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Resumen

Introduccion. La tuberculosis (TB) es una de las primeras causas de muerte asociadas a un solo
agente infeccioso en el mundo. En el afio 2020 se registraron 10,4 millones de casos nuevos y 1,3
millones de muertes. La enfermedad causada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis es
prevenible y curable. Sin embargo, en las ultimas décadas, Uruguay viene experimentado un
aumento lento pero sostenido en la incidencia de los casos, opuesto a la tendencia mundial y
regional. Asimismo, se ha observado un incremento en los casos graves que requieren internacion
en unidades de cuidados intensivos. Existen siete linajes descritos dentro de Mycobacterium
tuberculosis, de los cuales algunos son asociados con un peor prondstico y mayor ocurrencia de
resistencia a farmacos. Conocer los linajes que circulan en la poblacién es informacién importante
para identificar la aparicion de brotes, detectar resistencia y prevenir el aumento de casos. Pero no
sélo un seguimiento epidemioldgico exhaustivo y con toda la informacidn posible es necesario para
controlar esta enfermedad, el desarrollo de un diagndstico temprano mejoraria enormemente las
posibilidades de éxito en el tratamiento del paciente con TB. Como la confirmacién del diagnéstico
clinico implica en muchos casos esperar el resultado del cultivo de la bacteria, insumiendo varias
semanas, contar con un marcador molecular de enfermedad al pie de cama resultaria valioso para
acortar estos plazos. Por lo que, profundizando en la respuesta del hospedero, se realizd la
busqueda de ARNs pequefios circulantes en suero de una poblacion de pacientes con TB grave que
requirieron internacién en Cuidados Intensivos (UCI). En nuestro laboratorio, hemos participado en
la implementacidn de técnicas de biologia molecular en el estudio de las cepas circulantes de M.
tuberculosis en el pais desde hace 10 afos. Utilizando técnicas ya estandarizadas
internacionalmente caracterizamos diferentes poblaciones de intéres (incluidas aquellas cepas que
provocaron casos graves). Asimismo, en este interaccién con médicos intensivistas del Hospital
Espafiol (centro de referencia de TB grave en el pais) buscamos nuevas herramientas pronosticas y
de la enfermedad, claves para realizar tratamiento personalizados y evitar muertes producidas por
esta enfermedad.

Objetivos. El presente trabajo incluye los objetivos generales llevados adelante por nuestro
laboratorio en estos 10 afios de trabajo en Tuberculosis. Por un lado, el desarrollo de un sistema de
tipificacion de cepas basado en tecnologias de secuenciado profundo que permitid la
caracterizacién de cepas circulantes en el sistema penitenciario, y se encuentra en etapa de
transferencia a la Comisidn Honoraria de Lucha Antituberculosa y Enfermedades Prevalentes para
su uso en el estudio de brotes y caracterizacion de aislados de la poblacién uruguaya. Por otra parte,
enfocando el estudio de pacientes con tuberculosis severa, el objetivo fue la busqueda de
marcadores moleculares con valor prondstico que permita una clasificacion de la gravedad de la
enfermedad al ingreso a la UCI.

Resultados. En este trabajo se desarrollé por un lado un método de tipificacién de cepas basado en
secuenciado profundo de regiones de interés del genoma bacteriano, permitiendo no sélo la
caracterizacion de brotes (andlisis epidemiolégico molecular de cepas), sino también determinar la
posible resistencia a farmacos de las cepas analizadas. Esta herramienta, que ha sido transferida a
la CHLAT-EP podria permitir la obtencion de datos epidemioldgicos de importancia para llevar
adelante acciones de salud publica que permitan un mejor manejo de la enfermedad a nivel global.
Por otra parte, el trabajo con médicos intensivistas, a través de la caracterizacién de aislados de
pacientes graves y la busqueda de marcadores moleculares de la gravedad de la enfermedad, se



encontraron dos moléculas (micro ARNs —miARN-) circulantes en suero de pacientes que mostraron
un valor prondstico de la severidad de la enfermedad, discriminando entre aquellos pacientes que
fallecieron en la UCI de aquellos que superaron la internacién. Este descubrimiento, debe terminar
de validarse y extenderse a un mayor niumero de pacientes, pero de confirmarse seria un avance de
vital importancia para el manejo de estos pacientes desde la clinica.

Conclusiones. El trabajo llevado adelante en el estudio de la Tuberculosis, con un abordaje global
del problema, generando interacciones y sinergias entre investigadores basicos, médicos
intensivistas, epidemidlogos, laboratoristas ha permitido la generacién de una herramienta que
podra aportar a la toma de decisiones de Salud Publica en cuanto al manejo de la enfermedad y ha
permitido el estudio de un grupo de pacientes con tuberculosis severa y encontrar dos miARNs
circulantes en suero de pacientes al ingreso de la UCI con valor prondstico del desarrollo de la
enfermedad. De validarse estos marcadores constituirdn un aporte del laboratorio al manejo de
estos pacientes y convirtiéndose en un caso exitoso de medicina traslacional.

Palabras clave. Mycobacterium tuberculosis, Tuberculosis, Tuberculosis pulmonar, Medicina
Intensiva, Epidemiologia molecular, miARNs, Diagndstico.



Abtract

Introduction. Tuberculosis (TB) is one of the leading causes of death associated with a single
infectious agent in the world. In 2020, 10.4 million new cases and 1.3 million deaths were recorded.
Disease caused by the bacterium Mycobacterium tuberculosis is preventable and curable, however
in recent decades, Uruguay has experienced a slow but sustained increase in the incidence of cases,
contrary to the global and regional trend. In addition, an increase in severe cases requiring
hospitalization in intensive care units (ICU) has been observed. There are seven lineages described
within Mycobacterium tuberculosis, some of which are associated with a worse prognosis and
greater occurrence of drug resistance. Knowing the lineages that circulate in the population is
important information to identify the appearance of outbreaks, detect resistance and prevent an
increase in cases. But not only an exhaustive epidemiological follow-up is necessary to control this
disease, the development of an early diagnosis would greatly improve the chances of success in the
treatment of the TB patient. As the confirmation of the clinical diagnosis implies in many cases
waiting for the result of the culture of the bacteria, taking several weeks, having a molecular marker
of disease at the bedside would be valuable to shorten these periods. Therefore, looking at the host
response, a search was made for circulating small RNAs in the serum of a population of patients
with severe TB who required hospitalization in ICU.

In our laboratory, we have participated in the implementation of molecular biology techniques in
the study of circulating strains of M. tuberculosis in the country for 10 years. Using internationally
standardized techniques, we characterize different populations of interest (including those strains
that caused severe cases). Likewise, in this interaction with IVU doctors from the Hospital Espafiol
(reference center for severe TB in the country) we look for new prognostic and disease tools, keys
to carry out personalized treatment and avoid deaths caused by this disease.

Aims. The present work includes the main aim carried out by our laboratory in these 10 years of
work in Tuberculosis. On the one hand, the development of a strain typing system based on deep
sequencing technologies that allowed the characterization of circulating strains (using the study of
circulating strains in the prison system as a proof of concept), for its use in the study of outbreaks
and characterization of isolates from the Uruguayan population. On the other hand, focusing on the
study of patients with severe tuberculosis, the objective was the search for molecular markers with
prognostic value that allow a classification of the severity of the disease on admission to the ICU.

Results. In this work, we developed a strain typing method based on deep sequencing of regions of
interest in the bacterial genome, allowing not only the characterization of outbreaks (molecular
epidemiological analysis of strains), but also determining the possible resistance to drugs of the
strains analyzed. This tool, which has been transferred to the CHLAT-EP, could allow obtaining
important epidemiological data to carry out public health actions that allow better management of
the disease at a global level. On the other hand, the work with clinical doctors at the ICU, through
the characterization of isolates from seriously ill patients and the search for molecular markers of
the severity of the disease, we founded two molecules (micro RNAs -miRNA-) circulating in the
serum of patients that showed a prognostic value of the severity of the disease, discriminating
between those patients who died in the ICU from those who survived hospitalization. This discovery
must be validated and extended to a greater number of patients, but if it is confirmed it would be a
vitally important advance for the management of these patients from the clinic



Conclusions. The work carried out in the study of Tuberculosis, with a global approach to the
problem, generating interactions and synergies between basic researchers, intensive care doctors,
epidemiologists, laboratory specialists, has allowed the generation of a tool that can contribute to
Public Health decision making in terms of disease management and has allowed the study of a group
of patients with severe tuberculosis. We can identify two circulating miRNAs in the serum of these
patients upon admission to the ICU with prognostic value for the development of the disease. If
these markers are validated, they will constitute a laboratory contribution to the management of
these patients and will become a successful case of translational medicine.

Keywords. Mycobacterium tuberculosis, Tuberculosis, Intensive medicine, Molecular epidemiology,
miARNs, Diagnosis, Prognosis.



INTRODUCCION
1. Importancia del tema.

La tuberculosis (TB), una enfermedad infecciosa causada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis
(Mtb), ha sido un desafio permanente a lo largo de la historia de la humanidad y continuda siendo un
problema de salud publica a nivel mundial al dia de hoy. Los primeros documentos describiendo la
enfermedad se remontan entre 3300 y 2300 afios atrds encontrados en India y China
respectivamente ®. En la actualidad, produce anualmente en el entorno de 10 millones de
infecciones en humanos y causé la muerte de 1,5 millones de personas en 2020 2, superando al VIH
como el agente infeccioso causante de mas muertes a nivel mundial en el afio 2019 y sélo superado
en 2020y 2021 por el SARS-CoV-2, causante de la pandemia de COVID-19.

Pese a ser una enfermedad curable y prevenible, los datos de incidencia y nimero de muertes no
se lograron reducir segun las metas previstas por el programa STOP-TB lanzado en 2015 por la OMS
(reduccién de 20% de nuevos casos -comparado con 2015- y del 35% de muertes producidas
anualmente por la enfermedad para el 2020 3.

Ademas, la pandemia produjo un retroceso significativo en los avances que se venian observando
desde 2015, provocando a nivel mundial (Figura 1) (y también en nuestro pais (Figura 2)) la
disminucién del numero de diagndsticos realizados asi como el abandono del tratamiento en
muchos casos. Esto ultimo puede potenciar la aparicién de brotes de resistencia a farmacos,
generando no sélo mas costos al sistema de salud, sino aumentando mayores muertes por la
enfermedad. Cabe mencionar, respecto a la aparicidon de cepas resistentes, que de las personas con
tuberculosis activa cerca del 85% son curadas a través de un tratamiento que implica la utilizacién
de cuatro farmacos llamados de primera linea: isoniazida (INH), rifampicina (RIF), etambutol (EMB)
y pirazinamida (PZA) administrados de forma diaria durante 6 meses. La aparicién de cepas
resistentes a estos farmacos constituye un problema adicional debido al costo de farmacos de
segunda linea, los efectos secundarios que estos generan y la baja adherencia al tratamiento que
en estos casos se extiende por al menos 1 afio.

En nuestro pais en particular se venia notando un incremento en el nimero de casos desde 2006,
de forma lenta pero sostenida (Figura 2), lo que genera una preocupacién y una alerta de salud
publica.
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Figura 1. Casos diagnosticados TB (pre y post pandemia). Tomado de 2.
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Figura 2. En verde se muestra la incidencia y la linea negra indica los nuevos casos (por 100000
habitantes). Datos tomados de 2.

En el reporte 2021, de la organizacion mundial de la salud se realiza una estimacién del cambio de
tendencia en el nimero de muertes provocadas por TB hasta 2025 considerando la irrupcién de la
pandemia y la situaciéon con la tendencia sin considerar este fendmeno. La Figura 3 muestra
claramente el impacto a futuro de la pandemia y la continuacion de la TB como problema de salud
mundial al no poder cumplirse los objetivos trazados por el programa END-TB (meta final de
reduccion de 80% de nuevos casos y reduccion de 90% el nimero de muertes por TB para 2035).
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Figura 3. Porcentaje de incremento de mortalidad (respecto a 2020) proyectada para paises
seleccionados. Linea negra, tendencia proyectada de nimero de muertes por TB asumiendo no
COVID-19, linea roja impacto modelado de la pandemia de COVID-19. Tomado de 2



2. Tuberculosis

La tuberculosis se transmite de persona a personay es trasmitida en general de forma aérea a través
de particulas expedidas en la tos y afecta principalmente a adultos mayores de 45 afios, siendo mas
frecuente en hombres que mujeres. La mayoria de las personas que se infectan con M. tuberculosis
son asintomaticas y se estima que cerca de un cuarto de la poblacion mundial se encuentra
infectada. En la mayoria de los casos la infeccidn es contenida y la bacteria entra en estado de
latencia (LTBI: latent tuberculosis infection) y solamente entre 5-10% de personas infectadas
desarrollaran la enfermedad activa (Figura 4). La probabilidad de la activacién de la enfermedad
aumenta notoriamente entre personas con VIH, personas inmunodeprimidas y también con
comorbilidades como desnutricién, diabetes, fumadores y alcoholistas.
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Figura 4. Ciclo de infeccién de Mtb. El contagio se da por inhalacidn de aerosoles y pueden ocurrir varios
escenarios: (1) eliminacién inmediata de la bacteria por el sistema inmune, (2) progresién a una infeccidn
activa de TB, (3) la infeccion no progresa a la enfermedad, sino que es contenida en el hospedero y entra
en fase de latencia, (4) en algin momento de la vida del individuo, la TB en latencia puede progresar a
la enfermedad o el individuo puede re-infectarse (5). En TB activa se puede dar la diseminacion y la
transmisién. Imagen modificada de *.

Esta enfermedad afecta principalmente los pulmones (aunque también pueden afectar otros
organos), cuando las pequefias particulas de Mtb logran llegar hasta el tracto respiratorio bajo
donde son fagocitadas por los macrdfagos y células dendriticas residentes. Dentro de los pulmones
se dispara una respuesta inflamatoria local con el objetivo de activar la respuesta inmune innata y
reclutar células inmunes al sitio de infeccion. De esta manera se forma un agregado de varios tipos
de células (macréfagos, neutréfilos, células T, etc) llamado granuloma (Figura 5), que es un
marcador histopatoldgico de la enfermedad °.
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Figura 5. Arquitectura de un granuloma. (A) Muestra histoldgica obtenida de tejido pulmonar de cerdo
con tincién hematoxilina-eosina. Granuloma representativo con centro necrético. (B) Esquema de los
componentes celulares que forman parte del granuloma. Imagen modificada de °.

3. Agente causante:

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

Mtb es un patégeno obligado de humanos que pertenece al género Mycobacterium del filo
Actinobacteria. Mtb se agrupa con otras especies, de crecimiento lento, causantes de enfermedades
en humanos y animales, que se denomina Complejo Mycobacterium Tuberculosis (MTBC) “.

Los miembros del MTBC son parientes muy cercanos y comparten un muy alto porcentaje de
identidad en su secuencia nucleotidica, sin embargo se han reportado variantes asociadas con peor
prondstico y mayor gravedad . Uno de los avances fundamentales de las ultimas décadas para la
visualizacidn de esta diversidad ha sido el desarrollo de técnicas de secuenciacién de genoma
completo.

El MTBC ha evolucionado entre varios linajes adaptados a humanos y linajes que se adaptaron a
animales domésticos y salvajes. Los linajes adaptados a humanos son patdgenos obligados y no
existen reservorios animales o ambientales para estos. Los linajes L1, L2, L3, L4 y L7 pertenecen a
Mycobacterium tuberculosis propiamente dicho y los linajes L5 y L6 a M. africanum (Figura 6).
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Figura 6. Arbol filogenético del MTBC. Filogenia basada en el genoma completo del Complejo
Mycobacterium tuberculosis con raiz en Mycobacterium canettii. Los tridngulos representan una
simplificacién de las ramas de los principales linajes. Los linajes especificos de humanos se encuentran
en color y aquellos linajes adaptados a animales en gris. El largo de la escala representa el nimero de
sustituciones por sitio nucleotidico. Imagen tomada de °.

Algunos linajes se encuentran mas restringidos geograficamente que otros y se hipotetiza que estas
variantes pueden estar mejor adaptadas a la poblacién humana local °. Los linajes L5 y L6 estdn
restringidos al oeste africano mientras que L2 y L4 son los mas dispersos a nivel mundial, siendo el
linaje 4 el mas extendido y el que se encuentra mas representado en nuestro continente y que de
acuerdo a trabajos de nuestro grupo es el Unico presente en el pais %3, Este linaje ademas puede
ser subdividido en multiples sublinajes: L4.1.1 0 X, L4.1.2 o Haarlem, L4.3 0 LAM, L4.6.2 o Cameroon,
etc. (Figura 7).
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Figura 7. Arbol filogenético del Complejo de Mycobacterium tuberculosis con amplificacién al linaje 4
que se subdivide en al menos diez sub-linajes. Imagen tomada de °.

Diferentes métodos moleculares se han utilizado para identificar los principales linajes de M.
tuberculosis y asi poder establecer contactos epidemioldgicos y seguimiento de brotes.

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

El avance en estas tecnologias permitié desarrollar técnicas basadas en secuenciacién profunda de
genes objetivo y secuenciacidn de todo el genoma. Ambas aproximaciones se basan en los mismos
principios y equipamiento, pero de acuerdo al objetivo que se busca se puede optar por una u otra.

En el presente trabajo desarrollamos una técnica basada en secuenciacion de regiones especificas
de identificacién de linajes y de mutaciones asociadas a resistencia a fadrmacos que podria permitir
una caracterizacién global de las cepas de Mtb circulantes en el pais, identificar posibles brotes,
cepas resistentes y adoptar medidas a nivel de salud publica para mitigar los impactos de la
enfermedad y revertir la tendencia creciente en el nUmero de nuevos casos.



4. Tratamiento

El tratamiento de la TB requiere que sea prolongado y continuado en el tiempo para eliminar
completamente los bacilos y evitar recaidas. Actualmente la clasificacién de los farmacos se realiza
de acuerdo a 5 grupos que se dividen segln un criterio de efectividad, accesibilidad y costos de cada
farmaco (Tabla 1). Siendo el Grupo 1 el mas accesible y el comienzo del tratamiento para la mayoria
de los pacientes.

Tabla 1. Clasificacion de farmacos antituberculosos

Farmacos de primera linea.

rupo 1 . . . o

Grupo Isoniazida (INH), rifampicina (RIF), etambutol, pirazinamida (PZ)
Fluoroquinolonas

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

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

Grupo 4

Cicloserina, etionamida/protionamida.

Drogas de efectividad menor o escasa experiencia clinica.

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

La INH es una pro-droga que difunde dentro de la bacteria y que es activada por la enzima catalasa-
peroxidasa bacteriana codificada por el gen katG. El mecanismo de accién de INH, implica el bloqueo
de la proteina transportadora inhA que inhibe especificamente la sintesis de acidos micélicos *°. La
resistencia a esta droga suele ocurrir debido a mutaciones puntuales y altamente selectivas en el
gen katG, pero también se observan resistencias con mutaciones en el gen inhA.

Por otra parte, la RIF es un bactericida que interfiere en la sintesis del ARN mensajero al unirse y
bloquear la ARN polimerasa. Esta ultima es codificada por los genes rpoA, rpoB, rpoC y rpoD.
Mutaciones en una region de 72 nucledtidos de la subunidad beta (codificada por el gen rpoB), da
como resultado resistencia a rifampicina. En particular las mutaciones en este gen se concentran en
una regidén altamente localizada entre los codones 507 a 533 26,

En nuestro pais, el tratamiento aconsejado para enfermos con TB que no han sido tratados
previamente con drogas antituberculosas, recomienda la utilizacion de 4 drogas: isoniazida,
rifampicina, pirazinamida y etambutol por 2 meses seguido de IZH + RIF por cuatro meses mas (seis
meses en total) Y. Este esquema es supervisado y se realizan baciloscopias para evaluar la
negativizacion del paciente.

Para los casos de recaidas, recuperacion de enfermos que perdieron seguimiento o fracasos de
tratamiento, se vuelve a iniciar el esquema anterior ademas de realizar test de sensibilidad a drogas.
Cabe mencionar que dada la baja prevalencia de multi-resistencia (resistencia a INH y RIF) de
Uruguay, se debe esperar por el test de sensibilidad y un estudio profundo de la historia clinica y
bacterioldgica antes de volver a iniciar el tratamiento.
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5. Resistencia a farmacos

La resistencia a farmacos contra la TB es una crisis sanitaria a nivel mundial. En el afio 2020 se
reportaron cerca de 160000 casos resistentes a rifampicina y/o isoniazida en todo el mundo. Las
cepas resistentes se pueden clasificar como cepas multidrogo-resistentes (MDR-TB) cuando
presentan resistencia a rifampicina e isoniazida, que son los farmacos mas utilizados o de resistencia
extendida (XDR-TB) cuando, ademds, presentan resistencia a farmacos de segunda linea como las
fluoroquinolonas, amikacina, capreomicina o kanamicina, etc. La resistencia tiene una distribucién
geografica desigual, siendo mayor en aquellos paises de bajos recursos econdmicos. La multidrogo-
resistencia surge principalmente del mal uso de los fadrmacos anti-tuberculosis y es sabido que es
mas probable su transmisién entre hospederos que la aparicidn espontanea de nuevos casos 8.

Las tecnologias de secuenciado masivo han permitido conocer de manera muy completa las
secuencias de las diferentes cepas de Mtb. En este sentido, se han descrito marcadores genotipicos
de resistencia y se encuentran reportados los niveles de resistencia a determinados farmacos
asociados a mutaciones puntuales. En la tabla 2 se resume a modo de ejemplo, algunas de las
mutaciones con mayor grado de confianza para la asociacidn de resistencia fenotipica para INH y
RIF. Cuando mayor el grado de confianza, mas probable es que la mutacién en un gen de resistencia
provoque la resistencia fenotipica. Por ejemplo, una de las mutaciones mas frecuentes es un cambio
aminoacidico de una serina en la posicién 315 por una treonina (S315T) en el gen katG, dando lugar
a la resistencia a isoniazida, en promedio, en 64% de los casos '°. También es recurrente la mutacién
en la posicidn 15 del promotor del gen inhA. En conjunto estas mutaciones explican cerca del 84%
de la resistencia fenotipica a la isoniazida. Del mismo modo, mutaciones en la regién de los codones
507-533 del gen rpoB explican cerca del 96% de resistencia a rifampicina, y constituye un verdadero
“hotspot” de resistencia %.

Tabla 2. Lista de mutaciones y grado de confianza asociada a resistencia fenotipica

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

Nuevos farmacos como la bedaquilina, delamanid y linezolid se han empezado a utilizar para tratar
los casos de tuberculosis resistente. Sin embargo, el acceso a estos nuevos tratamientos resulta
limitado por su costo elevado y una duracidn de varios meses con varios farmacos que producen
efectos secundarios. Por lo que, culminar el tratamiento se dificulta sobre todo en situaciones
socioecondmicas desfavorables 2°. La busqueda por nuevos fadrmacos anti-tuberculosis, asi como
tratamientos mas efectivos y vacunas nuevas se ha intensificado en las ultimas décadas en un
esfuerzo para controlar la aparicién de resistencia.



Ademads, hubo avances en cuanto a las terapias dirigidas al hospedero (HDT: host-directed
therapies), que buscan aumentar la respuesta inmune y reducir o modular el proceso de
inflamacidn, para asi, de esta forma complementar la terapia con farmacos anti-tuberculosos 2.

6. Tuberculosis en la Unidad de Cuidados Intensivos

En linea con la tendencia observada en el pais, en los ultimos afios se evidencié una mayor cantidad
de casos de tuberculosis grave que necesitan ingresar a una unidad de Cuidados intensivos. La
tuberculosis en cuidados intensivos es asociada con fallas respiratorias y multiorgdnicas que
requieren medidas de cuidado avanzadas y en varios casos ventilacion mecanica invasiva. En
Uruguay la mortalidad por TB entre los pacientes admitidos en la UCl es elevada y se ubica por arriba
del 50% 242>,

Para el control de la tuberculosis resulta de importancia conocer cudles son los linajes circulantes
en la poblacién ya que las distintas familias inciden en el desarrollo clinico de la enfermedad %, en
la respuesta a la vacuna y en la predisposicién al surgimiento de resistencia a farmacos #?’. En este
mismo sentido, se conformd un grupo interinstitucional entre el Hospital Espafiol, el Institut Pasteur
de Montevideo y la CHLA-EP para evaluar la hipétesis de que el aumento de casos graves de TB
estaba asociada a un linaje especifico més virulento 2 y se realizd la tipificacion de cepas causantes
de estos casos de forma retro y prospectiva.

Dicho trabajo fue propuesto y financiado por la ANIl al Fondo Sectorial de Salud 2018, y se
genotiparon 60 aislados obtenidos de pacientes criticos en comparacion con 95 aislados de la
comunidad. En dicho trabajo observamos una mayor presencia de la cepa Haarlem (53,3%) en
comparacién con las cepas circulantes en la comunidad (34,7%), lo que podria ser indicativo de una
mayor virulencia de esta cepa en particular. Sin embargo, no fue posible descartar el aporte de las
comorbilidades de los pacientes graves en la mortalidad observada.

7. Marcadores moleculares en el hospedero

El mayor acceso a tecnologias de secuenciacién, también permitio el acercamiento al estudio del
ARN y ADN extracelular, que circula principalmente en vesiculas extracelulares o formando
asociacién con lipoproteinas por el torrente sanguineo 2. Las vesiculas extracelulares son formadas
por diferentes tipos de células, especialmente bajo estrés por dafio y son importantes en la
comunicacion celular a distancia. Asimismo, la variacién en la concentracion de los ARNs o ADNs
circulantes en el organismo (tanto dentro de las diferentes vesiculas extracelulares o formando
parte de complejos con proteinas), es reflejo de estados metabdlicos o procesos de enfermedad
particulares. Detectar estos cambios resulta de gran importancia para la busqueda de marcadores
moleculares de enfermedad, sobre todo en muestras bioldgicas de facil acceso como sangre, suero
u orina.

Los microARNs (miARN) son moléculas pequefias de ARN no codificante, de entre 18 a 24
nucledtidos de largo, que tienen un rol muy importante en la regulacidon post-traduccional de
proteinas, pudiendo afectar diferentes procesos, como por ejemplo la respuesta inmune. Los
miARNs son transcriptos principalmente por la ARN polimerasa Il dando lugar a un precursor
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primario: pri-miARN. Este precursor es procesado por una proteina nuclear llamada Drosha, dando
lugar al pre-miARN, que luego es exportado al citoplasma para nuevamente ser procesado por una
proteina citoplasmatica: Dicer (Figura 8).

N Prl miRNA
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Dicer

—~
Pz )

Figura 8. Modelo de la biogénesis de los miARNSs. (a) los pri-miARN son transcriptos en el nicleo y son
procesados por Drosha dando lugar a los pre-miARN. (b) esta estructura es reconocida por una proteina
de exportacion del nucleo que la libera al citoplasma. (c) el precursor es cortado por Dicer que
probablemente utilice el dominio PAZ que reconoce especificamente dos nucledtidos del extremo 3" y
se une. Dicer corta al precursor formando el miARN maduro de ~22 nucleétidos. Imagen tomada de %°.

La expresion de estos miARN responde al contexto celular. La caracterizacién de los miARN en
contexto de enfermedad se ha utilizado para la bisqueda de firmas moleculares caracteristicas de
esas patologias, como importantes herramientas diagndsticas y de prondstico. En particular para el
caso de la TB, existe bibliografia de la caracterizacién de miARN circulantes en suero en infeccidn y
en la enfermedad, con el objetivo de realizar diagndstico, ya que resulta en un método mas rapido
que el cultivo bacteriano, con el potencial de suplantar el ensayo de tuberculina o la prueba de
interferén gamma, para distinguir entre TB activa y TB latente *°. En ese trabajo, los autores realizan
un estudio de la expresiéon de miARNs en suero entre individuos con tuberculosis activa, individuos
con tuberculosis latente y entre controles sanos vacunados y no vacunados con BCG, observando
que los distintos grupos tienen perfiles de abundancia de miARNs diferentes y logran validar el hsa-
miR-196b y hsa-miR-376¢ como potenciales marcadores de TB activa !

Las ciencias dmicas enfocadas en la clinica de la TB estudian marcadores o firmas moleculares en
fluidos o extractos bioldgicos, como formas de llegar a un diagndstico precoz y mas personalizado.
En este trabajo realizamos la busqueda de miARNs en suero de una poblacién de pacientes con TB
grave internados en una Unidad de Cuidados Intensivos. Para ello se realizd6 un analisis de
abundancia diferencial contra un grupo control, como forma de identificar posibles marcadores
moleculares con valor prondstico de la enfermedad.
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OBJETIVO GENERAL

Generar un método de caracterizacidn genotipica de cepas de tuberculosis por medio de
secuenciaciéon masiva y buscar marcadores moleculares con valor diagndstico y prondstico en
pacientes graves con tuberculosis.

El trabajo se presenta en dos grandes objetivos especificos:

1. Desarrollo de un método de secuenciacidn de regiones del genoma de Mtb que permite la
caracterizacion de cepas y evaluar su perfil de resistencia a farmacos.

2. Busqueda de marcadores moleculares (miARNSs) circulantes en suero de pacientes con TB
grave.

11
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MATERIALES Y METODOS

1. Caracterizacion de aislados de Mycobacterium tuberculosis.

a. Obtencion de muestras

La obtencion del ADN gendmico se realizdé en el marco del proyecto FMV_3 2018 1 148367:
“Generacién de un sistema econdmico de tipificacion molecular de cepas de Mycobacterium
tuberculosis y su implementacion en cepas aisladas en el pais”. El laboratorio Bacteriolégico de la
CHLA-EP, centraliza toda la bacteriologia de la tuberculosis en el pais y realiza los cultivos en medio
Lowestein-Jensen a partir de diferentes muestras bioldgicas (esputo, aspirado traqueal, lavados
broncoalveolares, etc). De los cultivos positivos se extrae el ADN mediante métodos estandarizados
con el kit Genolyse (HAIN, Alemania) y se conserva a -20 2C en el Biobanco de la CHLA-EP.

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

Tabla 3. ADN bacteriano aislado de personas privadas de libertad. El resultado de la baciloscopia se
informa como negativo si no existe la presencia de bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) en 100
campos. Se considera positivo <20 cuando se observan entre 1 a 9 BAAR/100 campos, positivo + entre
10 y 99 BAAR/100 campos, positivo ++ entre 1 a 10 BAAR/campo y positivo +++ 10 BAAR/campo. En la
columna Recaida se indica con un 1 si la persona fue previamente tratada con cura clinica y vuelve a

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

b. Seleccién de genes para tipificacion de cepas y busqueda resistencia

La tipificacion de cepas se llevd adelante mediante la busqueda de polimorfismos de nucleétido

simple para clasificar linajes. Estos SNPs se encuentran reportados en la bibliografia y permiten

discriminar cepas circulantes conocidas 2. En la tabla 4 se describen los polimorfismos asociados a

los principales linajes. El disefio de cebadores se realizé de modo de obtener amplicones de entre

200y 700 nucledtidos que incluyen en la zona central el SNP que se desea identificar.
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Tabla 4. Polimorfismos asociados a genes para discriminar linaje. En la tabla se indica el linaje, el nombre

o denominacion que recibe, el gen y la posicion de la mutacidén respecto al genoma de referencia.
Ademas, se indica el cambio de base, el nUmero de codén donde ocurre. Todas son sustituciones
silenciosas por lo que no hay cambio de aminoacido.

Linaje Nombre Gen Posicion* Cambio  Numero  Cambio de
sublinaje alelo de coddn codén

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

*De acuerdo al genoma de referencia NC_000962.3

Asimismo se realizd el disefio de cebadores para determinar la secuencia de genes donde se

reportaron mutaciones asociadas con resistencia a farmacos antituberculosis de primera y segunda

linea. En la tabla 5, se especifican nueve genes de interés asociados a resistencia.

Tabla 5. Genes asociados a resistencia a farmacos anti-tuberculosos. Se describen los genes mas
asociados a resistencia fenotipica contra los principales farmacos antituberculosos y la posicién de cada

gen respecto al genoma de referencia de M. tuberculosis.

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

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

*De acuerdo al genoma de referencia NC_000962.3
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Anteriormente nuestro grupo clasific6 mediante MIRU-VNTR y Spoligotyping una poblacion de
pacientes con TB internados en UCI, asi como casos comunitarios que no requirieron internacion 2.
Algunas de estas cepas ya caracterizadas, junto con cepas de referencia proporcionadas por la CHLA-
EP fueron utilizadas como pruebas de concepto.

c. Amplificacion en multiplex

Para el disefio de los cebadores se utilizaron herramientas informaticas disponibles en la web como
PrimerPooler 3. Posteriormente se verificd la formacidon de dimeros y heterodimeros tomando en
cuenta la posibilidad de realizar varias amplificaciones en una misma reaccién, con herramientas
online como las que se encuentran en “Integrated DNA Technologies” (www.idt-dna.com).

Se realizd el chequeo de todos los amplicones de forma independiente, posteriormente se
determinaron todos los parametros necesarios para la amplificacion en conjunto. Finalmente, se
puso a punto la concentracién de cada cebador para conformar el pool de linaje (pool-L) y el pool
de resistencia (pool-R).

d. Secuenciacion de amplicones

A partir de los amplicones generados con la PCR, se construyeron las bibliotecas de secuenciacion
compatibles con la plataforma MiSeq (Illumina, USA) utilizando el kit “Nextera XT DNA library Prep”
(Illumina) para la generacidn de bibliotecas siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizé un
kit de 2x75 ciclos compatible con el equipo MiSeq de lllumina, disponible en el Institut Pasteur de
Montevideo. Se realizd la secuenciacién por ambos extremos (Paired-End).

e. Andlisis bioinformdticos

Desarrollamos un esquema de andlisis propio, concatenando programas en linea de comandos con
el objetivo de identificar polimorfismo de nucleétido simple (SNPs por sus siglas en inglés) para
clasificar linaje y resistencia (Figura 9). En primer lugar, se realizd un chequeo de la calidad de los
archivos de salida o lecturas en formato fastQ' y se recortaron los extremos con calidades menores
a 30y las secuencias de adaptadores con el programa Sickle 34,

! Archivo de texto conteniendo la secuencia nucleotidica y su correspondiente calidad (Phred score)
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Chequeo de calidad .fastq pair-end reads
FastQC / Sickle

¢

Alineamiento contra todo el genoma
bwa mem

V

SAM to .BAM / sorting / indexing
Samtools

y
SNP calling
Befiools

V

Tabla final con SNP por gen

Figura 9. Esquema de trabajo para el andlisis informatico de las secuencias obtenidas. Se realiza un
control de calidad y recorte de adaptadores y cebadores. Luego se realiza el alineamiento contra todo el
genoma. Las lecturas que mapean se procesan con herramientas del paquete samtools para obtener una
tabla que compila los SNPs detectados en cada gen.

A partir de los archivos de salida de estos alineadores de secuencia, se utilizé bcftools mpileup para
generar una tabla de datos con los polimorfismos detectados en cada gen o region comparando
contra el genoma de referencia (H37Rv — NC_000962.3) (Figura 15). A modo de chequeo de este
flujo de trabajo, también se comparéd con programas online disponibles para realizar este analisis
como PhyResSE ¥, que brindan informes de tipificacién y de resistencia a partir de archivos de
secuenciacién genémica.

2. Busqueda de marcadores moleculares con valor prondstico de TB severa

a. Poblacion de estudio

Para la busqueda de marcadores moleculares en el hospedero, se obtuvo suero de una poblacidn
de pacientes ingresados en la UCI del Hospital Espafiol-ASSE, que fueron diagnosticados en base a
un cuadro clinico/radiolégico compatible, y con confirmacién bacterioldgica, para TB (Tabla 6).
Dichos sueros fueron recolectados entre 2016 y 2020 en el marco del proyecto ANII
FSS_X_2016_1 127692 y cuenta con aval del Comité de Etica del Hospital Espafiol. Se tomaron
muestras de sangre en el primer dia de ingreso a la UCI, previo a la administracidon de antibidticos.
A partir de la centrifugacion de la sangre, se obtuvo el suero. En total, se obtuvieron 32 sueros que
fueron almacenados a -80 2C hasta su procesamiento.
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Tabla 6. Datos generales y principales caracteristicas de pacientes con TB grave. En la tabla se indica la
edad del paciente, sexo, puntuacion en el sistema de clasificacion de severidad (APACHE II: Acute
Physiology And Chronic Health Evaluation Il) y desenlace (V: vive, F: fallece). También se indican los dias
de ventilacion mecanica requeridos, fecha de ingreso en la UCI, total de dias dentro de la Unidad y si era
positivo para VIH.

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

ucCl en UCI
175-6 34 F 29 F 35 8/8/17 35 0
224-6 29 F 13 \Y 0 27/5/17 6 1
397-7 59 F 37 F 2 27/2/17 2 0
522-0 33 M 43 F 15 11/8/17 16 1
707-6 38 M 27 F 6 23/11/16 6 0
761-6 32 M 21 F 7 10/5/17 7 0
STB04 51 M 24 F 4 14/4/20 4 0
STB05 32 F 8 \Y 0 14/2/17 2 1
STBO6 42 M - \% 0 13/6/18 1 0
STB09 48 M 22 F 20 8/11/17 28 0
STB10 44 M 4 \% 17/4/18 8 0
STB11 37 F 12 \% 6/12/17 4 0
STB12 56 M 12 \% - 19/1/18 5 1
STB14 27 F 11 \% 0 8/10/18 10 0
STB15 78 M 19 F 2 16/9/18 2 0
STB16 48 M 27 F 25 19/5/18 25 0
STB18 47 M 42 F 3 19/2/19 3 1
STB20 57 M 24 \% 30 9/3/18 48 0
STB21 38 F 31 F 23 10/1/19 28 1
STB22 62 M 35 F 25 13/3/19 29 0
STB23 34 M 25 F 5 28/5/19 5 0
STB24 29 F 20 F 2 23/12/18 7 0
STB25 33 F 19 \Y 8 18/7/19 11 0
STB03 26 F 11 F 1 12/7/17 1 1
STB32 71 M - F 1 24/11/18 1 1
STB33 23 M 26 \Y 19 8/9/17 22 0
STB34 41 M 9 \Y 0 6/10/18 9 0
STB35 24 M 18 \Y 8 11/9/19 14 0
STB36 40 M 8 F 1 8/6/20 2 0
STB37 29 M 12 \Y - 26/7/20 10 0
STB38 49 M 10 \Y - 3/7/20 6 0
STB39 27 M 22 F 5 13/2/20 5 0
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Se destacan varias comorbilidades en comun a todos ellos como policonsumo y situacién de calle
(44%), abandonos de tratamiento (31%), fumadores o ex fumadores intensos (28%), VIH positivo
(22%) y privados de libertad o ex privados de libertad (12%).

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

b. Extraccién de ARN

Se realizé la extraccién de ARN total (incluidos los miARNs) a partir de suero, con el kit “Quick-cfRNA
Serum and Plasma” (ZYMO Research, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para todos los
casos se partié de 1 mL de suero. En el caso que la muestra se encontrara con signos de hemolisis,
se realizé una centrifugacion previa de 15 minutos a 10.000 g a 429C.

c. Secuenciacion de ARNs pequeiios circulantes en suero

Se fabricaron bibliotecas para secuenciar los ARNs circulantes en suero con la plataforma MiSeq
(Hlumina, USA) utilizando el kit “NEBNext small RNA Library Prep Set for lllumina” (New England
BioLabs, USA). Las bibliotecas se cuantificaron con el kit Qubit “High Sensitivity dsDNA Assay”. Se
realizd una secuenciacion de 50 ciclos con el cartucho “MiSeq Reagent Kit v3”, en el secuenciador
MiSeq disponible en el Institut Pasteur de Montevideo.

d. Andlisis de datos

Las secuencias obtenidas se analizaron con el paquete de programas disponible online sRNAtoolbox
(http://bioinfo5.ugr.es/srnatoolbox). Se utilizaron principalmente dos programas de este paquete.

En primer lugar, el paquete sRNAbench ¢ se utilizé para observar el perfil de abundancia de ARNs
pequefios de cada muestra. En segundo lugar, se utilizé el paquete sSRNAde que permite la deteccidn
de ARNs pequefios diferencialmente abundantes entre grupo de muestras. Ademas, se utilizan otros
paguetes como DESeq2 37 para la normalizacién y el andlisis diferencial, calculando el valor de
cambio y la dispersidn de estos datos, lo que permite analizar expresidon o abundancia diferencial
entre grupos. Las tablas finales de resultados indican el p-valor ajustado. En nuestro analisis, un p-
valor ajustado <0,05 fue considerado un cambio significativo.

e. Validacion de miARNs

La validacion de los miARNs se realizé mediante la amplificacién por la técnica de stem-loop RT-
gPCR 3¥(Chen et al., 2005) y el andlisis de las abundancias relativas por el método del AACt *.

En base a la informacion obtenida en el analisis de abundancia diferencial, los miARNs con un p-
valor ajustado significativo, que presentaran un numero de lecturas alta (o sea de mayor
abundancia) se propusieron como candidatos a marcadores de enfermedad o como prondstico de
gravedad.
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RESULTADOS

1. Desarrollo de un método de secuenciacion de regiones del genoma de Mtb que permite la
caracterizacion de cepas y evaluar su perfil de resistencia a fdrmacos.

Como caso de estudio y por ser una poblacién de interés, se seleccionaron del banco de ADN de la
CHLA-EP, cepas de personas privadas libertad obtenidas en el afio 2019. Se realizé la amplificacidn
y secuenciacion de las regiones seleccionadas que por un lado permiten determinar el linaje y
sublinaje del aislado y por otro evidenciar la presencia (si la hubiera) de mutaciones asociadas a
resistencia a farmacos anti-tuberculosis.

A partir de las secuencias obtenidas y con el algoritmo de andlisis bioinformatico utilizado se obtuvo
informacidn de este grupo particular de cepas. Brevemente, a partir de los archivos de salida del
alineamiento, se realizd la visualizacién del mapeo de las secuencias con el programa IGV
(Integrative Genomic Viewer), y se identificaron las variantes en las coordenadas reportadas en la
bibliografia (Figura 10). Ademas, con la herramienta informatica bcftools se identificaron los
polimorfismos de nucledtido simple (SNP) respecto al genoma de referencia (genoma de la cepa
H37Rv), y se considerd un SNP si existia un cambio reportado en las posiciones mencionadas y tenia
una cobertura de al menos 5 secuencias para esa posicion (Tabla 7).

362 bp

514.100 bp 514.200 bp 514.300 bp
| | |

[0 -128]

Figura 10. Visualizacién de los alineamientos con el programa IGV para la identificacién del linaje X. En
el ejemplo se observa la regién correspondiente al gen ctpH para una muestra. Se identifican las
secuencias alineadas al genoma en gris, la cobertura debajo de la linea de referencia y el cambio de
nucledtido en rojo (C/T) identificado en la posicién 514245 del genoma de referencia.
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Tabla 7. Resumen de los polimorfismos detectados por bcftools (en formato VCF). En este caso se indican
los resultados de dos muestras a modo de ejemplo, donde se indica la posicion del polimorfismo, la base
de la referenciay la alteracion detectada, seguido de la puntuacién de calidad de Phred-escalada (cuanto
mayor es, mayor es la confianza para esa alteracién).

Posicion Ref Alt Calidad

17_sorted_aln_genoma.bam

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

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

En base a los resultados anteriores, se resumen en la tabla 8 la asignacidn de linaje para cada una
de las muestras. Para los aislados 12, 14, 33 y 34 en los que no hubo secuencias o la cobertura fue
muy baja para evidenciar polimorfismos, se clasificaron los linajes mediante MIRU-VNTR.
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Tabla 8. Clasificacidn de las cepas aisladas del sistema penitenciario. Se indican las secuencias en todo el
pool-L, la cobertura que tuvo el mismo y la clasificacion que surge como resultado de observar la
presencia de los polimorfismos en las posiciones de los genes seleccionados.

ID Secuencias Cobertura  Clasificacién

ID  Secuencias Cobertura  Clasificacién en pool L en pool L de linajes
en pool L en pool L de linajes

24 21198 771 X
1 2860 104 LAM 25 4837 176 LAM
2 47075 1713 LAM 26 10097 367 X
3 8703 317 X 27 176934 6437 -
4 5175 188 LAM 28 396169 14413 Haarlem
5 9578 348 Haarlem 29 4899 178 X
6 2630 96 X 30 25152 915 X
7 222113 8081 X 31 15299 557 LAM
8 - - - 32 12192 444 LAM
9 57814 2103 Haarlem 33 4211 153 LAM
10 5148 187 X 34 14470 526 LAM
11 95368 3470 LAM 35 7458 271 LAM
12 5575 203 LAM 36 9505 346 Haarlem
13 8321 303 Haarlem 37 2261 82 X
14 10959 399 LAM 38 642 23 X
15 56365 2051 X 39 42855 1559 LAM
16 3944 143 Haarlem 40 15257 555 X
17 11343 413 Haarlem 41 2431 88 -
18 7713 281 X 42 10493 382 Haarlem
19 54529 1984 Haarlem 43 6420 234 LAM
20 7721 281 X 44 8517 310 LAM
21 5143 187 Haarlem 45 4586 167 LAM
22 9895 360 S 46 2722 99 X

47 32983 1200 X

Los resultados obtenidos indican que dentro del sistema penitenciario (SP) se detectaron 39% de
cepas LAM (linaje 4.3), 34% de cepas X (linaje 4.1.1), 25% Haarlem (linaje 4.1.2.1) y 2% S (linaje
4.4.1.1) (Figura 11). La distribucion de los linajes aislados del SP contrasta con la observada en los
aislamientos de la comunidad. En particular, la cepa X se encuentra sobrerrepresentada en el SP
(chi-cuadrado con p-valor = 0,0001). Este linaje no fue detectado en ninguno de los aislados de
pacientes internados en cuidados intensivos, y es detectado en muy bajo porcentaje en aislados de
la comunidad (entorno al 1%) 2. Tampoco fue observada en cepas resistentes caracterizadas por
nuestro grupo previamente 1.
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|eo

B PRL
I Comunidad
% 3 KKk
S 3
©
N
2
o -
. = .
LAM X Haarlem S

Figura 11. Porcentaje de linajes en poblacién de personas privadas de libertad (azul) vs linajes
circulantes en la comunidad (beige).

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

A modo de comparacién, se realizd un analisis de tipificacion de cepas utilizando el software online
PhyResSE * (https://bioinf.fz-borstel.de/mchips/phyresse/). En dicho programa se cargaron las
corridas obtenidas del MiSeq y como resultados se pudieron clasificar 23 cepas. Las restantes no

tuvieron suficientes lecturas para ser procesadas por este programa, aunque fueron asignadas al
linaje 4 (sin identificar el sublinaje). Solamente en un caso (muestra 26) la tipificacién no coincidié
con nuestra metodologia propuesta (Tabla 9).
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Tabla 9. Comparacion de las clasificaciones obtenidas mediante la estrategia desarrollada en este trabajo
y mediante el paquete PhyResSE. Se indica la clasificacion asignada por cada metodologia. En la columna
de MIRU-VNTR solamente se tipificaron aquellas que no pudieron ser clasificadas. El recuadro en rojo
indica la Unica discrepancia entre el andlisis informatico hecho por nuestro grupo y PhyResSE, la
tipificacidon de este aislado por MIRU resulté del linaje Haarlem.

ID Analisis PhyResse  MIRU-VNTR ID Analisis PhyResse  MIRU-VNTR
informatico informatico
1 LAM LAM 24 X
2 LAM LAM 25 LAM LAM
3 X X 26 | Haarlem X Haarlem |
4 LAM LAM 27 -
5 Haarlem 28 Haarlem Haarlem
6 X X 29 X
7 X X 30 X
8 - 31 LAM LAM
9 Haarlem 32 LAM LAM
10 X X 33 LAM
11 LAM LAM 34 LAM
12 LAM 35 LAM LAM
13 Haarlem 36 Haarlem
14 LAM 37 X
15 X X 38 X X
16 Haarlem 39 LAM LAM
17 Haarlem 40 X
18 X 41 -
19 Haarlem 42 Haarlem
20 X 43 LAM LAM
21 Haarlem 44 LAM LAM
22 S S 45 LAM LAM
23 LAM LAM 46 X
47 X X
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Para la busqueda de mutaciones asociadas a resistencia a farmacos, se utilizé el mismo esquema
de trabajo que la parte anterior, acotando la busqueda a los genes asociados a resistencia a
farmacos seleccionados. En la tabla 10, se resumen todos los polimorfismos detectados para
cada una de las muestras. Solamente en 4 aislados no se pudo obtener lecturas y no se pudo
realizar el andlisis para la busqueda de polimorfismos de resistencia.

Tabla 10. Busqueda de SNPs en genes de resistencia. Se indica el gen, la posicion del cambio de SNP
y cuantos aislados presentaron esa sustitucion. Ademas, se indica el cambio de coddn (en negrita la
base que se modifica), el cambio de aminoacido y si el mismo se encuentra reportado en la literatura
asociado a resistencia.

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

! Respecto al genoma de referencia Mycobacterium tuberculosis (NC_000962.3)
2 Respecto a la posicién en el gen

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

A modo de corroborar estos resultados, se realizé un analisis con PhyResSE donde se obtuvo
una tabla que indica todas las mutaciones observadas por muestra, y si esas mutaciones se
encuentran reportadas en la bibliografia. Las secuencias ingresadas al programa contenian una
alta tasa de repeticidon que fueron identificadas como contaminaciones, y en algunos casos no
se pudieron alinear contra la referencia. Del total, se pudo obtener informacién de 38 aislados.
En la tabla 11 se resumen solamente aquellas que tuvieran una mayor cobertura.
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Tabla 11. Mutaciones asociadas a resistencia encontradas por el programa PhyresSE. Para un subset
de muestras se indica la posicion y la mutacion respecto a la referencia. También se indica un score
de calidad, la regién donde ocurre y el cambio de aminodcido y si la variante estd asociada a
resistencia fenotipica. Todas las mutaciones fueron encontradas en nuestro andlisis anterior.

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

PhyResse también encontrd las mismas mutaciones dentro de las muestras analizadas. Tres
muestras presentaron la mutacidn en el gen rrS (posicion 1472337) y se les asignd resistencia
fenotipica a estreptomicina 2. En el resto de los casos se encontrd la variante g7585c en el gen
gyrA, que no estd asociado hasta ahora, a resistencia fenotipica.
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2. Busqueda de marcadores moleculares (miARNSs) circulantes en suero de pacientes con
TB grave.

A partir de suero de pacientes obtenidos al ingreso a la UCI del Hospital Espaiiol y suero de
donantes sin antecedentes de tuberculosis ni otras enfermedades conocidas, se realizé la
secuenciaciéon de miARNSs circulantes.

Se compard la abundancia diferencial de los miARNs obtenidos comparando los pacientes con
TB grave y los controles. En primer lugar, se realizé un mapa de calor que permite identificar
datos atipicos o por fuera de la media (Figura 12). El agrupamiento de las muestras, segun el
perfil de abundancia diferencial de miARNSs, logra clasificar las muestras segun el grupo al que
pertenecen.
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Figura 12. Mapa de calor de abundancia diferencial de miARNs en suero. Se grafican los 20 miARNs
con el p-valor mas bajo diferencial entre pacientes con TB (indicado con azul oscuro en la barra
superior) vs muestras del grupo control (indicados en celeste). La barra de color indica la
abundancia diferencial de cada miARN por muestra.

En segundo lugar, la abundancia diferencial de miARNs se calculé por medio de DESeq2. La
normalizacién realizada por DESeq2 es utilizada para eliminar el efecto de diferente nimero de
secuencias por muestras, o sea, que diferencias entre muestras no se deban a la profundidad de
secuenciado. Los valores de conteo para cada miARN se dividen por un factor de escala que
toma en cuenta el logaritmo en base e del total de lecturas para cada muestra. A partir de este
analisis se seleccionaron 3 miARNs que se encontraron mas abundantes en las muestras, con
poca dispersion intra-grupo y que mostraron diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos (Tabla 12).
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Tabla 12. Abundancia diferencial de miARNs entre el grupo TB y el grupo control. Se indican el
promedio de lecturas de cada grupo, la diferencia de cambio (fold change) entre ellos, el logaritmo
en base 2 de dicho cambio (Log2FoldChange) y el p-valor ajustado.

Prom.Controles Prom.TB  Fold Change Log2Fold Change padj

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

En la figura 13, se representan las lecturas sobre milléon de lecturas mapeadas que tuvieron los
tres miARNs mencionados anteriormente, para cada una de las muestras analizadas.
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Figura 13. Representacién gréfica de la cantidad de lecturas de miARNs por millén de secuencias
mapeadas. miR-423-5p (azul), miR-378a-3p (amarillo) y miR-126-3p (verde). Los controles se
identifican con otros colores para mayor claridad.
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También se representaron los mismos datos en funcion de los tres miARNs diferencialmente
abundantes (Figura 14). Se realizd un t-test multiple, sobre las medias de todas las muestras por
cada miARN. La diferencia entre las medias es estadisticamente significativa para estos miARNSs.
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Figura 14. Comparacion de miARNs diferenciales entre TB y controles. Se grafican el nimero de
secuencias de cada miARN sobre el total de secuencias mapeadas. El asterisco indica diferencia
significativa entre los grupos para miR-126-3p (p-valor=0,0017), miR-378a-3p (p-valor =0,009) y miR-
423-5p (p-valor = 0,011), lo cudl coincide con el p-valor ajustado calculado por DESeq2.

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

Dentro del grupo diagnosticado con TB, también se encuentran pacientes que ingresan a la UCI
con diferentes estadios de la enfermedad y comorbilidades asociadas. La puntuaciéon de APACHE
Il, cuyo valor elevado se asocia con peor prondstico, es mas alta en aquellos pacientes que
fallecen. Se realizé un andlisis de abundancia diferencial entre pacientes que fallecen (n=6) y
que sobreviven (n=5).

Al analizar el total de lecturas en funcion de los tres miARNs seleccionados, se observa una
abundancia en el miR-378a-3p en aquellos pacientes que fallecieron sin embargo esta diferencia
no logra ser suficiente para ser estadisticamente significativa (t-test multivariado) (Figura 15).

28



10000

5000

reads/millén de sec mapeadas

hsa-miR-378a-3p hsa-miR-126-3p hsa-miR-423-5p

Il TB-sobrevive [ TB-fallece

Figura 15. Cantidad de lecturas por millén de lecturas mapeadas en funcién de los miARN 378a-3p,
126-3p y 423-5p. Se distinguen los grupos de TB fallece y TB sobrevive

Por otra parte y buscando marcadores con valor prondstico que pudieran informar sobre la
gravedad de la enfermedad (en nuestro caso, distinguir personas que no logran sobrevivir luego
del ingreso a la UCI de aquellas que si lo hacen), observamos que una combinacion de dos de los
miARNs que observamos distinguen entre personas con TB de personas sanas, ofrecen un
indicador de desenlace de la enfermedad de manera estadisticamente significativa (Figura 16).
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Figura 16. Relacion entre miARNs 423-5p y 378-3p en pacientes que sobreviven (azul) o fallecen
(marrdn). Los asteriscos indican una diferencia estadisticamente significativa entre ambas
poblaciones (p<0,01).
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En base a lo observado anteriormente, se procedié a validar el miR-378a-3p, el miR-423-5p y el
miR-126-3p a través de una cuantificacion relativa por RT-qPCR y del analisis por el método AACt.
Como miARN control o “housekeeping” se optd por el hsa-let-7b-5p ya que se encuentra
presente tanto en los sueros controles como en los TB con niveles similares de abundancia, sin
diferencias significativas entre los TB y el grupo control (Tabla 13).

Tabla 13. miARN de referencia entre TB y el grupo control. Se indican los promedios de cada grupo,
el fold change entre ellos y el p-valor ajustado.

Promedio Promedio Fold Log2FoldChange  padj
TB Controles Change
hsa-let-7b-5p 5988.49 3239.1 0.54 -0.89 0.13

El analisis de los resultados de las curvas de PCR mostrd diferencia significativa entre los
controles y las muestras de TB cuando se cuantificd la abundancia relativa del miR-378a-3p
(Figura 17-a) utilizando el miR-let7b como normalizador. No se pudo obtener valor estadistico
significativo para sostener la diferencia observada en el miR-126-3p, aunque existe una
tendencia a estar mas abundante en los controles que en los sueros de pacientes con
tuberculosis (Figura 17-b). Por otra parte, no se pudo obtener resultados para la validacion del
miR-423-5p ya que las curvas de amplificacion de los controles negativos invalidaron la
comparacién de las curvas.
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Figura 17. Cuantificacién relativa de miARNs candidatos circulantes en suero. La cuantificacidn
relativa de las curvas de qPCR se realizaron por el método de AACt. (a) cuantificacion del miR-378a-
3p relativa al let-7b-5p. (b) cuantificacion del miR-126-3p relativa al let-7b-5p.
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DISCUSION

1. Desarrollo de un método de secuenciacion de regiones del genoma de Mtb que permite
la caracterizacion de cepas y evaluar su perfil de resistencia a farmacos.

En el presente trabajo mostramos el desarrollo de un sistema de caracterizacién de cepas (linaje
y presencia de resistencia genotipica a farmacos) mediante secuenciado profundo de regiones
especificas del genoma de Mtb. En particular, y para mostrar la utilidad del método estudiamos
las cepas aisladas del Sistema Penitenciario.

La prevalencia de TB en la poblacién de privados de libertad (PPL) en el mundo es elevada. En
general esta alta tasa esta relacionada con caracteristicas de esta poblacién como condiciones
de hacinamiento, VIH, alcoholismo, adiccion, poco apego al tratamiento, etc. (Walter et al.,
2021). Ademas, la convivencia con personas con TB en condiciones de sobrepoblacion, poca
ventilacién y poco acceso al sistema de salud, aumentan las chances de transmision de la TB
dentro de las cdrceles. La prevalencia de TB en cdrceles en Uruguay es elevada y en 2020 se
ubico en 639 casos cada 100.000 habitantes segln la CHLA-EP (20 veces mayor que para la
poblacién general). La situacion del sistema penitenciario resulta critica y hasta el afio pasado
se estimdé que hay algo mas de 130 presos por cada 100 plazas disponibles, siendo la densidad
mas alta registrada desde 2013 (Comisionado Parlamentario Penitenciario, 2020). Hasta marzo
de 2021 la poblacidn carcelaria era de 13.402 internos, y la tendencia al hacinamiento critico no
pareceria revertirse en los proximos afos. La situacion de la TB en el sistema penitenciario no es
solamente critica para los PPL, sino que ademas estas instituciones actian como amplificadores
de la tuberculosis comunitaria, manteniendo la propagacién de la enfermedad desde los
entornos penitenciarios hacia la poblacién exterior **.

Con el método desarrollado se realizé la caracterizacion de 47 aislados del sistema penitenciario
(SP) obtenidos durante todo el afio 2019. Se obtuvieron en total 47 ADNs de cepas asiladas del
SP, de los cuales 28 corresponden a aislados que se detectaron en el triage al ingreso del SP. De
estos ultimos, 25 ya tenian ingresos previos en el sistema mientras que 3 correspondian a
personas que ingresaban por primera vez. Por otra parte, 19 aislados fueron detectados dentro
de las carceles. De los 47 aislados secuenciados, hubo uno donde no se logré la amplificacion
probablemente debido a la baja calidad del ADN utilizado, mientras que para 6 casos no se pudo
detectar polimorfismos para clasificar el genotipo. Para estos ultimos se realizé la tipificacion
por MIRU-VNTR, que dio como resultado la asignacion al sublinaje LAM para 4 de ellos, mientras
que en los 2 restantes no se logré determinar el linaje.

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

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

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

Si bien hace falta una mayor vigilancia epidemioldgica y hacer un estudio profundo de la
transmisién intrafamiliar, o incluso de la transmisidon dentro de los funcionarios penitenciarios,
todo hace indicar que esta cepa circula activamente dentro del SP, con una diseminacién
comunitaria baja.

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

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

Las instituciones como hospitales y centros de reclusion no solamente actidan como
amplificadores de la TB en la comunidad, sino que ademdas aumentan el riesgo de la ocurrencia

41 Para la poblacion de estudio de este trabajo, se

de tuberculosis multi-drogoresistente
detectaron mutaciones en la mayoria de los aislados, no obstante, el 57% de esas mutaciones

son sindnimas (es decir no producen cambios en el aminodacido). Para aquellas mutaciones no
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sindnimas, se detectd que al menos 27 aislados presentaban mutaciones en el gen gyrA:
Glu62GIn, Ser95Thr y Gly668Asp. Este gen esta asociado a resistencia a las fluoroquinolonas y
en él se describen algunas mutaciones de alta confianza para resistencia fenotipica. Por ejemplo,
la mutacién Asp94Gly ocurre frecuentemente en cepas XDR #*. En cualquier caso, las mutaciones
detectadas por nuestro flujo de trabajo, que a su vez fueran corroboradas por los resultados
observados de PhyResSE, no se encuentran reportadas en las tablas de datos para mutaciones
asociadas a resistencia a fluoroquinolonas #.

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

Por otra parte, se encontrd la mutacién c1472337t (c492t) en el gen rrS para tres aislados y dicha
observacién fue corroborada por el andlisis de PhyResSE. Esta mutacidon se encuentra reportada
por 3247 aunque no se encontrd ninguna otra evidencia que indicara que la asociacidn con la
resistencia fenotipica esta fuertemente relacionada. Sin embargo, mutaciones en el gen rrS se
encuentran asociadas a resistencia a estreptomicina, particularmente las regiones 530 y 912,
que son los sitios mds frecuentes. En particular las mutaciones a514c, ¢517t y a908g fueron
encontradas en cepas Beijin resistentes 8. También existe evidencia de que el tipo y la
frecuencia de mutaciones en rrS dependen del sitio geografico y que algunos linajes, como Beijin
o LAM estan mas frecuentemente asociados con la ocurrencia de resistencia a estreptomicina
4, Los aislados con la mutaciéon c492t corresponden a los aislados 1, 32 y 45 que fueron
tipificados como LAM.

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

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

2. Busqueda de marcadores moleculares (miARNSs) circulantes en suero de pacientes con
TB grave.

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

Los acidos nucleicos extracelulares, tanto dentro de vesiculas como asociados a proteinas de
unién a ARN o ADN, se pueden encontrar circulando en sangre. Las variaciones en su
concentracién y su composicion son reflejo de estados metabdlicos particulares o procesos de
enfermedad y es por ello que conocer las secuencias y las abundancias de estos acidos nucleicos
puede ser informacion util para la busqueda de biomarcadores. Se ha visto que Mycobacterium
tuberculosis tiene la habilidad de evadir la respuesta del sistema inmune y sobrevivir de forma
intracelular en el hospedero. Los mecanismos de evasion también incluyen la supresion de
ciertos miARNs del hospedero involucrados en la regulacién del sistema inmune y adaptativo *.
Algunos miARN que se han visto mas abundantes dentro de pacientes con TB son miR-146a-5p,
miR-21-5p, mir-99b-5p y miR-132-5p, que estdn asociados negativamente con la respuesta
inflamatoria del hospedero, participando en la disminucidn de la sefializacién de los receptores
de tipo toll (TLRs), favoreciendo el crecimiento de la bacteria 1. Otros miARNs como miR-29a-
3p y miR-125-5p que se encuentran mds abundantes en macréfagos infectados, directamente
actian sobre IFN-gamma y TNF-alfa suprimiendo la respuesta inmune 2. También se destacaron
a hsa-miR-196b y hsa-miR-376¢c como potenciales marcadores de diagndstico, luego de analizar
suero de 15 pacientes con TB y 82 controles. Estos fueron validados por RT-PCR 3L, Lo cierto es
gue existen numerosos articulos que proponen miARNs como marcadores de TB, pero los
resultados no son muy consistentes. Si bien es sabido que las bacterias, a través de la expresion
de miARNs, pueden manipular diferentes vias moleculares del hospedero >3 y que los ARNs
pequefios en vesiculas extracelulares pueden actuar en la comunicacidon a distancia entre
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células, no se ha logrado comprender en profundidad cudles son los mecanismos celulares
detras de ello. Los perfiles de expresién de miARN también dependen de caracteristicas de la
poblacién de estudio, como edad, sexo, comorbilidades, aptitud del sistema inmune pero
también del tipo de cepa de Mtb o del estado o avance de la enfermedad >*. También es posible
qgue ocurran ciertos sesgos en cuanto a los diferentes métodos de aislacion, asi como
degradacion de ARN en los biofluidos, lo cual hace que la cuantificacion e identificacion de la
abundancia de los ARNs extracelulares esté sujeto a artefactos producidos durante el
aislamiento y/o procedimiento *°.

Para tratar de mitigar estas variaciones en la cuantificacién de muestras, en este trabajo todos
los sueros de pacientes graves y controles, partieron de la misma cantidad de suero y fueron
extraidos de la misma manera con kit comercial disefiado para la extraccion de miARNs.

De la poblacién de pacientes graves internados en UCI utilizados para este andlisis, se desprende
de sus datos clinicos que se trata de una cohorte con predominancia masculina (62%) en torno
a los 40 afios de edad, donde el 62% fallecié en su estadia en la UCI con un puntaje promedio de
APACHE Il de 29. Se trata entonces de pacientes jovenes, con un score de severidad muy alto,
gue se corresponde con una mortalidad que triplica la mortalidad promedio observada en otros
casos. A partir de la extraccién de ARN, se realizaron las bibliotecas para secuenciacién de ARNs
pequefios y se obtuvieron secuencias de muy buena calidad que mapean mas del 90% contra el
genoma humano.

Del andlisis de expresion diferencial, surgieron tres candidatos como marcadores de
enfermedad. El hsa-miR-378a-3p y el hsa-miR-423-5p se hallaron mas abundantes en el suero
de los pacientes graves con TB mientras que el hsa-miR-126-3p estaba disminuido en este grupo.

El andlisis realizado por DESeq2 encontré diferencias significativas. El miR-378a-3p estd asociado
a la regulacidn negativa de la proliferacién celular y esta involucrado en el silenciamiento de la
respuesta inmune °¢. Asimismo, el miR-126-3p se encuentra asociado a la regulacidon negativa
de la migracién celular y supresién de tumores >. Sin embargo, estos dos miARNs no se
encuentran reportados como marcadores de TB. En cambio, el miR-423-5p estd al menos
reportado en un articulo cientifico como mas abundante y de forma estadisticamente
significativa, cuando se comparan suero de pacientes con tuberculosis pulmonar activa y
controles sanos *8. Los autores sefialan, ademas, que se logré establecer una asociacién entre la

abundancia de este microARN y la inhibicidn en la maduracidn del fago-lisosoma en macréfagos.

También se realizé un andlisis de abundancia diferencial de miARNSs circulantes en suero entre
pacientes con TB que sobrevivieron y que fallecieron en la UCI. En este caso, el bajo nimero de
muestras y la dispersion de los datos no permitieron observar miARNs con diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos para ser considerados candidatos con valor
prondstico. Restaria aumentar el nimero de muestras analizadas, para poder determinar si el
miR-378a-3p o el 423-5p son ademads biomarcadores prondsticos de gravedad.
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En suma, partimos de una poblacién de estudio muy heterogénea que ingresaron a UCI por
cuadro clinico compatible con tuberculosis pulmonar, que resultaron tener cultivo positivo, pero
gue también tenian comorbilidades asociadas como tabaquismo, consumo de drogas, situacién
de calle y donde 1 de cada 5 era VIH positivo. Existen a su vez, diferentes estadios en la
progresion de la enfermedad en el ingreso a la UCI, que pueden verse reflejados en la
puntuacion de APACHE IlI. La estadia en UCI (que en general es mas corta en pacientes que
fallecen), podria ser una aproximacion también para definir diferentes estadios, indicando una
enfermedad muy avanzada. Cuando se analizé la cohorte en funcién de la mortalidad no se
encontraron miARNs circulantes en suero significativamente abundantes en un grupo respecto
a otro, sin embargo utilizando la relacién entre la abundancia de dos miARNs fue posible
diferenciar entre pacientes con un desenlace fatal de aquellos que logran sobrevivir, lo cual
podria constituir una informacion clinica relevante para el manejo de estos pacientes.
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CONCLUSIONES y PERSPECTIVAS

La presente postulacién resume en los dos ultimos grandes trabajos, los aportes realizados al
estudio de la Tuberculosis en Uruguay llevados adelante por nuestro grupo en los ultimos 15
afos. El trabajo realizado se llevé delante de manera colaborativa y multidisciplinaria,
recibiendo aportes desde la epidemiologia y la clinica hasta el laboratorio de biologia molecular.
El trabajo en conjunto de médicos, epidemidlogos, laboratoristas, bioquimicos y bidlogos
moleculares permitié obtener datos relevantes de la tuberculosis en Uruguay por primera vez,
y obtener informacién de utilidad para el sistema de salud del pais. Ademas, de validarse los
datos encontrados en los pacientes con TB severa, aportaria informacidén de gran importancia
para médicos que permita un manejo mas adecuado de pacientes graves.

Respecto a la primera parte que se presenta en esta postulacion, se desarrollé una metodologia
de tipificacién de cepas y de identificacién de resistencia basado en secuenciacién profunda que
puede ser facilmente transferible y aplicable en los laboratorios de biologia molecular que
normalmente realizan el seguimiento de los casos de TB en el pais. De hecho, en el marco del
proyecto FMV_3 2018 1 148367, se estd realizando la transferencia de esta metodologia a la
CHLAT-EP. Ademas, estamos realizando una capacitacién para que en algunos casos se realice
secuenciacion de genoma completa de cepas de interés. Esta metodologia, ya es utilizada en
algunos paises como Inglaterra para todas sus cepas aisladas y puede ser una herramienta
aplicable en nuestro pais con una inversién inicial. Respecto al sistema desarrollado, el mismo
puede mejorarse para hilar mas fino entre las cepas que circulan en la poblacion (datos
obtenidos en todos nuestros trabajos previos 1°125960 y en este trabajo muestran que sélo
circulan cepas del linaje 4), asi como también seleccionar las mutaciones asociadas a resistencias
mas frecuentes. Los programas de andlisis online son una muy buena opcidén para realizar
informes de tipificacion y de resistencia en base a la secuenciacién profunda de los genes o de
los genomas de interés, y requiere entrenamiento informatico minimo (que estamos realizando
en este afio para funcionarios de la CHLA-EP).

A modo de perspectiva de esta primera parte del trabajo, seria de interés poder continuar con
el rastreo de los linajes X en los PPL, su insercién en la comunidad y realizar un monitoreo de los
casos observados de resistencia a estreptomicina. En este sentido también, se podrian
secuenciar los genomas de estas cepas resistentes para intentar establecer su enlace
epidemioldgico.

Respecto a los marcadores moleculares de TB grave, encontramos 3 miARNs candidatos con
valor diagndstico y una combinacion de ellos muestra una capacidad de diferenciar dentro de
los pacientes graves aquellos con desenlace fatal. Encontrar marcadores con valor prondstico al
gue puedan ser utilizados al ingreso de la UCI seria de gran importancia para tomar conductas
terapéuticas mas adecuadas para estos pacientes. Para ello seria importante reproducir los
resultados obtenidos en un set de muestras mayor para poder disminuir la incertidumbre y
también comparar con otros grupos de pacientes graves con otras patologias (por ejemplo,
neumonias comunitarias, o COVID-19) para observar si estos marcadores son especificos de TB
o se deben a otras caracteristicas inespecificas de la gravedad del cuadro clinico. Asimismo,
podrian clasificarse a los pacientes segun otros criterios, como avance o gravedad de la
enfermedad, o estadia corta y estadia larga, para observar si los marcadores se mantienen entre
los grupos o se distinguen nuevos candidatos.
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Otro aspecto interesante para abordar podria ser estudiar la expresidn diferencial de otros ARNs
pequefios no codificantes como ARN transferencia, ARN ribosomal, ARNs largos, que fueron
secuenciados en este estudio, pero que no fueron analizados.

Como se muestra en la introduccidn, la TB continda siendo un grave problema de salud en el
mundo y en nuestro pais. En la postulacidén se presentan dos abordajes llevados adelante por
nuestro grupo para aportar a un mejor conocimiento de la enfermedad. Por un lado, desde el
punto de vista de la epidemiologia molecular: identificando por primera vez en nuestro pais, las
cepas circulantes en distintos subgrupos de enfermos con TB y estudiando, al mismo tiempo, la
presencia de multiresistencia a drogas antituberculosas.

Por otra parte, se realizé la caracterizacion de la respuesta del hospedero frente a la infeccidon y
se buscaron y encontraron ARNs pequefios circulantes en suero biomarcadores especificos de
la enfermedad con potencial valor prondstico.
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KEYWORDS Abstract Human tuberculosis is still a major world health concern. In Uruguay, contrary to
Mycobacterium the world trend, an increase in cases has been observed since 2006. Although the incidence of
tuberculosis; MDR-resistant strains is low and no cases of XDR-TB were registered, an increase in the number
Pulmonary infections; of patients with severe tuberculosis requiring critical care admission was observed. As a first
Critically ill patients aim, we performed the analysis of the genetic structure of strains isolated from patients with

severe tuberculosis admitted to an intensive care unit. We compared these results with those
corresponding to the general population observing a statistically significant increase in the
Haarlem genotypes among ICU patients (53.3% vs 34.7%; p <0.05). In addition, we investigated
the association of clinical outcomes with the genotype observing a major incidence of hepatic
dysfunctions among patients infected with the Haarlem strain (p < 0.05). The cohort presented
is one of the largest studied series of critically ill patients with tuberculosis.
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nc-nd/4.0/).
PALABRAS CLAVE Tuberculosis en la unidad de cuidados intensivos: caracteristicas clinicas y
Mycobacterium epidemiologicas
tuberculosis; ) ;
Infecciones Resumen La tuberculosis (TB) aun representa un problema mayor de salud publica. En
pulmonares; Uruguay, contrariamente a la tendencia mundial, se ha observado un incremento en el nimero
Medicina intensiva de casos desde 2006. Aunque la incidencia de casos de multidrogorresistencia (MDR) es baja y no
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se han reportados casos de resistencia a farmacos de primera y segunda linea de tratamiento
(XDR), se ha observado un incremento en el nimero de casos con TB grave, que requieren
internacion en unidad de terapia intensiva (CTI). Como primer objetivo del presente trabajo,
se analizo la estructura genética de cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas de pacientes
internados en CTIl. Comparamos estos resultados con los obtenidos con cepas circulantes en la
comunidad. Observamos un incremento estadisticamente significativo del genotipo Haarlem en
los pacientes internados en CTI (53,3 vs. 34,7%; p < 0,05). Ademas, investigamos la asociacion del
desenlace clinico con el genotipo, y encontramos una mayor incidencia de disfuncion hepatica
en los pacientes infectados con la cepa Haarlem (p<0,05). La cohorte presentada en este
trabajo corresponde a una de las series con mayor nimero de pacientes con tuberculosis que
requirieron internacion en CTI.

© 2021 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

Although tuberculosis (TB) incidence is decreasing
worldwide', Uruguay has been reporting an increase in the
number of cases since 2006. Despite the efforts made by the
National Program Against Tuberculosis, the incidence rate in
2019 was 30 cases per 100000 inhabitants, placing Uruguay
above the average of the region'. Based on this scenario,
more cases with severe TB were diagnosed and admitted to
Intensive Care Unit (ICU) during the last years.

TBin critical care is associated with respiratory and other
organ failures and requires ICU admission for advanced vital
support. Despite the availability of effective therapies, mor-
tality rates remain between 15.5 and 65.9% in critical care
patients'®'". In Uruguay, a high mortality rate (>50%) was
observed in TB cases that required ICU admission.

Information from classical and molecular epidemiology,
along with patient clinical data represent key elements to
achieve better control of the disease®.

The genotypic variations, especially bacterial lineages,
are associated with changes in transmission capacity
and also in the ability to acquire drug resistance>’~°.
Thus, changes in the prevalence of specific lineages or
sub-lineages could have important consequences for the
observed epidemiology and outcome of TB disease'?'“.

We hypothesized that critically ill TB patients could
be associated with strain virulence. This study aimed to
describe the genetic diversity of Mycobacterium tubercu-
losis using classical genotyping methods of clinical isolates
obtained from TB patients in the critical care setting, and
to analyze them with the genetic background structure
observed in community TB. In addition, we aimed to deter-
mine the possible association of comorbidities and organ
dysfunctions observed in these patients according to the TB
genotype causing the disease.

The research protocol used in this work was presented
and approved by the Clinical Research Ethics Committee
of Hospital Espafol, and has been performed follow-
ing the ethical standards of the 1964 Declaration of
Helsinki.

Sixty M. tuberculosis isolates obtained from critically ill
patients from a general public hospital (Hospital Espanol -
ASSE, Montevideo, Uruguay) were genotyped and compared

to ninety-five randomly selected community isolates within
the same period (Suppl. Table 1 and Suppl. Fig. 1).

All the community sample isolates correspond to patients
treated with the standard drug protocol (daily HREZ for the
first two months, four months HR 3 days a week). The cul-
tures became negative after 3 months of treatment (Suppl.
Table 1 and Suppl. Fig. 1). All the community samples were
obtained from TB patients that did not require ICU admission
at any time during treatment.

Patients with TB admitted to the ICU were classified
according to a TB clinical severity score as having low, mod-
erate, and high risk TB disease'. Comorbidities and organ
dysfunctions were documented upon admission, along with
common clinical and laboratory studies.

Isolate characteristics were summarized for each group
(Community and Critically ill patient isolates) in Supple-
mentary Table 1. In addition, the analysis pipeline was
shown in Supplementary Figure 1. Microbiological cultures
and DNA extractions were performed and stored, as previ-
ously described. Molecular typing using spoligotyping and
MIRU-VNTR were performed as described in Supplementary
Figure 1.

Lineage assignment was carried out based on similarity
search and UPGMA tree when comparing reference strains
located in the server with our isolates with a distance less
than 0.3 using www.miru-vntr.org tool. Comparative analysis
between strain distribution of critical and non-critically ill
patients was performed with the Chi-squared contingency
tables for categorical data (p-value < 0.05 was considered a
statistically significant difference). Minimum spanning trees
were constructed for all isolates using the MST tool (miru-
vntr.org).

Based on the documented risk factors, forty-five of our
initial set of sixty-five patients (69%) could be classified
according to TB severity at the moment of ICU admission
into three groups (low, moderate and high severity). Most
ICU admissions correspond to moderate to high severity
TB (86.6%): low (13.4%), moderate (40.0%), and high risk
(46.6%) (Suppl. Fig. 1)".

Supplementary Figure 1 shows the main characteristics
of TB patients admitted to an ICU including demographic
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Table 1A Mycobacterium tuberculosis lineages in critically ill and community patients.

Lineages Critically ill patients, n (%) Community patients, n (%) p-value®
EAI 0 (0.0) 1(1.0) 0.03
Haarlem 32 (53.3) 33 (34.7)

LAM10 5 (8.3) 27 (45.0) 18 (18.9) 57 (60.0)

LAM3 and 9 22 (36.7) LAM? 39 (41.1) LAM?

S 1(1.7) 1(1.0)

Others 0 (0) 3(3.3)

Total 60 (100) 95 (100)

@ Corresponds to the sum of genotypes LAM10, LAM9 and LAM3 in critically ill and community patients respectively.

b Chi square comparing ICU vs community TB patients.

Table 1B Mycobacterium tuberculosis lineage comparison in pulmonary community patients with unilateral or bilateral TB

compromise.

Lineages Community unilateral, n (%) Community bilateral, n (%) p-value®
Haarlem 14 (32.6) 20 (51.3) ns
LAM10 20 (46.5) 27 (62.8) 10 (25.6) 17 (43.5)

LAM3 and 9 7 (16.3) LAM? 7 (17.9) LAM?

Others 2 (4.6) 2 (5.1)

Total 43 (100.0) 39 (100.0)

@ Corresponds to the sum of genotypes LAM10, LAM9 and LAM3 in critically ill and community patients respectively.
b Chi-square comparing Unilateral vs Bilateral pulmonary compromise. ns = non-significant.

data, bilateral pulmonary compromise, comorbidities, organ
dysfunctions, relevant laboratory findings, classification
according to a tuberculosis severity score', and ICU
mortality. In brief, patients were relatively young with
male predominance. Bilateral pulmonary involvement was
present in 44%, and HIV coinfection in 22% of the cases.
Poor nutritional status was present in 76%. Respiratory and
cardiovascular failure were the most frequent organ fail-
ures, and mechanical ventilation was implemented in 74% of
the patients. Only 13.3% had a low tuberculosis risk severity
score, while a moderate to high score was observed in 86.6%
of these patients. Global mortality in ICU was 62% consider-
ing all patients (n=60) and reached 71.8% considering only
high-to-moderate severity TB patients (n=39).

Among the ICU M. tuberculosis isolates, strains clus-
tered into five main sub-lineages (Table 1A). Except for
one particular case, all sub-lineages belong to Lineage 4
of M. tuberculosis. Typing of critical care patients reveals
the Haarlem family as the most prominent in these sam-
ples (53.3%), followed by the LAM family (45.0%). On the
contrary, LAM strains are more represented among commu-
nity TB isolates (60.0%), followed by the Haarlem strains
(34.7%), a significant statistical difference being observed
when comparing these two populations (p <0.05).

It is interesting to observe that the Haarlem family was
more frequent in patients with bilateral TB (51.3%) ver-
sus unilateral TB (32.6%) in community patients (Table 1B).
Although the observed difference was not statistically signif-
icant, it could indicate a more aggressive form of the disease
caused by the Haarlem lineage. This hypothesis needs to be
corroborated and could explain the high representation of
the Haarlem genotype among critically ill patients.

45

More detailed analyses of typing results were performed
analyzing the minimum spanning tree generated with the
online tool MST (miru-vntrplus.org). Fourteen clonal com-
plexes were obtained, community and critical isolates could
be detected in each cluster (Fig. 1A and Supplementary
Table 2). The biggest cluster comprises 44 isolates (22 of
them - 9 ICU and 13 community samples - with the same
MIRU pattern belonging to the Haarlem genotype (Fig. 1B)).
Finally, 24 community samples and 10 ICU samples remain
unclustered.

When analyzing the clonal complexes with more than six
isolates (n=8), we could observe strains isolated during the
whole studied period (Suppl. Table 2). This phenomenon also
occurs when analyzing at group level. No clonal complexes
were associated with a particular isolation year that could
be due to a particular outbreak.

We investigated the possible association of observed TB
genotypes with ICU patient’s comorbidities.

A closer look into critically ill patients is shown in Table 2,
comparing demographic data and some comorbidities such
as drug abuse, HIV, COPD, and malnutrition, between the
main represented strains (Haarlem and LAM families). We
did not find any significant differences among comorbidities
between the genotype groups.

Comparing organ dysfunctions observed among ICU
patients (with a low to high severity score) between the
different genotypes, we found that patients with the Haar-
lem genotypes showed hepatic dysfunction more frequently
than patients with LAM (p=0.04) (Table 2). The mortality
observed in these patients was not statistically related to
the M. tuberculosis genotype (Table 2), and no significant
association between the outcome of patients with differ-
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Figure 1  Minimum spanning tree cluster analysis. (A) Samples in red correspond to ICU samples; samples in blue correspond to
community samples. Samples of both groups were present in all clusters. (B) Same analysis colored by lineage. LAM and Haarlem

lineages correspond to the most frequent isolates.

Table 2 Demographic data, comorbidities, and overall outcomes comparing the Haarlem and LAM families in ICU patients with

moderate to high severity score.

Haarlem n=32 (%)

LAM n=27 (%)

p-value (chi-square test)

Age 41415
APACHE Il 18 + 11
Male sex7 27 (84.3)
Mechanical ventilation 23 (71.8)
Comorbidities
Drug abuse 12 (37.5)
HIV coinfection 8 (25.0)
COPD 4 (12.5)
Malnutrition 4 (12.5)
Organ dysfunctions
Cardiovascular 18 (56.3)
Renal 8 (25.0)
Hepatic 9 (28.2)
ARDS 25 (78.2)
ICU stay (days)® 9+9
ICU-mortality 20 (62.5)

38+ 14
16+9
17 (62.2)
23 (85.1)

10 (37.0)
6 (22.2)
5 (18.5)
5 (18.5)

16 (59.3)
6 (22.2)
2 (7.4)

25 (92.5)
15+15
16 (59.2)

ns
ns
0.05
ns

ns
ns
ns
ns

ns
ns
0.04
ns
ns
ns

The values represent the percentage or mean + SD.

COPD = chronic obstructive pulmonary disease, ARDS = acute respiratory distress syndrome. ns: non significant.

@ Considering only patients who survived.

ent lineages was found. As far as we know, this is the first
communication relating clinical and molecular epidemiol-
ogy in critically ill patients with severe TB. Furthermore, we
were able to compare the main TB lineages that circulate
both in the community and critical care setting, studying

46

the association between these genotypes with clinical out-

comes.

The principal finding showed that lineages belong to the
Haarlem and LAM families in both studied populations, but
observing a statistically significant difference between the
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proportions of each family among these two populations.
In addition, we were able to perform a lineage comparison
considering the clinical outcome in community patients.

Although, the genotype information obtained with MIRU
and spoligotyping is partial (and WGS analysis could shed
light about genome implications in clinical outcome), the
data presented in this work suggest a more significant contri-
bution of host factors related to the severity of the disease.

In terms of ICU mortality, neither the LAM nor the Haar-
lem families showed higher virulence. Factors contributing
to death in the present study were more likely related to
host comorbidities (in particular, drug abuse, poor nutri-
tional status, and lack of access to health care facilities).

Although the presented series in our study is one of
the largest reported®®'?, the limited number of patients
enrolled warrants a more robust statistical analysis. The
study of cases should continue to add more information lead-
ing to improve the understanding of the correlation between
TB lineages and virulence.

The results presented in this work represent a starting
point, an in-depth study based on genomes could contribute
to better understand the virulence observed in these strains
and could help to improve the prognosis of these critically
ill patients.
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DISPATCHES

Species Distribution and Isolation
Frequency of Nontuberculous
Mycobacteria, Uruguay

Gonzalo Greif, Cecilia Coitinho, Jakko van Ingen, Carlos Robello

Nontuberculous mycobacteria (NTM) increasingly are
recognized as opportunistic pathogens of humans. NTM
species distribution is well documented in Europe and
North America, but data from other regions are scarce.
We assessed NTM isolation frequency and species dis-
tribution in Uruguay during 2006—-2018.

Nontuberculous mycobacteria (NTM) are com-
prised of >150 species (1) and are increasingly
recognized as opportunistic pathogens (2). In addi-
tion, frequency of disease-causing NTM isolation has
been rising in many settings (3,4). The exact epide-
miology of NTM pulmonary disease, the most com-
mon manifestation in adults (3), has been difficult
to determine because reporting is not mandatory in
most countries and identification of true disease is
often difficult (5).

The distribution of NTM species isolated from
human clinical samples varies greatly by region (6).
In South America, data on NTM isolation frequencies
are available for Sdo Paulo and Rio de Janeiro, Brazil
(7-9) and Buenos Aires, Argentina (6). Because clini-
cal and laboratory observations suggested an emer-
gence of NTM isolates, we conducted a retrospective
study of isolation frequency of NTM in Uruguay.

The Study

We conducted a retrospective study of data on all
NTM isolates identified at the Comisiéon Honoraria
de Lucha Anti-Tuberculosis (Montevideo, Uruguay),
the national tuberculosis reference laboratory, dur-
ing January 2006-December 2018. The laboratory
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receives samples from all suspected tuberculosis
(TB) cases across the country and performs universal
acid-fast bacillus smear testing and solid culture in
Lowenstein-Jensen and Ogawa egg-based media as a
part of routine diagnostic testing. We abstracted basic
patient demographic information and NTM identifi-
cation results from the laboratory databases.

Phenotypic characterization of isolated NTM
was performed by using biochemical methods, and
complementary genotyping identification was intro-
duced in 2012 by using GenoType Mycobacterium
CM (Hain Lifescience GmbH, https:/ /www.hain-life
science.de). In 2016, the laboratory included Geno-
Type Mycobacterium AS (Hain Lifescience GmbH) in
its pipeline and retrospectively identified previously
unidentified isolates.

For comparison, we also collected data on the
number of culture-positive TB cases during the study
period from the laboratory databases. We used offi-
cial population information from the National Insti-
tute of Statistics Uruguay (Instituto Nacional de Es-
tadistica, http:/ /www.ine.gub.uy) to calculate NTM
incidence (Appendix 1, https://wwwnc.cdc.gov/
EID/article/26/5/19-1631-App1.xlsx).

During 2006-2018, a total of 255 NTM isolates
were collected from pulmonary and extrapulmonary
samples from 204 patients, 143 male and 61 female,
in Uruguay (Table 1). Most (147/255; 57.6%) isolates
identified were members of the Mycobacterium avium
complex (MAC), which includes M. intracellulare and
M. avium; 21 (8.2%) were M. kansasii; 15 were M. gor-
donae (5.9%); and 12 were M. peregrinum (4.7 %) (Table
2). We observed an increase in NTM isolation fre-
quency and an increase in TB cases during 2011-2018
(Figure 1, panel A). We also calculated an age-adjust-
ed isolation frequency to determine population aging
effect (Figure 1, panel B).

Among 204 cases, 23 patients had >1 NTM-pos-
itive isolate 6 months apart, and 13 had positive cul-
tures for >2 years. Patients >50 years of age (mean
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Table 1. Specimen sources for isolation of nontuberculous
mycobacteria, Uruguay*

Specimen source No. (%)
Pulmonary
Sputum 170 (66.6)
Bronchoalveolar lavage 18 (7.0)
Bronchoalveolar secretionst 8 (3.1)
Lung biopsy 6 (2.3)
Pleural fluid 3(1.2)
Ear, nose, throat aspirate 2 (0. 8)
Puncture fluid 3(1.2
Total 210 (82.3)
Extrapulmonary
Blood culture 15 (5.9)

Myelocyte culture 3.5)

Skin or soft tissue abscess 1.6)
Urine 0.4)
Feces 0.8)

Gastric lavage 0.4)

9(
4 (
1
2 (
1
3(
3(
8 (
3(
4 (

Ganglion biopsy 1.2)

Ascites fluid 1.2)

Total 38 (14.9)
Multiple isolation sourcest 1.2)
Missing data 1.6)

*The data include isolates from the same patient over time.
tIncludes tracheal aspirations.
FIncludes pulmonary and nonpulmonary samples of the same patient.

52 years of age) were more likely to have prolonged
culture-positivity, a statistically significant difference
from patients with a single positive culture (mean
42.6 years of age; p = 0.0099). Most (7/13; 53.8%) pro-
longed infections were caused by M. intracellulare,
and 4 prolonged cases remained NTM-positive for <6
years, including 2 infections with M. intracellulare and
1 each with M. kansasii and M. heckeshornense. Most
(10/13; 76.9%) prolonged cases were detected in pul-
monary isolates.

Nontuberculous Mycobacteria, Uruguay

Only 4 (1.9%) cases showed disseminated in-
fections in isolates obtained from hemoculture,
bone marrow culture, ganglion biopsy, feces, urine,
or sputum of the same patient. Among the 4 dis-
seminated infections, M. avium was isolated from 2
cases, M. genavense from 1 case, and M. intracellulare
from 1 case.

The incidence of NTM in Uruguay increased
from 0.33 cases/100,000 inhabitants in 2006 to 1.57
cases /100,000 inhabitants to 2018 (Figure 1, panel A).
In 2018, the incidence of NTM was 2.73/100,000 in-
habitants in the north, which has only 16.72% of the
total population of the country. In the south, where
83.28% of the population lives, the incidence was
much lower, 1.34 cases/100,000 inhabitants. Culture-
positive TB cases showed a reverse tendency with
statistically significant differences. The incidence rate
for TB was higher in the south, 30.01 cases/100,000 in-
habitants, and lower in the north, 21.50 cases/ 100,000
inhabitants (Figure 2).

During the period studied, we observed a
4-fold increase in the NTM isolation rate (Appen-
dix 1). Implementation of new detection techniques
during this timeframe could account for part of the
increase (10). However, we noted a >2-fold increase
(2.49) in number of isolates recorded during 2017-
2018, when no laboratory protocol changes were
introduced, suggesting the NTM incidence is rising
in Uruguay (Appendix 1).

Rivero-Lezcano et al. (10) suggested changes
in the pathogen and an aging population could
explain the rising incidence of NTM isolation and

Table 2. Nontuberculous mycobacteria species isolated in Uruguay, 2006—2018*

Species 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 Total % Total
Mycobacterium intracellulare 6 5 2 2 4 3 6 3 6 13 9 10 17 86 33.7
M. avium 4 0 1 1 7 2 3 2 5 6 3 6 21 61 23.9
M. kansasii 0 0 0 1 2 3 2 2 5 1 2 2 1 21 8.2
M. gordonae 2 1 0 0 0 0 0 2 4 2 0 2 2 15 59
M. peregrinum 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 3 2 2 12 4.7
M. chelonae 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 2 0 2 8 3.1
M. fortuitum 0 0 0 0 0 0 0 2 1 0 1 2 2 8 3.1
NTM, no species 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 1 0 5 2.0
determinant

M. genavense 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 1 0 0 4 1.6
M. avium MTBCt 0 0 0 0 0 1 0 2 0 0 0 0 0 3 1.2
M. intracellulare MTBC+t 0 0 0 0 1 0 0 0 2 0 0 0 0 3 1.2
M. lentiflavum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 1 4 1.6
M. scrofulaceum 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 1 0 1 4 1.6
M. simiae 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 3 1.2
M. abscessus 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 3 1.2
M. heckeshornense 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 2 0.8
M. xenopi 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 2 0.8
Other speciest 0 0 0 0 0 0 0 3 0 4 0 1 3 11 4.3
Total 12 7 4 5 15 12 14 19 26 33 27 28 53 255 100.0

*MTBC, Mycobacterium tuberculosis complex; NTM, nontuberculous mycobacterium.

tMixed infections.

1Other species included 1 isolate each of M. arupense, M. asiaticum, M. koreense, M. shimodei, M. interjectum, M. marinum and M. malmoense, and mixed
infections of M. avium—M. intracellulare, M. gordonae—M. chelonae, M. intracellulare, M. fortuitum, M. intracellulare-MTBC.
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Figure 1. Number of cases of
nontuberculous mycobacteria
and tuberculosis, Uruguay,
2006-2018. A) NTM and TB
cases by year. B) NTM incidence
adjusted by age range and

year. NTM, nontuberculous
mycobacteria; TB, tuberculosis.
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disease. From 2017 to 2018, we observed a higher
increase in NTM incidence (2.94 cases/100,000
persons) among persons >60 years of age com-
pared with persons 15-60 years of age (2.39 cas-
es/100,000 persons) (Figure 1, panel B). However,
we noted that the age composition of the popula-
tion remained stable over time (Appendix 1), sug-
gesting other factors are driving increases in NTM
isolation rates.

MAC is reported to be the most frequently isolat-
ed NTM species in all continents (3), but we observed
a different species distribution than previously re-
ported for South America. We saw a higher preva-
lence of M. intracellulare (33.7% of isolates) than M.
avium (23.9% of isolates) (Table 2). We found species
not previously reported in Latin America, including
M. xenopi and M. arupense, and M. malmoense, which
typically is found in northern Europe (11). We also
found M. parakoreense, for which only 2 cases are re-
ported in the literature, 1 case in 2013 isolated from a
single clinical sample (12) and another in Africa (13).
In addition, we noted 2 cases of M. heckeshornense, a
species previously reported by our group (14).

1016

We noted prolonged positivity in 6% (13/204)
of NTM cases. MAC was responsible for most (69%)
prolonged culture positives and M. kansasii was re-
sponsible for 15% of prolonged positivity.

We believe the differences observed in NTM
isolation rates between regions of Uruguay could
be explained by climate factors. The higher tem-
peratures and increased rainfall in the north could
favor the incidence ambient pathogens (Appendix
2, https://wwwnc.cdc.gov/EID/article/26/5/19-
1631-App2.pdf). We also cannot disregard differ-
ences associated with other factors, such as the age
of the population.

Our study has several limitations. First, the public
health system of Uruguay only registers M. tuberculosis;
clinical data of NTM patients are difficult to obtain. In
addition, the GenoType AS assay used to identify NTM
does not detect all NTM species; including genomic se-
quencing-based identification methods would improve
detection in the future. Identification of NTM species is
crucial for determining appropriate clinical and antimi-
crobial treatment for pulmonary NTM, which are de-
pendent on the characteristics of the species (8).
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Conclusions

Our findings indicate that rate of NTM have risen
nearly 5-fold (4.79) in Uruguay, from 0.33 cas-
es/100,000 inhabitants in 2006 to 1.57 cases /100,000
inhabitants in 2018. The species distribution largely
aligns with existing data from elsewhere in South
America, which demonstrates a predominance of
MAC. Prolonged culture positivity and various
isolation sites sources suggest that NTM disease is
prevalent in Uruguay and warrants further studies
to optimize diagnosis and treatment.
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First case of Mycobacterium heckeshornense cavitary lung disease in the

Latin America and Caribbean region
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A case of cavitary pulmonary disease caused by Mycobacterium heckeshornense in Uruguay is described. This is the first case reported in the

Latin America and Caribbean region, showing that this species is a worldwide opportunistic human pathogen.
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In July 2013 a 53-year-old white homeless man with a history of
alcoholism was admitted to the hospital with long-standing
cough, fever and fatigue. Physical examination revealed malnu-
trition with severe weight loss, dyspnea and decreased lung
sounds primarily in the upper lobes. Chest radiograph and
computed tomographic imaging (Fig. |) revealed bilateral upper
lobe infiltrates with cavitation. Haematological analysis revealed
a hemoglobin level of 9.8 g/dL and a leukocyte count of
6.9 % 10°/L. HIV serology was negative. With a presumptive
diagnosis of tuberculosis, two serial sputum samples and a
bronchoalveolar lavage sample were sent to the national
tuberculosis reference laboratory. All direct smears (stained
with Auramine O and Ziehl-Neelsen) were positive for acid-fast
bacilli. Antituberculosis treatment was started, with isoniazid,
rifampicin, pyrazinamide and ethambutol (HRZE) provided
according to the guidelines of the National Program of
Tuberculosis of Uruguay. The bronchoalveolar lavage sample
was decontaminated with the N-acetyl-L-cysteine—sodium
hydroxide (NALC-NaOH) method and inoculated into myco-

bacterium growth indicator tubes (MGIT; BD Biosciences,

Sparks, MD, USA) automated liquid culture system. After 26
days of incubation, the MGIT culture flagged positive; Ziehl-
Neelsen stain of liquid culture was positive for acid-fast
bacilli, and immunochromatographic test for the identification
of Mycobacterium tuberculosis complex (TBC ID; Becton Dick-
inson, Franklin Lakes, NJ, USA) was negative. Cells were pel-
leted and DNA extracted. The GenoType Mycobacterium CM
(common mycobacteria) and AS (additional species) assays
(Hain Lifesciences, Nehren, Germany) for identification of
nontuberculous mycobacteria were performed. The results
were positive for M. heckeshornense.

Subcultures on Ogawa medium, as well as the solid cultures
from the two sputum samples, yielded small, hemispheric,
smooth and yellow-pigmented colonies after 4 weeks of
incubation.

Phenotypic characterization was performed for all isolates
(Table 1), and DNA was submitted to the Institut Pasteur at
Montevideo for sequencing studies. To identify the isolates to
the species level, the complete 165 rDNA gene and a frag-
ment of hspé5 and rpoB genes were sequenced (GenBank
accession numbers KP636957, KP636958 and KP636959,
respectively). The DNA sequences obtained were compared
with the GenBank/European Molecular Biology Laboratory
database. Gene

sequence sequencing

confirmed the identification of M. heckeshornense (100%

unambiguously
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Chest computed tomographic scan showing pulmonary infiltrates and cavities.

similarity with M. heckeshornense type strain sequences for all
targets). With these clinical, radiologic and microbiologic
findings, the patient met the American Thoracic Society/In-
fectious Diseases Society of America diagnostic criteria of
nontuberculous mycobacterial lung disease [|]. Treatment
was thus changed to isoniazid, rifampicin, ethambutol, levo-
floxacin and clarithromycin, all provided daily. Ethambutol had
to be stopped owing to ocular toxicity. The patient improved
clinically, and a regression of the lesions was observed

radiologically. After 12 months of treatment with the

macrolide-containing regimen, the patient had converted to
negative cultures, and treatment was stopped. After 12
months of follow-up, his disease is clinically and radiologically
stable and culture negative.

M. heckeshornense was first reported in 2000 as a pathogenic,
slowly growing scotochromogenic mycobacterium, phyloge-
netically related to Mycobacterium xenopi, that caused a bilateral
cavitary lung disease in an immunocompetent patient [2]. Since
then, a limited number of cases were reported in humans, some

of them involving severe pulmonary infections [3—5] often

Phenotypic characteristics of isolates from Uruguay and isolates originally reported as Mycobacterium heckeshornense sp.

Isolates from

Isolates of M. heckeshornense sp. nov.”

Feature Mycobacterium xenopi Uruguay (n = 3) S369 S532 S504
Morphology Smooth Smooth Smooth Smooth Smooth
Pigment Scotochromogen Scotochromogen Scotochromogen Scotochromogen Scotochromogen
Growth rate Slow Slow Slow Slow Slow
Growth at 37°C + + + + +
Growth at 42°C + + + + +
Niacin production - - - - -
Nitrate reduction - - - - -
Catalase (heat stable) I+ + + + +
Arylsulfatase 3 days/|4 days + (weak)/+ + (weak)/+ == == ==
Pyrazinamide + + = = =

Tween 80 hydrolysis = =

“Identification number of isolates obtained by Roth et al. [5].

New Microbes and New Infections © 2015 The Authors. Published by Elsevier Ltd on behalf of European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, NMNI, 9, 63—65
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/)


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.�0/

Coitinho et al. M. heckeshornense cavitary lung disease 65

identified as M. xenopi and also involving extrapulmonary in-
fections [6—12]. Furthermore, it was isolated from animal
sources such as porcine lymph nodes [|3] and from a domestic
cat with a severe generalized infection [14]. This could indicate
that this species is widely distributed in the environment. The
new commercially available molecular biology methods can fast
and precisely identify most common Mycobacterium species. In
our case, we identified correctly M. heckeshornense using the
Genotype CM/AS HAIN tests in 2 days.

The patient was treated with standard therapy (HRZE) for 2
months, until the diagnosis of M. heckeshornense was confirmed.
In the absence of guidelines for the treatment of
M. heckeshornense disease, the patient was treated with isoniazid,
rifampicin, ethambutol, levofloxacin and clarithromycin. This led
to prolonged culture conversion and no relapse |2 months after
treatment cessation. In some patients [5,7], resolution was
reached with surgical procedures. In our case, the extent of the
pulmonary lesions and the general condition of the patient pre-
vented this approach. Although M. heckeshornense is genetically
related to M. xenopi, its pathogenicity is noticeably higher [4].
Cases have been reported in Asia, Europe and recently in Canada
[7], showing that M. heckeshornense is an opportunistic pathogen
present worldwide. This is the first case reported in Uruguay and
the Latin America and Caribbean regions. A possible explanation
of this fact is that in many countries of this region, tuberculosis
disease is confirmed only by microscopy; culture and identifica-
tion, particularly molecular identification, are not routinely done.

In summary, we describe a case of fibrocavitary
M. heckeshornense pulmonary disease, the first of its kind
described in the Latin America and Caribbean region. A
treatment regimen of isoniazid, rifampicin, clarithromycin and
levofloxacin led to symptomatic improvement.
M. heckeshornense is a serious nontuberculous mycobacterial

pathogen with a worldwide spread.
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mycobacteria. Furthermore, limitations of our study include the single-centre design. Our observations may
have been different if our NCFBr centre facilities were shared with our regional CF clinic. We therefore
advocate further multicentre studies to delineate the cross-infection risks.
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Rapidly progressing tuberculosis outbreak
in a very low risk group

To the Editor:

We report an unusual tuberculosis (TB) outbreak, centred on a professional basketball team in Montevideo,
Uruguay, a country with a low TB incidence (21 cases per 100 000). Uruguay has a relatively high income
(2010 gross domestic product USD14 338 per capita), a low HIV prevalence (305 cases per 100000) and a
very low rate of multidrug-resistant TB (0.24%) [1]. In August 2008, a young male member of the
basketball team was diagnosed with TB, with positive microscopic examination and Ziehl-Nielsen staining
of a sputum sample (graded 1). Chest radiography indicated a bilateral pulmonary form with cavities. TB
was bacteriologically confirmed 20 days later, with a Mycobacterium tuberculosis isolate pan-susceptible to
antituberculous drugs. The patient was compliant with first-line treatment (2HRZ/4H,R;: 2 months daily
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treatment with isoniazid, rifampicin and pyrazinamide followed by 4 months of twice weekly isoniazid and
rifampicin) and was cured. However, following this index case six other team members, who were living at
the same basketball clubhouse during the week, the brother of the index case, a team member’s girlfriend
and two other friends were successively diagnosed with TB over the next 29 months (fig. 1). The diagnosis
was confirmed by chest radiography indicating unilateral (n=3) or bilateral (n=1) forms without cavity,
bilateral forms with cavity (n=2), and pleural forms (n=4), as well as by positive smear microscopy (n=6)
and/or culture (n=8) (with a pan-susceptible isolate obtained from sputum (n=5), pleural biopsy (n=2) or
bronchial lavage (n=1)) or elevated adenosine deaminase levels in pleural fluids (n=2). All patients were
immunocompetent, athletic and wealthy, of Caucasian ethnicity and born in Uruguay. No drug abuse,
alcoholism, HIV or other comorbidity factor was detected for any of them. They were aged between 17 and
23 years. Nine of the secondary cases were successfully cured by first-line treatment. However, the eighth
consecutive secondary case to be diagnosed, more than 2 years after the index case, died of respiratory
failure as a result of very advanced TB in an intensive care unit, despite starting treatment immediately.

Standard 24-locus variable-number of tandem-repeat typing [2] demonstrated identical genotypes among the
10 isolates obtained (including an additional, more recent case; see later) and, thus, fully supported the clonality
of the outbreak, caused by a strain of branch II of the Latin-American Mediterranean lineage [3, 4] (fig. 1).
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FIGURE 1 Time course and flow of the outbreak. a) Timeline indicating
date of diagnosis (DD) and contacts of the index and 11 secondary cases.
Dates are presented as day/month/year. *: The 12th case trained with the
basketball team once a week and is considered separately in the text.
b) Schematic map of Uruguay, with arrows showing commuting of the
cases between their cities of residence in different state departments at
weekends and the basketball clubhouse in Montevideo during the week.
Note that the eighth case (brown) commuted between two state
departments, other than the Montevideo department, and the third
(purple) and 11th (grey) cases had their residence in Montevideo.
Individual cases are identically colour-coded in a) and b). ¢) Multi-locus
variable number of tandem repeat (VNTR) analysis based on the
genotypes of the 10 isolates obtained. Markers are conventionally ranged
according to their positions on the Mycobacterium tuberculosis H37Rv
chromosome [2]. *: Indicates the presence of a second allele (i.e. 3),
indicating ongoing clonal drift for one isolate.



Despite control programmes, large clonal TB outbreaks can develop even in low incidence countries,
reflecting active ongoing disease transmission [5, 6]. In such settings risks of TB and large, steadily
expanding TB case clusters are typically concentrated in socioeconomically underprivileged groups, with
well-identified associated risk factors such as alcohol abuse, injectable drug use and homelessness [7].

Our report points to a situation of particularly rapid TB spread in an atypical population category, thought
to be at very low risk for TB, without timely implementation of appropriate TB control measures. In the
latter category, the rapid spread of TB was probably driven, in part, by an especially acute risk of infection
due to reiterated close contacts and strong breathing during intensive daily practice of indoor basketball and
to sharing dormitories at the basketball clubhouse during the week. Other factors probably include the
increased chance of progression from infection to disease in young, tall, thin adults as pointed out by old
reports [8, 9], on the basis of the age and athletic profile of the patients involved and the estimated
proportion of infected close contacts who declared the disease within the 2—3-year period after exposure.
Indeed, 18 close daily contacts (i.e. basketball team members and close friends) deemed to be most at risk
were identified for the source case, comprising nine of the 11 secondary TB cases. Out of the nine contacts
without a TB diagnosis, four had a positive TB skin test (TST) of >6 mm induration, suggestive of TB
infection, and one with a negative result of 0 mm, while TST results were unavailable for the remaining
four. The TB infection rate (TB cases and infected individuals) among the contacts most exposed to the
index case was, thus, estimated to be between 72% (13 out of 18) and 94% (17 out of 18), depending on the
assumed status of the contacts with missing data. Accordingly, the proportion of infected close contacts who
progressed to disease within 2—3 years ranged between 53% (nine out of 17) and 69% (nine out of 13). This
elevated disease attack rate sharply contrasts with the lifetime risk of developing active TB, estimated to be
<10% among infected individuals in the general population.

Clearly and importantly, as the isolates obtained were all fully sensitive to drugs, all the secondary cases
(including the fatal case) were theoretically preventable by timely application of effective contact tracing
coupled with chemoprophylaxis. Most patients had their permanent residence in different cities in five
different departments/provinces of the country (fig. 1). The index case was diagnosed in the capital,
Montevideo, and he then immediately returned to his hometown, where his family live, to receive
treatment. His familial contacts were investigated, leading to diagnosis of TB in his brother 1 month later,
while the other family contacts received chemoprophylaxis.

Such measures were implemented much more belatedly for the other contacts involved, although the link
with the basketball team was identified from the beginning. As these individuals were cohabiting with the
index case only from Monday to Friday (i.e. at the basketball clubhouse) but spent their weekends with their
families, they were defined as working contacts. As per the guidelines of the national TB control
programme, the list of these contacts was requested from the employer (i.e. the professional basketball club)
and not from the index case. However, this list was sent very late and, furthermore, the case was not
properly made for obtaining it as quickly as possible. In addition, even after the list was received, some
contacts did not respond to investigator calls and/or refused to receive chemoprophylaxis, as has been
frequently seen elsewhere [10].

As a predicable consequence of this delayed implementation of control measures, a further, 11th secondary
case (fig. 1) was diagnosed in August, 2012 (and has now successfully completed treatment), corresponding
to a 17-year-old individual who was training with the team once a week. Strain typing data showed that this
case indeed represented an extension of the same outbreak.

It is noteworthy that investigation of 23 other, more distant contacts of the source case did not reveal
additional TB cases. This absence of extension beyond the circle of the basketball team (including the source
case’s brother and two close friends with the same low risk profiles; see earlier) tends to suggest that the
outbreak characteristics are related to the specific characteristics of the host group, rather than to an
increased virulence of the M. tuberculosis strain involved.

Knowing the specific outbreak potential in such a group, with the benefit of hindsight, we wish we had
triggered more intensive contact investigation shortly after the first case, and had offered preventive therapy
to all infected contacts, such as that recommended by European standards for TB care [11], by informing
them about the specially increased risk of progression to active disease in this specific context. Such
intensive interventions are necessary to achieve TB elimination, given the low incidence setting of this
micro-epidemic [10].

O @ERSpublications
Tuberculosis can rapidly spread among individuals thought at low risk, without timely application
of control measures http://ow.ly/qvuDS$
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Severe pulmonary embolism decreases
plasma L-arginine

To the Editor:

Measurements from humans and animal models with pulmonary embolism (PE) have demonstrated
increases in multiple vasoconstrictive molecules, including prostaglandins, platelet-activating factor and
leukotrienes [1]. Nitric oxide (NO), produced tonically by vascular endothelial nitric oxide synthase
(eNOS), plays a pivotal role in maintaining a normal pulmonary vascular resistance under these conditions
[2]. These facts underlie the construct hypothesis that in different subjects, PE can obstruct the same degree
of pulmonary vasculature but manifest widely different pulmonary arterial resistances.

Preliminary evidence from animal models and humans suggests that acute PE is associated with
intravascular haemolysis, related to the severity of PE [3-8]. Intravascular haemolysis liberates haemoglobin
and diffusible haem, both of which directly bind NO. Ruptured erythrocytes also release large amounts of
the enzyme arginase-1, which cleaves the eNOS substrate L-arginine, producing urea and L-ornithine.

We hypothesised that patients with acute PE that causes significant tricuspid regurgitation (TR) will have
acutely increased plasma concentrations of arginase-1, decreased L-arginine and increased asymmetric
dimethylarginine (aDMA) compared with patients who have mild PE without TR as well as patients without PE.
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MtURU-001, Isolated from a Rapidly Progressing Outbreak in

Uruguay

Gonzalo Greif,2 Gregorio Iraola,P< Luisa Berna,? Cecilia Coitinho,9 Carlos M. Rivas,® Hugo Naya,¢ Carlos Robello>f

Unidad de Biologia Molecular, Institut Pasteur de Montevideo, Montevideo, Uruguay?; Unidad de Bioinformatica, Institut Pasteur de Montevideo, Montevideo, Uruguay®;
Seccion Genética Evolutiva, Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay<; Comision Honoraria de Lucha Antituberculosa y Enfermedades
Prevalentes, Montevideo, Uruguay<; Departamento de Produccion Animal y Pasturas, Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica, Paysandu, Uruguays;
Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguayf

Despite efficient control programs, large clonal outbreaks of tuberculosis (TB) may arise in low-risk populations. Recently, an
unusual TB outbreak was reported in Uruguay, reaching an elevated disease attack rate (53 to 69%). Here, we report the genome
sequence of the Mycobacterium tuberculosis strain associated with this rapidly progressing outbreak, named MtURU-001.
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ecently, we reported an unusual tuberculosis (TB) outbreak

centered on a professional basketball team in Montevideo,
Uruguay, a country with alow TB incidence (1). In August 2008, a
young male member of the basketball team was diagnosed with
TB, and a chest X-ray indicated a bilateral pulmonary form with
cavities. TB was bacteriologically confirmed 20 days later and the
patient was cured after first-line treatment. As described in Coit-
inho et al. (1), following this index case, six other team members
who lived at the same place for a week and four other contacts
were successively diagnosed with TB over the next 2.5 years. All
patients (ranging between 17 and 23 years of age) were immuno-
competent, athletic, and wealthy. No other comorbidity factors
were detected.

Despite control programs, large clonal TB outbreaks can de-
velop even in low-incidence countries, reflecting ongoing disease
transmission (2, 3). The Mycobacterium tuberculosis strain showed
an elevated disease attack rate (53 to 69%) that sharply contrasts
with the lifetime risk of developing active TB, being estimated at
<10% among infected individuals in the general population. We
report here the draft genome sequence of the TB isolate from the
index case.

Sequencing was performed at the Institut Pasteur de Montevi-
deo on an [llumina Genome Analyzer IIx platform and generated
2,379,897 paired-end reads (2 X 100 cycles). The resulting library
was first corrected using ALLPATHS-LG (4) and then assembled
with Velvet (5) software, producing 195 contigs with an average
coverage of 84-fold. The assembly quality was improved using the
PAGIT toolkit (6), based on the genome sequence of M. tubercu-
losis H37Rv (GenBank accession no. NC_000962) as a reference
strain. The final assembly quality was evaluated with the Assembly
Likelihood Estimator (ALE) software (7), and the assembly was
automatically annotated with RAST (8).

M. tuberculosis MtURU-001 has a circular chromosome of
4,378,296 bp, with an average G+C content of 65%, including

January/February 2014 Volume 2 Issue 1 e01220-13
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4,314 protein-encoding genes, 1 rRNA operon, and 45 tRNA
genes. In comparison with M. tuberculosis H37Rv, 4,096 ortholo-
gous groups were defined with OrthoMCL (9) and 1,016 poly-
morphisms were identified using the Burrows-Wheeler Aligner
(BWA) (10) and GATK (11). A subset of 849 polymorphisms (802
single-nucleotide polymorphisms [SNPs] and 47 indels) were in-
side coding sequences, and 480 affect protein sequences, especially
24 that introduced stop codons disrupting several hypothetical
proteins, one transcriptional regulator, 2 genes for the haloacid
dehalogenase (HAD) superfamily, and 3 involved in lipid metab-
olism. Further comparative genomics across this genome may
provide genotype-phenotype associations that might explain the
rapid progression of this unusual outbreak.

Nucleotide sequence accession numbers. This whole-genome
shotgun project has been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank un-
der the accession no. AZHK00000000. The version described in
this paper is version AZHK01000000.
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The incidence of tuberculosis in Uruguay has been effectively reduced to <30 per 100,000 population, although an increase in
nonrisk populations in the last few years is evident. Here, we present the genome sequence of Mycobacterium tuberculosis strain
MtURU-002 isolated from a patient showing bilateral pulmonary tuberculosis that was resistant to isoniazid.
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uberculosis (TB), caused by infection with Mycobacterium tu-

berculosis, constitutes a major cause of morbidity and mortal-
ity worldwide, ranking as the second leading cause of death from a
single infectious agent, after human immunodeficiency virus. In
Uruguay, the National Tuberculosis Program has effectively re-
duced the incidence of TB to <30 per 100,000 population, with
600 to 700 new cases per year (data available at the World Health
Organization Web page [http://www.who.int/]). However, in the
last 5 years, there has been an increase in TB incidence not only in
high-risk populations (patients with human immunodeficiency
virus and TB coinfection, those in poverty, and prisoners) but also
in nonrisk populations, such as in our recent report of 11 cases of
well-nourished young subjects affected by the disease (1). In this
context, the whole-genome study of isolates from different popu-
lations (high- and low-risk) becomes a necessity in order to per-
form future comparative genomic studies and to determine new
molecular markers of pathogenicity and transmissibility, among
other aims. In this work, we performed the complete genome
sequencing of a clinical isolate from a patient showing bilateral
pulmonary tuberculosis that was resistant to isoniazid.

Sequencing was performed at the Institut Pasteur de Montevi-
deo on an [llumina platform. A total of 1,496,856 paired-end reads
(2 X 100 cycles) were generated; the reads were corrected using
AllPaths-LG (2), and then Velvet (3) software was used for the de
novo assembly. A total of 169 contigs were found, with an average
coverage of 69-fold. Using the reference genome of M. tuberculosis
H37Rv (accession no. NC_000962), the assembly quality was fur-
ther improved through the PAGIT toolkit (4) and evaluated with
the Assembly Likelihood Estimator (ALE) software (5). Finally,
automatic annotation was performed using RAST (6). M. tuber-
culosis strain MtURU-002 has a total of 4,324,103 bp, with an
average G+ C content of 63%. It contains 4,328 predicted coding
sequences (CDSs), 1 rRNA operon, and 45 tRNA genes. Single
nucleotide polymorphisms versus M. tuberculosis H37Rv were
identified using BWA (7) and the GATK pipeline (8). A total of
540 single nucleotide polymorphisms (SNPs) and 35 indels were

July/August 2014 Volume 2 lIssue 4 e00655-14

Genome Announcements

found. Of them, 482 belong to coding sequences, and 8 introduce
stop codons disrupting membrane protein-related genes involved
in lipid metabolism or cell wall processes.

As mentioned, drug sensitivity analysis revealed the isolate to
be resistant to isoniazid. Remarkably, we did not identify any re-
ported mutation related to this resistance (https://tbdreamdb
ki.se). However, we found a novel mutation, G4718S, in the iniB
gene (isoniazid inducible gene) that might explain resistance. Fur-
ther studies should be done to evaluate the ability of the iniB gene
to confer isoniazid resistance

Nucleotide sequence accession number. This whole-genome
shotgun project has been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank un-
der the accession no. INGE00000000.
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This study evaluated an in-house polymerase chain reaction (PCR) for rapid identification
of the Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) using the MTBC-specific Exact Tandem
Repeat D (ETR-D) as the amplification target. In a prospective study, 801 clinical isolates
identified as MTBC and 15 nontuberculous mycobacteria were analyzed. Mycobacterial
DNA was extracted from automated broth cultures or from egg-based media. The amplifi-

Keywords: cation of the ETR-D showed to a sensitivity of 99.6% and a specificity of 100% for the correct
ETR-D identification of MTBC; improved extractions protocols led to 100% sensitivity. The main
M. tuberculosis complex utility of this technique is the simplicity, rapidity, low cost and accuracy.

Identification © 2012 Asian-African Society for Mycobacteriology. All rights reserved.
Diagnosis

Introduction broth culture (ABC) systems are now able to detect mycobac-

In Uruguay, tuberculosis (TB) is still a health problem. The
notified annual incidence is 24 x 100,000 inhabitants, and it
has remained stable in the last 10 years. The isolation of other
opportunistic nontuberculous mycobacteria (NTM) as etiolog-
ical agents of mycobacteriosis is restricted to the HIV/AIDS
population.

To improve the control of tuberculosis, TB control pro-
grams must have access to rapid and accurate laboratory
diagnosis [1]. New tools to improve the laboratory diagnosis
of TB have been developed in the last years [1]. Automated

* Corresponding author. Tel.: +598 22005888; fax: +598 24031975.

E-mail address: ccoitinho@yahoo.com (C. Coitinho).

terial growth within 1-3 weeks while solid media take 3-
8 weeks [2]. Moreover, nucleic acid amplification (NAA) assays
for identification of mycobacteria improve sensitivity and
time-to-diagnosis compared with phenotypic identification.
Sequence analysis of the Exact Tandem Repeat-D (ETR-D; syn-
onym MIRU04) was postulated as a rapid method for the iden-
tification of members of the Mycobacterium tuberculosis
complex (MTBC) [3].

The aim of this study was to evaluate the ETR-D region as a
PCR target to detect and differentiate members of MTBC from
NTM.

2212-5531/$ - see front matter © 2012 Asian-African Society for Mycobacteriology. All rights reserved.
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Methods
Study design

The study was carried out with samples obtained from July
2010 to May 2012 by the National TB Reference Center of Uru-
guay. In total, 816 positive cultures obtained from patients
with clinical and radiological suspected TB, or other mycobac-
terial disease, were included. To determine sensitivity and
specificity, a positive culture on Léwenstein-Jensen medium
was used as the gold standard for the presence of TB. Pheno-
typic and genotyping characterization was performed using
previously described methods [4,5].

Strains

Two hundred and forty-six strains recovered from ABC iso-
lates (biopsies, exudates, and punction fluid samples) were
evaluated using the MB-BacT TB system (Biomerieux®), and
570 strains recovered from sputum cultured in egg-based
media (Lowenstein-Jensen and Ogawa).

Phenotypic and genotypic identification

Phenotypic characterization was performed using previously
described methods [4,5], and complementary genotyping
identification, if it was needed, was made using the hsp65
PCR-restriction fragment length polymorphism analysis as
described by Telenti [6] and Devallois [7]; 801 strains were
identified as members of MTBC (797 M. tuberculosis and 4 M.
bovis). The other 15 strains were identified as NTM (M. avium:
7; M. intracellulare st18: 2; M. kansasii: 2; M. fortuitum: 2; M.
abscessus: 2).

Also tested were the reference strains: M. tuberculosis
H37Rv (ATCC 27294), M. avium (ATCC 25291), M. kansasii (ATCC
12478), M. scrofulaceum (ATCC 19981), M. bovis (AN5 Rotterdam)
and M. abscessus, M. fortuitum, M. terrae, and M. bovis-BCG,
from the National Reference Culture Collection of Uruguay
(NRCCU) as controls. M. africanum and other rare members
of the complex not encountered in Uruguay were not in-
cluded in this work.

DNA extraction

Five milliliters of positive ABC fluid or 1 ml suspension from a
loop-full of bacterial colonies centrifuged at
4000g x 30 min; the pellet was re-suspended in 0.5 ml of puri-
fied sterile water and heated (95 °C, 30 min); after cooling, the
sample was frozen and thawed three times (protocol from [8]
with minor modifications).

were

PCR conditions

The reaction mix contained 1 pmol of previously described
primers [3], 1 Unit of Tag DNA polymerase (Fermentas,
Germany), 1x reaction buffer and 0.25 mM of dNTPs. The reac-
tion conditions involved an initial step at 95 °C for 3 min, 35
cycles at 95 °C for 30's, at 60 °C for 20 s and 72 °C for 30 s, with
3 min at 72 °C for the final extension. The amplified products
were electrophoresed in 2% agarose and visualized with

ethidium bromide. Parallel partial rpoB PCR amplification [9]
was used as a control of inhibition. Cross-contamination
was not a problem, since all negative controls remained neg-
ative throughout the study.

Sequence analysis

ETR-D amplicons were sequenced with BigDyeTerminator
chemistry (Applied Biosystems, USA) in ABI3130 Genetic Ana-
lyzer (Applied Biosystems, USA) and analyzed in SequenceS-
canner v1.0 (Applied Biosystems, USA).

Results

ETR-D PCR results are shown in Table 1. The sensitivity of the
ETR-D assay was 99.6% and specificity was 100%, with a posi-
tive predictive value (PPV) of 100% and a negative predictive
value (NPV) of 88%.

The three isolates with discrepant results were re-ana-
lyzed with a fresh DNA extraction, and these proved ETR-D
positive. All the different lengths of ETR-D amplicons were se-
quenced to confirm the numbers and lengths of repeats (Ta-
ble 2). Four isolates phenotypically identified as M. bovis
showed PCR fragment lengths (680 bp) similar to those ob-
served in M. bovis reference strains.

Seven strains with a fragment length of 824bp and two
strains with fragment lengths of 528 bp were identified as
M. tuberculosis (data included in the total 798 strains).

Discussion

ETR-D PCR is a fast and accurate method for preliminary iden-
tification of positive mycobacterial cultures, with a sensitivity
and specificity of 99.6% and 100%, respectively, and a PPV of
100% and an NPV of 88% (calculations according to [10]). Three
of 801 (0.003%) MTBC isolates showed false negative results in
the first amplification. Because a negative result indicates
NTM infection, it may be recommended to repeat amplifica-
tion (although rpoB control works) to prevent false negative
results, especially if isolates resemble M. tuberculosis complex
bacteria, phenotypically. The assay’s performance could be
enhanced with the optimization of the DNA extraction pro-
cess and the use of an internal control of amplification with
similar efficiencies as the ETR-D amplicon.

Of the 801 clinical MTBC isolates, 797 (98%) corresponded
to M. tuberculosis, based on ETR-D fragment length, four iso-
lates identified as M. bovis showed a distinct fragment length
(680 bp), allowing the researchers to suspect the presence of
M. bovis as an etiological agent, an added advantage.

Djelouadji et al. [3] reported more heterogeneity in the
length of ETR-D. These differences could be explained by
limited genotypic diversity of MTBC in Uruguay, where
Latin-American Mediterranean, S and T genotypes make up
84% of all isolates [11].

This assay is easy to perform, less expensive than com-
mercially available NAA assays or immunochromatographic
tests and permits differentiation between MTBC and NTM
within hours. The average turnaround time was 10 days for
PCR-ETR-D faster than phenotypic identification.
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Table 1 — ETR-D PCR results of 816 strains analyzed.

Phenotypic/genotypic identification ETR-D positive ETR-D negative Total
MTBC? 798 3 801
NTM® 15 15
Total 798 18 816

Sensitivity: 99.6%; Specificity: 100%; PPV: 100%; NPV: 88.3%.
2 MTBC = M. tuberculosis: 794; M. bovis: 4.

b NTM = M. avium: 7; M. intracellulare st18: 2; M. kansasii: 2; M. fortuitum: 2; M. abscessus: 2.

ble 2 - Length distribution of the ETR-D amplicon. The number of repeats was confirmed by sequencing ETR-D

representative amplicons.

Length in bp No. of repeats Clinical isolates Percentage
608 + 6 3; 2x77b, 1x53 bp 788 98.12
824 +12 6; 5x77 bp, 1x53 bp 7 0.88
672+ 6 4; 3x77 bp, 1x53 bp 4 0.75
528 + 6 2; 1x77 bp, 1x53 bp 2 0.25
Total 801 100.0

Reference Strains
631 3; 3x77 bp H37Rv (ATCC 27294)

555 2; 2x77 bp M. bovis-BCG (NCCU)
671 4; 3x77b, 1x53 bp M. bovis (AN5 Rott.)

Many in-house assays for identification of MTBC use the
IS6110 element as amplification target [12-14]. However,
false-positive results have been reported in some NTM, prob-
ably related with primers design [11]. Also, false negative re-
sults have been described in M. tuberculosis strains devoid of
[S6110, isolated from East Asian patients [14], so, this tech-
nique could be useful for this geographic region.

In conclusion, the ETR-D PCR allows in one step the accu-
rate detection of MTBC discriminating from NTM, and the
ability to suspect M. bovis as a TB etiological agent.
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SUMMARY

The incidence of tuberculosis (TB) is increasing in high-
risk populations in Uruguay, possibly owing to emerg-
ing resistance. Mycobacterial interspersed repetitive
units (MIRU) genotyping and katG sequence analysis of
isoniazid (INH) resistance-associated mutations were
performed in 45 INH-resistant Mycobacterium tuber-
culosis isolates in Uruguayan patients. The genotype
distribution among INH-resistant isolates shares fea-
tures of that of neighbouring countries, with a predomi-

nance of Latin American and Mediterranean, T and
Haarlem genotypes, although the S genotype was partic-
ularly frequent among our isolates. Forty-four per cent
of INH-resistant strains harboured the $315T mutation
in katG; we found novel katG mutations (W321X,
G269T, P232R and G221Wfs1) that could explain INH
resistance.

KEY WORDS: epidemiology; genotyping; drug resistance

IN URUGUAY, the National Tuberculosis Programme
(NTP) has effectively reduced the incidence of tuber-
culosis (TB) to below 30 per 100000 population,
with 600-700 new cases per year.! The NTP has
been applying the DOTS strategy since 1980, and
samples of all the cases in the country are processed
at the National Reference Laboratory. In the last
5 years, there has been an increase in TB incidence
in high-risk populations (human immunodeficiency
virus and TB co-infection, poverty, prisoners); the
possibility of the emergence of multidrug resistance
in these populations renders typing of circulating
drug-resistant strains necessary. As no molecular
data on these strains were available in our country,
the goal of this work was therefore to contribute to
the study of the molecular epidemiology of TB in
Uruguay.

Between 2000 and 2005, we investigated the geno-
type of 45 isoniazid (INH) resistant Mycobacterium
tuberculosis complex isolates, which constitute 95%
of the circulating resistant strains in Uruguay. INH is
a pro-drug that requires activation by the M. tuber-
culosis catalase-peroxidase enzyme katG.2 We inves-
tigated the most frequent katG mutations associated
with INH resistance in these isolates and in a set of
11 INH-resistant follow-up isolates of patients with
previous INH-susceptible isolates.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial isolates

We analysed 34 INH-resistant M. tuberculosis iso-
lates from patients who had never received anti-
tuberculosis drugs, and 11 strains among previously
treated cases (45 total cases), obtained between 2000
and 2005. INH resistance was measured using the
proportion method on Lowenstein-Jensen (LJ) me-
dium, testing susceptibility to 0.2 and 1 pg/ml of INH.
Isolates were grown on L] at 37°C.

DNA extraction

A loopful of mycobacterial growth on L] was sus-
pended in 1 ml of distilled water, heated for 30 min at
90°C, frozen and thawed twice, and centrifuged at
13500% g for 10 min.

Genotyping

From the DNA of M. tuberculosis isolates, we ampli-
fied 15 described mycobacterial interspersed repeti-
tive units-variable number of tandem repeats (MIRU-
VNTR) loci using previously published methods.3*
The polymerase chain reaction products were labelled
with four different dyes (additional material), and run
and analysed in an ABI3130 sequencer/GeneMapper
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Correspondence to: Carlos Robello, Unidad de Biologia Molecular, Institut Pasteur de Montevideo, Mataojo 2020, CP
11400, Montevideo, Uruguay. Tel/Fax: (+598) 2522 0910. e-mail: robello@pasteur.edu.uy

Article submitted 18 August 2011. Final version accepted 4 January 2012.



948  The International Journal of Tuberculosis and Lung Disease

A Uruguay B Argentina, Peru, Brazil C Latin American
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Figure Pie charts of the genotypes observed in 45 INH-resistant isolates and 11 INH-susceptible isolates between 2000 and 2005
in Uruguay (A), and those reported by Dalla Costa et al. (data from Argentina, Peru and Brazil)'" (B), and for Latin American Mediter-
ranean SpolDB4 (C). INH = isoniazid. This image can be viewed online in colour at http:/Avww.ingentaconnect.com/content/iuatld/

ijtld/2012/00000016/ 00000007/art00018

katG sequencing

We used previously published primersS to amplify a
723 pb fragment. The products were visualised in 2%
agarose gel, and 2 pl of the products were sequenced
in the Institut Pasteur de Montevideo.

Analysis

MIRU-VNTRplus (http://www.miru-vntrplus.org/)
was used to determine genotype family and related-
ness of isolates.6 Alignments were performed using
CLUSTAL_X.7 The resulting topology and tree were
inferred by neighbour joining method and visualised
using NJplot.8 Protein secondary structure prediction
was performed using PSIPRED.?

RESULTS

Typing

The distribution of the genotypes found is sum-
marised in the Figure. The Latin American and Medi-
terranean genotype predominated, with sizeable num-
bers of T, Haarlem and S genotype family strains.

Isoniazid resistance

Of the 45 resistant isolates, only one came from a
multidrug-resistant patient. Twenty (44.4%) were
found to be genotypically resistant via katG mutations
in codon 315 by the occurrence of S315T in 16

(35.5%), S315N in 3 (6%) and S315R in 1 (2.2%).
We also found the mutation W328L in one isolate
(2.2%) and four mutations not previously reported
that could explain INH resistance (W321X, G269T,
P232R and G221Wifs1). Two of these resulted in
truncated protein; one was a frame shift mutation
(G221Wfs1) leading to premature termination result-
ing in a 221 aminoacid protein, the second was a
nonsense mutation at position 321 (W321X). The re-
maining two were missense mutations; G269T and
P232R led to the disruption of the secondary struc-
ture, the alpha helix, predicted by PSIPRED.® Using
the proportion method, we were able to observe a
high resistance level for three of the novel mutations
(W321X, G269T and G221Wfs1). The Table sum-
marises the genotyping information and the katG
mutation profile.

Of the 11 isolates from patients who developed re-
sistance to INH during treatment, we determined one
case of exogenous re-infection with a resistant strain
without mutations in katG, and 10 relapses with the
same strain (using MIRU-VNTR, data not shown).
We found six newly acquired katG gene mutations
(1 S315T, 3 S315N, 1 W328L and 1 W321Stop) in
these 10 strains; all primary isolates of these 11 pa-
tients had wild-type katG gene sequences.

No significant associations between specific katG
mutations and genotype families were observed.

Table INH-resistant strains: genotype and katG mutation pattern association*
katG mutations
No katG
Genotype n S315T S315R S315N W321X G269T P232R G221Wfs1 mutations
S 7 4 0 0 1 0 0 0 2
LAM 26 7 1 0 0 1 1 1 15
H 4 3 0 1 0 0 0 0 0
X 2 1 0 1 0 0 0 0 0
T 5 0 0 1 0 0 0 0 4
Beijing 1 1 0 0 0 0 0 0 0
Total 45 16 1 3 1 1 1 1 21

*New mutations: W321X (S genotype), G269T, P232R and G221Wfs1 (LAM genotype).

INH = isoniazid; LAM = Latin American and Mediterranean.
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DISCUSSION

We found a genotype distribution similar to that re-
ported among INH-resistant isolates from neighbour-
ing countries.'%11 Surprisingly, we recorded more
S genotype strains than Dalla Costa et al.!! The S lin-
eage is highly prevalent in Sicily and Sardinia.!® A
sizeable community of Italians immigrated to Uru-
guay in the first half of the twentieth century, and
Uruguayans of Italian descent still make up 9.3% of
the population (source: National Institute of Statis-
tics, Montevideo, Uruguay). Italian migration was
not as strong in surrounding countries. Its migration
history could therefore partially explain the strong
presence of the S genotype in Uruguay, as opposed to
neighbouring countries.

We did not observe significant differences in S ge-
notype distribution between patients aged <30 years
and those aged =30 years; this implies that the high
S genotype prevalence in Uruguay is not a result
of recent introduction. For both the distribution of
genotypes and age-relatedness, this study is hampered
by the low number of isolates studied and the fact
that only INH-resistant isolates were selected. How-
ever, data from Dalla Costa et al.,!! also conducted
on resistant isolates, did not show significant changes
in the S genotype incidence compared to SpolDB4
(Figure).10.11

The katG 315 mutations are those that most fre-
quently confer INH resistance in Uruguay. Although
the mutations found in katG were lower than those
reported worldwide, it should be noted that a partial
katG sequence was analysed.!! We also found four
novel katG mutations that explain INH resistance.
The observation of these mutations confirms the plas-
ticity of mycobacteria, and indicates the relevance of
sequencing in these cases.

In summary, we determined the molecular basis
of INH resistance and the genotypes of the INH-
resistant strains circulating in Uruguay between 2000
and 20035, an important step for the control and man-
agement of TB in Uruguay. Although the genotype
distribution shares features with neighbouring coun-
tries, the main difference is in the S genotype inci-
dence, which appears to be more frequent among
INH-resistant M. tuberculosis cases in Uruguay.
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RESUME

Lincidence de la tuberculose (TB) augmente dans les
populations a haut risque d’Uruguay, peut-étre en rai-
son de I’émergence d’une résistance. Le génotypage
MIRU et I’analyse de la séquence katG des mutations
associées a la résistance a I'isoniazide (INH) ont été ef-
fectués dans 45 isolats de Mycobacterium tuberculosis
résistants a 'INH chez des patients d’Uruguay. La dis-
tribution des génotypes parmi les isolats résistants a

IINH partage les caractéristiques observées dans les
pays voisins, avec une prédominance des génotypes
LAM et Haarlem, bien que le génotype S ait été parti-
culierement fréquent dans nos isolats. On a noté une
mutation S315T dans katG dans 44% des souches rési-
stantes a I'INH ; nous avons observé des mutations katG
originales (W321X, G269T, P232R et G221 Wfs1) qui
pourraient expliquer la résistance a 'INH.

RESUMEN

El incremento de la incidencia de tuberculosis (TB) en
Uruguay en poblaciones de alto riesgo conlleva al au-
mento de probabilidad de generacién de resistencia al
tratamiento. Se llevo a cabo el genotipado y anilisis de
mutaciones en la secuencia del gen katG asociadas a re-
sistencia a isoniazida (INH) en 45 aislados de pacientes
uruguayos. La distribucion de los genotipos entre los
aislados resistentes a INH es similar a lo observado en

paises vecinos, con predominancia de los genotipos
LAM, T y Haarlem, aunque la frecuencia del genotipo S
resultd particularmente elevada en nuestros aislados.
Cuarenta y cuatro por ciento de las cepas resistentes a
INH presentaron la mutacion S315T en katG; encon-
trandose cuatro nuevas mutaciones en este gen (W321X,
G269T, P232R and G221Wfs1) que podrian explicar la
resistencia a INH en estos aislados.




	Página en blanco
	ArticulosTB.pdf
	Clinical and epidemiological features of tuberculosis isolated from critically ill patients
	Financial support
	Conflict of interest
	Appendix A Supplementary data
	References

	M.heckehornense_VersionPublicada_Ene2016.pdf
	First case of Mycobacterium heckeshornense cavitary lung disease in the Latin America and Caribbean region
	Acknowledgements
	Conflict of Interest
	References


	BroteHebraica903.full.pdf
	Fig 1
	Ref 1
	Ref 2
	Ref 3
	Ref 4
	Ref 5
	Ref 6
	Ref 7
	Ref 8
	Ref 9
	Ref 10
	Fig 2
	Ref 1
	Ref 2
	Ref 3
	Ref 4
	Ref 5
	Ref 6
	Ref 7
	Ref 8
	Ref 9
	Ref 10
	Fig 3
	Ref 1
	Ref 2
	Ref 3
	Ref 4
	Ref 5
	Ref 6
	Ref 7
	Ref 8
	Ref 9
	Ref 10
	Ref 11
	Ref 1
	Ref 2
	Ref 3
	Ref 4
	Fig 4
	Ref 5
	Ref 6
	Ref 7
	Ref 8
	Ref 9
	Ref 10
	Ref 11
	Ref 12
	Table 1
	Ref 1
	Ref 2
	Ref 3
	Ref 4
	Ref 5
	Ref 6
	Ref 7
	Ref 8
	Ref 9
	Ref 10
	Fig 5
	Ref 1
	Ref 2
	Ref 3
	Ref 4
	Ref 5
	Ref 6
	Ref 7
	Ref 8
	Ref 9
	Ref 10
	Table 1
	Ref 1
	Ref 2
	Ref 3
	Ref 4
	Ref 5
	Ref 6
	Ref 7
	Ref 8
	Ref 9
	Ref 10
	Ref 11
	Ref 12

	Genome Announc.-2014-Berná-.pdf
	Whole-Genome Sequencing of an Isoniazid-Resistant Clinical Isolate of Mycobacterium tuberculosis Strain MtURU-002 from Uruguay
	Nucleotide sequence accession number. 
	ACKNOWLEDGMENTS
	REFERENCES


	Genome Announc.-2014-Greif-_versionPublicada.pdf
	Complete Genome Sequence of Mycobacterium tuberculosis Strain MtURU-001, Isolated from a Rapidly Progressing Outbreak in Uruguay
	Nucleotide sequence accession numbers. 
	ACKNOWLEDGMENTS
	REFERENCES


	Coitinho et al_Publicado 2012.pdf
	Identification of Mycobacterium tuberculosis complex by polymerase chain reaction of Exact Tandem Repeat-D fragment from mycobacterial cultures
	Introduction
	Methods
	Study design
	Strains
	Phenotypic and genotypic identification
	DNA extraction
	PCR conditions
	Sequence analysis

	Results
	Discussion
	Conflict of interest
	References


	2021_RAM_ResultaodsFSS_Jhurtado-et-al-1-s2.0-S0325754121000468-main.pdf
	Clinical and epidemiological features of tuberculosis isolated from critically ill patients
	Financial support
	Conflict of interest
	Appendix A Supplementary data
	References


	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco

	Página en blanco



