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La secuenciacidon masiva es el método de referencia a nivel mundial para el estudio epidemiolégico de las cepas de M. tuberculosis

* Las principales aplicaciones de WGS en TB se centran en el control de la enfermedad al mejorar:

» lardpida deteccion de grupos de transmision
» lavigilancia epidemioldgica de distintas cepas a través de las fronteras un pais.
» el diagnostico de cepas de MTBC e identificacidon de linaje.
» la prediccion de sensibilidad a farmacos
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Introduccion: Resistotipo

M. tuberculosis es una especie clonal en la que no se
produce recombinacion ni transferencia horizontal de
genes, el mecanismo de adquisicion de resistencias
suelen ser las mutaciones puntuales.

Farmaco

Gen implicado

Rifampicin

Subunidad B RNA (rpo )

Isoniazida

Enoil-acp-reductasa (1nhA)
Catalasa—peroxidasa (katG)
Alquil-hidroxiperoxideoxireductasa (ahpC)

Etambutol

Arabinosil-transferasa (embC,A,B)

Estreptomicina

Proteina ribosomal subunidad 12 (rpsL)
RINA ribosomal 16 S (rrs)

Pirazinamida

Pirazinamidasa-nicotinamidasa (prncA)

Quinolonas

Subunidad A de la DNA girasa (gyr A)

Prediccion de sensibilidad a farmacos.

Se basa en la presencia o ausencia de mutaciones especificas
relacionadas resistencias a lo largo del genoma de
M.tuberculosis, por lo que es necesario tener catalogos de
mutaciones de alta calidad que ayuden a predecir resistencias
con alta confianza.

La secuenciacidon gendmica completa, tiene el potencial
de proporcionar un perfil completo de cambios
nucleotidos asociados a resistencias.

Deteccion precoz de las mutaciones en los genes que
codifican la resistencia a los farmacos de primeray segunda
linea en los aislamientos de M. tuberculosis complex
(Resistotipo)permitiria  la instauracion precoz del
tratamiento adecuado y dirigido en las infecciones por
cepas multirresistentes



Introduccidn

10 millones
casos tbc en 2022
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Geographical distribution of data

Forty-one countries contributed data on five or more MTBC isolates, 32 counties on =50 and 17
on = 500. Only one (United Kingdom) contributed = 5000 isolates (Fig. 1).

Fig. 1. Global distribution of sources of data on MTBC isolates used in this catalogue of
genotype-phenotype associations
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v'Desarrollo de un catadlogo de mutaciones y su
asociacion con la resistencia fenotipica a los anti-tbc.

Catalogue of mutations in

complex and their association
with drug resistance

v'Proporciona un estadandar de referencia para la
interpretacion de mutaciones que confieren resistencia
a todos los medicamentos de primera linea y una
variedad de los de segunda linea.

v'Guia en el desarrollo de nuevas pruebas moleculares ,
de sensibilidad a farmacos, incluida la secuenciacion -

Organization
de ultima generacion.

https://www.who.int/publications/i/item/9789240028173



Objetivos:

En elafo 2021, la OMS publicé el Catalogo de mutaciones de
M. tuberculosis y su asociacion con la resistencia a
antibiodticos, obtenidas por secuenciacion masiva a nivel
mundial.

Los objetivos de este trabajo son:
1.- Conocer si existen cepas resistentes en nuestra area que
no hayamos detectado con el antibiograma fenotipico o las

técnicas moleculares implementadas de rutina.

2.-Saber si, en el caso de existir cepas resistentes, estas se
encuentran en transmision.
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Material y métodos

2020 > 2022

130 cepas de MTBC muestras clinicas
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Resultados
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Resistentes @ AMI/CAP/KANA EMB INH
130 12 3 2 7 2
Sample AMI CAP EMB ETH INH KAN PZA RIF STM Summary DR
cluster 3 ‘ 101149256 _ S S S - S S U Amynoglycosides-R (resist cruzada)
cluster 15 ‘ 101436938 S S S R R S S S R INH+ETH-R (resist cruzada)
cluster 15 ‘ 101472613 S S S R R S S S R INH+ETH-R (resist cruzada)
101492679 S S - U S S S S S EMB-R
cluster 3 ‘ 101694877 _ S S S - S S u Amynoglycosides-R (resist cruzada)
102045470 S S U R R S S S U INH+ETH-R (resist cruzada)
cluster 13 =) | 102134581 S S U U R S S S S INH-R
cluster 13 ‘ 102246930 S S U U R S S S S INH-R
102292208 S (R-indel) U
102608048 U U S U U PZA-R
201980945 S S S U S INH-R




Resultados

Resistencia (N) Mutacion

RIF (1) rpoB,Rv0667,761155,TCG,TTG,S450L

MDR+PZA+EMB+ETH+aminoglycosides(1) rpoB,Rv0667,761155,TCG,TTG,S450L;
pncA,Rv2043c,2289054,GAC,GCC,D63A;
embB,Rv3795,4247431,ATG,ATA,M306l;
ETH, 4326231,CA,C,ethA_1243 del_1_ca_c;
IG_Rv1315_Rv1316c, pos: 1473246, A/G, rrs_a1401g

INH(3) katG, S315T

INH-R + ETH-R(3) IG_Rv1482c_Rv1483, pos: 1673425, C/T, inhA_c-
777t/fabG1_c-15t

AMI-R+CAP-R+ KAN+R(2) IG_Rv1315_Rv1316¢c, pos: 1473246, A/G, rrs_a1401g

EMB-R (1) embA_IG,IG_Rv3793_Rv3794, pos: 4243221,C/T, embA_c-
12t

PZA-R (1) pncA, H57D




Conclusiones
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* Todas las cepas resistentes a rifampicina e isoniacida del analisis por secuenciacion
presentaron las mismas resistencias en el antibiograma fenotipico.

A pesar de que el 90% de las cepas del area son pansensibles, en nuestra area hay
cepas resistentes circulando y formando parte de cluster de transmision.

Debemos de seguir realizando estudios de sensibilidad mediante técnicas
moleculares y fenotipicas para abordar el tratamiento de estos enfermos.

Destaca la presencia de cepas monoresistentes a etambutol y pirazinamida
escasamente descritas en nuestro pais.

Al no encontrar resistencia a quinolonas en nuestra area, se podrian emplear los
regimenes que las incluyen para el tratamiento propuestos por la OMS.
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