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RESUMEN
Introduccioén: en el Peru, la tuberculosis (TB) constituye un importante problema de salud
publica, en especial, los casos producidos por cepas drogorresistentes de Mycobacterium
tuberculosis (MTB). Objetivos: caracterizar haplotipos de cepas drogorresistentes de MTB
y evaluar sus distribuciones a nivel nacional. Métodos: se crearon “haplotipos resistentes”
mediante la concatenacion de 21 sitios polimorficos (genes rpoB, katG e inhA) evaluados
por el ESL GenoType MTBDRplus v2.0. Se analizaron 6589 resultados de diagndstico
molecular realizados por el Instituto Nacional de Salud durante los afios 2013-2015, asi
como resultados de diagnéstico fenotipico obtenidos por el Método de Proporciones en Agar
7H10. Resultados: se determindé la existencia de 3702 (56.26%) casos de TB-MDR, 2218
(33.7%) casos monorresistentes a isoniacida, y 669 (10.2%) casos monorresistentes a
rifampicina. Las mutaciones de mayor prevalencia fueron: rpoB D516V, rpoB S531L, katG
S315T e inhA c-15t. Se evidencié un fuerte desequilibrio de ligamiento entre los sitios
polimérficos analizados (rBarD=0.0215). Se obtuvieron 134 haplotipos resistentes con un
alto poder discriminatorio (IDHG=0.89), de los cuales 13 representaron al 87.9% del total
de muestras analizadas. A nivel nacional, 22 localidades presentaron una alta biodiversidad
de haplotipos resistentes, 04 una biodiversidad intermedia y 02 una baja biodiversidad. Se
detectaron 231 casos discordantes de resistencia a rifampicina, posiblemente asociados
con mutaciones controversiales. Conclusién: el analisis de haplotipos y mutaciones
obtenidos por el ESL GenoType MTBDRplus v2.0 permite determinar la estructura de los
principales genes determinantes de resistencia a rifampicina e isoniacida en las cepas

drogorresistentes de MTB que circulan a nivel nacional.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, Haplotipo, GenoType MTBDRplus v2.0,
drogorresistencia. Monorresistencia, TB-MDR.



ABSTRACT
Introduction: in Peru, tuberculosis (TB) constitutes a major Public Health problem,
especially cases produced by drug-resistant strains of Mycobacterium tuberculosis (MTB).
Objectives: to characterize haplotypes of drug resistant strains of MTB and to assess their
distributions nationwide. Methods: ‘resistant haplotypes’ were created by concatenating 21
polymorphic sites (rpoB, katG and inhA genes) evaluated by the ESL GenoType MTBDRplus
v2.0. 6589 molecular diagnostic results performed by the National Institute of Health during
the years 2013-2015 were analyzed, as well as phenotypic diagnostic results obtained by
the Agar Proportions Method 7H10. Results: the existence of 3702 (56.26%) cases of MDR-
TB, 2218 (33.7%) cases monoresistant to isoniazid, and 669 (10.2%) cases monoresistant
to rifampin was determined. The most prevalent mutations were: rpoB D516V, rpoB S531L,
katG S315T and inhA c-15t. A strong linkage disequilibrium was observed between the
polymorphic sites analysed (rBarD = 0.0215). 134 resistant haplotypes with a high
discriminatory power (IDHG = 0.89) were obtained, of which 13 represented 87.9% of the
total samples analysed. At national level, 22 localities exposed a high biodiversity of resistant
haplotypes, 04 an intermediate biodiversity and 02 a low biodiversity. 231 discordant cases
of resistance to rifampicin were detected, possibly associated with controversial mutations.
Conclusion: the analysis of haplotypes and mutations obtained by the ESL GenoType
MTBDRplus v2.0 allows to determine the structure of the main rifampicin and isoniazid

resistance determining genes in drug resistant strains of MTB circulating nationwide.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, Haplotype, GenoType MTBDRplus v2.0, Drug
resistance. Monoresistance, MDR-TB.
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1.1

INTRODUCCION

Planteamiento del problema
La tuberculosis (TB) es una de las enfermedades infecciosas mas serias y la principal
causa de morbilidad y mortalidad en paises en desarrollo (World Health Organization
2008). En nuestro pais, la TB constituye un importante problema de salud publica, en
especial, los casos drogorresistentes (TB-DR) producidos por cepas de Mycobacterium
tuberculosis (MTB) resistentes a las drogas utilizadas para el tratamiento de la
tuberculosis. Dentro de este grupo, a los casos que son resistentes a los dos farmacos
mas potentes contra esta enfermedad, rifampicina (RIF) e isoniacida (INH), se les
denomina “Tuberculosis Multidrogorresistente” (TB-MDR, por sus siglas en inglés), y los
casos que adicionalmente muestran resistencia a alguna fluoroquinolona y a algun
antibidtico inyectable de segunda linea se les denomina “Tuberculosis Extensamente
Drogorresistente” (TB-XDR, por sus siglas en inglés); siendo esta ultima la forma mas
severa en la actualidad (Gunther, van Leth, et al. 2015b; Matteelli, Roggi y Carvalho
2014; World Health Organization 2019). Adicionalmente, tanto la TB-MDR como la TB-
XDR constituyen formas de esta patologia que requieren un tratamiento caro,
prolongado, menos efectivo y que a su vez producen una mayor morbilidad, toxicidad,
recaidas y pobres resultados clinicos en las personas que las contraen. En el 2018, se
reportd que la tasa de éxito de tratamiento fue de un 56% para pacientes con TB-MDR
(o resistentes a rifampicina), mientras que para la TB-XDR solo fue del 39% (World
Health Organization 2019). Esto genera grandes pérdidas econdémicas para los paises,
dado que la TB se produce mayormente en adultos en edad productiva. El costo unitario
que supone un paciente con TB sensible para el periodo comprendido entre el 2005 al
2010 fue de US$ 632, mientras que el de un paciente con TB-MDR fue de US$ 13 769.

Cabe precisar que estos montos representan el costo anual para el tratamiento por

12



paciente, incluido la pérdida de productividad durante el tratamiento (Ministerio de Salud
- MINSA, Peru 2018), y segun un estudio en paises europeos, el costo por tratamiento
de pacientes con TB-XDR al menos triplica el costo de tratamiento de un paciente TB-

MDR (Gunther, Gomez, et al. 2015a).

En la actualidad la TB dista de ser una enfermedad controlada, observandose en las
Ultimas dos décadas un incremento en el numero de casos, incluso en paises
desarrollados donde previamente se habia logrado un descenso muy significativo. Asi
tenemos que en el 2018 existieron en promedio 10 (rango 9.1-11.1) millones de casos
de pacientes con TB a nivel mundial, de los cuales 7 millones fueron pacientes nuevos
(World Health Organization 2019). El Perd no es ajeno a la realidad mundial y, de
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), esta considerado dentro de
los 30 paises con mayor carga de TB-MDR (o resistente a rifampicina) a nivel mundial.
En el afio 2018, report6 una incidencia del 3.4% de la TB-MDR entre los casos nuevos,
y una incidencia del 18% para los casos antes tratados (World Health Organization
2019). Desde el ano 1997 hasta el ano 2014, se han detectado en nuestro pais mas de
15 mil casos de TB-MDR. El mayor numero de casos de los mismos se han reportado
en los ultimos 10 anos donde el promedio reportado por afio superé los 1100 casos de
TB-MDR, con una tendencia creciente en los ultimos 4 afos (Alarcon et al. 2017,

Asencios et al. 2009; Vasquez C et al. 1997).

En el Peru, la vigilancia de la resistencia a medicamentos antituberculosis se realiza en
base a los resultados fenotipicos de pruebas “gold estandar’. Sin embargo, este método
no tiene un poder discriminativo a nivel nucleotidico dado que la resistencia fenotipica
a un determinado farmaco puede deberse a distintas mutaciones dentro de un mismo
gen o a mutaciones localizadas en genes distintos, dando lugar a que no se pueda

13



determinar con exactitud el componente genético que subyace a la resistencia
antituberculosis en nuestro pais. Ante esta realidad, es necesario intensificar los
estudios de epidemiologia molecular para el analisis de las cepas del complejo M.
tuberculosis y sus patrones de transmision. Por lo tanto, mediante el andlisis
retrospectivo de las variantes genéticas detectadas a través del Ensayo de Sonda en
Linea (ESL) GenoType MTBDRplus v2.0 se lograra determinar con exactitud los
diferentes tipos de mutaciones causantes de la resistencia fenotipica a RIF e INH, a fin
de caracterizarlas y tener un mayor conocimiento de las distribuciones y frecuencias de
estas a lo largo del territorio peruano. Ademas, conociendo con anticipacion que MTB
presenta un comportamiento genéticamente monomorfico (Sreevatsan, Pan,
Stockbauer, et al. 1997), se procedera a utilizar dichas mutaciones para la construccion
de haplotipos genéticos representativos y conocer el tipo y grado de interrelacién entre

ellos.

1.2 Justificacion de la investigacion
La TB-DR es una enfermedad endémica en el Peri y amenaza seriamente los
programas de control de la TB, a esto se suma que produce grandes pérdidas
econdmicas al Estado por el tratamiento de cada paciente y la pérdida de afios de vida
productiva para el pais (Ministerio de Salud - MINSA, Peru 2018). En este sentido, el
control efectivo de la TB requiere tanto de un diagndéstico rapido para facilitar la pronta
aplicacion de la terapia adecuada, asi como la realizacion de una vigilancia en tiempo
real de las cepas drogorresistentes circulantes a nivel nacional. Ante esto, el ESL
GenoType MTBDRplus v2.0 provee una herramienta adecuada y practica para estos
fines, ya que permitir caracterizar las mutaciones existentes en cada muestra analizada.
El conocimiento de estas mutaciones y haplotipos resistentes, que circulan en nuestro

territorio, asi como de sus respectivas frecuencias, provee de informacion util para el
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correcto diagnéstico, tratamiento y seguimiento de los patrones de transmisién de las
cepas de la TB-DR. Ante esto, la evaluacién retrospectiva de la informacion genotipica
y fenotipica, existente entre los afios 2011 al 2015, de cepas TB-DR permitira determinar
las mutaciones y haplotipos que determinan la drogorresistencia de MTB a nivel
nacional. Asi mismo, se podra determinar la estructura genética y geografica de los
marcadores de resistencia, lo cual complementara los estudios de epidemiologia
molecular en el Perd. Finalmente, el analisis genotipico de la resistencia también
permitira sentar las bases para proximos estudios de disefio de nuevas tecnologias de
diagnéstico molecular que se realizaran en nuestro pais, asi como de métodos de

epidemiologia molecular de mayor poder resolutivo.

2 MARCO TEORICO

2.1 Historia de la tuberculosis
La TB ha sido documentado desde tiempos remotos en Grecia, donde Hipdcrates
reconocié la enfermedad, y fue denominada Phthisi. Luego, en la Edad Media se
evidencioé una nueva forma de TB que afectaba los nédulos linfaticos cervicales llamada
‘Escrofula’. Asi mismo, en Inglaterra y Francia fue conocida como “Mal del Rey”, y se
creia que las personas afectadas podrian sanarse mediante un “Toque real” (imposicion
de manos que realizaban los reyes de Inglaterra y Francia sobre sus subditos para curar
enfermedades) (Murray, Rieder y Finley-Croswhite 2016). En el siglo XVIII en Europa
Occidental la TB llegd a convertirse en una epidemia mortal con tasas tan altas como
900 muertes por cada 100,000 habitantes por ano, y con mayor incidencia en la
poblacion joven, motivo por el cual fue llamada ‘El ladron de jovenes’. Asi mismo, la
palidez anémica extrema de las personas afectadas con TB origind un nuevo término:

“la plaga blanca” (Daniel 2006). Fue en 1720 cuando el fisico inglés Benjamin Marten
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planted por primera vez la posible existencia de un origen infeccioso de la TB. Luego,
en el siglo XIX, se establecio la introduccion y uso de sanatorios (casas de curacién) en
zonas de temperatura templada como la primera medida curativa. Esta idea fue descrita
por primera vez en la tesis doctoral del estudiante botanico Hermann Brehmer, quien
también padecié de TB y se curé luego de un viaje a las montafias del Himalaya (Daniel
2011) (Figura 1). En 1865, el médico cirujano francés, Jean-Antoine Villemin, demostro
la naturaleza infecciosa de la TB mediante la inoculacion, en conejos de laboratorio, de
liquidos purulentos extraidos de las cavidades tuberculosas pulmonares de pacientes

fallecidos (Villemin 1865).

Finalmente, en 1882, el famoso cientifico Robert Koch fue capaz de aislar por primera
vez al bacilo causante de la TB. Usando el colorante azul de metileno, él logré identificar,
aislar y cultivar el bacilo en suero animal. Presento6 sus extraordinarios resultados en la
Sociedad de Fisiologia de Berlin logrando un hito en la lucha contra la TB. En las
décadas siguientes, se descubri6 la prueba de tuberculina de Pirquet y Mantoux vy la
vacuna del Bacilo de Calmette y Camille Guérin (BCG), la cual fue empleada
ampliamente después de la primera guerra mundial. Esta vacuna contra la TB fue
probada por primera vez en humanos en 1921 y es suministrada a infantes como una

practica estandar desde 1974 (Somasundaram, Ram y Sankaranarayanan 2014).

La era moderna en el tratamiento y control de la TB llegd con el descubrimiento de la
estreptomicina en 1944, el primer farmaco antituberculosis, la cual fue desarrollada
durante la segunda guerra mundial por Selman Waksman (Daniel 2006; Luca y
Mihaescu 2013). Sin embargo, el tratamiento que us6 solo estreptomicina condujo al
desarrollo de cepas resistentes a dicho farmaco. Ante lo cual, estudios posteriores
guiaron hacia el tratamiento combinado de estreptomicina y acido p-aminosalicilico. En
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1952 se introdujo la isoniacida y se demostrd que era mas potente que la estreptomicina
y el acido p-aminosalicilico. Luego, en 1967, la rifampicina fue introducida al tratamiento
en combinacion con los otros farmacos antituberculosos (Somasundaram, Ram y

Sankaranarayanan 2014).

= :
Figura 1. Sanatorio para tuberculosos. Fotografia de 1899, Hospital

Nacional Jewish. Pacientes de tuberculosis tratados con la luz solar y aire

fresco.

2.2 Patogénesis de la tuberculosis
La TB es una enfermedad infecciosa causada por la bacteria Mycobacterium
tuberculosis. MTB en conjunto con otras especies bacterianas de similaridad genética
(M. canettii, M. africanum, M. microti, M. bovis, M. caprae, M. pinnipedii, M. orygis, M.
suricattae y M. mungi) conforman el denominado complejo Mycobacterium tuberculosis
(CMTB) (Sinha et al. 2016). La mayoria de estas bacterias han sido reconocidas como
causantes de la tuberculosis en humanos. Sin embargo, la mas conocida y estudiada
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es MTB ya que es el agente principal de infeccion en mas de un tercio de la poblacién
mundial y también es capaz de infectar animales que estan en contacto con los

humanos (Forrellad et al. 2013) (Figura 2).

Acc.V  Spot Magn Det WD Exp Iﬁﬁ* 2 um

30.0kV 3.0 15549x SE 74 O jhc

“

Figura 2. Vista microscépica del bacilo Mycobacterium
tuberculosis. Imagen de bacilos de M. tuberculosis a través del
microscopio electrénico de barrido. Créditos de imagen: Janice

Haney Carr / Centers for Disease Control and Prevention (CDC).

En 1986 el género Mycobacterium fue clasificado dentro de la familia Mycobacteriaceae,
orden actinomycetales y clase Actinomycetes. Esta clasificacion temprana fue basada
en uno o mas caracteres morfologicos (forma de barra, inmdvil, caracteres, y la
capacidad de resistencia a decoloraciéon con alcohol acido). Sin embargo, en la
actualidad la clasificacion taxondmica de las Micobacterias, al igual que muchas otras
especies, esta basado en los patrones de divergencia evolutiva obtenidos en los arboles
filogenéticos construidos con la secuencia génica del RNA ribosomal 16S (16S rRNA).
Lo cual trajo consigo que la familia Mycobacteriaceae quede comprendida dentro del
orden Corynebacteriales (Gao y Gupta 2012) (Figura 3).
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ﬂominio: Bacteria \

Phylum: Actinobacteria
Clase: Actinobacteria
Orden: Corynebacteriales

Familia: Mycobacteriaceae

Género: Mycobacterium

\_ _/

Figura 3. Clasificacion taxonémica de Mycobacterium tuberculosis.
Fuente: NCBI, Taxonomy ID: NCBI: txid747078

MTB es un bacilo acido-alcohol resistente que tipicamente afecta los pulmones (TB
pulmonar), pero también puede afectar otros 6rganos (TB extrapulmonar) (Figura 4).
La enfermedad se contagia de manera directa cuando una persona que padece de TB
pulmonar expulsa bacterias hacia el aire (por ejemplo, a través de la tos) las cuales
ingresan a las vias respiratorias de una persona sana ubicada cercanamente. Como
resultado las personas pueden desarrollar una enfermedad activa o la infeccion puede
permanecer latente, pudiéndose desarrollar mas adelante o permanecer siempre
inactiva (CIiff et al. 2015; Coscolla y Gagneux 2014). La mayoria de las personas
expuestas a bacilos de MTB no llegan a desarrollar la enfermedad y adquieren un
estado de infeccion latente de TB en el cual no pueden diseminar la infeccién hacia
otras personas. El proceso de la TB latente comienza cuando los bacilos extracelulares
son ingeridos por los macréfagos y presentados hacia otros globulos blancos. Esto
desencadena una respuesta inmunitaria en la cual los glébulos blancos encapsulan la
mayoria de los bacilos, dando como resultado la formacion de un granuloma. En este

punto, se ha conseguido contener la infeccion y estamos frente a una Infeccion latente
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de TB (Figura 5A). Sin embargo, en algunas personas el bacilo de MTB supera las
barreras del sistema inmunitario y se multiplica dando consigo una progresion desde la

infeccidn latente hasta el desarrollo de la enfermedad de TB (Figura 5B).
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F_igura 4. Tuberculosis pulmonar y-extrapulmonar. A) TB pulmonar. Aerosoles

conteniendo bacilos de MTB luego de ser inhalados entran a los pulmones y viajan
hasta los alveolos. B) TB extrapulmonar. Un pequefio numero de bacilos de MTB
ingresan a la sangre y se diseminan a través del cuerpo. Los bacilos pueden alcanzar
cualquier parte del cuerpo incluyendo areas donde existen una mayor probabilidad de
desarrollar la enfermedad, tales como cerebro, laringe, ganglios linfaticos, columna

vertebral, huesos o rinones.

Estas personas usualmente pueden transmitir la bacteria hacia otras personas. La
progresion de la infeccion latente hacia la enfermedad de TB puede ocurrir en cualquier
momento, desde el momento de la infeccidn inicial hasta después de muchos afos. En
general, sélo entre el 5-15% de un estimado de 1.7 billones de personas infectadas con
MTB desarrollaran la enfermedad de la tuberculosis durante su vida. Sin embargo, la
probabilidad de desarrollar la enfermedad es mucho mayor entre personas infectadas

con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), y en personas afectadas por factores

20



de riesgo como la desnutricion, diabetes, consumo de alcohol y tabaco, que debilitan el

sistema inmunitario (World Health Organization 2017).

Alveolo pulmonar

Figura 5. Ingreso y diseminacion de MTB desde los alveolos pulmonares.
A) luego del ingreso de los bacilos de MTB al alveolo pulmonar pasaran entre 2
a 8 semanas para que ceélulas del sistema inmunitario (macrofagos) ingieran y
envuelvan a los bacilos. Las células forman una barrera protectora llamada
granuloma, el cual mantiene a los bacilos en contencién y bajo control (Infeccion
latente de tuberculosis). B) Si el sistema inmunitario no puede mantener el bacilo
de MTB bajo control, el bacilo comenzara a multiplicarse rapidamente

(enfermedad de tuberculosis).

2.3 Farmacos antituberculosis

2.3.1

Rifampicina

La rifampicina (3-[[(4-Metil-1-piperazinil)imino]metil]rifamicina) es un antibidtico
lipofilico de amplio espectro y fue introducida en el afno 1972 como droga
antituberculosa de actividad esterilizante (Ashok, Awdhesh y Nishat 1998). Este
farmaco interfiere en la transcripcion bacteriana, a través del bloqueo en la actividad
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de la RNA polimerasa dependiente de ADN (compuesta por las subunidades a, §3, B’
y 0, codificadas por los genes rpoA, rpoB, rpoC y rpoD, respectivamente). La
rifampicina se une fuertemente a dicha enzima e inhibe la iniciacion y elongacion de
la cadena de RNA. Especificamente inhibe la transicion en la sintesis de pequefios
oligoribonucledétidos hasta transcritos completos a través del mecanismo de oclusion
estérica (Somasundaram, Ram y Sankaranarayanan 2014). Las mutaciones que
predominan en las cepas de MTB resistentes a rifampicina estan localizadas en una
secuencia de 81 pares de bases denominada ‘Region Determinante de Resistencia
a Rifampicina’ (RDRR) del gen rpoB, la cual comprende los codones 507 al 533. En
esta region se encuentran las mutaciones asociadas a resistencia en el 95% de
cepas resistentes a este farmaco (Bartfai et al. 2001; Telenti et al. 1993) (Figura 6).
En la actualidad existen al menos 87 variaciones genéticas entre mutaciones
puntuales, pequefas inserciones y delecciones a nivel de la RDRR (Song et al.
2016). Las mas frecuentes son las mutaciones en codones para acido aspartico-516
(asp516), histidina-526 (his526) y serina-531 (ser531) (Agapito et al. 2002; Aimeida

Da Silva y Palomino 2011; Caws et al. 2006; Telenti et al. 1993).
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2.3.2

Figura 6. Cambios aminoacidicos en la RDRR del gen rpoB. Los aminoacidos
son representados mediante cédigos de tres letras. El estudio realizado senala que
solamente entre los codones 516, 526 y 531 se abarca mas del 90% de mutaciones
de resistencia a rifampicina. Esquema publicado en “Isoniazid and Rifampicin as
Therapeutic Regimen in the Current Era: A Review” (Somasundaram, Ram vy
Sankaranarayanan 2014). 1: los codones son numerados de acuerdo con el genoma
completo de MTB (N° de acceso GenBank: NC_000962.3), y 2: los codones son

numerados de acuerdo con el gen rpoB de E. coli.

Isoniacida

La isoniacida (hidracida del acido isonicotinico) es un potente farmaco
antituberculoso descubierto en 1952. Su accién bacteriostatica actua bloqueando la
biosintesis de los acidos micdlicos, el cual es un componente esencial en la pared
celular de MTB. La isoniacida es una prodroga que llega ser activada in vivo
mediante la accion de la enzima micobacteriana catalasa-peroxidasa, la cual es
codificada por el gen katG (Lei, Wei y Tu 2000). la catalasa-peroxidasa cataliza la
produccién de un radical nicotinilo que subsecuentemente interactua con el NAD y
NADP micobacterial para producir diversos aductos (Argyrou et al. 2006). Uno de
éstos, el aducto formado entre el radical nicotinilo y el NAD, inhibe la actividad de la
proteina portadora de la enoil acil reductasa (codificada por el gen inhA), y la
sintetasa de proteinas portadoras de cetoacilos 3 (codificada por el gen kasA). La
inhibicién de estas enzimas produce la inhibicidon de la sintesis de acidos micdlicos
conllevando a la muerte celular. Otro importante aducto es formado entre el radical
nicotinilo y el NADP, el cual potencialmente inhibe a la enzima dihidrofolato
reductasa, lo cual interfiere con la sintesis de acidos nucleicos (Figura 7). Otros
productos de la activacion in vivo de la isoniacida incluyen superdxido (H20.),
hidroperéxidos de alquilo y radicales de 6xido nitrico, los cuales también contribuyen

con los efectos bactericidas de la isoniacida (Brunton, Chabner y Knollman 2011).
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Las mutaciones que causan la resistencia a isoniacida estan localizadas en muchos
genes y regiones distintas (Slayden y Barry 2000); sin embargo, aproximadamente
entre el 50-95% de las cepas resistentes contienen mutaciones en el codén 315
(ser315) del gen katG, siendo las mas frecuente la sustitucion del aminoacido serina
por treonina (S315T) (Mokrousov et al. 2002; Telenti et al. 1997); ademas el 20-35%
contienen mutaciones en la region promotora del gen inhA (Musser et al. 1996;
Piatek et al. 2000; Telenti et al. 1997) y, por ultimo, el 10-15% tienen mutaciones en
la region intergénica ahpC-OxyR (Kelley, Rouse y Morris 1997; Piatek et al. 2000;

Sreevatsan, Pan, Zhang, et al. 1997; Telenti et al. 1997).

Isoniazid N-acetyl isoniazid
(pro-drug) (major metabolite)
O
H H I
O N—NH o) N—N—C—CH
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=3 NAT2 R i
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I ROt | e ————————
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KatG |
N
o=§+  °f (es
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Nicotinoyl radical I‘|\JH Nicotinoyl-NAD adduct
(“activated” drug) = (inhibitor of InhA)
NAD* Nicotinoyl-NADP adduct
NADP* (inhibitor of DHFR)

Figura 7. Metabolismo y activacion de la isoniacida. En los seres humanos, la
prodroga es metabolizada por isoformas del NAT2 (N-Acetiltransferasa 2) hasta su
metabolito principal, N-acetil isoniacida, el cual es excretado a través del rifién. La

isoniacida entra a la bacteria mediante difusion pasiva donde es “activado” por la
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enzima catalasa peroxidasa hasta el radical nicotinilo, el cual reacciona de manera
espontanea con el NAD+ y NADP+ para producir aductos que inhiben enzimas
importantes en la sintesis de la pared celular y acidos nucleicos. DFHR: dihidrofolato
reductasa. Fuente: Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of

Therapeutics, capitulo 56.

2.4 Diagnostico y susceptibilidad de Mycobacterium tuberculosis

Actualmente, las pruebas microbioldgicas de susceptibilidad a drogas antituberculosis
conforman el “Gold estandar’ en el tratamiento de la TB. Estas pruebas determinan la
sensibilidad o resistencia de las cepas de MTB en base al desarrollo de éstas frente a
concentraciones criticas (CC) de determinados farmacos antituberculosis. Sin embargo,
el tiempo de duplicacién de MTB es entre 15 a 20 horas lo cual dificulta la obtencion
rapida y oportuna de un diagndstico adecuado. Ante esto, recientes avances en el
diagnéstico molecular han facilitado el desarrollo de pruebas genotipicas rapidas que
detectan mutaciones asociadas a resistencia en MTB. Entre las pruebas moleculares
actualmente recomendadas por la OMS se encuentran: el ESL GenoType MTBDRplus
v2.0, el ESL GenoType MTBDRs/ v2.0 (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Germany) y el
GeneXpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA), las cuales se encargan de
detectar mutaciones puntuales que confieren resistencia a drogas de primera y segunda
linea. Finalmente, el GenoType MTBDRplus v2.0 ha sido incorporado en las politicas
de Salud Publica de muchos paises luego de pasar diversos procesos de validacién a
nivel local y mundial. Este método obtuvo excelentes resultados de sensibilidad (en
promedio superior al 91%) y especificidad (en promedio superior al 98%), demostrando
su gran exactitud en el diagndstico de susceptibilidad farmacoldgica frente a rifampicina
e isoniacida (Bai et al. 2016). Asimismo, en el afio 2011 el Peru realizé la validacion de

esta prueba molecular y la incorporé en su flujograma de diagnéstico y detencién de
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mutaciones de resistencia para muestras positivas a TB (Asencios et al. 2012; Puyén

et al. 2016).

2.4.1

Ensayo de Sonda Lineal, GenoType MTBDRplus v2.0

El ESL GenoType MTBDRplus v2.0 es una prueba molecular rapida de tipo
cualitativo utilizada en la identificacion in vitro del CMTB y la determinacion de la
resistencia a RIF y/o INH a partir de muestras pulmonares con baciloscopia positiva.
Este ensayo genético molecular esta basado en la tecnologia de “tiras de ADN”
(DNA-strip) para la hibridacion reversa de sondas de ADN especificas de
determinadas mutaciones. La identificacion de resistencia a RIF se lleva a cabo
mediante la deteccion directa de las mutaciones con fuerte asociacion estadistica y
experimental ubicadas en el gen rpoB. Para la deteccion de cepas de MTB con altos
niveles de resistencia a isoniacida se analiza el gen katG, (Ando et al. 2010; Pym,
Saint-Joanis y Cole 2002; Wengenack et al. 1997), y para la deteccion de aquellas
con bajos niveles de resistencia a isoniacida se analiza la regién promotora del gen

inhA (Niehaus et al. 2015).

Cada tira reactiva del ESL GenoType MTBDRplus v2.0 esta conformada por 27
sondas de hibridacion, de las cuales las tres primeras corresponden a sondas de la
zona control: sonda CC (control de conjugado), sonda AC (control de amplificado)
y sonda TUB (control de CMTB). Luego se encuentran 13 sondas correspondientes
a la zona de resistencia a rifampicina, la cual incluye una sonda de control de
locus (sonda rpoB), 8 sondas tipo salvaje (rpoB WT1, rpoB WT2, rooB WT3, rpoB
WT4, rpoBWTS5, rpoB WT6, rpoBWT7 y rpoB WT8) y 4 sondas tipo mutantes (rpoB

MUT1, rooB MUT2A, rpoB MUT2B y rooB MUT3). Luego, se encuentra la zona de
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resistencia a isoniacida, la cual comprende el analisis del gen katG con una sonda
control de locus (sonda katG), una sonda salvaje (katG WT1) y dos sondas mutantes
(katG MUT1 y katG MUT?2), y la region promotora del gen inhA con una sonda control
de locus (sonda inhA), dos sondas salvajes (inhAWT1 y inhA WT2) y cuatro sondas

mutantes (inhA MUT1, inhA MUT2, inhA MUT3Ay inhA MUT3B) (Figura 8).

Brevemente, la presencia de la sonda CC documenta una eficiente unién del
conjugado a la tira reactiva, ademas de una adecuada reaccién de sustrato. La
presencia de la sonda AC evidencia que le procesos de Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa multiplex (PCR multiplex) han sido exitosos, descartandose errores
durante el proceso de amplificacion o presencia de inhibidores de la PCR. La
presencia de la sonda TUB es indicativo de que la muestra analizada pertenece al
CMTB. Las sondas de control de locus (sondas rpoB, katG e inhA) detectan una
region génica especifica para el respectivo locus. Las sondas de tipo salvaje (WT)
contienen las secuencias nucleotidicas sin ninguna mutacion de resistencia. La
presencia de todas las sondas salvaje de un gen (reaccion positiva) se corresponde
con la ausencia de todas las sondas mutantes (MUT) lo cual es indicativo de que la
muestra analizada es sensible para el respectivo antibiético. En caso de que exista
una mutacion, el respectivo amplicén conteniendo la mutacién no se llegara a unir a
la respectiva sonda salvaje. Por lo tanto, la ausencia de al menos una sonda salvaje

evidenciara que la muestra analizada es resistente para el respectivo antibiotico.
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Figura 8: Interpretacion del ESL GenoType MTBDRplus v2.0. A)
La tira “1” evidencia una muestra sensible para ambas drogas,
mientras que la tira “2” evidencia una muestra resistente a ambas
drogas (TB-MDR) por reaccion positiva de dos sondas mutantes en
los genes rpoB (rpoB MUT3) y katG (katG MUT1). B) representacion
esquematica de la distribucion de sondas existentes en la tira

reactiva GenoType MTBDRplus v2.0.

2.4.1.1 Zona de resistencia a rifampicina
El ESL GenoType MTBDRplus v2.0, a través de las sondas tipo salvaje o silvestre
(wildtype), cubre toda la RDRR del gen rpoB. Para tal efecto cuenta con 8 sondas

tipo salvaje, las cuales a través de la ausencia de al menos una de ellas evidencian
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de manera indirecta la presencia de una mutacion resistente. Adicionalmente,
cuenta con cuatro sondas mutantes que evidencian la presencia de las cuatro
mutaciones mas prevalentes asociados a la resistencia a rifampicina. Estas
ayudan a determinar de manera directa y exacta el cambio mutacional que se

encuentra presente en la muestra analizada (Tabla 1).

Tabla 1. Relacion de sondas rpoB del ESL GenoType
MTBDRplus v2.0. Se especifican las 4 mutaciones detectadas de
manera directa en el gen rpoB. La numeracion de codones esta
basada en el gen rpoB de E. coli y fue establecida por Telenti y
colaboradores (Telenti et al. 1993); mientras que la numeracion
ubicada entre paréntesis esta basada en el genoma referencial de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv (NC_000962.3).

Sondas Codones Sondas

- . Mutacién
salvajes analizados | mutantes
rpoB WT1 505-509
rpoB WT2 510-513

rpoB WT2/WT3 510-517
rpoB WT3/WT4 513-519 | rroBMUT1 | D516V (D435V)
rpoB WT4/WT5 516-522

rpoB WT5/WT6 | 518-525

] rpoB MUT2A | H526Y (H445Y)
rpoB WT7 526-529 | 1,08 MUT2B | H526D (H445D)
rpoB WT8 530-533 | rpoB MUT3 | S531L (S450L)

Asi se tiene que la existencia de la mutacion causante del cambio del aminoacido
acido Aspartico por Valina en el codéon 516 (D516V) causara una reaccion negativa
en la ubicacion de las sondas rpoB WT3 y rpoB WT4, pero una reaccion positiva
en la sonda rpoB MUT1, dado que esta ultima contiene la secuencia nucleotidica
de dicha mutacién. Del mismo modo, el cambio aminoacidico de Histidina por
Tirosina o acido Aspartico en el codon 526 (H526Y o H526D, respectivamente)

provocara una reaccion negativa en la sonda rpoB WT7, mientras una reaccion
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positiva en la sonda rpoB MUT2A o rpoB MUT2B, respectivamente. Finalmente, la
presencia de la mutacion causante del cambio aminoacidico de Serina por Leucina
en el codén 531 (S531L) traera consigo una reaccién negativa en la sonda rpoB
WTS8 y una reaccién positiva en la sonda rpoB MUT3. Ante esto, se tiene que la
reaccion negativa de al menos en una sonda salvaje seria indicativo de la
existencia de una mutacion causante de resistencia a rifampicina (Hain Lifescience

2012).

Zona de resistencia a isoniacida

Gen katG

El ESL GenoType MTBDRplus v2.0 analiza unicamente el codon 315 del gen katG
mediante una sonda salvaje (katG WT1) y dos sondas mutantes (katG MUT1 y
katG MUT2) para la deteccion directa de mutaciones resistentes de alta

prevalencia (Tabla 2).

Tabla 2. Relacion de sondas katG del ESL GenoType
MTBDRplus v2.0. Se analiza el codon 315 del gen katG. Se
especifica la deteccién directa de dos mutaciones que
producen el mismo cambio aminoacidico; sin embargo, la

diferencia entre ambas se presenta a nivel nucleotidico.

Sondas Codones Sondas ‘s
. . Mutacion
salvajes analizados mutantes
katG MUT1 S315T1
kalG WT1 315 katG MUT2 | S315T2

Por lo tanto, ante la ausencia de una mutacion en el codén 315 se evidenciara una

reaccioén positiva en la sonda salvaje y reacciones negativas en ambas sondas
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mutantes. Mientras que la presencia de mutaciones causantes del cambio
aminoacidico de Serina por Treonina, S315T1 o0 S315T2 (cambio AGC - ACC o
AGC > ACA, respectivamente (Brossier et al. 2006)) sera evidenciada mediante
la reaccion negativa en la sonda salvaje y la reaccion positiva en la sonda mutante
katG MUT1 o katG MUT2 respectivamente. Ademas, la sola ausencia de la banda
de reaccién con la sonda salvaje (y ausencia de hibridacién con las sondas
mutantes) seria indicativo de una deteccion indirecta de alguna mutacion

resistente a isoniacida.

Gen inhA

El ESL GenoType MTBDRplus v2.0 permite analizar directamente la region
promotora del gen inhA. Exactamente, evalla las posiciones -8, -15y -16 de la
region promotora del gen inhA. Através de la sonda salvaje inhA WT1 se cubre las
posiciones nucleotidicas -15 y -16, mientras que a través de la sonda salvaje inhA
WT2 cubre la posicion -8. Asimismo, cuenta con 4 sondas mutantes (inhA MUT1,
inhA MUT2, inhA MUT3A e inhA MUT3B) las cuales permitiran detectar de manera
directa mutaciones asociadas a resistencia frente a isoniacida que se hayan

generado en cualquiera de las tres posiciones antes mencionadas (Tabla 3).

Tabla 3: relacion de sondas inhA del ESL GenoType
MTBDRplus v2.0. Se analiza la regiéon promotora del

gen inhA. Las mutaciones son sefialadas a nivel

nucleotidico.
Sondas Codones Sondas ‘s
. . Mutacion
salvajes | analizados | mutantes
. -15 inhA MUT1 c-15t
inhA WTT 16 inhA MUT2 a-16g
. inhA MUT3A t-8c
inhA WT2 3 inhAMUT3B | t-8a
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La ausencia de mutaciones en cualquiera de las tres posiciones analizadas
provocara que sucedan reacciones positivas en ambas sondas salvajes y
reacciones negativas en todas las sondas mutantes. Sin embargo, la ocurrencia
del cambio nucleotidico Citosina por Timina en la posicién -15 traera consigo la
reaccién negativa en la sonda salvaje inhA WT1 y la reaccion positiva en la sonda
mutante inhA MUT1. Asi mismo, el cambio nucleotidico de Adenina por Guanina
en la posicién -16 traera consigo la reaccion negativa en la sonda salvaje inhA
WT1 y la reaccion positiva en la sonda mutante inhA MUT2. Ademas, el cambio de
Timina por Citosina en la posicién -8 traera consigo la reaccién negativa en la
sonda salvaje inhA WT2 y la reaccion positiva en la sonda mutante inhA MUT3A.
Finalmente, la sustitucion del nucleétido Timina por Adenina nuevamente en la
posicion -8 traera consigo la reaccion negativa en la sonda salvaje inhA WT2 y la
reaccion positiva en la sonda mutante inhA MUT3B. Finalmente, la sola ausencia
de hibridacion con la sonda salvaje (y ausencia de ambas sondas mutantes) seria

indicativo de una deteccion indirecta de alguna mutacion resistente a isoniacida.

2.5 Haplotipos genéticos
Los haplotipos genéticos estan constituidos por grupos de Polimorfismos de Nucleétido
Simple (SNP, por sus siglas en inglés) de uno o mas genes presentes en un mismo
cromosoma, los cuales al estar muy cercanos entre si tienden a heredarse juntos. Esto
quiere decir que los alelos de un haplotipo no se separan por algun proceso de
recombinacion y pueden transmitirse “en bloque”, lo que permite establecer
combinaciones de variaciones dentro de un gen que pueden estar asociados con

determinados fenotipos.

32



La variabilidad genética de poblaciones clonales, por ejemplo bacterias, es fundamental
para su comportamiento adaptativo. Los genes especificos del entorno, sujetos a una
seleccion relajada en un entorno no inductor, generan variaciones cripticas que mejoran
el potencial de adaptacion (Pfennig et al. 2010). Sin embargo, los entornos inductores,
tal como la presion selectiva debido al uso de farmacos antibacterianos, generan un
potencial de adaptacion a aquellas cepas que contienen variantes genéticas que les
proveen de una ventaja adaptativa. Incluso cuando se inicia la evolucién de un sdélo clon
(haplotipo) bajo una presion de seleccion severa, la combinacion de la tasa de mutacion
y el tamano de la poblacién son suficientes como para generar una variacién genética
en la poblacién (Barrick y Lenski 2009; Lang, Botstein y Desai 2011), dando lugar a una
mezcla de haplotipos cercanamente relacionados (o cepas). Como resultado se obtiene
que las poblaciones no son genéticamente uniformes en la mayor parte del tiempo (Kao

y Sherlock 2008).

La obtencién de los haplotipos en una poblacién bacteriana es capaz de revelar la
estructura de la poblacién, o estructura de los genes, y sus caracteristicas evolutivas
(Pulido-Tamayo et al. 2015). Asi mismo, la obtencién de haplotipos bacterianos permite
elegir los tratamientos adecuados contra las enfermedades causadas por haplotipos

especificos en una poblacion.

El presente estudio busca analizar la diversidad genética subyacente a las cepas
drogorresistentes de Mycobacterium tuberculosis que circulan en el territorio peruano
utilizando la informacién de variantes genéticas presentes a nivel de los genes de

resistencia que son evaluados por el ESL GenoType MTBDRplus v2.0.
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo General

e Determinar la estructura genética de cepas de Mycobacterium tuberculosis

drogorresistentes que circularon en el Peru, entre los afios 2011 al 2015, usando los

marcadores de resistencia del ensayo de sonda en linea GenoType MTBDRplus

v2.0.

3.2 Objetivos especificos

Calcular las frecuencias de las mutaciones detectadas en la prueba GenoType
MTBDRplus v2.0 que confieren resistencia a la rifampicina e isoniacida, y
comparar la distribucién de frecuencias entre cada uno de los afnos de estudio.
Determinar los haplotipos de cepas drogorresistentes de Mycobacterium
tuberculosis en base a los principales marcadores génicos del ensayo de sonda
lineal GenoType MTBDRplus.v2.0.

Determinar y comparar la distribucién geografica de los haplotipos definidos a
través de los anos 2011 al 2015.

Determinar la existencia de una asociacidbn genética entre determinados
haplotipos y las cepas de Mycobacterium tuberculosis multidrogorresistentes
(TB-MDR), cepas monorresistentes a rifampicina, cepas monorresistentes a
isoniacida y cepas extensamente drogorresistentes (TB-XDR), determinadas por

el Método de Proporciones de Agar 7H10.

4 MATERIALES Y METODOS

El presente estudio descriptivo presenta un corte retrospectivo y analiza la informacion

genética de los principales marcadores asociados a la resistencia frente a rifampicina e
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isoniacida en cepas drogorresistentes de MTB que circularon en el Peru entre los afios
2011-2015. Para este fin, se utilizaron datos de diagnésticos emitidos con anterioridad,
razon por lo cual no se realizé experimentacion alguna con las cepas ni con las personas

de las cuales provinieron las muestras.

4.1 Poblacién
Se seleccionaron 6589 muestras drogorresistentes de Mycobacterium tuberculosis, a
partir de un total de 39,453 resultados de pruebas diagnésticas del ESL GenoType
MTBDRplus v2.0 realizadas por el Laboratorio de Referencia Nacional de Micobacterias
(LRNM) del Instituto Nacional de Salud (INS). El periodo analizado comprendio los afios
2011-2015. La poblacion de estudio estuvo conformada por cepas provenientes de los

24 departamentos del Peru, y la provincia constitucional del Callao.

4.2 Material de laboratorio

— Tiras de resultados de diagndéstico molecular con patrones drogorresistentes

del ESL GenoType MTBDRplus v2.0 emitidos durante los afos 2011 al 2015.

4.3 Seleccion de casos
= Criterios de inclusion
o Resultados de diagnéstico molecular de cepas multidrogorresistentes y
monorresistentes.
o Resultados de diagnéstico molecular de cepas con patrones de bandas de

hibridacion que estén de acuerdo con los controles de calidad y resultados
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validos segun especificaciones del proveedor (Hain Lifescience GmbH,
Nehren, Germany).
o Resultados de diagnéstico molecular de cepas emitidos durante el periodo

2011-2015.

= Criterios de exclusion

o Resultados de diagnéstico molecular de cepas con sensibilidad simultanea
para RIF e INH.

o Resultados de diagnéstico molecular de cepas que no posean las bandas de
control (control de amplificado [AC], control de conjugado [CC] y los
respectivos controles de locus génico [rpoB], [katG] e [inhA]).

o Resultados de diagnoéstico molecular de cepas que no pertenezcan al
complejo MTBC (ausencia de banda TUB)

o Resultados de diagnéstico molecular de cepas heteroresistentes (patron
sensible y resistente, presentes de modo simultaneo, para un determinado
locus génico).

o Resultados de diagnéstico molecular de pacientes repetidos.

4.4 Obtencioén de datos
Se realizé la construccion de una base de datos con el programa informatico Microsoft
Excel v2013. Se analizd la presencia o ausencia de bandas de hibridacion
comprendidas en los tres locus génicos (rpoB, katG e inhA) del ESL. Esta base de datos

fue creada en formato binario de acuerdo con el siguiente criterio: la presencia de banda
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de hibridacion fue nominada con el valor de uno (1), mientras que la ausencia de banda

de hibridacién fue nominada con el valor de cero (0).

4.5 Obtenciéon de Metadatos
Se obtuvo la informacion epidemiolégica relacionada a los resultados analizados a partir
de la base de datos NetLab v1.0 del INS. Se recabd informacion de resultados de
diagnéstico segun el Método de Proporciones de Agar 7H10, el cual consistido en
informacion de sensibilidad o resistencia frente a los farmacos: rifampicina, isoniacida,
kanamicina, capreomicina, y alguna fluoroquinolona (ciprofloxacina o levofloxacina),
tomando como referencia las concentraciones criticas recomendadas por la OMS (WHO
2018) (Tabla 4). Asi mismo, se recabé informacion, tales como, sexo de los pacientes
(masculino o femenino), lugar de procedencia de la muestra (Direccion de Salud de
procedencia), afno de emisién de resultados del diagndstico por el método de Ensayo
en Sonda Lineal (2011, 2012, 2013, 2014 0 2015), y estado de tratamiento del paciente
(“Nunca tratado” o “Antes tratado”) al momento del envio de la muestra bioldgica
primaria. No se trabajaron con identificadores personales de los pacientes. La
identificacion de cada muestra estuvo basada en cédigos de laboratorio asignados a

cada muestra al momento de llegar al INS (cédigo NETLab).

Tabla 4. Lista de concentraciones criticas del Método de
Proporciones. Las concentraciones criticas fueron establecidas por la

OMS para el medio Agar 7H10. CC: concentracion critica.

DROGAS ABREVIATURA CcC
Drogas Rifampicina RIF 1.0 yg/mL
antituberculosis de | Isoniacida 0.2 INH 0.2 0.2 pg/mL
primera linea Isoniacida 1.0 INH 1.0 1.0 pg/mL
Kanamicina KAN 5.0 yg/mL
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_ Drogas Capreomicina CAP 10.0 pyg/mL
antltubergullt?SIs de [ Ciprofloxacina CIP 2.0 pg/mL
segunda linea Levofloxacina LEV 1.0 pg/mL

4.6 Analisis estadisticos e informaticos

Se realizaron andlisis descriptivos de las frecuencias de muestras y mutaciones que

integraron el estudio, utilizando los programas estadisticos Microsoft Excel 2013 y el

paquete VennDiagram v1.6.20 (Chen y Boutros 2011) del programa R v3.5.1

(Development Core Team 2011).

Analisis descriptivo del numero de muestras

Se realiz6 un analisis descriptivo de los casos ingresados al estudio, en funcién
de:

o Ao de procedencia

o Lugar de procedencia

o Distribucion latitudinal (Norte, Centro y Sur)

o Distribucion longitudinal (Costa, Sierra y Selva).

o Cantidad de casos con fenotipos TB-MDR y TB-monorresistente
comprendidos en todo el estudio.

Analisis descriptivo de mutaciones

Se realiz6 un analisis descriptivo de las frecuencias absolutas y relativas de las
mutaciones asociadas a resistencia en funcién de su prevalencia por cada locus
génico:

o Frecuencia de mutaciones asociadas a resistencia frente a rifampicina
(locus rpoB).

o Frecuencia de mutaciones asociadas a resistencia frente a isoniacida
(locus katG e inhA).
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4.7 Evaluacion de la diversidad alélica y ligamiento genético
La evaluacién de la diversidad alélica de cada locus fue realizada mediante el uso del
indice de Simpson (1-D). Como la reproduccion clonal puede enmascarar los efectos
de la recombinacion, se trabajaron con dos conjuntos de datos: uno incluia todas las
muestras de cada localidad (sin correccion clonal), y el otro incluia los datos corregidos
por clones de cada localidad de los que se eliminaron los genotipos idénticos (con
correccion clonal). La determinacién del ligamiento genético fue realizada a través de la
determinacién del indice de Asociacién (la) entre todos los locus de la poblacién con
correccion clonal, utilizando 1000 permutaciones. Posteriormente, la determinacién del
grado de asociacion aportado por cada locus fue determinado mediante el analisis
pareado (pairwise) de cada locus. Todos los andlisis fueron realizados en el paquete

poppr v2.8.1 de R (Kamvar, Tabima y Grinwald 2014).

4.8 Obtencion y clasificacion de haplotipos
Se realiz6 la creacién de un pseudolocus mediante la concatenacion de 21 marcadores
en una sola secuencia. Se omitié la caracterizacion de las siguientes bandas: CC, AC,
TUB, rpoB, katG e inhA, por tratarse de bandas controles. De este modo, se anidé la
informacién contenida en la RDRR del gen rpoB, el codén 315 del gen katGy la regién
promotora del gen inhA. El orden de éstos fue determinado en funcién a las distancias
intergénicas, segun el genoma de referencia H37Rv (Genbank: NC_000962.3) (Figura
9). Los haplotipos fueron obtenidos utilizando los 21 marcadores presentes en el
pseudolocus mediante el paquete GeneAlEx v6.5 (Peakall y Smouse 2006; 2012). Los
haplotipos obtenidos fueron clasificados en cuatro grupos, segun sus respectivas

frecuencias (Bomba, Walter y Soranzo 2017) (Tabla 5).
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Tabla 5. Criterio de clasificacion de haplotipos. La clasificacion fue

realizada en funcion a la frecuencia acumulada durante los 5 afos de estudio.

Clase de haplotipos Frecue'n_cla N° de muestras
haplotipica
Haplotipo comun n >5% n > 329.5 muestras

Haplotipo menos comun

50>n > 1%

329.5>n > 659

Haplotipo raro

1% =>nn+1

659>n,n+1

Haplotipo huérfano

n=1

n =1 muestra

Posteriormente, se realizé una prueba de normalidad mediante la visualizacion grafica
de un histograma de las frecuencias absolutas de los haplotipos y la prueba estadistica
de Shapiro-Wilk (Ghasemi y Zahediasl 2012). Luego, se determinaron las frecuencias
absolutas de la distribucién de haplotipos a lo largo de los 28 lugares de procedencia, y
en funcidn de los anos de obtencidon de muestra. Asi mismo, se evalud estadisticamente
si a lo largo de los afios hubo un cambio de frecuencias de los haplotipos comunes o
menos comunes mediante una prueba exacta de “Bondad de ajuste” usando el paquete

XNomial v1.0.4 de R (https://CRAN.R-project.org/package=XNomial).
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rpoB wild type proble 6 (rpoB WT6)
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Figura 9. Proceso de anidacion de los 21 marcadores de resistencia. A) ubicacion
de los loci y bandas de hibridacion de acuerdo con la tira de diagnostico del ESL
GenoType MTBDRplus v2.0. Se resaltan en fondo naranja, celeste y amarillo solo las
bandas que seran utilizadas en los analisis. B) posiciones de los genes estudiados en
funcién del genoma completo de MTB. En paréntesis se denota la etiqueta de cada
locus, segun la anotacion funcional del genoma referencial de MTB. C) estructura final
del pseudolocus formado a partir de las posiciones fisicas de los genes analizados y
la secuencia de bandas de hibridacién segun las tiras del ESL GenoType MTBDRplus

v2.0. p-inhA: region promotora del gen inhA.

4.9 Evaluacion del poder discriminatorio de los haplotipos
La estimacién de la diversidad y, por ende del poder discriminatorio del conjunto de
haplotipos obtenidos, fue realizado utilizando el indice de discriminacién de Hunter-
Gaston (IDHG) (Hunter y Gaston 1988). Este indice fue calculado usando la herramienta

en linea: http://insilico.ehu.es/mini tools/discriminatory power/index.php, la cual esta

basado en la siguiente ecuacion:

S
1
IDHG=1— ———— (n; —1
G NV =1 Zn](n] )
l=

Donde:

e Nes el numero total de cepas drogorresistentes incluidas en el analisis,
e ses el numero total de haplotipos determinados, y

e njes el numero de cepas que pertenecen al jth haplotipo.

4.10 Distribucién geografica de haplotipos
Se realiz6 la construccion de tres mapas de calor (heatmaps) con las frecuencias

absolutas de los haplotipos mas representativos (comunes y menos comunes) en
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funcién de: la latitud (Norte, Centro y Sur), y la region natural (Costa, Sierra y Selva).
Para esto se utilizo el paquete pheatmap v1.0.12 de R (https://CRAN.R-

project.org/package=pheatmap).

4.11 Determinacién de la similaridad y estructura genética de los Haplotipos
La similaridad de los haplotipos fue evaluada mediante la realizacion de un
agrupamiento jerarquico a través del método Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean (UPGMA) para los haplotipos comunes y menos comunes (Michener y
Sokal 1957) en R. Asi mismo, se realizé la evaluacion estadistica de la diferenciacion
genética de los haplotipos: entre determinados grupos poblacionales (Tabla 6) mediante
el test de AMOVA (Analisis Molecular de Varianza) usando el programa Arlequin v3.5
(Excoffier y Lischer 2010). Finalmente, se determind la estructura genética total
mediante la inferencia del nimero de grupos (clusters) a través del uso del Analisis
Discriminante de Componentes Principales (ADCP) implementado en el paquete

adegenet v 2.1.1 de R (Jombart, Devillard y Balloux 2010).

Tabla 6. Grupos poblacionales AMOVA. Agrupacién de DISAs y DIRESAs en
funcién de regiones geograficas (costa, sierra y selva), latitudes (norte, centro y sur)

y densidad de poblacién (Lima metropolitana y el resto del pais).
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Estructura=Costa_Sierra_Selva Estructura=Norte_Centro_Sur Estructura=LimaMet_Rest
N° grupos=3 N° grupos=3 N° grupos=2
Piura Piura Callao
Lambayeque Lambayeque Lima Lima Provincias
La Libertad La Libertad . Lima Ciudad
- Metropolitana [—
Callao Norte Cajamarca Lima Este
Lima Provincias Amazonas Lima Sur
Costa Lima Ciudad Tumbes Piura
Lima Este San Martin Lambayeque
Lima Sur Loreto La Libertad
Ica Callao Cajamarca
Moquegua Lima Provincias Amazonas
Tacna Lima Ciudad Tumbes
Cajamarca Lima Este San Martin
Ancash Lima Sur Loreto
Hudnuco Ica Ica
Centro
Pasco Ancash Ancash
Huancavelica Hudnuco Hudnuco
Sierra Junin Pasco Resto del pais |Pasco
Ayacucho Huancavelica Huancavelica
Apurimac Junin Junin
Arequipa Ucayali Ucayali
Cusco Moquegua Moquegua
Puno Tacna Tacna
Amazonas Ayacucho Ayacucho
Tumbes Sur Apurimac Apurimac
selva San Martin Arequipa Arequipa
Loreto Cusco Cusco
Ucayali Puno Puno
Madre de Dios Madre de Dios Madre de Dios

4.12 Analisis de diversidad alfa y beta

Para el andlisis de la diversidad local (diversidad alfa) se utiliz6 el programa Past v3.25

(Hammer, Harper y Ryan 2001) y se evaluaron los factores de riqueza y uniformidad de

haplotipos de los diferentes lugares de procedencia. Para esto, se determinaron los

indices de riqueza haplotipica (S), dominancia (D), diversidad de Simpson (1-D)

(Simpson 1949) y la equitatividad de Shannon (H) (Hutcheson 1970). Estos indices

fueron determinados con sus respectivos intervalos de confianza al 95% (9999

bootstraps). Usando el indice de Simpson, se establecieron de manera arbitraria puntos

de corte para la determinacion de Diversidad baja (1-D < 0.25), Diversidad intermedia
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(0.25 < 1-D < 0.75), y Diversidad alta (1-D = 0.75). Por otro lado, se determiné la
diversidad beta existente entre las muestras procedentes de Lima y callao, asi como el
grado de aporte de los componentes de “reemplazo” y “riqueza” de haplotipos del indice
de disimilaridad de Jaccard (Baselga 2010; 2012), mediante el paquete betapart v1.5.1

de R (Baselga y Orme 2012).

4.13 Asociacion estadistica de haplotipos
Finalmente, se ejecutaron pruebas de asociacion estadistica entre cada uno de los
haplotipos determinados y las siguientes variables de importancia en Salud publica:
Variables:
o Sexo del paciente: Masculino o Femenino
o Anfo de obtencién de diagndstico: 2011, 2012, 2013, 2014
o Fenotipos: TB sensible, TB-MDR, TB-XDR, TB-MonoINH, y TB-MonoRIF

o Estado de tratamiento: ‘Antes tratado’ y ‘Nunca tratado’.

Para esto, se utilizé el protocolo estandarizado para la evaluacién de mutaciones
asociadas a la resistencia recomendadas por la OMS (Miotto et al. 2017). De manera
breve, las asociaciones entre los haplotipos y las variables de interés fueron evaluadas
mediante el p-value del Test Exacto de Fisher, estableciendo un nivel de significancia
del 5%. La fuerza de asociacién fue determinada usando los valores de la ‘Tasa de
Momios’ (OR, del inglés Odds ratio) y del ‘Cociente de probabilidad positiva’ (PLR, del
inglés Positive Likelihood Ratio). Estos célculos fueron realizados mediante un script
que automatiz6 las evaluaciones usando el paquete epiR v1.0 de R (https://CRAN.R-
project.org/package=epiR). El control de la tasa de falsos positivos (FDR, del inglés
False Discovery Rate) para comparaciones multiples fue realizado usando el método de

Benjamini—Hochberg. Finalmente, los p-values corregidos por FDR se utilizaron como
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5.1

base para establecer el nivel de asociacion de significacion final entre la presencia de
un haplotipo y la variable de interés. Las asociaciones significantes fueron clasificadas

como de alta, intermedia o minima confianza en funcién a los valores de PLR y OR.

RESULTADOS

Analisis de muestras ingresadas al estudio

Se analizaron 6589 casos drogorresistentes de MTB, lo que corresponde al 18% del
total de 36,964 resultados validos emitidos mediante la metodologia molecular
GenoType MTBDRplus v2.0 en el periodo 2011-2015. A través de los afos se evidencio
un incremento de la cantidad de muestras que fueron analizadas; sin embargo, 5459
(82.85%) casos provienen de resultados emitidos en el periodo 2013 - 2015 (Tabla 7).

La distribucién latitudinal evidencié una alta carga de casos de TB provenientes del
Centro (84.4%), Norte (10.9%) y Sur (4.6%) del pais. Por otro lado, en funcién de la
distribucion regional, se obtuvo una alta prevalencia de casos en la Costa (81.9%),
seguido por una distribucion homogénea entre la Selva (9.1%) y la Sierra (9.0%) (Tabla
7). Respecto a los lugares de procedencia de las muestras, se tiene que solamente las
DISAS ‘Lima Ciudad’ y ‘Lima Este’ albergaron el 55.13% del total de muestras
analizadas; mientras que los lugares restantes presentan frecuencias menores al 6%.
Asi mismo, se observé que este patron de frecuencias se mantuvo uniforme a lo largo

de los 5 afios (Tabla 7, Anexo 1).
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Tabla 7. distribucion de casos incluidos en el estudio. Distribucion realizada en funcién

del afo de emision de resultados y lugar de procedencia.

:Zitsitt:‘i:iunc;?n :aetgjcr):lzs; DISA Aiio de obtencidn de resultados Total (%)
2011 | 2012 | 2013 2014 2015
Costa |Piura 0 14 21 17 15 67 (1)
Costa |Lambayeque 1 36 50 60 28 175 (2.7)
Costa |La Libertad 46 93 72 25 11 247 (3.8)
Sierra | Cajamarca 0 2 4 1 2 9(0.1)
Selva | Amazonas 0 2 0 3(0.1)
Selva | Tumbes 0 7 9 17 0 33(0.5)
Selva | San Martin 0 14 21 23 12 70(1.1)
Selva |Loreto 0 22 16 34 43 115(1.8)
Costa | Callao 16 0 37 135 201 389 (5.9)
Costa | Lima Provincias 1 87 99 46 13 246 (3.7)
Costa |Lima Ciudad 79 186 330 195 432 | 1222(18.6)
Costa |Lima Este 55 148 647 838 722 | 2410(36.6)
Costa | Lima Sur 17 14 19 96 169 315 (4.8)
Costa |lca 0 59 62 55 59 235 (3.6)
Sierra | Ancash 0 38 31 83 68 220 (3.3)
Sierra | Hudnuco 0 24 25 19 31 99 (1.5)
Sierra | Pasco 0 1 1 0 0 2(0.03)
Sierra | Huancavelica 0 2 3 3 2 10(0.1)
Sierra | Junin 0 39 40 29 39 147 (2.2)
Selva |Ucayali 0 60 58 89 62 269 (4.1)
Sur Costa | Moquegua 0 0 1 1 3 5(0.1)
Sur Costa |Tacna 0 10 16 28 32 86 (1.3)
Sur Sierra | Ayacucho 0 3 6 17 (0.3)
Sur Sierra | Apurimac 0 1 3(0.1)
Sur Sierra | Arequipa 0 24 24 0 14 62 (0.9)
Sur Sierra | Cusco 0 10 4 23 (0.4)
Sur Sierra | Puno 0 0 0 1 1(0.02)
Sur Selva | Madre de Dios 0 20 26 29 34 109 (1.7)
Total 215 915 1619 1834 2006 | 6589 (100)
Porcentaje 3.26% |13.89% | 24.57% | 27.83% | 30.44%

El analisis de diagnostico molecular determind que en total 5920 (89.8%) casos

evidenciaron un patron genotipico de resistencia a isoniacida y 4371 (66.3%) casos
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tuvieron un patrén genotipico de resistencia a rifampicina. De entre éstos, 3702
(56.26%) casos fueron genotipicamente diagnosticados como TB-MDR, 2218 (33.7%)
como monorresistentes a isoniacida, y 669 (10.2%) como monorresistentes a

rifampicina (Figura 10).

Isoniacida
Rifampicina resistentes
resistentes (n =5920)
(n=4371)

Total = 6589
Figura 10. Casos con resistencia genotipica a rifampicina e

isoniacida. ‘Diagrama de Venn’ mostrando la distribuciéon de casos
analizados en funcién de los genotipos diagnosticados por el
GenoType MTBDRplus v2.0.

5.2 Analisis de mutaciones caracterizadas en el GenoType MTBDRplus v2.0
El analisis de patrones de resistencia frente a rifampicina en el gen rpoB revel6 que en
las cepas de MTB peruanas existe una alta prevalencia de dos mutaciones detectadas
directamente: S531L (55.4%) y D516V (18.51%). Con frecuencias menores se

evidenciaron mutaciones detectadas indirectamente que afectaban a los codones: 530-

47



533 (6.8% [ausencia de banda WTS8]), 526-529 (4.4% [ausencia de WT7]), 514-515
(3.3% [ausencia de WT3]), 516 (2.9% [ausencia de WT3 y WT4]) y 510-512 (2.0%
[ausencia de WTZ2]). Posterior a ellas, se encontraron las dos restantes mutaciones
detectadas directamente: H526D (1.9%) y H526Y (1.8%). Finalmente, se evidenciaron
diversos patrones de resistencia que en conjunto no sobrepasaron el 3% del total de

casos con resistencia a rifampicina (Tabla 8).

Tabla 8. Mutaciones que confieren resistencia a rifampicina. Se
sefalan las bandas, silvestres (WT) y mutantes (MUT), y la
presencia de los cambios de aminoacido, segun corresponda. La
tabla esta ordenada en funcién decreciente del numero de casos.
Entre paréntesis se sefala la frecuencia relativa (porcentaje) de las

variantes respecto al total de casos genotipicamente resistentes a

rifampicina.
gen rpoB

B_an.das _Qe B'an'das 'c,ie Cambio

hibridacion hibridacion aminoacido N (%)

ausentes presentes
WT8 MUT3 S531L 2422 (55.4)
WT3, WT4 MUT1 D516V 809 (18.5)
WT8 - - 295 (6.8)
WT7 - - 190 (4.4)
WT3 - - 146 (3.3)
WT3, WT4 - - 125 (2.9)
WT2 - - 88 (2)
WT7 MUT2B H526D 82 (1.9)
WT7 MUT2A H526Y 80 (1.8)
WT2, WT3 - - 52 (1.2)
WT2, WT3, WT4 - - 11 (0.3)
WT4 - - 8 (0.2)
WT2, WT7 - - 7 (0.2)
WT3, WT8 - - 5(0.1)
Otros - - 51 (1.2)

Total 4371 (100)
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Respecto al total de cepas con patrones genotipicos de resistencia a isoniacida, el
andlisis determind que 3574 (60.4%) casos presentaron Unicamente mutaciones en el
gen katG, seguido de 2061 (34.8%) casos con mutaciones Unicamente en la regién
promotora del gen inhA, y 285 (4.8%) casos con mutaciones simultdneas en ambos
genes. En general, 3525 (59.5%) casos presentaron Uunicamente la mutacion S315T1,
seguido de 1519 (25.7%) casos con Unicamente la mutacion c-15t. Asi, la presencia por
separado de ambas mutaciones comprendié mas del 82% del total de casos resistentes
a isoniacida. Ademas, se detectaron 472 (8%) casos con resistencia indirecta en la
regién cercana a la posicién -15 del gen inhA (ausencia del WT1 y MUT 1y 2), y 245
(4.1%) casos con la doble mutacion: katG S315T1 e inhA c-15t. Finalmente, se
evidenciaron diversos patrones de resistencia que en conjunto no sobrepasaron el 2.7%

del total de casos resistentes a isoniacida (Tabla 9).

Tabla 9: mutaciones que confieren resistencia a isoniacida. Se sefialan las
bandas, silvestres (WT) y mutantes (MUT), y la presencia de los cambios de
aminoacido, segun corresponda. La tabla esta ordenada en funcién decreciente
del numero de casos. Entre paréntesis se sefala la frecuencia relativa (porcentaje)

de las variantes respecto al total de casos genotipicamente resistentes a

isoniacida.
gen katG gen inhA
Banda de | Banda de ... | Bandade | Bandade .
hibridacion | hibridacion Sn‘f‘r‘]'c‘)‘;‘é'%g hibridacion | hibridacion :;f;g‘;i‘%g N (%)
ausente | presente ausente presente
WT MUT1 S315T1 3525 (59.5)
WT - - Genotipo sensible del gen inhA 32 (0.5)
WT MUT2 S315T2 17 (0.3)
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WT1 MUT1 c-15t 1519 (25.7)
WT1 ] ] 472 (8)
Genotipo sensible del gen katG WT2 MUT3A t-8c 22 (0.4)
WT1, WT2 ] ] 22 (0.4)
WT1, WT2 |  MUTH i 19 (0.3)
Otros - - 7(0.1)
WT MUT1 S315T1 |WT1 MUT1 c-15t 245 (4.1)
WT MUT1 S315T1 |WT2 MUTS3A t-8c 12 (0.2)
WT MUT1 S315T1 |WT1 - - 9 (0.2
WT MUT1 S315T1 |WT1, WT2 MUT1 - 7 (0.1)
Otros Otros 12 (0.2)
Total | 5920 (100)

El andlisis, a través de los afnos, de la presencia de las mutaciones detectadas
directamente en los tres genes analizados evidencié que no hubo variacién de sus
frecuencias a través de los 5 anos. De este modo, en el gen rpoB, la mutacién de mayor
prevalencia en este periodo fue la S531L, en el caso del gen katG fue la mutacion

S315T1, y en el gen inhA fue la c-15t (Anexo 2).

5.3 Evaluacion de la diversidad alélica y ligamiento genético

La correccién clonal de la poblacion original (sin correccién clonal) arrojé una nueva
poblacién sin clones, por cada localidad, conformada por un total de 585 individuos (con
correccion clonal). Luego, el andlisis de diversidad alélica de cada locus para las
poblaciones ‘sin correccion clonal y ‘con correccion clonal, dio como resultado un
incremento en los valores promedios del indice de Simpson (aumento de 0.1809 hasta
0.2110), la Heterocigosidad esperada (aumento de 0.1809 hasta 0.2114) y la
equitatividad alélica (aumento de 0.5430 hasta 0.6034) a favor de la poblacién sin

clones; a excepcion de cinco loci: rpoBWT8, rpoBMUT1, rooB MUT3, inhAWT1 e inhA
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MUT1, donde todos los indices de diversidad fueron menores a los de la contraparte

‘sin correccion clonal’ (Anexo 3).

En la prueba de asociaciéon multilocus se obtuvo un valor de ‘indice de Asociacion’ (la)
igual a 0.3627 y un indice de asociacién estandarizado’ (rBarD) igual a 0.0215. Ambos
valores nos dan informacién de que estamos frente a una poblacién de comportamiento
clonal (asexual). Asi mismo, se obtuvo un p-value menor a 0.05, por lo cual se rechazé
la hipdtesis nula y se asume que existe un desequilibrio de ligamiento entre todos los

distintos loci (Figura 11).
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Figura 11: indice de asociacion de los 21 marcadores moleculares. El
analisis fue realizado sobre la poblaciéon con correccién clonal (n = 585). La
distribucion de valores en gris (1000 permutaciones de los datos originales)
muestran todos los posibles valores de rBarD si la poblacion tuviese un
comportamiento sexual (No ligamiento). Se observa que el valor de rBarD

obtenido a partir de la data esta totalmente alejado de la distribucion sexual. ry:
rBarD.

El analisis pareado de asociacion evidenci6 que el desequilibrio de ligamiento no ocurre

a nivel de los 21 loci analizados, sino que es determinado principalmente por un alto
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valor de ligamiento entre los siguientes pares: rpoB WT1 y rooB WT6 (rBarD = 0.25),
rpoB WT3 y rpoB WT4 (rBarD = 0.53), rooB WT3 y rooB MUT1 (rBarD = 0.41), rpoB
WT4 y rooB MUT1 (rBarD = 0.57), rooBWT5 'y rpoB WT6 (rBarD = 0.6), rpoB WT7 y
rpoB MUT2A (rBarD = 0.33), rpoBWT7 y rooBMUT2B (rBarD = 0.32), rooBWT8 y rpoB
MUTS3 (rBarD = 0.53), inhAWT1 y inhA MUT1 (rBarD = 0.66), inhA WT2y inhA MTU3A

(rBarD = 0.51), inhAWT2 y inhA MUT3B (rBarD = 0.21), katG WT y katG MUT1 (rBarD
= 0.77) (Figura 12, Anexo 4).

rpoB WT2 Marcadores la |rbarD
rpoB WT1:rpoB WT6 0.24 | 0.25
rpoB WT3 rpoB WT3:rpoB WT4 053 | 053
rpoB WT4 rpoB WT3:rpoB MUT1 0.39 | 0.41
rpoB WT4:rpoB MUT1 0.56 | 0.57
rpoB WT5 1poB WT5:rpoB WT6 06 | 06

rpoB WT7:rpoB MUT2A 03 | 0.33
rpoB WT6 1poB WT7:rpoB MUT28 | 0.28 | 0.32
rpoB WT7 rpoB WT8:rpoB MUT3 0.53 | 0.53
inhA WT1:inhA MUTA 0.66 | 0.66 —
rpoB WT8 inhA WT2:inhA MTU3A | 0.46 | 0.51 r
rpoB MUT1 inhA WT2:inhA MUT38 | 0.1 | 0.21 d

katG WT:katG MUT1
rpoB MUT2A

rpoB MUT2B
rpoB MUT3
inhA WT1
inhA WT2
inhA MUT1
inhA MUT2
inhA MTU3A
inhA MUT3B
katG WT
katG MUT1

0.6

katG MUT2
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Figura 12: correlacion genética de marcadores pareados. Mapa de calor que
demuestra que el desequilibrio de ligamiento se debe principalmente a la fuerte

asociacion existente entre algunos pares de locus (g > 0.2), Tabla: indices de
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asociacion pareados mas representativos (rBarD > 0.2) para los 21 marcadores
analizados.

5.4 Obtencién y andlisis descriptivo de haplotipos
En total se obtuvieron 134 haplotipos cuyas frecuencias absolutas se encontraron en el
rango de 1 a 1396 casos; siendo 1, 2y 9.75 los cuartiles 1, 2 y 3, respectivamente. Este
andlisis intercuartilico mostré que el 75% de los mismos presentaba una frecuencia
menor a 10 casos; es decir, eran haplotipos raros o Unicos (Anexo 5). Ademas, se
determiné gréfica y estadisticamente (p-value = 2.2e-16) que las frecuencias de

haplotipos no se ajustaban a una distribuciéon normal (Figura 13).

Histograma normalizado de haplotipos
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Figura 13: histograma normalizado de frecuencias haplotipicas.
Histograma de densidades del logaritmo, en base 10, de las frecuencias

haplotipicas. Se observa una linea de tendencia de densidad con cola a la

izquierda.
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De entre estos, 06 corresponden a la clase de ‘haplotipos comunes’, estando presentes
en 4820 (73.2%) casos; y 07 corresponden a la clase de ‘haplotipos menos comunes’,
estando presentes en 968 (14.7%) casos. Por lo tanto, solo los haplotipos comunes o
menos comunes en conjunto poseen una representatividad del 87.9% de muestras
analizadas. Por otro lado, se obtuvieron 62 ‘haplotipos raros’ y 59 haplotipos huérfanos

con representatividades del 11.26% y 0.9%, respectivamente (Figura 14, Anexo 5).
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Figura 14: representatividad de los haplotipos. Numero de casos presentes
por cada haplotipo (eje vertical izquierdo) comparado contra el porcentaje
acumulado (representatividad) aportado por cada haplotipo (linea acumulativa
de color naranja, eje vertical derecho). Los 134 haplotipos se encuentran

ordenados de mayor a menor frecuencia absoluta en el eje horizontal.

Del andlisis de los 13 haplotipos comunes 0 menos comunes se determind que 06
correspondian a un genotipo TB-MDR (hap-34, hap-41, hap-83, hap-101, hap-109 y
hap-115), 03 a un genotipo TB-MonoRIF (hap-51, hap-102 y hap-116) y 04 a un

genotipo TB-MonoINH (hap-123, hap-125, hap-126 y hap-134) (Tabla 10).
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Tabla 10: estructuras génicas de los haplotipos comunes y menos comunes. Se sefalan las frecuencias absolutas y
mutaciones de resistencia de los haplotipos comunes y menos comunes. Los haplotipos estan ordenados de manera
descendente en funcidon a su frecuencia absoluta. Los signos de interrogacion denotan mutaciones detectadas indirectamente.

1: presencia de banda de hibridacién, 0: ausencia de banda de hibridacion.

RIFAMPICINA ISONIACIDA
. NN —lelsl @ ol
HAPLOTIPOS F;iil;?::ala g g 2 g Variante g g g g E lgVariante E g |gVariante
2122|? SIEZZEE 2182
g 222 HEHEEHEE R
Hap-41 766 1/0|0|0| D516V olojlo|o| - |o0]|1]|0]|s315T1
Hap-109 | 680 0/0|0|1]| s531L 1/0|0|0]| c15t |1]{0|0O| -
Haplotipos |Hap-115 | 1396 0/0|0|1]| S531L olojlo|o| - |o0]|1]|0]|s315T1
comunes |pap-123 | 412 o|lo|o]o - o|lo|o|o|-15-16|1|0|0O| -
Hap-126 | 703 o|lo|o]o - 1(o0(0|0| c15t |21|0|0| -
Hap-134 | 863 o|lo|o]o - olojo|o| - |0]|1]|0]|s315T1
Hap-34 103 o|lo|o|o0]| D516? olo|lo|o| - |o]|1]|0]|s315T1
Hap-51 131 olo|o|0|514,515 olofloflo| - [1|o|o| -
Haplotipos |H2P83 81 0/0[0[0|526-529 o|lo|lo|o| - |0]|1]|0]|s315T1
menos |Hap-101 | 127 0/0|0|0|530-533 olo|lo|o| - |o]|1]|0]|s315T1
comUnes pap-102 | 116 0/0|0|0|530-533 olo|lo|o| - [|1|o|0| -
Hap-116 | 249 0/0|0|1]| s531L oloflo|lo| - [1|o|o| -
Hap-125 | 161 o|lo|o]o - 1(0(0|0| c-15t |01 |0|S315T1
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El andlisis de frecuencias de haplotipos comunes y menos comunes a lo largo de los 5
anos de andlisis determind que estadisticamente las proporciones de los haplotipos se
mantuvieron constantes a lo largo de los afos. Asi al analizar el p-value obtenido
mediante tres métodos distintos de analisis se decidid por aceptar la hipétesis nula (Ho),
la cual establece que las proporciones observadas se ajustaban a proporciones

esperadas constantes a lo largo de los distintos anos (Tabla 11).

Tabla 11: frecuencias absolutas de los haplotipos comunes y menos
comunes. Se detallan las frecuencias absolutas a través de los cinco afos de
estudio. Entre paréntesis se sefala la frecuencia relativa (porcentaje) de los
haplotipos respecto al total de casos diagnosticados por cada afo. LLR: p value
de la ‘razén de probabilidad’. Prob: p vale del ‘Test exacto multinomial’. Chisq: p

value del ‘Chi cuadrado de Pearson’.

CLASE | HAPLOTIPO ANO TEST EXACTO
2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | [LLR|Prob| Chisq

Hap-109 (175) (1121_%) (115_%) (:gﬁ) (g?g) 0.84| 0.84 | 0.88

Hap-115 (1‘;1.1) (2231.%) (35.72) (33.21) (38.71) 09510951 0.95

comi Hap-123 (5;:6) ZAZ) (1%) (%:g) (;722) 0.84|0.84 | 0.84
Hap-126 | 116 | (9.2) | (10.4) | (o) | q2.1) | |©96]096 | 096

Hap-134 (1%?3) (1121.%) (123?.16) (12;%) (123.%) 09410941 0.94

Hap-41 (5.18) (88.(;) (1118.1) (1211.%) (123?.2) 0.94)094 1 0.94

Hap-101 (0?9) (22_%) (g_‘;) (12_‘,;) (%) 0.94]0.94 | 0.94

Hap-102 (015) (033) (S.%) (13%) ‘(‘g) 0.58| 0.29 | 0.58

Hap-116 (163) (j%) (114) (g’%) (%) 093] 0.93 | 0.93

Venos Hap-125 (253) (112) ?22) (2413) (:?%) 1.00|1.00 | 1.00
Hap-34 (387) (11%) (13;) (f%) (fi) 0.66| 0.66 | 0.58

Hap-51 (373) (22%) (12.9"1) (1359) (391’) 0.96| 0.96 | 0.96

Hap-83 (029) (11‘1) (11_53) (f%) (352) 1.00|1.00 | 1.00
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776
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1811 ‘

5.5 Similaridad genética de haplotipos

Los haplotipos comunes y menos comunes claramente se separaron en dos grupos.
Esta separaciéon estuvo marcada por la presencia o ausencia de la mutacion S315T1
del gen katG. Ademas, los haplotipos monorresistentes a rifampicina se ubicaron en un
solo grupo (Figura 15, cluster inferior). Finalmente, se determin6 que los haplotipos
comunes y menos comunes no se encuentran necesariamente separados por clusteres

diferentes.

Genotipo rpoB | katG inhA Clase
Hap-115 S531L |S315T1 Comun
_:Hap—101 530-533 | $315T1
Hap-134 | MonoINH | - |s315T1 Comun
_::Hap—BS 526-529 | $315T1 Menos comuin
Hap-125 m - $315T1 Menos comun
Hap-41 D516V |S315T1 Comun
Hap-34 516 |S315T1
Hap-126 | MonolNH - - Comun
£Hap-123 MonoINH - - Comuin
Hap-109 S531L - Comun
_: Hap-116 S531L - - Menos comun
Hap-102 530-533 - - Menos comun
Hap-51 510-512 - - Menos comun

T T T T 1
20 15 1.0 05 00

Distancia

Figura 15. Fenograma de haplotipos representativos. Agrupamiento de haplotipos
resistentes comunes y menos comunes en funcion de distancias fenéticas. Se muestran
los cambios aminoacidicos para las mutaciones detectadas directamente; mientras que
para la deteccion indirecta de resistencia se detalla el intervalo de codones o posicién
nucleotidica afectada.
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5.6 Poder discriminatorio de los haplotipos
El IDHG obtenido para el uso de los haplotipos contando con el uso de los 134 subtipos
fue de 0.89. Sin embargo, el analisis por separado de cada uno de los 21 marcadores
utilizados para la construccion de cada haplotipo dio un promedio de IDHG de 0.21

(Anexo 3).

5.7 Distribucién geografica de haplotipos
El analisis de cuartiles de las frecuencias absolutas del numero de haplotipos presentes
en cada DISA/DIRESA arroj6 que los valores de Rango Intercuartilicos (RIC) varian
entre 8.5 y 38, para los haplotipos comunes, y entre 3.25 y 9.25, para los haplotipos
menos comunes; lo cual contrasta con los valores maximos de cada uno de ellos, siendo
entre 181 y 478, para los primeros, y entre 29 y 73 para los segundos. Asi mismo, se
determiné que ningun haplotipo se encuentra totalmente distribuido a lo largo de las 28
DISAS/DIRESAS, dado que todos evidenciaron valores minimos de frecuencia iguales
a cero (Anexo 6). Ademas, se observan varios valores atipicos superiores para cada
uno de los 13 haplotipos analizados (Figura 16). El analisis de frecuencia de haplotipos
comunes muestra que todas las DISAS/DIRESAS del Peru albergan al menos un
haplotipo comun. Esta distribucién se encuentra concentrada en la Costa central del
Peru, especificamente en la ciudad de Lima (este, sur, ciudad y provincias) y Callao. La
mayor carga de haplotipos comunes se concentra en La DISA ‘Lima Este’, seguida de

‘Lima Ciudad’ y ‘Callao’.
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Max 478| 246| 361| 305| 254| 181 Max 73 76 31 39 44 27 29
RIC 38 29 12 14 26 9 RIC 9 3 5 5 3 4 3
Media 50 31 27 25 24 15 Media 9 6 5 5 4 4 3

Figura 16. Distribucion de frecuencias de los haplotipos
representativos. Se observa una abundancia de valores atipicos
superiores para los haplotipos comunes y menos comunes. Q: cuartil.

RIC: rango intercuartilico.

Por otro lado, se evidencia una escasa distribucion de estos seis haplotipos a lo largo
de las demas regiones del Peru con excepcién de los haplotipos 115 y 134. El haplotipo
115, se encuentra ampliamente distribuido en toda la zona central, con excepcién de la
DIRESA ‘Pasco’; mientras que el haplotipo 134 se encuentra fuertemente distribuido en
las DISAS de Lima, ‘Callo’ y La Libertad. En general existe una mayor carga de haplotipo

comunes en la zona Centro y Norte a comparacién del Sur (Figura 17, Tabla S5).
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Figura 17: distribuciéon de haplotipos mas representativos a nivel nacional. Mapa de calor de la distribucidon de frecuencias
absolutas de los haplotipos comunes (A) y menos comunes (B), a través de las 28 DISAS/DIRESAS de todo el pais. Cada mapa de

calor esta separado en funcion de la distancia genética evidenciada mediante el dendograma.
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Por otro lado, el analisis de AMOVA determin6 que no existe una estructuracion
genética ya que el mayor grado de variacion se encuentra dentro de las poblaciones
(97.79 - 98.15 %) y no entre grupos. Ademas, el indice Fsr de los tres casos varia entre

0.019 — 0.022, es decir no existe una significante diferenciacién entre los grupos (Tabla

12).

Tabla 12. Resultados del AMOVA. Se detalla la varianza molecular para las tres

estructuras propuestas por conveniencia. g.: grados de libertad. Sig:
significancia. Fst: indice de fijacion.
Fuente de Suma de |Porcentaje .
Estructura variacion 91 | cuadrados | variacion | ST | Si9
— Costa Entre grupos 2 46.57 0.7%
— Sierra Dentro de grupos | 25 176.22 1.4%  19.02110.000
— Selva Dentro de o
poblaciones 6561 | 12291.69 97.9%
— Norte Entre grupos 2 43.34 0.8%
- Centro Dentro de grupos | 25 179.45 1.4%  19.02210.000
- Sur Dentro de o
poblaciones 6561 | 12291.69 97.8%
— Lima Entre grupos 1 39.09 0.4%
— Resto del |Dentro de grupos | 26 183.70 1.5% 0.01910.000
Peru Dentro de 6561| 12291.69 | 98.2%
poblaciones

Finalmente, el analisis discriminante de componentes principales determind que solo
utilizando los primeros 5 componentes principales se logré captar el 91.7% de la
variabilidad de los marcadores, y se observa que, a nivel de todo el Peru, no existe una

clara diferenciacion genética entre los marcadores utilizados (Figura 18).
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Figura 18: andlisis discriminante de componentes principales.

Representacién cartesiana de los dos mayores componentes principales

obtenidos a partir del analisis de los 21 marcadores.

Respecto a la distribucién de haplotipos comunes en los distritos pertenecientes a las
provincias de Lima y Callao se observd que dichos haplotipos estan presentes en casi
todos los distritos (Figura 19, Anexo 7); sin embargo, la mayor prevalencia de haplotipos
fue evidenciado en los distritos de Lima cercado, San Juan de Lurigancho, El Agustino
y Ate. Los cuales en su mayoria pertenecen a la zona este de Lima. Asi mismo, se
observd que los haplotipos MDR (Hap-115, Hap-41 y Hap-109) afectaron en mayor
proporcion al distrito de Lima cercado, mientras que los haplotipos monorresistentes a
isoniacida (Hap-134, Hap-126 y Hap-123), ademas de estar presentes en el distrito de

Lima Cercado, también mostraron una gran proporcién en el distrito de San Juan de
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Lurigancho. Los haplotipos comunes MDR que estan conformados por la mutacién rpoB
S531L (Hap-115 y Hap-109) presentaron una mayor representatividad en los distritos
de la zona sur de Lima en comparacion del haplotipo con la mutacién rpoB D516V (Hap-
41). Asi mismo, este ultimo haplotipo tuvo una alta representatividad en el distrito de El
Agustino a comparacién de los otros dos haplotipos MDR (Figura 19). Por otro lado, la
distribucion de los tres haplotipos monorresistentes a isoniacida evidencié que la
mutacion individual katG S315T (Hap-134) abarca casi todos los distritos de Lima y
Callao; mientras que los haplotipos con mutaciones en la regién promotora del gen inhA
(Hap-126 y Hap-123) no se encuentran distribuido en una gran parte de la zona sur de
Lima. Se observd también que el distrito de El Agustino tuvo una mayor proporcién de
haplotipos con mutaciones en el gen inhA. De manera similar, la distribucién de los
haplotipos menos comunes evidencié una fuerte prevalencia de estos en los distritos
limitrofes previamente mencionados. Sin embargo, tampoco presentaron una alta

representatividad en los distritos de la parte sur de Lima (Anexo 7).
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Figura 19: Distribucion de haplotipos comunes en Lima y Callao. Se representa la
distribucion absoluta de casos (intensidad de fondo rojo) a nivel de distritos de Lima 'y

Callao. Los distritos con ningun caso son representados en fondo blanco.

5.8 Analisis de diversidad alfa y beta

5.8.1 Diversidad alfa
Los analisis fueron obtenidos utilizando los 134 haplotipos generados previamente
y se determind que la zona central del Peru cuenta con una gran riqueza haplotipica

(S), seguida de la zona norte y, por ultimo, la zona sur. Sin embargo, se evidencia
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que en el centro las regiones de Pasco y Huancavelica presentan una baja riqueza
con valores de 1 y 7, respectivamente. En la zona norte, son los lugares de
Cajamarca, Amazona y Tumbes, los cuales evidencian una baja riqueza con valores
de solo 5, 3y 12, respectivamente. Finalmente, en la zona Sur la mayor parte de

lugares presenta una baja riqueza haplotipica (Tabla 13).

Por otro lado, el analisis de dominancia de haplotipos (D) evidencio que las regiones
de Pasco y Puno muestran una dominancia completa (D=1), mientras que el resto
muestra bajos valores de dominancia (0.1 <D < 0.33). De manera contraria, el indice
de diversidad de Simpson (1-D) muestran a estas regiones con una mayor
diversidad haplotipica a comparacion de Pasco y Puno. El analisis de equitabilidad
(heterogeneidad) fue realizado mediante el indice de Shannon-Wiener (H)
evidenciando que en general, las regiones presentaron un indice de Shannon entre
1y 3, excepto Pasco y Puno los cuales tuvieron valores de cero cada uno. De este
modo, se determind que 22 localidades presentaron una alta biodiversidad, 04
presentaron una biodiversidad intermedia y solo 02 tuvieron una baja biodiversidad

(Figura 20, Tabla 13).
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Tabla 13: indices de diversidad haplotipica segun lugar de procedencia.

Los colores evidencian los valores de menor a mayor escala obtenidos, por

cada indice. N: Numero de muestras (abundancia), S: numero de haplotipos

(riqueza haplotipica), D: dominancia, ‘1-D’: indice de diversidad de Simpson, H:

indice de Shannon.

GRADO DE
PROCEDENCIA N D 1-D H | B ODIVERSIDAD
PIURA 67 21 2.6 ALTA
LAMBAYEQUE 175 29 ALTA
LA LIBERTAD 247 29 0.16 0.84 2.33 ALTA
CAJAMARCA 0.28 0.72 1.43| INTERMEDIA
Norte AMAZONAS 0.33 0.67 1.1| INTERMEDIA
TUMBES 33 12 0.2 0.8 2.03 ALTA
SAN MARTIN 70 19 0.89 2.53 ALTA
LORETO 115 21 0.12 0.88 2.45 ALTA
CALLAO 389 28 0.14 0.86 2.3 ALTA
LIMA PROVINCIAS | 246 31 0.89 2.58 ALTA
LIMA CIUDAD 1222 65 0.89 ALTA
LIMA ESTE 0.89 ALTA
LIMA SUR 315 37 0.89 ALTA
Centro ICA 235 28 0.13 0.87 2.44 ALTA
ANCASH 220 27 0.12 0.88 2.57 ALTA
HUANUCO 99 18 0.13 0.87 2.38 ALTA
PASCO BAJA
HUANCAVELICA 7 0.16 0.84 1.89 ALTA
JUNIN 147 22 2.59 ALTA
UCAYALI 269 24 0.25 0.75 2.06 ALTA
MOQUEGUA 0.28 0.72 1.33| INTERMEDIA
TACNA 86 16 0.15 0.85 2.18 ALTA
AYACUCHO 9 0.15 0.85 2.04 ALTA
APURIMAC 0.33 0.67 1.1| INTERMEDIA
Sur AREQUIPA 62 13 0.12 0.88 2.28 ALTA
cusco 12 0.89 2.33 ALTA
PUNO BAJA
MADRE DE DIOS 109 20 0.17 0.83 2.2 ALTA
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Figura 20: representacion grafica de indices de Biodiversidad haplotipica. S:

riqueza haplotipica, ‘1-D’: indice de diversidad de Simpson, H: indice de Shannon.

5.8.2 Diversidad beta
El analisis de diversidad beta entre las DISAS de Lima y callao evidenciaron que en
general, todas las Disa presentan una gran diferenciacion haplotipica entre ellas. La
mayor diferenciacion (60%) ocurrio entre las Disa de Callao y Lima este. Siendo que
esta diferencia es principalmente debida al efecto de riqueza de haplotipos (60%) a
comparacion del reemplazo de especies (7%). Por otro lado, la menor diferenciacion
genética (36%) ocurrio entre Callao y Lima Provincias, siendo influenciada
principalmente por el reemplazo de especies (30%) a comparacion de la riqueza

(6%) de haplotipos.
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En general, la diversidad beta fue principalmente influenciada por la riqueza de
haplotipos entre las comparaciones de Lima Ciudad-Callao, Lima Ciudad-Lima
Provincias, Lima Este-Callao y Lima Este-Lima Provincias. Mientras que en el resto
de las comparaciones fue predominante el componente de reemplazo de haplotipos,
con excepciéon de la comparacion entre Lima Sur-Lima Este, en el cual ambos
componentes fueron relativamente similares (24% y 39% para el reemplazo y

riqueza de haplotipos, respectivamente) (Figura 21).

Componente "Reemplazo de haplotipos"
Lima Lima Lima
Provincias | Ciudad Este

Callao

Lima Provincias [e{057]
Lima Ciudad 19% |

IR GO 41%

35% 41% 32%

Indice de Diversidad de Jaccard Lima Este

Lima Lima Lima
Provincias | Ciudad Este

Lima Provincias - =

Lima Ciudad 63% 57%

Lima Sur

Callao

Lima Este | 67% | 63% 51% Componente "Riqueza de haplotipos
Lima Sur 49% 49% 58% 62% Callao Lima Lima Lima
Provincias | Ciudad Este

Lima Provincias
Lima Ciudad 44% /

Lima Este 60%

Lima Sur

Figura 21: componentes de la diversidad beta en Lima y Callao. Cuadro comparativo
del grado de diferenciacion de la biodiversidad en las DISAS de lima y callao. Se detalla
el grado de influencia de los componentes ‘Reemplazo de haplotipos’ y ‘Riqueza de

haplotipos’ para cada una de las comparaciones pareadas.

5.9 Asociacién de Haplotipos

5.9.1 Haplotipos y Sexo del paciente
El analisis de asociacion de haplotipos con el sexo del paciente de quien se obtuvo

la muestra original dio como resultado una asociacion positiva del haplotipo comun
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5.9.2

5.9.2.1

109 con muestras aisladas de pacientes con sexo masculino; sin embargo, se
evidencid una confianza minima de asociacion. Ningun haplotipo resulté asociado

con aislamientos de pacientes con sexo femenino (Tabla 14).

Haplotipos y Fenotipos resistentes

Haplotipos y sensibilidad

Se obtuvieron 5 asociaciones confiables: ‘Hap-23’, ‘Hap-51’, ‘Hap-63’, ‘Hap-84’ y
‘Hap-102’. Dos (40%) haplotipos correspondieron a la clase menos comun,
mientras que el resto a la clase rara. Todos los haplotipos presentaron mutaciones
unicamente en el gen rpoB y evidenciaron discordancia categdrica con la
resistencia fenotipica a rifampicina. Ningun haplotipo evidencié la presencia de
banda MUT alguna, pero si la ausencia de las bandas: WT2 (Hap-23), WT3 (Hap-
51), WT4 (Hap-63), WT7 (Hap-84) y WT8 (Hap-102) (Tabla 14). El analisis Post
hoc de los resultados discordantes determind que estas mutaciones discordantes
estuvieron presentes en 231 muestras. Asi mismo, se determiné que la ausencia
individual de los marcadores rpoB WT2, WT3 y WT4, en conjunto, presentan un
promedio de 72.5% de discordancia; mientras que la de los marcadores WT3-4,
WT7 y WT8 presentan un promedio de 29.8%. Estos resultados indican que los
tres primeros marcadores estan mas asociados con resultados fenotipicos
sensibles, por el Método de Proporciones Agar 7H10, mientras que los tres ultimos

estan mas asociados con resultados fenotipicos resistentes (Figura 22).
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Figura 22: analisis de resultados discordantes para la resistencia a

rifampicina. S: sensibilidad fenotipica a RIF, R: resistencia fenotipica a RIF.

Disc: discordancia.

5.9.2.2 Haplotipos y monorresistencia a Isoniacida

Se obtuvieron 6 asociaciones confiables: ‘Hap.21’, ‘Hap.123’, ‘Hap.125’, ‘Hap.126’,
‘Hap.132’ y ‘Hap.134’. De los cuales, tres (50%) haplotipos fueron de la clase
comun, uno (16.7%) menos comun y dos (33.3%) raros. En dos haplotipos se
observé que la resistencia fenotipica a isoniacida estuvo causada por mutaciones
unicamente en el gen katG, mientras que en tres haplotipos estuvo causada por
mutaciones en el gen inhA; solo un haplotipo presenté mutaciones simultaneas en

estos dos genes. En general, las asociaciones tuvieron una alta confiabilidad con
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5.9.2.3

5924

excepcion del Haplotipo 21, el cual presentd una confiabilidad intermedia; del
mismo modo, este haplotipo fue el Unico que evidencié un patron discordante
debido a la presencia indirecta de una mutacion en el gen rpoB, especificamente

en los codones 510-512 (Tabla 14).

Haplotipos y monorresistencia a Rifampicina

Se obtuvieron 8 asociaciones confiables: ‘Hap.35’, ‘Hap.42’, ‘Hap.51’, ‘Hap.84’,
‘Hap.88’, ‘Hap.93’, ‘Hap.102’ y ‘Hap.116’. Todos los haplotipos presentaron
mutaciones unicamente en el gen rpoB. No se asocio ningun haplotipo de clase
comun. Tres (37.5%) haplotipos fueron de la clase menos comun y cinco (62.5%)
raros. Cuatro (50%) haplotipos presentaron mutaciones detectadas directamente
mediante el GenoType MTBDRplus v2.0, mientras que el resto presentd
mutaciones detectadas indirectamente. Respecto a las mutaciones de deteccion
directa se observd un haplotipo con cada una de las cuatro mutaciones. Las
asociaciones tuvieron alta (62.5%) e intermedia (37.5%) confiabilidad. No se

evidenciaron asociaciones con confiablidad minima (Tabla 14).

Haplotipos y multidrogorresistencia

Se obtuvieron 8 asociaciones confiables: ‘Hap.35’, ‘Hap.42’, ‘Hap.51’, ‘Hap.84’,
‘Hap.88’, ‘Hap.93’, ‘Hap.102’ y ‘Hap.116’. Se observaron tres (25%) haplotipos de
clase comun, dos (16.7%) de clase menos comun y siete (58.3%) de clase rara.
Ocho haplotipos presentaron las mutaciones de deteccién directa, siendo la S531L
la mas frecuente presente en tres haplotipos, seguido de D516V y H526Y con dos
haplotipos cada uno y H526D con un haplotipo. Respecto a la resistencia a
isoniacida, siete (58.3%) haplotipos presentaron Unicamente la mutacion de

deteccion directa S315T1 del gen katG, tres (25%) haplotipos presentaron
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59.2.5

5.9.3

unicamente mutaciones en la region promotora del gen inhA (dos con la mutacién
c-15t y uno con mutacién de deteccién indirecta) y dos (16.7%) haplotipos con las
mutaciones simultaneas “c-15t y S315T1” de los genes inhA y katG
respectivamente. Las asociaciones tuvieron alta (75%), intermedia (16.7%) y

minima (8.3%) confiabilidad (Tabla 14).

Haplotipos y extensa drogorresistencia

Se obtuvieron tres resultados de asociacién confiables: ‘Hap.41’, ‘Hap.80' y
‘Hap106’, de los cuales el primero es un haplotipo de clase comun y el resto de
clase rara. Los tres haplotipos presentan marcadores de resistencia para
rifampicina e isoniacida simultaneamente. Respecto a la resistencia a rifampicina,
dos haplotipos presentaron mutaciones de deteccion directa en el gen rpoB
(D516V y S531L). Respecto a la resistencia a isoniacida, los tres haplotipos
presentaron la mutacion S315T1 en el gen katG y solo en dos haplotipos dichas
mutaciones estuvieron acompanadas de mutaciones en el gen inhA. Los dos
haplotipos raros evidenciaron una alta confiabilidad mientras que el comun obtuvo

una minima confiabilidad (Tabla 14).

Haplotipos y Estado de Tratamiento

Se obtuvieron 6 asociaciones confiables, las cuales estan divididas en grupos de
tres respecto a la condicion de ‘Antes Tratado’ y ‘Nunca Tratado’. Asi, para el primero
se asociaron los haplotipos: ‘Hap.109’, ‘Hap.115’ y ‘Hap.116’; para el segundo se
asociaron los haplotipos: ‘Hap.123’, ‘Hap.126’ y ‘Hap.134’. Todos estos haplotipos
fueron de clase comun, a excepcion del haplotipo 116 el cual fue de clase menos
comun. Respecto a los haplotipos asociados con la condicién ‘Antes Tratado’, todos

los haplotipos presentaron la mutaciéon S531L en el gen rpoB, y un haplotipo
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presentd la mutacion c-15t en el gen inhA, mientras que otro presentd la mutacion
S315T1 en el gen katG. De este modo, resultaron asociados dos haplotipos
correspondientes a genotipos multidrogorresistentes y un haplotipo correspondiente
a genotipo monorresistente a rifampicina. Respecto a los haplotipos asociados con
la condicién ‘Nunca Tratado’, todos los haplotipos correspondieron a genotipos
monorresistentes a isoniacida. De entre los cuales un haplotipo solo presenté la
mutacion S315T1 y los dos restantes presentaron variantes en el gen inhA (uno con
la mutacién c-15t y el otro con resistencia de deteccion indirecta en el mismo gen).
Los seis haplotipos, a pesar de ser de la clase comun en su mayoria, tuvieron un

grado de confiabilidad minima (Tabla 14).
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Tabla 14: haplotipos con resultados de asociacion positiva. La confianza de asociacion

de los resultados es denotada usando el sistema de colores. Asi se denotan tres grados de

confianza: alta (circulos con relleno verde), intermedia (relleno amarillo) y minima (relleno

rojo).
rpoB inhA katG
. . . <|oo <|0
Variable |Haplotipo|Confianza g g g variante |2[2 E E @ g Variante E E E Variante Clase
SEE HENHEE 5|5
Hap.23 (] 0|o|o|o| 510-512|1f1]|0f0]Of0]| - i|ojo| - Raro
Hap.51 (] o|o|o|o| 514,515|1|1|0]|0|0f0| - 1[o[o] - |MenosComin
Sensible [Hap.63 (] olofojo] » [1|1]o|o]ofo] - i|ojo| - Raro
Hap.84 @ 0|o|o|o|526-529|1[1]|0[0]0f0]| - i|ojo| - Raro
Hap.102 (] 0|o|o|o|530-533|1|1]|0f0]0f0]| - 1(ojo| - |MenosComin
Hap.35 @ o|o|o|o| Ds16? |[1f1]|0[0]Of0]| - i|ojo| - Raro
Hap.42 @ 1{ojofo| psiev |1|1|0|0]0f0]| - i[ojo| - Raro
Hap.51 @] o|o|o|o]| 514,515]|1|1|0|0|0]|0 - 1/0|0 - Menos comtin
Hap.84 Q o|o|o|o|526-529|1|1]|0]|0|0f0| - 1|ofo| - Raro
MonoRIF —
Hap.88 @ 0|o|1|o| H526D [1[1]|0[0]0f0]| - i|ojo| - Raro
Hap.93 @ o|1|o|o| Hs2eY |[1[1]|0[0]0f0]| - i|ojo| - Raro
Hap.102 @] 0|o|o|o0]|530-533|1|1|0|0|0]|0 - 1/0|0 - Menos comtin
Hap.116 @ 0|0]|0|1| S531L [1]1]|0]|0]|0|0O - 1{0f0 - Menos comun
Hap.21 (@] o|o|o|o|510-512]0(1|1|0|0|0| c-15t |1f0fO - Raro
Hap.123 (] o|ofo|o| - o|1|o|ofo|o| -15,-16 |1|0|0O| - Comtin
MonoINH Hap.125 . 0|0(0f0 - 0/1/1|0|0]|0| c-15t |0|1|0| S315T1 | Menos Comun
Hap.126 @ o|ofo|o| - o|1|1]ofo]|0| c-15t |1|0|O| - Comdin
Hap.132 [] ololofo] - [il1][o]olofo] - [ofoJo] 315 | Raro |
Hap.134 (] olo|ofo| - 1|1|ojo|ofo| - 0|1]|0| s3151T1 Comiin
Hap.13 (] o|o|ofo| a513? |1[1]|0]|0|0f0| - 0|1|0]| s31511 Raro
Hap.34 [ ] o|o|o|o| Ds16? |[1f1]|0f0]Of0| - 0|1[0| $315T1 | Menos Comiin
Hap.36 @ 1{o]|o|o| ps16v |0|1[1]0]|0|0| c-15t |0]1[0]| S315T1 Raro
Hap.41 @ 1{o|ofo| ps1ev |1|1|0|0]0f0]| - 0|1[0]| s3151m1 Comdin
Hap.80 (] 0|o|o|o| 526-529 [0f1]|1|[0|of0]| c-15t |0|1]|0| S315T1 Raro
MDR Hap.87 (] 0|o[1|o| H526D |[1|1]|0[0]0f0]| - 0|1|o0| s31511 Raro
Hap.90 @ 0|1|o|o| Hs26y |[0f1]|1|0|0[0]| c-15t |1|0]|O| - Raro
Hap.92 @ 0|1|o|o| Hs26Y |[1[1]|0[0]0f0]| - 0|1[0]| s3151m1 Raro
Hap.101 0|o|o|o| 530-533|1|1]|0f0]0f0]| - 0|1[0| $315T1 | Menos Comiin
Hap.107 o|olo|1| ss31L |[of1]|ofo]ofo] -15-16 |1|0]|0| - Raro
Hap.109 o|ofof1]| ss31L |of1]|1|{o|of0]| c-15t |1|0]|O| -
Hap.115 o|ofof1]| ss31L |[1f1]|of0]of0]| - 0|1[0]| s31511
Hap.41 1|ofo]jo| ps16v |1|1|0fofojo| - 0|1]|0| s31511
XDR  |Hap.80 0|o|o|0| 526-529 [0f1]|1|[0|0f0]| c-15t |0|1]|0| S315T1
Hap.106 o|ofo|1| ss31L |[of1]|ofo]ofo] -15,-16 |0|1]|0| S315T1
Sexo Masc. |Hap.109 o|olof1]| ss31L |of1]|1|o|ofo]| c-15t |1|0]|0| -
Antes Hap.109 o|ofo|1| ss31L |of1]|1|o|ofo]| c-15t |1|0]|O| -
Tratado Hap.115 o|ofof1]| ss31L |[1f1]|of0]of0]| - 0|1|o0| s31511
Hap.116 o|o|of1]| s531L [1[1]|o0]|0|0f0| - 1(0]lo|] - |MenosComin
Nunca Hap.123 olofo|o| - o|1|o|ofo|o| -15,-16 |1|0|0O| -
Tratado Hap.126 o|ofo|o| - o|1|1]|ofo]|0| c15t |1|0|O| -
Hap.134 olojo[o| - 1{1]|olo]ofo]| - 0|1[0]| s3151m1
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6 DISCUSION

La tuberculosis en el Peru constituye un problema de salud publica con un alto componente
social, econdmico y politico. Ante esto, el pais ha fortalecido las intervenciones para
enfrentar esta enfermedad orientadas a la disminucion progresiva y sostenida de los casos
de tuberculosis sensible y drogorresistente mediante el diagnéstico adecuado y tratamiento
oportuno. De esta manera, se busca interrumpir la cadena de transmisién en la comunidad,
a través de la captacion oportuna y el seguimiento de casos y contactos de personas
afectadas por la tuberculosis. Una de estas medidas ha comprendido la inclusion del
diagnéstico molecular de la tuberculosis y deteccidn de resistencia frente a las drogas
rifampicina e isoniacida usando el ESL GenoType MTBDRplus v2.0 (Asencios et al. 2012;

Obregon et al. 2018; Puyén et al. 2016).

El analisis de los haplotipos comunes y menos comunes obtenidos permitié determinar la
existencia de una alta carga de MDR (10%) entre las cepas de MTB circulantes a nivel
nacional. Este resultado es concordante con el reporte global de la tuberculosis del afio
2019 en donde se incluye al Peru como uno de los 30 paises a nivel mundial con mayor
carga de TB-MDR (World Health Organization 2019). Sin embargo, solamente la deteccién
de tres haplotipos comunes con monorresistencia a isoniacida, que representan el 30% del
total de casos con tuberculosis resistentes analizados, evidencia la alta incidencia de este
tipo de tuberculosis en el pais. En el 2018 se estima que, a nivel mundial, la TB
monorresistente a isoniacida en promedio afect6 al 7.2% (95% IC: 6.2—8.2%) de casos
nuevos y al 11.6% (95% CI: 9.9-13.3%) de casos antes tratados, comportamiento que se
ha venido manteniendo desde afos anteriores (World Health Organization 2017; 2018;
2019). El porcentaje nacional de TB monorresistente a INH (6%) establece que el Peru no
es ajeno a esta realidad mundial. Esta mayor proporcion de casos monorresistentes a INH,
a comparacion de los casos monorresistentes a RIF, ha sido observado desde la década
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pasada y continua extendiéndose hasta la actualidad en el Peru y el mundo (Alarcén et al.

2017; Dean et al. 2020; Jenkins, Zignol y Cohen 2011).

En el Peru, el uso del ESL GenoType MTBDRplus v2.0 permite detectar la monorresistencia
a isoniacida adecuadamente. Sin embargo, a nivel global la resistencia a la rifampicina
siempre ha sido priorizada, y las tecnologias han sido dirigidas a dicho objetivo (WHO 2013)
Sin embargo, las no deteccion de resistencia a isoniacida, provocaria que los pacientes
sensibles a la rifampicina con un estado de isoniacida desconocido pueden ser tratados
erroneamente como tuberculosis sensible a los medicamentos. Por lo tanto, en el Peru los
algoritmos de diagndstico no deben desestimar los examenes de resistencia a isoniacida,
ya que el mal diagnéstico de esta resistencia ha sido asociada con malos resultados en el
tratamiento o recaidas y el desarrollo de resistencia a los medicamentos adicionales, tales
como la MDR, durante el tratamiento (Baez-Saldana et al. 2016; Pecho-Silva, Navarro-

Solsol y Chiappe-Gonzalez 2019; Stagg et al. 2017).

Caso aparte, la monorresistencia a RIF es rara a nivel mundial y también esta asociada a
malos resultados en el tratamiento ademas de evolucionar facilmente a casos MDR y XDR
(Mvelase et al. 2019). Los resultados determinan que nuestro pais exhibe una muy baja
incidencia (1.8%) del total de caso de TB, la cual también estd de acuerdo con las
incidencias globales (World Health Organization 2019). Asi mismo, nuestras estadisticas
revelan que 8.5 de cada 10 casos con resistencia a rifampicina seran casos MDR. Sin
embargo, dado que en nuestro pais se tiene incorporado en los programas nacionales de
diagndstico de la resistencia las metodologias moleculares GenoType MTBDRplus y Gene
XPERT MTB/RIF, se asegura una correcta detecciéon tanto de la TB monorresistente a

rifampicina, asi como a la TB-MDR.
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El andlisis de ligamiento génico y el andlisis de las frecuencias de mutaciones detectadas
por el ESL evidencian la gran estabilidad genética de las especies pertenecientes al
complejo Mycobacterium tuberculosis (Dos Vultos et al. 2008), y el caracter clonal de las
infecciones de MTB (Pérez-Lago etal. 2017). Asi mismo, la inexistencia de una
estructuracion geografica de los marcadores de resistencia establece que en el Peru
continuan prevaleciendo los marcadores genéticos asociados a resistencia de RIF e INH
de mayor incidencia en América y el resto del mundo (rpoB D516V, rpoB S531L, katG
S315T, inhA c-15t), las cuales son detectadas de manera directa mediante el ESL
GenoType MTBDRplus v2.0 (Asencios et al. 2012; Dantas et al. 2017; Javed et al. 2018;
Lanzas et al. 2016; Liu et al. 2017; Nikolayevskyy et al. 2009). La elevada prevalencia de
estas mutaciones puede estar asociada con el hecho de que especificamente estas
alteraciones del genoma de MTB no tienen un costo, o presentan un muy bajo costo, en el
fitness biolégico de las cepas. Asi mismo, se ha evidenciado la existencia de mutaciones
compensatorias en otras regiones génicas, tales como el en rpoC, que estan asociadas con
estas mutaciones prevalentes, ayudando a la diseminaciéon de estas cepas resistentes,
incluso con mayor éxito a comparacion de las cepas sensibles (Munir et al. 2019; Spies
et al. 2013). Sin embargo, existe una moderada cantidad de cepas resistentes que no
presentan estas mutaciones, sino que Unicamente son determinadas por la ausencia de la
banda salvaje. Respecto el caso del gen rpoB, solamente los genotipos y haplotipos
conteniendo ausencia de sondas salvaje tales como: WT2, WT3, WT2-WT3, WT3-WT4,
WT7 y WT8 comprenden poco mas del 20% del total de cepas resistentes a RIF. Esta
determinacion indirecta de la resistencia revela la gran diversidad de mutaciones ocurriendo
solamente en la RDRR del gen rpoB. Muchas de estas mutaciones han sido evaluadas en
estudios previos y han sido determinadas como ocurrencia de inserciones, deleciones y
variantes de nucledtido simple, tales como: D516A, D516T, N518del, L533P y S450W
(Arandjelovi¢ et al. 2019; San et al. 2018; Vigo et al. 2019). Respecto al gen katG, se
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observa que solo el 0.5% del total de casos resistentes a isoniacida presenta una
determinacion indirecta de la resistencia. Este comportamiento puede deberse a las
distintas variaciones naturales del coddén 315 reportadas en estudios previos: S315I,
S315N, S315G y S315R (San et al. 2018; Unissa et al. 2017; Vigo et al. 2019). Distinto es
el caso para el analisis de la region promotora del gen inhA, donde la determinacién
indirecta de la resistencia comprende al menos un considerable 8% del total de cepas
resistentes a INH (especificamente ausencia del WT1). De acuerdo a la literatura cientifica,
el cambio nucleotidico mas probable, localizada en esta region génica, seria la mutacion g-

17t (Vigo et al. 2019; Walker et al. 2015).

El uso de haplotipos, a comparacién de los SNPs, se presenta como una mejor herramienta
para el analisis de las asociaciones entre los distintos componentes genéticos y las
caracteristicas fenotipicas producidas. Permite evaluar la interaccion en ‘cis’ de los distintos
marcadores genéticos (Liu, Zhang y Zhao 2008; Morris y Kaplan 2002), y mediante la
inclusion tanto de SNPs comunes como raros se logra obtener una mejor compresion de
las variabilidad genética presente en los organismos (Sykes et al. 2011). El gran nimero de
haplotipos obtenidos (n=134) evidencia una alta variabilidad de los marcadores genéticos
en las muestras de MTB circulantes en el territorio nacional. La concatenacién de los loci
variables para formar ‘haplotipos resistentes’ permitié obtener un método con un alto poder
discriminatorio (IDHG=0.89) para los genes de resistencia asociados a rifampicina e
isoniacida. De acuerdo con diferentes estudios previos en MTB, valores del IDHG mayores
a 0.6 caracterizan a los sistemas de discriminacion con un alto poder resolutivo (Sola et al.
2003), y para la obtencién de una mayor confiabilidad en el poder discriminatorio se dispone
que al menos sean de 0.9 (Mokrousov 2017). Ante esto, el uso de los haplotipos de
resistencia obtenidos permite una buena tipificacion de la variabilidad genética de MTB a
nivel de los genes rpoB, inhA y katG. La representatividad del 87.9% obtenida por solo 13
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haplotipos (comunes y menos comunes), asi como el analisis de genes individuales,
muestran el predominio de un reducido niumero de mutaciones como causantes de la
resistencia a rifampicina e isoniacida en el Peru. Por otro lado, la clara diferenciacion del
fenograma en dos grupos guiados por la presencia de la mutacién katG S315T, asi como la
elevada prevalencia de ésta en los haplotipos TB-MDR comunes o menos comunes,

corrobora que esta mutacion es un fuerte predictor de la TB-MDR (Manson et al. 2017).

El analisis de haplotipos través de los departamentos muestra que no existe una
estructuracion significativa de los marcadores de resistencia a nivel regional o
departamental. Sin embargo, se determina que las provincias de Lima y Callao contindan
conteniendo la mayoria de los casos de TB-DR a nivel nacional (DGE-MINSA 2016; 2019).
En especial el distrito de Lima cercado y aquellos pertenecientes a la zona este. Distritos
que a través de los anos han sido asociados con el hacinamiento y pobreza en la capital
del pais, los cuales son factores de conocida asociacién con el desarrollo de la TB y sus
diversas formas drogorresistentes (WHO 2005). Sin embargo, el andlisis de diversidad beta
demuestra que en las provincias de Lima y callao no existe una homogeneidad compartida
de haplotipos entre las distintas direcciones de salud, lo cual evidencia una ligera
estructuracion local de haplotipos. Esto también se corrobora, por ejemplo, con la
prevalencia de haplotipos TB-MDR en el distrito de cercado de Lima, y con la fuerte
presencia de haplotipos monorresistentes a isoniacida hacia el distrito de san juan de

Lurigancho.

Finalmente, el analisis de asociacion entre todos los haplotipos y los resultados de la prueba
gold estandar evidencian una alta concordancia entre las mutaciones encontradas y los
respectivos fenotipos de resistencia. Sin embargo, se observan ciertas asociaciones entre
mutaciones del gen rpoB y el fenotipo sensible a rifampicina, las cuales se encuentran
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representadas por la Unica ausencia de las sondas salvajes WT2 (Hap-21y 23), WT3 (Hap-
51), WT4 (Hap-63), WT7 (Hap-84) y WT8 (Hap-102). Estos haplotipos también muestran
distintos grados de asociacién con fenotipos resistentes, lo cual evidencia que, en un
porcentaje minoritario, existen mutaciones que no necesariamente confieren resistencia a
rifampicina. Fuerte evidencia cientifica sefiala la existencia de mutaciones controversiales
en estas regiones geénicas, tales como los cambios no sinonimos L511P (WT2), D516Y/G
(WT3, WT4), H526N/L/C/S (WT7), S531C (WT8) y L533P (WT8), las cuales dan como
resultado fenotipos sensibles en medios de cultivo sélido (7H10, Lowenstein-Jdensen) y/o
liquido (MGIT) (Al-Mutairi et al. 2019; Jamieson et al. 2014; Miotto et al. 2018; Rigouts et al.
2013; Van Deun et al. 2013). Este tipo de mutaciones causan bajos niveles de resistencia
(concentraciones criticas menores a las dispuestas por la OMS) a rifampicina, por lo que
han sido asociadas con pobres resultados en el tratamiento, asi como un retraso en el
crecimiento en los medios de cultivo (Miotto et al. 2018; Torrea et al. 2019). Ante esto, se
vienen realizando mas estudios sobre el efecto de las distintas mutaciones detectadas en
los genes de resistencia y determinando la asociacion de estas con resistencia a bajas,
intermedias o altas concentraciones. Llegandose a determinar la importancia de deteccion
de éstas mediante distintas pruebas moleculares (GenoType MTBDR, Xpert MTB/RIF,
Secuenciamiento de ADN, etc.) por encima de las pruebas fenotipicas, las cuales en
general toman como punto de corte una sola concentracion critica (Chiang, Fan y Jou 2018;

Miotto et al. 2018; Walker et al. 2015).

7 CONCLUSIONES
El analisis de haplotipos y mutaciones obtenidos por el ESL GenoType MTBDRplus v2.0
permite determinar las frecuencias de la TB-MDR, y TB monorresistentes a rifampicina e

isoniacida circulantes en el territorio peruano. El Peru posee una importante carga de
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tuberculosis monorresistente a isoniacida por lo que los algoritmos de diagndéstico a nivel
nacional deben continuar incluyendo las pruebas que incorporen el analisis de la resistencia
a este farmaco a fin de obtener un diagnéstico preciso. Asi mismo, el uso de haplotipos
resistentes permite conocer la estructura genética de las mutaciones que determinan la
resistencia a isoniacida y rifampicina en las cepas peruanas de Mycobacterium tuberculosis.
Las cepas de MTB drogorresistentes circulando en el territorio peruano contienen
principalmente los marcadores genéticos de resistencia de mayor incidencia en América y
el resto del mundo. Asi mismo, se evidencia la potencial existencia de mutaciones
controversiales que pueden afectar el correcto diagndstico de los pacientes con
tuberculosis. A través de los afios las cepas drogorresistentes se encuentran circulando en
todo el territorio nacional con una clara concentracion en la capital del Peru; la cual, a su

vez, alberga la mayor diversidad haplotipica.

Finalmente, este estudio sienta las bases para estudios posteriores de caracterizacion
nucleotidica de los haplotipos que incorporan mutaciones detectadas indirectamente, y la
evaluacion respectiva de los efectos estructurales, funcionales y de crecimiento bacteriano

causadas en las cepas peruanas de Mycobacterium tuberculosis.
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9 ANEXOS

9.1 Anexo 1: distribucion de casos por departamentos, periodo 2011-2015.
Distribucion de las frecuencias absolutas de todos los casos estudiados en funcion al

lugar de procedencia de la muestra, para cada uno de los afos analizados.

2011 2012 e====?(0]3 e=—D014 2015
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9.2 Anexo 2: prevalencias de mutaciones de deteccién directa.
Distribucion de porcentajes de todas las mutaciones detectadas mediante bandas
MUT en los tres genes analizados, a través de los 5 afios de estudio. A) porcentajes
de las mutaciones del gen rpoB: D516V (MUT1), H526Y (MUT2A), H526D (MUT2B)
y S350L (MUT3). B) porcentajes de las mutaciones del gen katG: S315T1 (MUT1) y
S315T2 (MUT2). C) porcentajes de las mutaciones en la region promotora del gen
inhA: c-15t (MUT1), a-16g (MUT2), t-8¢c (MUT3A) y t-8a (MUT3B).
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9.3 Anexo 3: diversidad alélica de los 21 marcadores genéticos.
Evaluacion de la diversidad alélica en cada uno de los loci analizados para las
poblaciones ‘sin correccion clonal’ (izquierda) y ‘con correccion clonal (derecha). 1-
D: indice de Simpson, Hexp: Heterocigosidad esperada (diversidad genética de Nei),
E.5: equitatividad alélica (evenness).

POBLACION SIN CORRECCION CLONAL POBLACION CON CORRECCION CLONAL
locus alelos| 1-D | Hexp E.5 locus alelos| 1-D | Hexp E.5
rpoB WTH1 2| 0.0024 | 0.0024 0.2584 rpoB WT1 2| 0.0270| 0.0270 0.3699
rpoB WT2 2| 0.0491 | 0.0491 0.4139 rpoB WT2 2| 0.1704 | 0.1706 0.5613
rpoB WT3 2] 0.2915| 0.2915 0.6912 rpoB WT3 2| 0.3659 | 0.3665 0.7827
rpoB WT4 21 0.2513] 0.2513 0.6466 rpoB WT4 2| 0.2834 | 0.2839 0.6821
rpoB WT5 2| 0.0033| 0.0033 0.2693 rpoB WT5 2| 0.0369 | 0.0370 0.3916
rpoB WT6 2| 0.0045| 0.0045 0.2807 rpoB WT6 2| 0.0500| 0.0501 0.4153
rpoB WT7 2| 0.1079] 0.1079 0.4933 rpoB WT7 2| 0.3321| 0.3327 0.7394
rpoB WT8 2| 0.4863| 0.4864 0.9733 rpoB WT8 2| 0.4337| 0.4345 0.8815
rpoB MUT1 2| 0.2170] 0.2170 0.6101 rpoB MUT1 21 0.1592 | 0.1594 0.5496
rpoB MUT2A 2| 0.0240| 0.0240 0.3624 rpoB MUT2A 2| 0.0911| 0.0913 0.4733
rpoB MUT2B 2] 0.0258 | 0.0258 0.3669 rpoB MUT2B 2] 0.0849| 0.0851 0.4655
rpoB MUT3 2] 0.4657| 0.4657 0.9353 rpoB MUT3 2| 0.3011| 0.3016 0.7023
inhA WT1 2| 0.4544 | 0.4544 0.9157 inhA WT1 21 0.4532 | 0.4540 0.9137
inhA WT2 21 0.0290| 0.0290 0.3747 inhA WT2 2] 0.1648| 0.1651 0.5555
inhA MUT1 2| 0.3960 | 0.3961 0.8243 inhA MUT1 2| 0.3780| 0.3786 0.7990
inhA MUT2 2| 0.0003| 0.0003 0.2041 inhA MUT2 2| 0.0034 | 0.0034 0.2701
inhA MTU3A 2| 0.0106| 0.0106 0.3172 inhA MTU3A 2| 0.0564 | 0.0565 0.4257
inhA MUT3B 2| 0.0009| 0.0009 0.2297 inhA MUT3B 21 0.0102| 0.0102 0.3155
katG WT 2] 0.4853| 0.4853 0.9713 katGWT 2| 0.4998 | 0.5006 0.9995
katG MUT1 2| 0.4880| 0.4880 0.9764 katG MUT1 2| 0.4899 | 0.4908 0.9802
katG MUT2 2| 0.0055| 0.0055 0.2879 katG MUT2 2| 0.0402| 0.0403 0.3980

mean 2| 0.1809 | 0.1809 0.5430 mean 2| 0.2110| 0.2114 0.6034
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9.4 Anexo 4: valores de indice de Asociacion pareado para los 21 marcadores.
la rbarD la rbarD la rbarD
rpoB WT1:rpoB WT2 0.1100| 0.1500 rpoB WT3:rpoB WT5 -0.0330 | -0.0490 rpoB WT5:rpoB MUT3 -0.0340 | -0.0480
rpoB WT1:rpoB WT3 0.0008| 0.0014 rpoB WT3:rpoB WT6 -0.0076 | -0.0100 rpoB WT5:inhA WTH -0.0260 | -0.0390
rpoB WT1:rpoB WT4 -0.0260 | -0.0410 rpoB WT3:rpoB WT7 -0.0810| -0.0810 rpoB WT5:inhA WT2 -0.0310 | -0.0380
rpoB WT1:rpoB WT5 0.0880 | 0.0890 rpoB WT3:rpoB WT8 -0.0370 | -0.0370 rpoB WT5:inhA MUT1 -0.0330 | -0.0490
rpoB WT1:rpoB WT6 0.2400 | 0.2500 rpoB WT3:rpoB MUT1 0.3900 | 0.4100 rpoB WT5:inhA MUT2 -0.0032 | -0.0056
rpoB WT1:rpoB WT7 -0.0110| -0.0170 rpoB WT3:rpoB MUT2A -0.0660 | -0.0750 rpoB WT5:inhA MTU3A -0.0220 | -0.0230
rpoB WT1:rpoB WT8 0.0039| 0.0067 rpoB WT3:rpoB MUT2B -0.0430 | -0.0500 rpoB WT5:inhA MUT3B -0.0081 | -0.0097
rpoB WT1:rpoB MUTH1 -0.0240 | -0.0320 rpoB WT3:rpoB MUT3 -0.0940 | -0.0940 rpoB WT5:katG WT -0.0004 | -0.0006
rpoB WT1:rpoB MUT2A -0.0210 | -0.0250 rpoB WT3:inhA WT1 -0.0270 | -0.0270 rpoB WT5:katG MUT1 0.0007| 0.0011
rpoB WT1:rpoB MUT2B -0.0210 | -0.0240 rpoB WT3:inhA WT2 -0.0440 | -0.0450 rpoB WT5:katG MUT2 -0.0190 | -0.0190
rpoB WT1:rpoB MUT3 -0.0086 | -0.0140 rpoB WT3:inhA MUT1 -0.0450 | -0.0450 rpoB WT6:rpoB WT7 0.0400 | 0.0530
rpoB WT1:inhA WT1 0.0015| 0.0026 rpoB WT3:inhA MUT2 -0.0036 | -0.0150 rpoB WT6:rpoB WT8 0.0350 | 0.0480
rpoB WT1:inhA WT2 -0.0240 | -0.0330 rpoB WT3:inhA MTU3A -0.0014 | -0.0018 rpoB WT6:rpoB MUTH1 -0.0092 | -0.0100
rpoB WT1:inhA MUT1 0.0120 | 0.0200 rpoB WT3:inhA MUT3B -0.0100 | -0.0260 rpoB WT6:rpoB MUT2A -0.0320 | -0.0340
rpoB WT1:inhA MUT2 -0.0031 | -0.0048 rpoB WT3:katG WT 0.0180| 0.0180 rpoB WT6:rpoB MUT2B -0.0320 | -0.0320
rpoB WT1:inhA MTU3A -0.0180 | -0.0200 rpoB WT3:katG MUTA 0.0470| 0.0470 rpoB WT6:rpoB MUT3 -0.0280 | -0.0360
rpoB WT1:inhA MUT3B -0.0075| -0.0083 rpoB WT3:katG MUT2 -0.0360 | -0.0510 rpoB WT6:inhA WTH -0.0270 | -0.0370
rpoB WT1:katG WT -0.0010| -0.0016 rpoB WT4:rpoB WT5 0.0390| 0.0540 rpoB WT6:inhA WT2 -0.0390 | -0.0450
rpoB WT1:katG MUT1 -0.0110| -0.0190 rpoB WT4:rpoB WT6 -0.0098 | -0.0120 rpoB WT6:inhA MUT1 -0.0420 | -0.0560
rpoB WT1:katG MUT2 -0.0160 | -0.0160 rpoB WT4:rpoB WT7 -0.0940 | -0.0940 rpoB WT6:inhA MUT2 -0.0033 | -0.0065
rpoB WT2:rpoB WT3 0.0990 | 0.1000 rpoB WT4:rpoB WT8 -0.0530 | -0.0530 rpoB WT6:inhA MTU3A -0.0260 | -0.0270
rpoB WT2:rpoB WT4 -0.0260 | -0.0260 rpoB WT4:rpoB MUT1 0.5600| 0.5700 rpoB WT6:inhA MUT3B -0.0086 | -0.0110
rpoB WT2:rpoB WT5 -0.0310 | -0.0390 rpoB WT4:rpoB MUT2A -0.0670 | -0.0730 rpoB WT6:katG WT -0.0010 | -0.0014
rpoB WT2:rpoB WT6 0.0160| 0.0190 rpoB WT4:rpoB MUT2B -0.0640 | -0.0710 rpoB WT6:katG MUT1 -0.0046 | -0.0062
rpoB WT2:rpoB WT7 -0.0560 | -0.0570 rpoB WT4:rpoB MUT3 -0.0880 | -0.0880 rpoB WT6:katG MUT2 -0.0220 | -0.0220
rpoB WT2:rpoB WT8 -0.0600 | -0.0620 rpoB WT4:inhA WTH -0.0380 | -0.0380 rpoB WT7:rpoB WT8 -0.0490 | -0.0490
rpoB WT2:rpoB MUT1 -0.0780 | -0.0780 rpoB WT4:inhA WT2 -0.0220 | -0.0230 rpoB WT7:rpoB MUTA -0.0920 | -0.0950
rpoB WT2:rpoB MUT2A -0.0580 | -0.0610 rpoB WT4:inhA MUT1 -0.0390 | -0.0390 rpoB WT7:rpoB MUT2A 0.3000 | 0.3300
rpoB WT2:rpoB MUT2B -0.0560 | -0.0590 rpoB WT4:inhA MUT2 -0.0037 | -0.0150 rpoB WT7:rpoB MUT2B 0.2800| 0.3200
rpoB WT2:rpoB MUT3 -0.0950 | -0.0970 rpoB WT4:inhA MTU3A 0.0013| 0.0017 rpoB WT7:rpoB MUT3 -0.0940 | -0.0940
rpoB WT2:inhA WT1 -0.0210| -0.0220 rpoB WT4:inhA MUT3B -0.0110| -0.0250 rpoB WT7:inhA WTH -0.0200 | -0.0200
rpoB WT2:inhA WT2 -0.0480 | -0.0480 rpoB WT4:katG WT 0.0270| 0.0270 rpoB WT7:inhA WT2 -0.0540 | -0.0550
rpoB WT2:inhA MUT1 0.0000 | 0.0000 rpoB WT4:katG MUTA 0.0670| 0.0670 rpoB WT7:inhA MUT1 -0.0098 | -0.0098
rpoB WT2:inhA MUT2 -0.0036 | -0.0120 rpoB WT4:katG MUT2 -0.0360 | -0.0500 rpoB WT7:inhA MUT2 -0.0037 | -0.0150
rpoB WT2:inhA MTU3A -0.0160 | -0.0180 rpoB WT5:rpoB WT6 0.6000| 0.6000 rpoB WT7:inhA MTU3A -0.0480 | -0.0600
rpoB WT2:inhA MUT3B -0.0100 | -0.0210 rpoB WT5:rpoB WT7 0.0100| 0.0150 rpoB WT7:inhA MUT3B -0.0110| -0.0260
rpoB WT2:katG WT -0.0011| -0.0011 rpoB WT5:rpoB WT8 0.0041| 0.0062 rpoB WT7:katG WT 0.0016| 0.0016




la rbarD la rbarD la rbarD
rpoB WT2:katG MUT1 -0.0056 | -0.0058 rpoB WT5:rpoB MUT1 0.0012| 0.0015 rpoB WT7:katG MUT1 0.0120| 0.0120
rpoB WT2:katG MUT2 -0.0330 | -0.0410 rpoB WT5:rpoB MUT2A -0.0270 | -0.0290 rpoB WT7:katG MUT2 -0.0078 | -0.0110
rpoB WT3:rpoB WT4 0.5300| 0.5300 rpoB WT5:rpoB MUT2B -0.0260 | -0.0280 rpoB WT8:rpoB MUTH1 -0.0620 | -0.0640
rpoB WT8:rpoB MUT2A -0.0560 | -0.0640 rpoB MUT2B:inhA MTU3A -0.0340 | -0.0340 inhA MTU3A:inhA MUT3B -0.0088 | -0.0120
rpoB WT8:rpoB MUT2B -0.0530 | -0.0630 rpoB MUT2B:inhA MUT3B -0.0094 | -0.0150 inhA MTU3A:katG WT -0.0005 | -0.0006
rpoB WT8:rpoB MUT3 0.5300| 0.5300 rpoB MUT2B:katG WT -0.0003 | -0.0004 inhA MTU3A:katG MUT1 -0.0012| -0.0016
rpoB WT8:inhA WT1 0.0045| 0.0045 rpoB MUT2B:katG MUT1 0.0019| 0.0022 inhA MTU3A:katG MUT2 0.0440| 0.0440
rpoB WT8:inhA WT2 0.0002| 0.0002 rpoB MUT2B:katG MUT2 -0.0270 | -0.0290 inhA MUT3B:katG WT -0.0007 | -0.0019
rpoB WT8:inhA MUT1 -0.0062 | -0.0062 rpoB MUT3:inhA WT1 0.0200| 0.0200 inhA MUT3B:katG MUT1 -0.0047 | -0.0120
rpoB WT8:inhA MUT2 0.0068 | 0.0290 rpoB MUT3:inhA WT2 0.0330| 0.0340 inhA MUT3B:katG MUT2 -0.0082 | -0.0100
rpoB WT8:inhA MTU3A -0.0110| -0.0150 rpoB MUT3:inhA MUT1 0.0073| 0.0073 katG WT:katG MUT1 0.7700| 0.7700
rpoB WT8:inhA MUT3B -0.0092 | -0.0240 rpoB MUT3:inhA MUT2 0.0160| 0.0660 katG WT:katG MUT2 0.0059| 0.0087
rpoB WT8:katG WT 0.0061 | 0.0061 rpoB MUT3:inhA MTU3A 0.0130| 0.0160 katG MUT1:katG MUT2 -0.015| -0.0220
rpoB WT8:katG MUT1 -0.0010| -0.0010 rpoB MUT3:inhA MUT3B -0.0110| -0.0260 katG WT:katG MUT2 0.0059| 0.0087
rpoB WT8:katG MUT2 0.0190| 0.0270 rpoB MUT3:katG WT -0.0002 | -0.0002 katG MUT1:katG MUT2 -0.015| -0.0220
rpoB MUT1:rpoB MUT2A -0.0570 | -0.0590 rpoB MUT3:katG MUT1 -0.0091 | -0.0091
rpoB MUT1:rpoB MUT2B -0.0550 | -0.0570 rpoB MUT3:katG MUT2 0.0640| 0.0890
rpoB MUT1:rpoB MUT3 -0.0830 | -0.0850 inhA WT1:inhA WT2 0.0370| 0.0380
rpoB MUT1:inhA WT1 -0.0320 | -0.0330 inhA WT1:inhA MUT1 0.6600| 0.6600
rpoB MUT1:inhA WT2 0.0061 | 0.0061 inhA WT1:inhA MUT2 -0.0029 | -0.0130
rpoB MUT1:inhA MUT1 -0.0220 | -0.0230 inhA WT1:inhA MTU3A -0.0360 | -0.0470
rpoB MUT1:inhA MUT2 -0.0036 | -0.0120 inhA WT1:inhA MUT3B -0.0083 | -0.0210
rpoB MUT1:inhA MTU3A 0.0430| 0.0480 inhA WT1:katG WT 0.0710| 0.0710
rpoB MUT1:inhA MUT3B -0.0100 | -0.0200 inhA WT1:katG MUT1 0.0280| 0.0280
rpoB MUT1:katG WT 0.0250 | 0.0260 inhA WT1:katG MUT2 -0.0280 | -0.0410
rpoB MUT1:katG MUT1 0.0660| 0.0690 inhA WT2:inhA MUT1 -0.0180| -0.0190
rpoB MUT1:katG MUT2 -0.0330 | -0.0390 inhA WT2:inhA MUT2 -0.0036 | -0.0120
rpoB MUT2A:rpoB MUT2B -0.0440 | -0.0440 inhA WT2:inhA MTU3A 0.4600| 0.5100
rpoB MUT2A:rpoB MUT3 -0.0670 | -0.0740 inhA WT2:inhA MUT3B 0.1000| 0.2100
rpoB MUT2A:inhA WT1 -0.0210 | -0.0240 inhA WT2:katG WT 0.0005| 0.0005
rpoB MUT2A:inhA WT2 -0.0580 | -0.0600 inhA WT2:katG MUT1 -0.0120| -0.0120
rpoB MUT2A:inhA MUT1 -0.0110| -0.0120 inhA WT2:katG MUT2 -0.0028 | -0.0034
rpoB MUT2A:inhA MUT2 -0.0034 | -0.0088 inhA MUT1:inhA MUT2 -0.0036 | -0.0150
rpoB MUT2A:inhA MTU3A -0.0350 | -0.0360 inhA MUT1:inhA MTU3A -0.0460 | -0.0600
rpoB MUT2A:inhA MUT3B -0.0095| -0.0150 inhA MUT1:inhA MUT3B -0.0100 | -0.0260
rpoB MUT2A:katG WT -0.0011 | -0.0012 inhA MUT1:katG WT 0.0210| 0.0210
rpoB MUT2A:katG MUT1 -0.0055| -0.0063 inhA MUT1 :katG MUT1 -0.0038 | -0.0038
rpoB MUT2A:katG MUT2 0.0210| 0.0220 inhA MUT1:katG MUT2 -0.0350 | -0.0510
rpoB MUT2B:rpoB MUT3 -0.0640 | -0.0720 inhA MUT2:inhA MTU3A -0.0033 | -0.0070
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rpoB MUT2B:inhA WT1 -0.0230 | -0.0270 inhA MUT2:inhA MUT3B -0.0026 | -0.0030
rpoB MUT2B:inhA WT2 -0.0550 | -0.0580 inhA MUT2:katG WT -0.0003 | -0.0013
rpoB MUT2B:inhA MUT1 -0.0160 | -0.0180 inhA MUT2:katG MUT1 -0.0016 | -0.0071
rpoB MUT2B:inhA MUT2 -0.0034 | -0.0085 inhA MUT2:katG MUT2 -0.0032 | -0.0059
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9.5 Anexo 5: estructura genética de los 134 haplotipos.
Estructura genética, en cédigo binario, de cada haplotipo en funcién de la presencia
y/o ausencia de las 21 zonas de hibridacion (marcadores genéticos) de la tira
GenoType MTBDRplus v2.0. 1: presencia de banda de hibridacion, 0: ausencia de
banda de hibridacion. N: frecuencia absoluta de cada haplotipo a través de los 5 afios

analizados.

rpoB inhA katG
Codigo | o |n|m|s|w | ow|rn|lo|f|l8|/8|lp|aln|Plr|la|ld ||| N Clase
sls|s|5|2/5|=2|2|2|2|2|2|58|5|2(2|E|2/%|2|2
S| 2 S| 2
Hap-1 1 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-2 1 1 000 1 1 11 1 1 Huérfano
Hap-3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 raro
Hap-4 1 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 raro
Hap-7 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-8 1 1 1 1 1 1 1 11 raro
Hap-9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 raro
Hap-12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-13 1 1 1 1 1 1 1 1 40 raro
Hap-14 1 1 1 1 1 1 1 7 raro
Hap-15 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-16 | 1 1 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-17 1 1 1 1 1 1 1 1 5 raro
Hap-18 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-19 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-20 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-21 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 45 raro
Hap-22 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9 raro
Hap-23 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 34 raro
Hap24 | 1 1 1 fol 1 1 11 1 1 Huérfano
Hap-25 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-26 1 1 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-27 1 1 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-28 1 1 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-29 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-30 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-31 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-32 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Huérfano
Hap-33 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9 raro
Hap-34 1 1 1 1 1 1 1 1 103 | Menos comun
Hap-35 1 1 1 1 1 1 1 1 12 raro
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9.6 Anexo 6: distribucion departamental de los haplotipos.

Distribucion de las frecuencias absolutas de los 134 haplotipos en funcion las DISAS y DIRESAS de obtencién de muestras.
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Hap-115

31

12

37

Ha
Ha
Ha
Ha
Ha
Ha
Ha
Ha
Ha

-116
-117
-118
-119
-120
-121
-122
-123
-124

Hap-125
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9.7 Anexo 7: distribucion de haplotipos ‘menos comunes’, Lima y Callao.

- rpoB 526-529
- katG S315T

- rpoB 530-533
- katG S315T

OCEANO
PACIFICO

Haplotipo-83

[11-3
13-6
B 6-10
W w0-13

PACIFICO

Haplotipo-116
[J1-6

W 12-18

W 8-24

0 75 15 225 30 375

o 75 15 225 30 375 45

o 75 15 225 30 3725 45

PACIFICO

Haplotipo-125

[11-6
I 6-13
M 13-20
W 20-26
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10 GLOSARIO

Acido Desoxirribonucléico (ADN): es un &cido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los organismos vivos, Yy
algunos virus. Es responsable de la transmisién hereditaria. La funcién principal de la
molécula de ADN es el almacenamiento a largo plazo de informacion para construir otros

componentes de las células, como las proteinas y las moléculas de ARN.

Amplicon: fragmento especifico de ADN, de un organismo objetivo, que se copia millones
de veces mediante la PCR. La secuencia de estos fragmentos amplificados proporciona
informacion detallada sobre las variantes nucleotidicas presentes en determinadas

regiones genicas de interés.

Bioseguridad: proceso de aplicar una combinacién de controles administrativos, principios
de contencion, practicas y procedimientos, equipo de seguridad, preparacién para
emergencias e instalaciones adecuadas que permitan que el personal del laboratorio
trabaje de manera segura con microorganismos potencialmente infecciosos. La
bioseguridad también tiene como objetivo prevenir la exposicion no intencional a patégenos

o su liberacioén accidental.

Cepa: variante genética o subtipo de un microorganismo, usualmente propagada de forma

clonal.

Concentracion Critica: la concentracion critica se define como la concentracion mas baja
de un agente antituberculoso in vitro que inhibira el crecimiento del 99% de las cepas

fenotipicamente salvajes (sensibles) del complejo Mycobacterium tuberculosis.
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Ensayo de Sonda en Linea (ESL): prueba de susceptibilidad a farmacos, que utilizan PCR
y métodos de hibridacion reversa, para la deteccion rapida de mutaciones asociadas con
resistencia a farmacos. Los ensayos de sonda de linea estan disefiados para identificar el
complejo M. tuberculosis y detectar simultdneamente mutaciones asociadas con la

resistencia a los medicamentos.

Fitness biolégico: también conocida como aptitud, adecuacion o eficacia bioldgica, es la
representacion cuantitativa de la seleccién natural dentro de la biologia evolutiva. Se puede
definir con respecto a un genotipo o a un fenotipo en un entorno dado. En cualquier caso,
describe el éxito reproductivo individual y es igual a la contribucién promedio al conjunto de
genes de la préxima generacién que realizan los individuos del genotipo o fenotipo

especificado.

Gen: es la unidad fisica y funcional basica de la herencia. Los genes estan formados por
ADN. Algunos genes actuan como instrucciones para producir moléculas llamadas

proteinas. Sin embargo, muchos genes no codifican proteinas.

Gold estandar: también conocida como test de referencia es un término utilizado para
definir aquellas pruebas de diagnéstico que tienen la maxima fiabilidad a la hora de

diagnosticar una determinada enfermedad.

Hibridacién reversa: unién complementaria de las moléculas diana (acidos nucleicos de

secuencia no conocida) con las moléculas de la sonda (acidos nucleicos de secuencia
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conocida) inmovilizadas en un soporte soélido, como tiras de nitrocelulosa. Esta unién

depende de la complementariedad de bases y de la temperatura.

Locus: posicion particular en un genoma que determina la ubicacion de un gen o un

marcador molecular. El plural de locus es ‘Loci'.

Método de proporcion: es el método mas comun utilizado para probar la susceptibilidad
de los aislamientos del complejo M. tuberculosis. En este método, el indculo utilizado se
controla probando dos diluciones de una suspension de cultivo, y el crecimiento (es decir,
el numero de colonias) en un medio de control sin un agente antituberculoso se compara
con el crecimiento (el numero de colonias) presente en un medio que contiene la
concentracion critica del agente antituberculoso que se esta probando; Se calcula la
relacién entre el nimero de colonias en el medio que contiene el agente antituberculoso y
el numero de colonias en el medio sin el agente antituberculoso, y la proporcion se expresa
como un porcentaje. Se utiliza una proporcion critica del 1% para diferenciar la proporcion
de organismos resistentes dentro de una cepa particular que se utiliza para determinar la

resistencia a un medicamento en particular.

Mutacién génica: alteracion permanente de la secuencia de ADN que conforma un gen.

NETLab: sistema de informacién electronica que, a través de la web, permite consultar los
resultados de las pruebas de laboratorio realizadas por el Instituto Nacional de Salud (INS)

y la Red de Laboratorios de Referencia.

Polimorfismo de Nucleétido Simple (SNP): son el tipo mas comun de variacion genética.
Cada SNP representa una diferencia en un solo nucleétido en el ADN. Por ejemplo, un SNP
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puede reemplazar el nucleétido citosina (C) con el nucledétido timina (T) en un cierto tramo

de ADN.

Pruebas moleculares: son pruebas de laboratorio utilizadas para determinar la existencia
de moléculas diana (ADN, ARN y proteinas) en muestras biolégicas. Sirven para el
diagnéstico de distintas enfermedades y caracterizacion de alteraciones geénicas que

conducen a la resistencia frente a determinados medicamentos.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): es una técnica molecular utilizada para la
amplificacion exponencial de un segmento especifico de ADN mediante multiples ciclos de

sintesis de ADN a partir de oligonucledtidos cebadores cortos.

Resistencia antimicrobiana: capacidad que tienen los microorganismos (bacterias, virus
y algunos parasitos) de impedir que los compuestos antimicrobianos (antibidticos,
antiviricos y antipaludicos) actuen en contra de ellos. Debido a esto, los tratamientos

habituales se vuelven ineficaces y las infecciones persisten y pueden transmitirse a otros.

Sonda: fragmento definido de ADN o ARN, marcado en forma radioactiva o quimica, que

se utiliza para detectar secuencias especificas de acidos nucleicos mediante técnicas de

hibridacion.
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