpoB
gyrA
gyrA
gyrA
gyrA
rpoB
gyrA
gyrA
gyrA
gyrA
rpoB
s

gyrA

1473314
7362
7585
9304

764995

1472337

7362
7585
8040
9304
760852
7362
7585
9304
760115
7362
7585
9304
2289017
7362
7585
2289017

7362
7585
9304
2289017
7362
7362
7585
9304
760115
7362
7585
8040
9304
760629
7362
7585
8040
9304
764995
1472337

7362

20 reads 75% A/C
5 reads 100% G/C
14 reads 100% G/C
13 reads 100% G/A
153 reads 100% C/G
859 reads 100% C/T

28 reads 100% G/C
39 reads 100% G/C
29 reasd 100% G/A
16 reads 100% G/A
168 reads 99% T/C
57 reads 100% G/C
60 reads 100% G/C
38 reads 100% G/A
185 reads 100% C/T
23 reads 100% G/C
27 reads 100% G/C
12 reads 100% G/A
533 reads 100% A/G
58 reads 100% G/C
88 reads 100% G/C

704834 reads 100% A/G

64 reads 100% G/C
95 reads 100% G/C
64 reads 100% G/A
2711 reads 100% A/G
6 reads 100% G/C
35 reads 100% G/C
45 reads 100% G/C
41 reads 100% G/A
181 reads 100% C/T
38 reads 100% G/C
66 reads 100% G/C
44 reads 100% G/A
28 reads 100% G/A
202 reads 100% C/G
42 reads 100% G/C
63 reads 100% G/C
45 reads 100% G/A
32 reads 100% G/A
123 reads 99 % C/G
248 reads 100% C/T

3 reads 100% G/C

No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada

Coll, et al.
2014

No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada

No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada

Coll, et al.
2014
No reportada
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47

gyrA
gyrA
pncA
gyrA
gyrA

gyrA
pncA

7585
9304
2289017
7362
7585
9304
2289017

3 reads 100% G/C
10 reads 100% G/A
434 reads 100% A/G
71 reads 100% G/C
95 reads 100% G/C
26 reads 100% G/A
5992 reads 100% A/G

No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
No reportada
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