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1. RESUMEN
La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por bacterias del Complejo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC). Es una de las tres principales causas de muerte por un
solo agente infeccioso, junto con el COVID-19 y el VIH/SIDA. En Ecuador, se estima que en
2022 hubo 8200 casos de TB, de los cuales 390 estaban asociados a TB multidrogorresistente
(MDR-TB). Sin embargo, solo se notificaron 7388 casos, lo que evidencia un problema de

subdiagnéstico.

El MTBC comprende ocho linajes filogenéticos, de los cuales el linaje L4 es el mas prevalente
en las Américas, especialmente la familia LAM. El genotipo RDR°, perteneciente a LAM, se
asocia con el desarrollo de resistencia a antibidticos. En América Latina, la prevalencia de las
cepas RDR° difiere de un pais a otro, siendo Brasil, Venezuela, Pert y Colombia los paises con
mayor prevalencia. Por otro lado, el linaje L2 representado por el genotipo Beijing tiene una
importante ventaja selectiva asociada al desarrollo de resistencia a antibidticos,
transmisibilidad incrementada e hipervirulencia. La prevalencia de las cepas Beijing en la
region difiere de un pais a otro, siendo Cuba, Perld y Colombia los paises con las prevalencias
mds elevadas. En Ecuador, no existen reportes de la presencia de cepas RDR° a la fecha,

mientras que la prevalencia del genotipo Beijing es menor al 1%.

El estudio realizado por nuestro equipo de investigaciéon en las provincias de El Oro vy
Esmeraldas, fronterizas con Peru y Colombia, respectivamente, encontrd el predominio de
cepas de L4 en ambas provincias. Sin embargo, la elevada variabilidad genética que existen
en las cepas analizadas de ambas provincias no permite la formacién de clusteres de
transmisidn activa con cepas de otras provincias del Ecuador o con las cepas de Colombia y
Perd usadas en el andlisis. Estos eventos pueden estar relacionados con las condiciones
socioecondmicas pobres de estas provincias, con acceso limitado a la infraestructura
sanitaria y elevada presencia de poblacién vulnerable, que se asocian con la reactivacién de

infecciones latentes de TB mads que a eventos de transmisidn activa.

Nuestra investigacién determiné que la prevalencia del genotipo RDR° en Ecuador es la mas
baja de la region hasta la fecha (2.1%). Dentro de este grupo, el 29.4% se identificaron como
cepas MDR. A pesar de las bajas tasas de prevalencia de RDR° y Beijing en Ecuador, es
importante considerar las condiciones epidemioldgicas del pais, ya que podrian variar en

poco tiempo debido a la politica de fronteras abiertas con Perd y Colombia que reportan
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prevalencias elevadas para ambos genotipos, ademas de Venezuela que presenta una de las
tasas mas altas de RDR° para la regidn. La crisis que se desarrolla desde el 2017 en
Venezuela produjo una migracion masiva hacia otros paises de la regién, convirtiendo a los
migrantes irregulares en individuos vulnerables a la TB y facilitando la diseminacién de

enfermedades, promoviendo problemas imprevistos en los programas sanitarios.

Por ultimo, considerando que las micobacterias no tuberculosas (NTM) son un problema de
salud publica a nivel mundial, y que en Ecuador se desconoce la incidencia y distribucién de
este grupo de micobacterias, el uso conjunto de metodologias de referencia y de técnicas
moleculares aumenta el poder discriminatorio para diferenciar NTM de MTBC. El estudio
realizado por nuestro equipo de investigacidon encontré que los kits comerciales basados en
PCR de Viasure y Sansure presentan un buen desempefio clinico para la deteccién de MTBC
con una sensibilidad del 100% en comparacion con los métodos de referencia. Sin embargo,
la deteccion de NTM tiene una fuerte variacion entre los kits: la sensibilidad reportada para
el kit de Viasure es de 94% a diferencia de la sensibilidad obtenida para el kit de Sansure de
75.6%, sugiriendo que el kit Sansure podria tener un desempeiio pobre para la deteccion de

NTM de muestras clinicas.

En conclusidn, los resultados de este estudio son importantes para el control de la TB en
Ecuador. El conocimiento de la distribucidon poblacional de las cepas de MTB en el pais
permite orientar las estrategias de vigilancia y control de la enfermedad en zonas de
frontera con una elevada poblacién migrante. Ademas, la evaluacion del desempefio de los
kits comerciales basados en PCR para la deteccion/diferenciacion de NTM y MTBC es
importante para garantizar el diagndstico adecuado de las diferentes infecciones

micobacterianas.
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2. SUMMARY
Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by bacteria from the Mycobacterium tuberculosis
Complex (MTBC). It is one of the three main causes of death by a single infectious agent together
with COVID-19 and HIV/AIDS. By 2022, it was estimated for Ecuador 8200 cases of TB, of which 390
were associated to multidrug resistant TB (MDR-TB). Nevertheless, only 7388 cases were notified,

which evidences a problem of underdiagnosis.

The MTBC comprises of eight phylogenetic lineages, of which L4 is the most prevalent in the
Americas, especially the LAM family. The RDRio genotype, which belongs to LAM family, is associated
to the development of antibiotic resistance. In Latin America, the prevalence of RDRio strains differs
from country to country, being Brasil, Venezuela, Peru and Colombia, the countries with higher
prevalence. On the other hand, lineage L2 represented by the Beijing genotype has an important
selective advantage associated to the development of antibiotic resistance, increased transmissibility
and hypervirulence. Prevalence of Beijing strains in the region differs from country to country, being
Cuba, Peru and Colombia the countries with the higher prevalence. To date, there are no reports of

the presence of RDRio strains, while the prevalence of the Beijing genotype is under 1%.

The study performed by our research team in the provinces of El Oro and Esmeraldas, with frontier
with Peru and Colombia, respectively, found a predominance of L4 strains in both provinces.
However, the higher genetic variability found in the analyzed strains from both provinces do not
allow the structure of active transmission clusters with other provinces of Ecuador or with the strains
from Colombia and Peru used in the analysis. These events might be related to the reactivation of
latent TB infections rather than active transmission events, due to poverty conditions in the areas of

study.

Our research determined the prevalence of RDRio genotype in Ecuador (2.1%) as the lowest in the
region to date. Within this group, the 29.4% of isolates were identified as MDR. Noticing the low
prevalence rates of Beijing and RDRio genotypes in Ecuador, it is important to consider the
epidemiological conditions of the country, as variations might have been occurred in recent years
due to open-border policies with Peru and Colombia, which report high prevalence rates for both
genotypes, as well with Venezuela that reports the highest prevalence rate of RDRio for the region.
The ongoing economic crisis in Venezuela have caused a surge of TB cases. Since 2017, a massive
migration of Venezuelan population has occurred towards other countries in the region, converting

this highly vulnerable migrant population into a vector of infectious diseases at a regional level.

Finally, fast and differential diagnosis of MTBC from non-tuberculous mycobacteria (NTM) is another

challenge in the surveillance and control programs. NTM are an emergent global public health issue
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and many countries like Ecuador are unaware of the incidence and distribution of this group of
mycobacteria, which are frequently misdiagnosed as MTBC. The study performed by our research
team found that commercial PCR-kits from Viasure and Sansure, available in Ecuador, show a good
clinical performance for the rapid typification of MTBC cultures. However, there are marked
differences between the analyzed commercial kits when detecting NTM, with a variable sensibility of

75.6% to 94%.

In conclusion, the results of this study contribute to the knowledge of the population distribution of
MTB strains in Ecuador, as pioneer studies related to TB surveillance in border areas. Finally, it also
contributes with useful information for the microbiological diagnosis of MTBC and NTM through the

evaluation of some currently available commercial tests.
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3. ABREVIATURAS

CM: Mutaciones compensatorias

CNR: Centro Nacional de Referencia para Micobacterias

DST: Prueba de susceptibilidad a drogas

INSPI: Instituto Nacional de Salud Publica e Investigacion “Leopoldo Izquieta Pérez”, Ecuador
L2: Linaje 2

L4: Linaje 4

LTBI: Infeccidn latente de tuberculosis

MDR-TB: Tuberculosis multidrogo resistente

MIRU: Unidades repetitivas intercaladas micobacterianas

MIRU-VNTR: Marcadores repetitivos de variacién en tdndem en micobacterias
MTB: Mycobacterium tuberculosis (sensu stricto)

MTBC: Complejo Mycobacterium tuberculosis

NTM: Micobacterias no tuberculosas

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OPS: Organizacién Panamericana de la Salud

PPL: Personas privadas de la libertad

real-time PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa de tiempo real

SNP: Polimorfismos de un solo nucleétido

TB: Tuberculosis

UDLA: Universidad de las Américas, Ecuador

XDR-TB: Tuberculosis extensamente resistente a drogas
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4. INTRODUCCION

Esta introduccion de la tesis doctoral presenta el conjunto de articulos requeridos para tesis

basadas en compendio de publicaciones. El elemento basico que relaciona dichas

publicaciones es el avance en el conocimiento epidemiolégico-molecular de la tuberculosis

en las poblaciones humanas de areas fronterizas del norte y sur de Ecuador, y la evaluacién

de kits comerciales para la deteccion vy diferenciaciéon de Mycobacterium tuberculosis vy

micobacterias no tuberculosas por RT-PCR.

La tuberculosis (TB) es una enfermedad antigua que ha afectado a la humanidad desde sus
origenes [1-3] y que continla siendo una de las principales causas de muerte en el mundo,
en concreto una de las tres principales causas de muerte por un Unico agente infeccioso
junto con el COVID-19 y el VIH/SIDA [4, 5]. El agente causal de la TB es Mycobacterium
tuberculosis (MTB), una bacteria aerdbica, acidorresistente y con forma bacilar que no forma
esporas y se propaga por el aire cuando los individuos infectados tosen y expulsan la
bacteria al ambiente en aerosoles de exudados respiratorios. Las personas que mantienen
una interaccidn cercana y conviven con individuos afectados, principalmente en espacios
reducidos y con una alta densidad ocupacional, tienen un alto riesgo de desarrollar la
enfermedad en los pulmones (TB pulmonar) o en cualquier otro érgano o tejido (TB
extrapulmonar) [4, 6]. La TB es mas prevalente en hombres adultos (56.5%), seguido por
mujeres adultas (32.5%) y niflos (11%), y se estima un total de 10.6 millones de enfermos y
1.4 millones de muertes en todo el mundo [4, 5]; ademas, la enfermedad supone una gran
carga para los paises con bajo desarrollo socioeconémico y agrava las desigualdades
existentes. Las estimaciones mundiales de TB proporcionadas por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) indican que una cuarta parte de la poblacion mundial ha sido infectada
por MTB, de los cuales un 5% tiene un alto riesgo de desarrollar TB en los primeros dos afios
después de la infeccion [5], por lo que se estima que alrededor de un 23% de la poblacion
mundial padece una infeccién latente de TB (LTBI). Sin embargo, la mayoria de pacientes con
LTBI no desarrollaran la version activa de la enfermedad, mientras que se estima que entre

el 5% al 15% de ellos progresardn a una TB activa durante su periodo de vida [7, 8].

Aunque existe una estrategia global auspiciada por la Organizacién Mundial de la Salud para
erradicar TB a nivel global, sdlo algunos paises han hecho avances para reducir la carga de

TB a menos de 10 casos por cada 100 000 habitantes. No obstante, la investigacion para el
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desarrollo de nuevas terapias y vacunas para combatir la TB debe impulsarse y concentrarse
en la disminucidn del nimero de casos, especialmente en partes del mundo con condiciones
socioecondmicas precarias donde el acceso al tratamiento de la TB es muy limitado [4, 9].
Ademas, la pandemia de COVID-19 en 2020 tuvo un enorme impacto en la dindmica de la TB
gue representd una disminucidn importante en el numero de nuevos pacientes
diagnosticados con TB, reportando la reduccién de 7.1 millones en el periodo 2017-2019 a
5.8 millones en el periodo 2019-2020, aunque las cifras aumentaron parcialmente a 6.4
millones en el 2021 [4, 10]; principalmente al enfoque prioritario de los sistemas de salud

para controlar el SARS-CoV-2, descuidando la vigilancia de otras enfermedades infecciosas.

La TB presenta un espectro clinico complejo debido a la interacciéon de diversos factores
asociados al huésped (estado inmunolégico), al ambiente (vias de transmisién) y al patégeno
(virulencia, transmisibilidad, supervivencia/reproduccion), por lo que la investigacion de
MTB es importante, haciendo énfasis en el uso de biomarcadores genéticos que faciliten la
identificacion de linajes micobacterianos y su asociacidon con caracteristicas que afecten a la
virulencia y al desarrollo de perfiles de resistencia, y en la creacidon de nuevas opciones de
tratamiento, vacunas y herramientas de diagndstico [11]. Ecuador es un pais con una alta
diversidad poblacional y fuertes diferencias socioecondmicas, por lo que el estudio de la
epidemiologia molecular de las cepas circulantes facilita el disefio y desarrollo de programas
publicos para la prevencién y control de la TB en distintos sectores vulnerables de la

poblacién [12-17].

4.1. Patologia de la Tuberculosis
El desarrollo de la TB es una consecuencia de la interaccidn entre el bacilo y la inmunidad
del huésped, por lo que la relacidon entre ambos puede ser diversa, compleja y durar toda la
vida [18]. La dispersién y contagio de los agentes infecciosos se da por microgotas de 1 a 5
micras de didmetro presentes en los aerosoles expulsados por la tos del individuo infectado,
gue contienen de 1 a 5 bacilos, siendo la dosis infecciosa de 1 a 10 bacilos. Un episodio de
tos puede producir 3000 microgotas y un estornudo hasta un millén [18, 19]. Una vez que
los patdgenos ingresaron al organismo del huésped, la progresion de la enfermedad
depende del nivel de inmunidad del individuo, por lo que el 90% de individuos sanos no

desarrollard TB y el 10% restante desarrollara la enfermedad activa: el 50% de estos en los
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primeros 2 afios y 50% restante desarrollard TB mas adelante en la vida [20]. Debido al
proceso de transmisidn aérea, la TB pulmonar es la forma predominante de la enfermedad
en un 80% de los casos, donde el pulmén es el sitio primario de infeccién. La TB
extrapulmonar ocurre como una consecuencia o como fenémeno simultaneo al curso de la
TB pulmonar, y puede afectar a casi todos los érganos del cuerpo [21]. Por esta razén, la TB
se clasifica en diferentes tipos clinico-patoldgicos considerando diversos factores: TB
primaria, que se presenta en personas que han estado expuestas al bacilo por primera vez,
especialmente en infantes y adolescentes que habitan dreas del mundo donde la TB es
altamente endémica, y en individuos que han perdido la inmunidad adquirida por efecto de
enfermedades inmunodepresoras o por edad avanzada, lo que predispone a un estado
inmunolégico inadecuado o débil; TB post-primaria, que es una enfermedad que afecta
generalmente a los adultos debido a una reactivacién enddgena de un proceso previo
controlado o durmiente, o por una reinfeccién exdgena en un paciente sano, pero
previamente sensibilizado que ha conservado cierto grado de inmunidad adquirida. La
diseminacion de la enfermedad por el sistema circulatorio desde los pulmones hacia
multiples drganos (TB miliar) puede ocurrir tanto en las formas primaria como en la post-

primaria de la enfermedad [18].

4.2. Epidemiologia de TB

4.2.1. Epidemiologia de la TB en la region de las Américas
La situacion de la TB en las Américas es consecuencia directa de multiples factores de riesgo
y socioecondmicos que afectan principalmente a grupos poblacionales vulnerables (por
ejemplo: personas privadas de libertad (PPL), poblacién indigena, habitantes de calle y
migrantes irregulares). Considerando que algunos paises de la regién han realizado grandes
esfuerzos para eliminar la enfermedad como problema de salud publica, las estimaciones de
la OMS para el ano 2021 identifican a los paises de alta carga como aquellos con un nimero
estimado de casos de TB superior a 10 000 por afio y una tasa de incidencia superior a 45
por cada 100 000 habitantes: Brasil, Perd, México, Haiti, Colombia, Argentina, Venezuela,
Bolivia, Ecuador, El Salvador, Paraguay, Guyana y Dominica [5, 14]. La OMS informd un
descenso en las tasas de incidencia estimada y del nimero absoluto de muertes por TB

entre el 2000 y 2019 para la region de las Américas, lo que representa un avance hacia los

17



objetivos establecidos en la Estrategia Fin de la TB; sin embargo, para el afio 2020 se observé
un revés en el progreso realizado para cumplir estos objetivos, ya que el acceso a los
servicios de TB se vio interrumpido por medidas de cuarentena y relocalizaciéon de personal
médico hacia servicios relacionados con la COVID-19, lo que causé una reduccién de 16.8%
en los reportes de nuevos casos de TB en comparacién con el aiio anterior, el incremento de
la incidencia estimada de TB al 28.5% vy el reporte de 27 000 casos fatales [4, 14]; sin
embargo, la disponibilidad de pruebas moleculares rdpidas ha aumentado de 11 dispositivos
GeneXpert® en 2011 a 677 en 2020 para la regidon de las Américas [14]. Las pruebas de
susceptibilidad a drogas terapéuticas contra la TB (DST) en las Américas mejoraron la
deteccion de cepas multirresistentes a antibiéticos (MDR-TB), con un aumento del 48,8% en
2019 al 54% en 2020 de casos previamente tratados y la identificacién de nuevos casos de
MDR-TB del 39,8% en 2019 al 48,9% en 2020. Bahamas, Nicaragua, Estados Unidos de
América, Surinam y Chile informan la tasa mas alta de DST en casos de TB nuevos y
previamente tratados, mientras que Haiti, Colombia y Venezuela se encuentran por debajo
del promedio regional informado. Diez paises de las Américas son los mds afectados por las
cepas de MDR-TB, de los cuales Peru y Ecuador informan las tasas de incidencia mas altas,

con 4.3% y 1.4% respectivamente [14].

4.2.2. Epidemiologia de la TB en Ecuador
La poblacion humana del Ecuador presenta una alta diversidad y estd compuesta por
mestizos (71,9%), descendientes europeos (6,1%), indigenas (6,8%), afroecuatorianos (7,2%)
y montuvios (7,4%); ademas de presentar condiciones socioecondmicas locales que
impactan la distribucion de la poblacién en areas urbanas (62,8%) y rurales (37,2%),
especialmente en zonas marginales donde la falta de acceso a programas y recursos de salud
es comun [12, 22, 23]. De acuerdo con el ultimo reporte proporcionado por las autoridades
sanitarias del Ecuador en el 2018, las provincias con mayor incidencia de TB son Guayas
(55,03%), El Oro (7,28%) y Los Rios (6,02%), donde la poblacién vulnerable incluye grupos de
bajos ingresos econdmicos e individuos con enfermedades diversas (VIH-positivos, diabetes,
etc.) [24]. La mayoria de los casos de TB reportados en Ecuador corresponden al grupo de
edad de 25 a 34 afios (25%), seguido por el grupo de 15 a 24 afios (20,54%) y el de 35 a 44

afios (16,85%), lo que indica que la TB afecta principalmente a adultos en edades
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econémicamente productivas, generando asi un impacto negativo en la economia nacional y

la sociedad [24].

De acuerdo con los datos presentados por la OMS para el afio 2022, las estimaciones para
Ecuador fueron de 8200 casos de TB (45 por 100 000 habitantes), de los cuales 390 estan
asociados a MDR-TB (2.2 por cada 100 000 habitantes), y 850 fallecimientos entre individuos
VIH positivos y negativos. En el mismo afio Ecuador notificé 7388 casos totales, 474 de los
cuales presentaron la condicion MDR-TB [25]. Es notorio encontrar diferencias entre ambos
informes, lo que evidencia un problema grave de subdiagndstico que se agravd por el
impacto de la pandemia de COVID-19 y provocé en 2020 una disminucién del 17% de casos
notificados con respecto al afio anterior [5, 14]. Sin embargo, no es un problema reciente, ya
gue un estudio realizado en 2019 por Silva y colaboradores también establecen un elevado
porcentaje de subdiagndstico de nifios y adolescentes con TB, basandose en la diferencia de
casos estimados para la region de las Américas (12%) y los casos reportados en el estudio
(2.03%), sugiriendo que el acceso limitado a pruebas diagndsticas, la falta de capacitacion
del personal sanitario y una deficiente investigacién de contactos son las principales razones
para fallar en el seguimiento y vigilancia de casos [26], las mismas que también son
reconocidas por el Ministerio de Salud Publica del Ecuador en el ultimo Boletin Anual de TB

publicado en 2018 como factores vinculados al subdiagndstico de TB en el pais [22, 24].

La rifampicina y la isoniazida son farmacos usados en la primera linea de tratamiento contra
la TB que han demostrado ser eficaces [27]. Sin embargo, la aparicién de cepas resistentes a
farmacos antituberculosos ha complicado el tratamiento de la TB, por lo que la deteccidon
temprana, preferiblemente antes del inicio de una terapia, es crucial para la aplicacion de un
tratamiento eficaz y para la interrupcién de la transmisidn y propagacién de estas cepas [28].
Segun la OMS en 2022, Ecuador tiene una tasa de prevalencia estimada de MDR/RR-TB del
3% en casos nuevos y del 26% en pacientes con TB previamente tratada. Los valores indican

un aumento en comparaciéon con los datos reportados en 2021 [14, 25, 29].

4.3. Estructura de linajes
Los bacilos de Mycobacterium tuberculosis pertenecen al Complejo Mycobacterium

tuberculosis (MTBC), que comprende linajes de micobacterias altamente similares entre si,
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con un 99,9% de identidad genética. Los humanos son los principales huéspedes de ocho
linajes filogenéticos: L1, Indo-Africano Oriental (EAI); L2, Asiatico Oriental (incluye la familia
Beijing); L3, Cepa de Asia Central (CAS); L4, Euroamericano (incluye Haarlem, X, LAM, Sy T);
L5 y L6, Africano Occidental | y Il respectivamente; L7, Etiope [30—32]; y L8, Africano Oriental
[33]. Los linajes se diferencian por su distribucion global y en su capacidad infectiva,
transmisidn y resistencia a los antibidticos [30, 31, 34-36], lo que sugiere que la estructura
filogeografica de las poblaciones de MTBC esta relacionada con determinadas poblaciones
humanas como resultado de las interacciones huésped-patégeno que permanecen estables
en entornos rurales y urbanos a lo largo del tiempo [32]. El MTBC se caracteriza por no
realizar transferencia horizontal de genes ni utilizar plasmidos, en comparacién con otros
patégenos, por lo que la ocurrencia de mutaciones cromosémicas se da como resultado de
deleciones, duplicaciones, inserciones y polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) lo que
representa la fuente de diversidad genética del Complejo [11, 37]. Estos eventos determinan
un patrdén Unico de evolucién clonal que refiere a un ancestro comun del cual emergen los
diferentes linajes y cepas [11], por lo que la variabilidad del MTBC se basa en alteraciones
genéticas que pueden explotarse como marcadores moleculares para fines epidemioldgicos

[38, 39].

4.3.1. Linajes circulantes en América Latina
La entrada de cepas pertenecientes al linaje 4 (L4) a las Américas se dio durante el periodo
de colonizacién en los siglos XV y XVI, desplazando al linaje zoondtico endémico de la region
y estableciéndose como el dominante en el continente americano [11, 40, 41]. Esto se ha
confirmado por varios grupos de investigacién de diferentes partes de América que reportan
al linaje Euroamericano (L4) como el mas prevalente, especialmente las familias LAM
(Latinoamericana-Mediterranea), Haarlem y T [11, 41]. Sin embargo, existen diferencias en
la distribucidon genotipica entre diferentes regiones de las Américas [42]; por ejemplo, la
variante RDR° que pertenece a la familia LAM muestra una prevalencia variable en el
territorio brasilefio [38, 43, 44], mientras que otros paises reportan una baja presencia del
genotipo, como Argentina o Paraguay, debido a la predominancia de cepas LAM diferentes a
RDR° (LAM3) en Argentina y una baja proporcién de cepas LAM RDR° (LAM1 y LAM2) en

Paraguay [41, 45], estableciendo la presencia de cepas silvestres para RDR° (SIT391/LAMA4)
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en esta zona geografica especifica del continente [46]. La familia Haarlem estd asociada con
la MDR-TB y se encuentra con frecuencia en los Estados Unidos y el Caribe, a diferencia de
otros paises de Sudamérica. No obstante, Bolivia reporté una elevada incidencia del 39.4%
del genotipo H por encima del 26.3% de LAM [47], mientras que en un estudio realizado en
Buenos Aires reportd una incidencia del 16.9% de linajes H1 y H3, menor que las de las
subfamilias LAM y T [46]. Cerezo y colaboradores determinaron que las cepas pertenecientes
a la familia Haarlem son las que tienen una transmisién mas activa en Bogota, debido a la
presencia de una cepa MIT45 predominante encontrada en el estudio [48]. La familia T
presenta una elevada heterogeneidad y ambigliedad, lo que la convierte en un grupo dificil
de definir debido a la limitada informacién filogenética provista [46]. Sin embargo, las cepas
pertenecientes a la familia T estdn bien representadas en diferentes paises de América: en
Guatemala es el segundo grupo mas prevalente reportado en el pais (22%) después de LAM
(39%), mientras que el genotipo T en Honduras representa el 16% de los aislados después de
LAM (55%) y Haarlem (16%) [49]. En Argentina, los genotipos T tienen una importante
representacion (35,9%) a diferencia de la prevalencia reducida en otros paises del
continente, lo que sugiere una expansion geografica restringida al pais debido a la larga
historia de inmigracidn italiana [46]. En Panam3, los genotipos T2 y T4-CEU1 son altamente
prevalentes, por lo que la introduccién de estos desde el Caribe y Sudafrica pudo ocurrir
durante la construccion del Canal de Panama [41]. Otras familias del L4 son X, que estd muy

representada en Haiti [50, 51], y S, que es muy comun en la regién andina de Ecuador [22].

Otro linaje que estd ampliamente distribuido en la region es el Linaje 2 (L2), debido a la
migracion china a las Américas durante la década de 1850 por trabajo y comercio [52, 53], y
mas recientemente por los viajes intercontinentales que también han permitido la
introducciéon de cepas pertenecientes a L2. El genotipo Beijing tiene una importante ventaja
selectiva asociada a una capacidad mutagénica que incrementa la habilidad para desarrollar
resistencia a los antibidticos, incrementar la transmisibilidad e hipervirulencia, las cuales son
caracteristicas comunes en cepas evolutivamente “modernas” que se encuentran en lugares
con presencia reciente, como América Latina, sur de Africa y este de Europa; a diferencia de
las cepas evolutivamente “antiguas” que se localizan en los paises del este de Asia y

muestran una virulencia leve y resistencia variable a los antibidticos [54].
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4.3.2. Linajes circulantes en el Ecuador
Desde hace algunos afos se han realizado estudios retrospectivos para determinar la
estructura poblacional de aislados de MTB y el perfil de resistencia a antibidticos en
diferentes escenarios del Ecuador, para comprender el panorama de la TB en el pais. En el
2023, un estudio realizado en una prisién de Guayaquil por Garcés y colaboradores analizaba
datos de 15-loci MIRU-VNTR de 36 aislados de PPL (afio de recoleccién: 2016) para
determinar la estructura poblacional de MTB en este grupo. Los resultados detallan una alta
prevalencia de cepas pertenecientes a los sublinajes L4: 58.2% LAM, 16.7% Haarlem, 16.7%
Ghana y 5.6% S; ademas de una muestra identificada como Beijing (2.8%) [55]. Estos
resultados son comparables al trabajo publicado por Morey-Ledn et al. en 2022, quienes
trabajaron con secuencias gendmicas de 21 cepas de MTB-MDR de la regién costera de
Ecuador (afio de recoleccidén: 2020) para el analisis de la resistencia a antibidticos,
reportando que las muestras analizadas pertenecian al linaje 4: LAM (61.9%), Haarlem
(19%), X (9.5%), S y T (cada una 4.8%). El andlisis de drogo resistencia determind seis
aislados como extensamente resistentes a antibiéticos (XDR), de los cuales 4 pertenecen al
sublinaje LAM [56]. En el 2020, Garzén-Chavez y colaboradores publicaron un estudio mas
amplio sobre la estructura poblacional de la MTB en Ecuador, utilizando técnicas de
genotipaje de 24-loci MIRU-VNTR y PCR de Regiones de Diferencia (RD), ademas de
informacidn de resistencia a los medicamentos, a partir de 373 aislados de MTB
recolectados a nivel nacional (afios de recoleccion: 2013-2016). El estudio reporta una
distribucién uniforme de L4 en Ecuador, de la cual LAM es el sublinaje mas representativo
con 45.6%, seguido por Haarlem con 32.2%, S con 13.2%, X con 4.3%, mientras que otros
sublinajes L4 comprenden el 3.9%; siendo la prevalencia de Beijing del 1.1%. El estudio
encontré que algunas cepas LAM y S forman complejos clonales con cepas encontradas en el
pais vecino de Colombia, lo que indica una agregacion regional y bajas tasas de transmision;
sin embargo, al comparar con cepas peruanas no se encontraron asociaciones. El estudio
sugiere que las diferencias encontradas en el andlisis epidemiolégico molecular podrian
asociarse a patrones migratorios importantes desde Colombia a Ecuador durante el periodo
en que se recolectaron las muestras, cuando aproximadamente 170 000 colombianos y 15
000 peruanos viajaron a Ecuador [22]. El estudio publicado en 2019 por Zurita et al. analiza
los perfiles de drogo resistencia y la diversidad genotipica de 104 cepas de MTB recolectadas

entre 2002-2014 en la ciudad de Quito, y reportan una prevalencia del 33.7% para aislados
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LAM, 30.8% para Ghana, 5.8% para S, el sublinaje Cameroon con 3.8%, Haarlem con 3.8%,
Beijing esta representado con 1.9%, y 20.2% se reportan como genotipos huérfanos. 80
aislados de 104 se reportaron como resistentes a la rifampicina, 97/104 resistentes a la
isoniazida y 73/104 se determinaron como aislados MDR. LAM fue el sublinaje mas

representativo entre todos los aislados resistentes a los antibiéticos [57].

4.3.3. Linaje 4y el genotipo RDR°
El L4 esta conformado por al menos diez sublinajes que se diferencian en su capacidad de
transmisidn; de estos, el sublinaje L4.3 o Latinoamericano-mediterrdneo — LAM es el que
presenta una mayor frecuencia y distribucidon a nivel mundial [32, 58]. Dentro de este
sublinaje se encuentran varios genotipos, de los cuales tres son los mas comunes alrededor
del mundo: RD115, el méas ancestral; RD174, también conocido como RDR®, y el espoligotipo
SIT33. Sin embargo, existen otros sublinajes del L4 que muestran una tendencia a estar
geograficamente restringidos y con menos probabilidades de sufrir una expansion
transfronteriza, ya que estdn intimamente asociados a su poblacién huésped por un largo
proceso de adaptacion local [58, 59], como por ejemplo el genotipo Carabobo en Venezuela,

gue se encuentra geograficamente limitado al estado del que recibe su nombre [41, 60].

En el afio 2007, Lazzarini y colaboradores identificaron un nuevo gen fusionado Rv3346¢/55c
usando un protocolo de PCR de punto final en una coleccién de aislados MTBC de Rio de
Janeiro, descubriendo asi el genotipo RDR® dentro de la familia LAM. Este polimorfismo de
secuencia larga (LSP) surgié por un evento de recombinacién homéloga entre dos genes
codificadores de proteinas (Rv3346¢c y Rv355c) ubicados a mas de 26.3 kb de distancia, que
produjo una delecién genética que fusiond ambos genes [38]. Posteriores andlisis de
espoligotipado, 1S6110-RFLP y MIRU-VNTR establecieron al genotipo RDR° como un
miembro de la familia LAM, con caracteristicas que corresponden a LAM1 y LAM2 como las
Unicas subfamilias que albergan este genotipo, mientras que las subfamilias LAM4-6 y LAM 9
agrupan a los genotipos RDR y silvestre, y la subfamilia LAM3 contiene Gnicamente a cepas
de tipo silvestre [38, 41]. La variante RDR° se asocia al desarrollo de resistencia contra
multiples antibidticos y se distribuye en muchos paises del mundo [38, 61-64]. En América
Latina, la prevalencia de las cepas RDR° difiere de un pais a otro: del 30% al 51.9% en

diferentes locaciones en Brasil [38, 43, 44]; un 69.8% de las cepas LAM venezolanas se han
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identificado como RDR° [60]; un 37% de aislados en Colombia se identificaron como RDR©
[48, 65, 66]; un 31% de las cepas peruanas pertenecian a la subfamilia RDR° [65, 67]; por su
parte, Chile ha reportado un 3% de aislados RDR° [65]. A la fecha no existen reportes de la

presencia de cepas RDR° en el Ecuador.

4.3.4. Linaje 2y el genotipo Beijing
Las cepas del linaje 2 se estdn expandiendo rapidamente por todo el mundo debido al
aumento de la transmisibilidad y virulencia de algunos de sus miembros [58, 68], ademas de
su asociacién con la resistencia a los antibiéticos debido a una serie de eventos: mayor tasa
de mutacidn basal, progresion acelerada a la enfermedad, mayor transmisién y condiciones

demograéficas del huésped [54, 69].

Aproximadamente, el genotipo Beijing es responsable del 25% de los casos de TB en el
mundo [70]. Este genotipo fue identificado por primera vez en 1995 por Van Soolingen et al.
gue detectaron un grupo de cepas chinas que compartia un patrén 1S6610-RFLP Unico con
15 a 20 copias en su genoma, ademas de un patrén de espoligotipo distintivo en los
espaciadores 35 al 43 del locus DR (Repeticiones Directas) sugiriendo un proceso evolutivo
independiente, a diferencia de otras cepas MTB. Las cepas Beijing presentan deleciones en
RD105 y RD207, que son responsables de la ausencia de los primeros 34 espaciadores en el
locus DR, y estan presentes en otros patrones de linaje. El RD181 es un marcador de
evolucidon temprana y es una caracteristica Unica en casi todas las cepas de la familia Beijing.
Por otro lado, la presencia o ausencia de RD150 y RD142 es una caracteristica de cepas con
una evolucidon mas reciente [54]. Las cepas modernas de la familia Beijing se distribuyen en
América Latina, sur de Africa y este de Europa, y estan asociadas con ventajas selectivas para
desarrollar resistencia a los antibidticos, hipervirulencia y mayor transmisibilidad [39, 54,
71]. Pert alberga las subfamilias antiguas y modernas, por lo que se lo considera como la
principal fuente de transmisién del genotipo Beijing en las Américas debido a la migracién
histérica de individuos chinos, japoneses y coreanos al pais a fines del siglo XIX. Sin embargo,
la ciudad portuaria colombiana de Buenaventura, de importante actividad econdmica,
muestra una alta prevalencia del genotipo que se debe a haber sido un punto de entrada

alternativo de las cepas Beijing desde Asia [41].
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En el continente americano la prevalencia de las cepas Beijing muestra diferentes tasas de
un pais a otro. La prevalencia del genotipo Beijing en América Latina es del 3.9%, siendo los
paises que reportan un mayor nimero de aislados Beijing Cuba (17.26%), Peru (16%) y
Colombia (5%) [54]. En Ecuador, Mora-Pinargote y colaboradores publicaron en 2019 un
estudio usando un tamafio muestral de 991 cepas provenientes de 22 de las 24 provincias
(afos de recoleccién: 2014-2016), en el cual reportan una prevalencia del genotipo Beijing

de 0.43% a nivel nacional [72].

4.4. Tratamiento de la TB y el desarrollo de resistencia a antibiéticos
El tratamiento estandar recomendado por la OMS consiste en un ciclo de seis meses con
medicamentos antituberculosos de primera linea, que incluyen isoniazida, rifampicina,
pirazinamida y etambutol; ademds existe un grupo de medicamentos antituberculosos de
segunda linea, como las fluoroquinolonas y otros antibidticos inyectables. El tratamiento se
divide en dos fases: la fase intensiva, que tiene como objetivo destruir las bacterias con altas
tasas de replicacién, disminuir los procesos inflamatorios, mejorar los sintomas y signos
clinicos, y la fase continua, que esta orientada a la eliminaciéon de bacterias en fase de
latencia [73, 74]. El tratamiento estdndar para pacientes con TB se resume de la siguiente
manera: la administracién de isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol por un
periodo de dos a tres meses en la fase intensiva; y la administracion de isoniazida vy
rifampicina por cuatro a cinco meses para la fase continua [75, 76]. La multirresistencia en la
TB (MDR-TB) se define como la falta de respuesta a dos o mas antibidticos de primera linea,
al menos rifampicina e isoniazida, mientras que la TB extensamente resistente a antibidticos
(XDR-TB) se refiere a la resistencia a al menos uno de los medicamentos de segunda linea
ademads de las caracteristicas de la MDR-TB [73]. El régimen de tratamiento recomendado
para MDR-TB consiste en el uso de al menos cuatro medicamentos durante la fase intensiva:
pirazinamida, un inyectable de segunda linea (kanamicina, capreomicina o amikacina), una
fluoroquinolona y cicloserina. La primera fase dura aproximadamente 8 meses, mientras que
la segunda fase comienza cuando se suspende el medicamento inyectable; en total, el
tratamiento puede durar 20 meses. No existe un régimen especifico para el tratamiento de
XDR-TB; sin embargo, se ha observado éxito en pacientes tratados con seis medicamentos

durante la fase intensiva y con cuatro medicamentos en la fase continua [73, 77].

25



Los mecanismos de resistencia a los antibidticos usados para el tratamiento de
micobacterias se han desarrollado por medio de mutaciones gendmicas espontdneas,
principalmente SNPs, que se propagan por la replicacion de bacterias resistentes dentro del
huésped y su posterior transmision entre infectados, ya que las micobacterias carecen de los
mecanismos tipicos, como la transferencia horizontal de genes o elementos moviles de
resistencia (plasmidos), que se pueden encontrar en otras bacterias [73, 78]. Usualmente,
los antibidticos inhiben las proteinas necesarias para la supervivencia bacteriana, por lo que
la ocurrencia de mutaciones que confieren resistencia modifica el genoma y puede resultar
en una pérdida de aptitud (“fitness”) micobacteriana: crecimiento bacteriano mas lento,
transmision reducida o el desarrollo de una enfermedad menos grave [73, 79]. A pesar de las
aparentes desventajas asociadas a las mutaciones vinculadas a la resistencia, las
micobacterias pueden desarrollar mutaciones secundarias, denominadas mutaciones
compensatorias (CM), que restauran de manera parcial o total la aptitud. El surgimiento de
una CM varia dependiendo del antibidtico que se utilice en la terapia, ya que reducen las
funciones especificas comprometidas por las mutaciones de resistencia [78-80]. Sin
embargo, algunas cepas resistentes parecen tener una ventaja sobre las cepas susceptibles
al provocar una buena parte de los casos de TB en determinadas comunidades, ciudades,
paises o incluso regiones mas amplias, causando brotes importantes en diferentes partes del
mundo, lo que puede deberse a que las micobacterias que pertenecen a clados
estrechamente relacionados y altamente transmisibles, se suelen asociar con el desarrollo
de resistencia a los medicamentos [79, 80]. En 2021, Ektefaie y colaboradores realizaron un
estudio retrospectivo de 10299 aislados clinicos de MTBC recolectados entre 1987 y 2014
con datos de susceptibilidad a farmacos basados en cultivo y en secuenciacidon del genoma
completo (WGS), estableciendo que las tasas de multirresistencia por linaje fueron del 3%
para el linaje 1, 48% para el linaje 2, 4% para el linaje 3 y 23% para el linaje 4 [81]. Estos
informes concuerdan con lo publicado por Alame et al. en 2021 en el que resumen las cepas
MTBC responsables de diferentes brotes historicos, por ejemplo: L2-Beijing “moderno” en
Rusia, Europa del Este y Uzbekistan; L2-Beijing “antiguo” en Sudéfrica; L4.3.3 en Sudafrica;
L4.3.4.2 RDR° en Portugal; L4.1.2.1 en Argentina; y L4-LAM9 en Panama [80]. Estos hallazgos
sugieren que las cepas de los linajes L2 y L4 parecen tener ventajas propias asociadas con
una mayor transmisiéon, mayor virulencia, mayor probabilidad de fallo del tratamiento y

mayor tendencia a desarrollar resistencia a los medicamentos. Ademas, presentan una
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mayor frecuencia de CM en comparacién con otras cepas, y una mayor tasa de mutacion
para la adquisicidon de resistencia, pero con pocas diferencias entre cepas evolutivamente
relacionadas [78, 80]. Sin embargo, es importante considerar otros factores del huésped y
del entorno que pueden favorecer la distribucién de las micobacterias drogo resistentes

[78].

4.5. Diagnéstico molecular de micobacteriosis
El diagndstico de MTB y otras micobacteriosis puede realizarse con una gran cantidad de
técnicas, desde microscopia de frotis, histopatologia y cultivo hasta el uso de
inmunoensayos cromatograficos y métodos seroldgicos para detectar e identificar
micobacterias. Los métodos moleculares destacan como técnicas que permiten un
diagndstico rdpido y alternativas de cribado con alta especificidad y sensibilidad cuando se
usan en combinacién con métodos clasicos [82]. Las pruebas de diagndstico molecular
ofrecen una solucién mas simple y rdpida para detectar la resistencia a los medicamentos en
comparacién con los métodos fenotipicos que consumen mucho tiempo, ademas, las
pruebas de laboratorio no siempre son posibles en entornos con recursos limitados debido a

los requisitos de infraestructura y personal capacitado [83].

Existen dos grupos principales de micobacterias de importancia clinica y distribucién global:
miembros del MTBC que causan tuberculosis, y micobacterias atipicas o no tuberculosas
(NTM). Estos ualtimos son microorganismos ubicuos y oportunistas que pueden causar
enfermedades en individuos inmunodeprimidos, ademas de exhibir una capacidad inusual
para sobrevivir en condiciones ambientales particulares y extremas [84—86]. El grupo de
NTM comprende cualquier micobacteria que no sea MTBC o Mycobacterium leprae,
incluyendo mas de 190 especies y subespecies con una amplia gama de habilidades para
causar enfermedades pulmonares y extrapulmonares [87, 88]. En paises con carga alta de
TB, la deteccidn y el tratamiento de las NTM son rara vez realizadas por el desconocimiento
de enfermedades ocasionadas por dichas micobacterias y un acceso limitado a técnicas para
la identificacion micobacteriana a nivel de especie. Es comlUn que en paises en vias de
desarrollo y de desarrollo intermedio, la deteccién de MTB se base en la microscopia y el
cultivo por ser métodos de referencia; sin embargo, las NTM a menudo se pasan por alto o

se confunden con MTB porque estos métodos no permiten una discriminacién precisa entre
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MTBC y NTM, ocasionando que los pacientes reciban un tratamiento inadecuado con
medicamentos antituberculosos [86, 87, 89]. Como los tratamientos con antibidticos son
totalmente diferentes para esos dos grupos de micobacterias [5, 14, 86], existen varias
metodologias para la discriminacion entre MTBC o MNT, incluidas pruebas bioquimicas [85,
86], secuenciacion de Sanger [86, 87] o MALDI-TOF MS [89-92]. También se han descrito
protocolos de PCR “in-house” para una discriminacién rapida de MTBC y MNT, ademas de la
comercializacion de diversos kits basados en tecnologia PCR en tiempo real: Advansure
TB/NTM real-time PCR kit [93], Anyplex MTB/NTM real-time detection assay V2.0 [94],
EZplex MTBC/NTM Real-Time PCR kit [95], VIASURE Real Time PCR Detection Kit — M.
tuberculosis Complex + Non-tuberculous mycobacteria [96], Mycobacterium Multiplex
Nucleic Acid Diagnostic Kit (Multiplex PCR-Fluorescence Probing) [97], por mencionar

algunos.

La deteccion de MTB mediante herramientas moleculares de diagndstico se presta a incluir
la deteccion de resistencia a medicamentos antituberculosos, debido a que los mecanismos
de resistencia se asocian a mutaciones genéticas bien caracterizadas [98, 99]. Entre la
diversidad de pruebas de diagndstico molecular desarrolladas y aprobadas por la OMS, el
sistema GeneXpert MTB/RIF es el mas utilizado a nivel mundial para la deteccién de TB y
resistencia a rifampicina, generando un incremento en el diagndstico y vigilancia de cepas

resistentes en regiones con una alta carga de TB [5, 100].

4.6. Técnicas moleculares usadas en la epidemiologia de MTBC.
El uso de herramientas moleculares ha contribuido a mejorar la comprensién de la dinamica
de transmisién y las caracteristicas evolutivas de epidemias y brotes de TB en diferentes
paises, usando marcadores genéticos especificos. El patégeno es un microorganismo
genéticamente conservado, por lo que el desarrollo y estandarizacién de métodos de
genotipificacion han permitido comprender mejor la estructura poblacional, mientras se
incrementaba su poder discriminatorio [39, 41]. La seleccion de un método de
genotipificacion depende principalmente de las tasas de mutacion de un marcador
molecular que afectan el poder de resolucién, la disponibilidad de recursos, la experiencia
técnica necesaria y el nimero de aislados a analizar, ya que estos factores influyen

directamente en el costo de los ensayos [39]. Por lo tanto, en América Latina es comun el
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uso de técnicas mas clasicas, como IS6110-RFLP, espoligotipado, MIRU-VNTR de 12, 15 y/o
24 loci; sin embargo, la secuenciacién del genoma completo (WGS) se ha vuelto mas popular
en los ultimos afios a medida que la tecnologia se ha desarrollado y se ha hecho mas
asequible. No obstante, se suelen realizar una combinacién de al menos dos técnicas para

obtener un mayor poder de discriminacién y comparar diferentes métodos [41].

4.6.1. 1S6110-RFLP
El método se basa en la identificacion de copias de la secuencia de insercién 1S6110. La
metodologia se estandarizdé en 1993 y consiste en la digestion del ADN micobacteriano con
la enzima de restriccidon Pvull, seguida de la separacion electroforética de los fragmentos
resultantes. Luego se realiza una hibridacion “Southern” utilizando una sonda para detectar
el numero de copias y la posicion de las secuencias de insercién 1S6110, estableciendo asi
una huella digital de ADN especifica de la cepa [82, 101]. Aunque es un método lento que
requiere técnicos altamente experimentados, el uso de 1S6110-RFLP sigue siendo popular
debido a su alto poder de discriminacion y reproducibilidad, necesarios para la tipificacién

de cepas [82].

4.6.2. Espoligotipado: Tipificacion de oligonucleétidos espaciadores (Spoligotyping)
El espoligotipado es una herramienta de genotipificacion que detecta la variabilidad en la
region de repeticiones directas (DR) del genoma de MTBC. El método se basa en la presencia
o ausencia de 43 secuencias espaciadoras de ADN, que se encuentran intercaladas entre 36
loci conservados ubicados en la regién DR [101, 102]. Es un método basado en PCR que
amplifica los loci DR usando los primers DRa y DRb, seguido de la hibridacién de los
productos a una membrana que contiene oligonucleétidos para cada secuencia espaciadora.
La membrana se procesa para obtener una pelicula que proporciona una sefial positiva o
negativa que se registra en formatos binario u octal para la interpretacion genotipica
utilizando bases de datos publicas como SpolDB4 y SITVIT2 [103-105]. Debido a su bajo
poder discriminatorio, el método se utiliza comUnmente para la identificacion de genotipo a
nivel de familia antes que la tipificacién a nivel de cepas, por lo que se recomienda su uso en

combinacion con otros métodos [103—105].
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4.6.3. Tipificacion de repeticiones en taindem MIRU de niimero variable (MIRU-VNTR)
El método permite detectar diferentes unidades micobacterianas repetitivas intercaladas
(MIRU) ubicadas en multiples loci del genoma de MTBC. Cada alelo MIRU difiere en el
numero de repeticiones en tdndem, por lo que la técnica de PCR amplifica cada regién MIRU
y, en funcién del tamafio del amplicon de cada alelo, se puede discriminar entre cepas. Para
fines de genotipificacién, cada alelo MIRU se identifica con un nimero y se genera un perfil
numeérico [101, 106]. Este cédigo sirve como una huella digital de ADN para utilizarse en
diferentes bases de datos, como MIRU-VNTR plus o SITVIT2 [105, 107]. Se utilizan diferentes
regiones MIRU para la identificacién de cepas y se combinan 12, 15 y 24 loci para la
genotipificacion. Analizar un mayor nimero de loci MIRU aumenta el poder de
discriminacion entre cepas [41, 101]. Los resultados son faciles de usar e interpretar, lo que
permite establecer comparaciones de genotipos, determinar relaciones filogenéticas y su
distribucién geospacial, ya que es un método de tipificacién con alto poder de

discriminacion [41, 82].

4.6.4. Secuenciacion del genoma completo (WGS)
El genoma de MTB se secuencié por primera vez en 1998 utilizando el método de
terminacion de la cadena de didesoxinucledtidos [101, 108]. Aunque esta técnica es costosa
y lenta, el desarrollo de la tecnologia de secuenciacion de nueva generacién (NGS) ha
permitido la creacidn de plataformas de WGS como alternativas para sortear las limitaciones
de otros métodos moleculares. En América Latina su uso ha aumentado rdpidamente desde
2012 debido al desarrollo de plataformas mds rapidas y asequibles [41]. La WGS puede
identificar genotipos, predecir el fenotipo de resistencia y determinar las relaciones vy
dinamicas filogenéticas para guiar la toma de decisiones clinicas. La secuenciacion permite
crear bibliotecas micobacterianas para catalogar variantes, establecer la filogenia de las
cepas MTBC circulantes y correlacionar las mutaciones con la resistencia a los antibidticos,
ya que el método de WGS examina alrededor del 90% del genoma micobacteriano en lugar

de una pequefia porcion (~1%) que analizan otros métodos de genotipificacién [101, 109].
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4.6.5. Bioinformatica para el analisis de linajes MTB

La plataforma MIRU-VNTR plus (https://www.miru-vntrplus.org/MIRU/index.faces) es una

base de datos de acceso abierto creada a partir de una coleccién de 196 cepas de referencia
de los linajes principales de MTBC. Proporciona informacion sobre el origen geografico,
perfil de susceptibilidad a antibiéticos, linajes filogenéticos y perfiles MIRU-VNTR de cada

cepa, ademds de otras caracteristicas [107]. SITVITWEB (http://www.pasteur-

guadeloupe.fr:8081/SITVIT ONLINE/) es una base de datos internacional que incorpora

informacidon de multiples marcadores para proporcionar una visién general de la diversidad
genética de las cepas de MTBC en todo el mundo. Se basa en mas de 62.000 aislados clinicos

de 153 paises [104]. SITVIT2 (http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT2/) es

actualmente la base de datos internacional mas grande de genotipificacion de MTBC, con
una recopilaciéon de 111 635 aislados del patégeno de 169 paises. Proporciona informacién
sobre las caracteristicas genotipicas, perfiles de resistencia a antibidticos, datos

epidemioldgicos e informacién demogréfica de cada cepa [105].

Debido a la gran cantidad de informacién que produce la WGS, el desarrollo de bases de
datos amigables para el usuario y de herramientas de analisis gendmicos para personas con
minimas habilidades bioinformaticas, ha permitido incrementar el andlisis de enormes
cantidades de datos gendémicos brutos [110]. Existen muchas herramientas gratuitas
disponibles en linea para el analisis de datos de secuencias micobacterianas, como TB
Profiler [111, 112], Mykrobe Predictor TB [112], CASTB [112], KvarQ [111, 112], PhyResSE
[112,113] y SAM-TB [114].
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5. JUSTIFICACION
Las bacterias del Complejo Mycobacterium tuberculosis son los patégenos responsables de
la TB, una de las principales causas de muerte por agente infeccioso en el mundo junto con
el COVID-19 y el VIH/SIDA [5]. La enfermedad afecta principalmente a los paises con bajo
desarrollo socioecondmico, especialmente a individuos de estratos econédmicos bajos y que
pertenecen a grupos vulnerables. En el 2022, la OMS estimé alrededor de 10.6 millones de
casos de TB y 1.3 millones de muertes a nivel mundial, un panorama que se habia visto
agravado por la pandemia de COVID-19 en el 2020 que provocd una disminucidon importante
en el nimero de casos nuevos de TB [5]. En el 2022, la OMS estimé para Ecuador 8200 casos
de TB, de los cuales 390 estaban asociados a MDR-TB; sin embargo, las autoridades
notificaron 7388 casos, de los cuales 474 presentaron MDR-TB, evidenciando un problema

grave de subdiagndstico [25].

La TB presenta un espectro clinico complejo que estd determinado por diversos factores
asociados al huésped, al ambiente y al patégeno. El estudio del MTBC usando
biomarcadores genéticos es crucial para identificar linajes y asociarlos con caracteristicas de
virulencia o de resistencia [11]. En los ultimos afios, se han realizado varios estudios en
Ecuador para determinar la estructura poblacional de aislados de MTB vy su relacidn con la
resistencia a antibidticos. Los resultados de estos estudios muestran que los sublinajes L4,
especialmente LAM, son los mas prevalentes en el pais, mientras que la prevalencia del

genotipo Beijing es una de las mas bajas de la regién [22, 55-57].

Dado a que en los paises vecinos de Colombia y Peru las prevalencias de genotipos LAM-
RDR° y Beijing se encuentran entre las mas altas de la regién [54, 63, 65], la realizacién de
este estudio permitird brindar un enfoque mas preciso al panorama genético de las cepas
circulantes de TB dentro del Ecuador. Ademads, generara los primeros aportes acerca de los
efectos migratorios humanos en la dispersion de la enfermedad en las zonas de frontera con
Colombia y Perd, comparandolos con eventos similares que se reportan en otros paises de la

region.
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6. OBIJETIVOS

Objetivo General

Estudiar la transmisibilidad de cepas MTBC a través de las fronteras de Ecuador con
Colombia y Peru, a través del andlisis genotipico de las colecciones de cepas disponibles

procedentes de las provincias fronterizas de Esmeraldas y El Oro.

Objetivos Especificos

e Determinar la presencia y prevalencia del linaje RD?° de MTB en Ecuador y comparar con
los reportes de Peru, Colombia y Venezuela.

e Conocer la diversidad genética del agente causal de tuberculosis humana en la provincia
de Esmeraldas, en la frontera de Ecuador con Colombia, y estudiar la existencia de
clusteres de transmision activa transfronterizos.

e Conocer la diversidad genética del agente causal de tuberculosis humana en la provincia
de El Oro, en la frontera de Ecuador con Perd, y estudiar la existencia de clusteres de
transmisién activa transfronterizos.

e Estudiar el desempefio clinico de protocolos de PCR comerciales para el diagndstico

diferencial de Micobacterias tuberculosas y no tuberculosas.
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7. RESULTADOS: TRABAJOS PUBLICADOS

7.1. Population structure of Mycobacterium tuberculosis in El Oro: a first insight into
Ecuador-Peru tuberculosis transmission.

Publicado en: Journal of Infection and Public Health
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Population structure of Mycobacterium tuberculosis in El Oro: a first insight

into Ecuador-Peru tuberculosis transmission.

Abstract.

Background. Tuberculosis (TB) is a major public health concern in Ecuador and Peru, both
settings of high burden of drug resistance TB. Molecular epidemiology tools are important
to understand the transmission dynamics of Mycobacterium tuberculosis Complex (MTBC)
and to track active transmission clusters of regional importance. This study is the first to
address the transmission of TB between Peru and Ecuador through the population

structure of MTBC lineages circulating in the Ecuadorian border province of "El Oro".

Methods. A total number of 56 MTBC strains from this province for years 2012-2015 were

included in the study and analyzed by 24-loci MIRU-VNTR and spoligotyping.

Results. Genotyping revealed a high degree of diversity for MTBC in "El Oro", without
active transmission clusters. MTBC L4 was predominant, with less than 2% of strains

belonging to MTBC L2-Beijing.

Conclusions. These results may suggest that TB dynamics in this rural and semi-urban area
would not be linked to highly transmitted strains like MTBC L2-Beijing from Peru, but
related to TB relapse; although further studies with larger MTBC cultures collection from
recent years are needed. Nevertheless, we recommend to reinforce TB surveillance

programs in remote rural settings and border regions in Ecuador.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; tuberculosis; molecular epidemiology; MIRU-

VNTR; Spoligotyping; migration; border transmission; Ecuador; Peru.
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Introduction

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by the Mycobacterium tuberculosis
Complex (MTBC). MTBC includes lipid-rich cell wall, acid-fastness, slow growth, intracellular,
rod-shaped, aerobic airborne pathogens that spreads by close person-to-person contact.
MTBC can infect lungs (pulmonary TB) or other organs and tissues (extrapulmonary TB)"3.
The MTBC comprises a group of bacteria with 99% of nucleotide identity classified in seven
main lineages with different features in global distribution, virulence, transmission and
antibiotic resistance®. Therefore, genetic characterization of MTBC lineages is crucial to

improve TB surveillance and control programs®.

The World Health Organization (WHO) estimated for Ecuador a total number of 8500 new
TB cases and 950 deaths for Ecuador in 2020. In that year, the Ecuadorian Ministry of Health
reported 5469 TB cases, 256 (4.7%) multiple drug resistance TB (MDR-TB)®. The provinces
with higher TB incidence were Guayas (55%), El Oro (7.3%) and Los Rios (6%)’. Although
Ecuador is a high burden setting, molecular epidemiology studies of TB are scarce®*'. There
is a single country wide study addressing the population structure and genetic diversity of
MTBC, reporting that MTBC lineage 4 (L4) sublineage LAM is predominant and lineage 2 (L2)

sublineage Beijing has a much lower prevalence compared to Colombia and Perué®.

The WHO estimated for Peru a total number of 38000 new TB cases and 2890 deaths. In the
same year, the Peruvian Ministry of Health reported 24581 TB cases, 1540 (6.4%) were
MDR-TB™, Previous studies showed MDR/extensively drug resistant (XDR) MTBC clusters
that have been spreading in Peru since 2007, Those strains belong to L4 but also to

lineage 2 (L2) sublineage Beijing'® .
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This scenario makes Peru a hot spot for MDR and XDR TB and a challenge for TB control in
the South American region?¢, specially to neighbor countries like Ecuador. There was only
one report studying transnational TB transmission between Ecuador and their neighbor
countries where only two small MTBC clonal complexes between Ecuador and Colombia
were found®. However, MTBC strains from the border provinces with Peru were
underrepresented in that study and transmission between Peru and Ecuador could not be

totally ruled out®.

The aim of this study was to describe the population structure of MTBC at El Oro province
in the border of Ecuador and Peru and to analyze the potential transmission between those

countries.

Materials and Methods

Mycobacterium tuberculosis isolates.

A collection of 56 MTBC isolates from years 2012 to 2016 stored at "Centro Nacional de
Referencia para Micobacterias" from "Instituto Nacional de Salud Publica e Investigacion
Leopoldo Izquieta Pérez" (INSPI) in Guayaquil (Ecuador) was included in the study. For
demographics of the study population see Supplementary Material 1. This collection of 56
MTBC isolates includes all the MTBC strains available at the time this study was carried out
from the provinces located in the border of Peru and Ecuador. In fact, those 56 MTBC
isolates were from a single province, El Oro, the most populated province at the Ecuador-
Peru border. MTBC isolates were cultured and tested for first- and second-line drugs used
in TB therapy following Pan American Health Organization guidelines'®? at the "Centro
Nacional de Referencia para Micobacterias". However, at the point of care facility,

bacilloscopy is the main diagnosis tools assisted by MTBC culture in a laboratory located in

3
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this province, following the guidelines of Pan American Health Organization, so none of the
molecular epidemiology methods implemented in this study were including in the National
Surveillance TB program in Ecuador. The access to this MTBC strains collection was
approved by IRBs from INSPI and University San Francisco de Quito (code 2017-023IN). All

samples were anonymized, and no personal data of the patients were made available.

Mycobacterium tuberculosis heat inactivation and DNA isolation

A small sample from cultures of MTBC isolates was collected and resuspended in TE buffer
(10mM Tris-HCI, 1ImM EDTA, pH 8.0), then inactivated by boiling at 95°C for 45 min. After
this process, samples were centrifuged for 5min at 10000 g and the supernatant was directly

used for genotyping, as reported elsewhere?-2,

MTBC strains MIRU-VNTR genotyping.

This is one of the gold standard method for molecular epidemiology of TB that have been
used worldwide for over 20 years®3-?%. This method is PCR-based and allows the detection
of different Mycobacterial Interspersed Repetitive Units (MIRU) located at multiple loci in
the MTBC genome. Each MIRU allele is identified by a number, thus generating a numerical
profile which is used for genotyping studies?*2>. The PCR reaction was prepared individually
to a final volume of 15ulL: 7.5uL of GoTaq® Green Mastermix (Promega, Wisconsin, USA)
(1X), 0.75uL of MIRU primers (0.5uM), 1uL of mycobacterial DNA and completed with
Nuclease-Free water. The following PCR program was established for all MIRUs: initial
denaturation at 94°C for 5 min, 35 cycles at 94°C for 1 min, 54°C for 1 min 30 s, 72°C for 1
min 30 s, and a final extension step of 72°C for 10 min. Amplicons were observed in 2%
UltraPure™ Agarose (Invitrogen, California, USA) gels of 15 cm x 10 cm in 0.5X Tris-boric

acid-EDTA (TBE) buffer at 100V for 3h using a ladder 100bp Plus Opti-DNA Marker (Cat.No.:

4
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G016, Applied Biological Materials Inc., British Columbia, Canada) for size determination.

MIRU allele identification was performed according to Supply et al.?.

MTBC strains spoligotyping

This is one of the gold standard method for molecular epidemiology of TB that have been
used worldwide for over 30 years?”?8, The method is based on the presence/absence of 43
DNA spacer sequences, which are interspersed between 36 conserved loci located in the
Direct Repeat (DR) region?”?., Spoligotyping was performed as described elsewhere: PCR
amplification of DR loci was performed using DRa and DRb primers; PCR products were
biotinylated and hybridized to a membrane containing oligonucleotides for each spacer
sequence, then incubated with streptavidin-peroxidase conjugate (Roche, USA). Membrane
was exposed to chemiluminescent Amersham ECL reagents (GE Healthcare, UK) and located
in an X-Ray cassette on a Hyperfilm ECL (Merck, USA). The film was developed, and a
positive/negative signal is recorded in binary or octal formats for genotyping
interpretations. The results are compared against the fourth international spoligotyping

database (SpolDB4)?7:2,

Phylogenetic analysis of MTB strains.

For phylogenetic analysis, 24 MIRU-VTNR and spoligotyping patterns for the 56 MTBC
strains from years 2012-2016 from El Oro were used. Additionally, information from MTBC
strains from Ecuador and Peru was retrieved from the bibliography and included in the
study: 142 MTBC strains (15 MIRU-VNTR and spoligotyping patterns) from Peru for years
2007-2009%, 68 MTB strains (spoligotyping patterns) from Peru for years 2011-2015" and
300 isolates (24 MIRU-VNTR pattern) from Ecuador from years 2012-20162 (Supplementary

Table 1).
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Genotyping data were analyzed using the MIRU-VNTRplus web application (www.miru-
vntrplus.org) . Lineage identification was performed by similarity search using MIRU-VNTR
and spoligotyping information, using categorical distance measure (MIRU-VNTR weight: 1,
Spoligo weight: 1). Calculation of Neighbour-joining Tree (NJT) and Minimum Spanning Tree

(MST) was performed using MIRU-VNTR and/or Spoligotyping information when available.

Results

Drug susceptibility testing of MTBC strains from El Oro Province.

The information for drug susceptibility testing was available for 25 of the 56 MTBC isolates:
5/25 (20%) were resistant to isoniazid (2/5 were monoresistant to INH), 3/25 (12%) were
resistant to streptomycin (1/3 was monoresistant to SM), 2/25 (8%) were resistant to
ethambutol, 3/25 (12%) were resistant to rifampicin, 2/25 (8%) were resistant to
pyrazinamide (3.6%). Isolates resistant to isoniazid and rifampicin (MDR) were 3/25 (12%).

On the other hand, 19/25 (76%) isolates were sensible to all the drugs tested (Table 1).

Population structure of MTBC strains from EL Oro province.

The 56 MTBC strains from El Oro were analyzed using 24-loci MIRU-VNTR and spoligotyping.
A Neighbor Joining Tree (NJT) based on this genotypic information was done (Figure 1). The
lineage distribution revealed a high degree of diversity without any active transmission
clusters. Although spoligotyping-based clusters were observed, no clusters without any
single loci variation for 24-loci MIRU-VNTR was found (Figure 1). The MTBC lineage for El
Oro province was: L2-sublineage Beijing 1/56 (1.8%); and L4 55/56 (98.2%), with subineages

Cameroon 2/56 (3.6%), Ghana 7/56 (12.5%), Haarlem 14/56 (25%), LAM 26/56 (46.4%), S
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5/56 (8.9%) and Uganda | 1/56 (1.8%) (Figure 1 and Figure 2). The information of drug

susceptibility for each MTBC lineage is included in Supplementary Table 2.

Comparision of population structure of MTBC strains from El Oro province, Ecuador and

Peru.

The geographic distribution of MTBC strains and lineage distribution for El Oro province,

Ecuador and Peru are presented in Figure 2.

The lineage distribution of MTBC strains from Ecuador (excluding El Oro province) was: L2-
sublineage Beijing 4/300 (1.3%); and L4 296/300 (98.7%), with sublineages Cameroon
16/296 (5.4%), Ghana 16/296 (5.4%), Harleem 95/296 (32.1%), LAM 132/296 (44,6%), NEW-
11/296 (0.3%), S 21/296 (7.1%) and Uganda | 14/296 (4.7%) (Figure 2). As it was detailed in

the methods, these strains were retrieved from our previous study?.

The lineage distribution of MTBC strains from Peru (2007-2009) was: L2-sublineage Beijing
12/142 (8.5%); L2 130/142 (91.5%), with sublineages Cameroon 7/130 (5.4%), Haarlem
66/130 (50.8%), LAM 43/130 (33.1%), NEW-1 5/130 (3.8%), Uganda | 4/130 (3.1%),
Uganda Il 2/130 (1.5%) and X 3/130 (2.3%). The lineage distribution of MTBC strains from
Peru (2011-2015) was: L2-sublineage Beijing 6/68 (9.8%); L3- sublineage Delhi/CAS 1/68
(1.5%); L4 61/68 (89.7%), with sublineages Ghana 6/61 (9.8%), H37Rv 9/61 (14.7%),
Haarlem 10/61 (16.4%), LAM 9/61 (14.7%), S 6/61 (9.8%), Uganda | 15/61 (24.6%), X 2/61
(3.3%). As it was detailed in the methods, these strains were retrieved from our previous

studys7,

Figure 3 represents the Minimum Spanning Tree (MST) for MTBC strains from Ecuador (300

isolates) and El Oro (56 isolates) using 24-loci MIRU-VNTR information. The Neighbor Joining
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Tree (NJT) is provided in Supplementary Figure 1. This province was highly represented in
this analysis as the number MTBC strains from the most populated provinces of Pichincha
and Guayas were 59 and 111, respectively. There was a strong segregation of 42 out of the
56 MTBC strains from El Oro compared to the rest of Ecuador. Within those 42 strains,
delimitated groups of 17 MTBC strains sublineage LAM, 12 MTBC strains sublineage
Harleem, 5 MTBC strains sublineage S and 8 MTBC strains sublineage Ghana were identified;
also, 3 clonal complexes were found only including MTBC strains from El Oro, with a
maximum of 2 loci difference in 24 MIRU-VNTR pattern (Figure 3). On the other hand, 14
MTBC strains from El Oro were clearly dispersed within the MTBC strains from the rest of
Ecuador, and 4 clonal complexes including MTBC strains from El Oro and other provinces of
Ecuador were found (sublineages LAM, Haarlem and Ghana). Interestingly, the 4 MTBC
strains L2-Beijing from Ecuador and the only strain from this sublineage in El Oro were not

located together within a branch in the NJT (Supplementary Figure 1).

Figure 4 represents the Minimum Spanning Tree (MST) for MTBC strains from Peru (142
isolates, years 2007-2009) and El Oro (56 isolates, years 2012-2016) using 15-loci MIRU-
VNTR information, as only 15 loci were available for those Peruvian strains®. The Neighbor
Joining Tree (NJT) combining 15 MIRU-VNTR and spoligotyping is provided in
Supplementary Figure 2. There was a strong segregation of 34 out of the 56 MTBC strains
from El Oro compared to the MTBC strains from Peru. There was a single clonal complex for
MTBC strains from El Oro exclusively. No clonal complexes were identified including MTBC
strains from Peru and El Oro. This result was consistent in both the MST (Figure 4) and NJT
analysis (Supplementary Figure 2). The only L2-Beijing MTBC strain from El Oro was located
within the same branch with L2-Beijing strains from Peru, but did not represented an active

cluster (Supplementary Figure 2).
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Figure 5 represents the Minimum Spanning Tree (MST) for MTBC strains from Peru (68
isolates, years 2011-2015) and El Oro (56 isolates, 2012-2016) using spoligotyping
information, the only genotyping information available for those Peruvian strains'’. Within
the reduced segregation capacity of spoligotyping method for active transmission events,
well defined clonal complexes of L4 sublineages and L2-Beijing including MTBC strains from

El Oro and Peru were observed.

Finally, a global phylogenetical comparision including 15-loci MIRU-VNTR information for
MTBC strains from El Oro, Ecuador and Peru was done (MST in Figure 6). Four clonal
complexes were found including MTBC strains from El Oro and Ecuador. However, no clonal
complexes including MTBC strains exclusively from El Oro and Peru were found. Meanwhile,
a big clonal complex including MTBC strains from Peru and Ecuador belonging to L4-Harleem
sublineage was identified. Also, a large clonal complex including MTBC strains from El Oro,

Ecuador and Peru, belonging to L4-LAM sublineage was also found.

Discussion.

The rapid identification of active transmission complexes of MTBC is crucial to improve TB
surveillance and control, as it has been done in multiple studies worldwide®!”1830 This
study aimed to understand the potential transmission of MTBC strains from Peru to Ecuador

analyzing the dominant MTBC genotypes in the border province of El Oro.

The population structure of MTBC in El Oro showed a high genetic variability. No active
transmission clusters were found for 24-MIRU-VNTR typing. Moreover, the majority of
MTBC strains from El Oro were segregated from the strains of Ecuador, although 4 clonal
complexes including strains from El Oro and other provinces were also found. This high level

of variability within a reduced rural and semi-urban geographical area has been also

9
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described in other countries like Panama®, China3! or Canada3? and the lack of active
transmission clusters despite the relatively high incidence of TB could be explained as the
consecuence of relapse of latent tuberculosis cases**32. Nevertheless, the MTBC lineages
within El Oro were mainly L4 and less than 2% of L2-Beijing, as it has been already described
for Ecuador®. However, L2-Beijing sublineage is one of the most prevalent worldwide31:32:33,
while in the Americas is only present at high prevalence in Cuba, Colombia and Peru, with
more than 8% prevalence for the last one'”'#33, As this MTBC lineage has been associated to
high transmissibility, virulence and drug resistant TB, its potential spread from Peru to other
regions of South America is a matter of concern?-?233, Interestingly, the L2-Beijing strain
from El Oro province was phylogenetically closer to L2-Beijing strains from Peru than
Ecuador. Although it did not represented a recent transmission event, surveillance of MBTC
lineages should be implemented to track active transmission clusters in rural and semi-
urban settings in Latin America to improve TB control*. Although the findings of our study
and others3%-32 did not explain the MTBC dynamics from TB active transmission perspective
but probably due to TB relapse, this was not always the case. Other studies carried out in
high burden urban settings showed that the MTBC population structure was influenced by
recent active tranmission events as it has been described in Panama3*, Angola3®> or

Tunisia3®37,

This study had some limitations and our results should be interpreted witn caution. First,
we could access only a collection of 56 MTBC strains from El Oro from years 2012 to 2016,
so we could not totally rule out that the current TB transmission scenario could have
changed. We call the atention to the high level of migration across the Ecuador-Peru border
in recent years due to the migratory crisis following the economic collapse of Venezuela.

Second, the phylogenetic analysis had different resolutions depending of the data avaible:

10
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for instance, MTBC strains from Ecuador were from years 2012-2016 and had 24 loci MIRU-
VNTR but only MTBC strains from El Oro had spoligotyping information. Third, MTBC strains
collection from Peru and Ecuador had a geographical bias as most of those strains came

from Lima and Guayaquil, the most populated cities %7,

In conclusion, cost-effective molecular epidemiology tools remain useful for middle and
high burden TB settings in Latin America where Whole Genome Sequencing is still a
challenge. TB control and surveillance programs should consider a wider implementation of
those methods either to track potential outbreaks of highly transmissible MTBC strains or

to identify regional features explaining the TB prevalence in rural and semi-urban settings.
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Table 1. Drug susceptibility resistance information for the MTBC strains from El Oro province

included in this study.

Drug Resistance Profile Isolates %
Isoniazid resistant 5 20
Streptomycin resistant 3 12
Ethambutol resistant 2 8
Rifampicin resistant 3 12
Pyrazinamide resistant 2 8
Isoniazid + Rifampicin resistant (MDR) 3 12
Sensible to all tested drugs 19 76

Total 25

Without information 31
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Figure 1. Population structure of MTBC in the Ecuadorian province of El Oro. The Neighbor Joining Tree for the 56 MTB strains included in

the study, based in 24-loci MIRU-VNTR and Spoligotyping is shown.
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Supplementary Table 1. Geographical distribution of MTBC strains from Ecuador and Peru included

in the phylogenetic analysis in this study.

ECUADOR! PERU
Province Samples Department  Samples Source
Azuay 8 Arequipa 1
Bolivar 2 Callao 14
Canar 5 Ica 2
Chimborazo 2 Junin 3
Caceres et al., 20142
Cotopaxi 1 Lima 119
Esmeraldas 14 Madre de Dios 1
Galdpagos 1 Tacna 2
Guayas 111 TOTAL 142
Los Rios 44 Department  Samples Source
Morona Santiago 1 Ancash 1
Manabi 12 Arequipa 1
Napo 3 Callao 7
Orellana 1 Ica 3
El Oro 56 La Libertad 1
Pastaza 2 Lima 51
Santos-Lazaro et al., 20213
Pichincha 59 Loreto 1
Santo Domingo de los
8 Madre de Dios 1
Tsdchilas
Santa Elena 11 Piura 1
Sucumbios 11 Ucayali 1
Tungurahua 2 TOTAL 68
Zamora 2
TOTAL 356

! Ecuadorian samples were collected between 2012-2016

2 Peruvian samples from Céceres et al., 2014 were collected between the years 2007-2009.

3 Peruvian samples from Santos-Lazaro et al., 2021 were collected between the years 2011-2015
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Supplementary Table 2. Drug susceptibility resistance information for the MTBC strains from El

Oro province included in this study, according by lineage.

Drug Resistance Profile L2 -
Beijing Cameroon Ghana Haarlem LAM Ugandal

Isoniazid resistant - - 2 2 1 -
Streptomycin resistant - - 2 1 - -
Ethambutol resistant - - 2 - - -
Rifampicin resistant - - 2 1 - -
Pyrazinamide resistant - - 2 - - -
MDR - - 2 1 - -
Sensible to all tested drugs - 2 3 3 10 -
Without information 1 - 2 8 15 1
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Supplementary Figure 1: 24-loci MIRU-VNTR based Neighbour-Joining Tree of MTBC strains

from El Oro province and Ecuador.

Supplementary Figure 2: 15-loci MIRU-VNTR and spoligotyping based Neighbour-joining

Tree of MTBC strains from El Oro and Peru (2012-2016).
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Abstract.

Objective. Tuberculosis (TB) is a major public health problem in Ecuador and Colombia,
both high burden settings for drug resistance TB. Molecular epidemiology is crucial to
understand the transmission dynamics of Mycobacterium tuberculosis Complex (MTBC)
and to identify active transmission clusters of regional importance. Methods. We studied
the potential transmission of TB between Colombia and Ecuador through the analysis of
population structure of MTBC lineages circulating in the Ecuadorian province of
Esmeraldas at the border with Colombia. A total number of 105 MTBC strains were
characterized by 24-loci MIRU-VNTR and spoligotyping. Results. MTBC lineage 4 is the
only present in Esmeraldas; no MTBC strains belonging to Lineage 2-sublineage Beijing
were found despite its presence in other provinces of Ecuador and, at high prevalence,
in Colombia. Genotyping results revealed a high degree of diversity for MTBC in
Esmeraldas: neither active transmission clusters within this province nor including MTBC
strains from Colombia or other provinces of Ecuador were found. Conclusions. Our data
suggest that tuberculosis dynamics in this rural and isolated area may be not related with
highly transmitted strains like MTBC Lineage-Beijing but could be influenced by other
health determinants that favor TB relapse like poverty and poor health system access.
Further studies including a larger number of MTBC strains from Esmeraldas are

necessary to test this hypothesis.



42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

Introduction.

The Mycobacterium tuberculosis Complex (MTBC) includes bacteria with specific
microbiological characteristics that confer certain properties for host-adaptation, virulence
and transmission; thus contributing to the development of tuberculosis (TB), an infectious
disease that mainly spreads by close person-to-person contact through the expulsion and
inhalation of contaminated aerosols, affecting the lungs or other organs'2. Considering
the importance of TB as one of the leading causes of death around the world, behind
COVID-19 and above HIV-AIDS, the understanding of the genetic diversity of the M.
tuberculosis (MTB) is critical for TB surveillance and prevention '3. Briefly, the MTBC is
comprised by seven highly related lineages that differ in geographical distribution,
infectious capabilities, transmission modes and resistance to antibiotics: Lineage 1 (Indo-
Oceanic), Lineage 2 (East Asia), Lineage 3 (India- East Asia), Lineage 4 (Euro-American),
Lineage 5 (West African 1), Lineage 6 (West African 2) and Lineage 7 (Ethiopia). The
most significant sublineages are lineage 1, MANU and EAI; lineage 2, Beijing; lineage 3,
Central Asian (CAS) and Delhi; lineage 4, Haarlem, Latin American Mediterranean (LAM),
T, X, S, Ghana, URAL, TUR, Uganda, and H37Rv; and lineage 6, AFRI and West
African®*. Therefore, the use of molecular markers present in the genome of M.
tuberculosis, like Mycobacterial Interspersed Repetitive Units (MIRU-VNTR typing
method) and/or spacer sequences in the Direct Repeat (DR) region (Spoligotyping
method), allow the characterization of transmission dynamics and MTBC strains

clusters®7.

For 2021, the World Health Organization (WHO) estimated for Ecuador a TB burden of

8,500 cases (rate of 48/100,000 population) and 370 cases of multidrug resistance TB
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(MDR-TB) (rate 2.1/100,000 population), 830 deaths of HIV-negative TB patients and 330
deaths of HIV-positive TB patients (TB case fatality ratio: 14%)%. MTBC molecular
epidemiology studies in Ecuador are really scarce®'2. There is a single study addressing
the population structure and genetic diversity of MTBC in the whole country, showing that
MTBC lineage 4 sublineage LAM is predominant countrywide, and sublineages X and S
are also predominant in the Coastal and Andean regions, respectively®. Similar results

have been reported in other studies with MTBC strains from Quito'® and Guayaquil'2.

For the same year 2021, the estimates of TB cases for Colombia provided by WHO were
21,000 (rate 41/100,000 population) and 1,100 cases of MDR-TB (rate 2.2/100,000
population), 1700 deaths of HIV-negative TB individuals and 840 deaths of HIV-positive
TB individuals (TB case fatality ratio: 12%)'3. However, total notified TB cases in both
countries are lower than the estimates provided by the WHO, with 5,595 cases notified in
Ecuador and 13,659 cases in Colombia, suggesting an underestimation of TB cases in
both countries®'3'4. The most predominant MTBC lineage in Colombia is lineage 4
(including sublineages like LAM, Haarlem, X and S) but also lineage 2 sublineage
Beijing*'5. Colombia and Peru have a significantly higher presence of MTBC lineage 2
sublineage Beijing than other countries in South America, representing a potential risk for

TB control in the region*15-22,

As neighbor countries and members of the Andean Community, Ecuador and Colombia
have an historically intense migration flow®. Considering that both countries are high
burden TB settings, and also that Colombia is a hot spot for MTBC Beijing'?324, TB
transnational transmission studies could improve strategies for TB control®'!. There is a

previous study addressing the population structure of MTBC in Ecuador that reported
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clonal complexes formed by MTBC strains from Ecuador and Colombia, although no
active transmission clusters were found®. However, MTBC strains from the northern
provinces of Ecuador in the border with Colombia were underrepresented in this study,

so the existence of active transmission clusters could not be totally ruled out®.

The goal of this retrospective study was to assess the population structure of MTBC in
the province of Esmeraldas in the border of Ecuador and Colombia to analyze the TB

transmission between those countries.
Materials and Methods.
Mycobacterium tuberculosis strains included in the study.

A collection of 105 MTBC isolates from years 2014 to 2016 stored at "Instituto Nacional
de Salud Publica e Investigacion Leopoldo Izquieta Pérez" (INSPI) in Guayaquil
(Ecuador) were included in the study, distributed in 42, 16 and 47 samples for 2014, 2015
and 2016, respectively. MTBC isolates are routinely processed at INSPI laboratories,
where culture and antibiotic resistance profiling for first- and second-line drugs used in
TB therapy is performed for MTBC cultures following Pan American Health Organization
guidelines?®>26. The samples were previously inactivated and stored for following the
guidelines from this government center. MTBC cultures manipulation prior to inactivation

was carried out in a BSL2+ facility.

This collection of 105 MTBC isolates included all the MTBC strains available at the time
this study was carried out for Esmeraldas, located in the Northern Coastal Region of
Ecuador, that borders with Colombia. Nevertheless, according to the reports from

Ecuadorian Ministry of Health for TB cases distributions by province, there was 121 and
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200 TB cases reported in Esmeraldas for years 2017 and 2018, respectively
(https://www.salud.gob.ec/gacetas-tuberculosis/). If we estimate an average of 200 TB
cases per year in this province, the total number of cases for 2014-2016 would be 600.
So, a collection of 105 MTBC strains would represent a 17.5% of the total cases in

Esmeraldas province.

Additionally, information from MTBC strains from Ecuador and Colombia was retrieved
from the bibliography, as it has been done in similar studies?”?8. For the phylogenetic
analysis described below, 190 MTBC strains from Colombia for years 2012-2014* and

385 MTBC strains from Ecuador from years 2012-2016%26 were included in the study.
Ethics statement.

The access to this MTBC strains collection was approved by IRBs from INSPI and
University San Francisco de Quito (code 2017-023IN), both certified by Ministry of Public
Health from Ecuador. All samples were anonymized, and no personal data of the patients

were made available.

Mycobacterium tuberculosis heat inactivation and DNA isolation

A sample from cultures of MTBC was collected and resuspended in TE buffer (10mM
Tris-HCI, 1mM EDTA, pH 8.0), then inactivated by boiling at 95°C for 45 min. After this
process, samples were centrifuged for 5min at 10000 g and the supernatant was directly

used for genotyping "3,

MTBC strains MIRU-VNTR genotyping.
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The method is PCR-based and allows the detection of different Mycobacterial
Interspersed Repetitive Units (MIRU) located at multiple loci in the MTBC genome. Each
MIRU allele is identified by a number, thus generating a numerical profile which is used
for genotyping studies®3'32, Amplicons were observed in 2% UltraPure™ Agarose
(Invitrogen, California, USA) gels of 15 cm x 10 cm in 0.5X Tris-boric acid-EDTA (TBE)
buffer at 100V for 3h using a ladder 100bp Plus Opti-DNA Marker (Cat.No.: G016, Applied
Biological Materials Inc., British Columbia, Canada) for size determination. MIRU allele

identification was performed according to Supply et al.33.

MTBC strains spoligotyping

Spoligotyping was performed as described elsewhere3435. The results were compared to

those collected in the fourth international spoligotyping database (SpolDB4)34:3%,

Phylogenetic analysis of MTB strains.

For phylogenetic analysis, 24 MIRU-VTNR and spoligotyping patterns belonging to the
105 MTBC strains from years 2014-2016 from Esmeraldas were used. Also, we retrieved
information of MTBC strains from Ecuador and Colombia from the literature: 1) 24 MIRU-
VTNR patterns of 385 MTBC isolates for years 2012-2016 from Ecuador®2°; 2) 24 MIRU-
VTNR and spoligotyping patterns of 190 MTBC strains for years 2012-2014 from

Colombia“.

Genotyping data were analyzed using the MIRU-VNTRplus web application (www.miru-
vntrplus.org)®. Lineage identification was performed by similarity search, using MIRU-
VNTR and spoligotyping information, by categorical distance measure (MIRU-VNTR

weight: 1, Spoligo weight: 1). Calculation of Neighbour-joining Tree (NJT) and Minimum
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Spanning Tree (MST) were performed using MIRU-VNTR and/or Spoligotyping

information when available.

Results.

Drug susceptibility testing of MTBC strains from Esmeraldas Province of Ecuador.

Regarding to the 105 MTBC strains included in the study, the information for drug
susceptibility testing was available for 98 of them: 23/98 (23.5%) were resistant to
isoniazid (7/23 were monoresistant), 10/98 (10.2%) were resistant to streptomycin (6/10
were monoresistant), 6/98 (6.1%) were resistant to ethambutol, 17/98 (17.3%) were
resistant to rifampicin (1/17 was monoresistant), 5/28 (5.1%) were resistant to
pyrazinamide. MTBC strains resistant to isoniazid and rifampicin (MDR) were 16/98
(16.3%). On the other hand, 71/98 (21.4%) MTBC strains were sensible to all the drugs

tested (Table 1).

Population structure of MTBC strains from Esmeraldas province in Ecuador.

The 105 MTBC strains from Esmeraldas were analyzed using 24-loci MIRU-VNTR and
spoligotyping. A Neighbor Joining Tree (NJT) based on this genotypic information is
shown in Figure 1. The lineage distribution obtained for MTBC strains from Esmeraldas
revealed a high degree of diversity, and no active transmission clusters without any single
loci variation in 24-loci MIRU-VNTR were found (Figure 1). The lineage distribution for the
MTBC strains from Esmeraldas province was 100% L4, with sublineages LAM 52/105
(49.5%), Ghana 29/105 (27.6%), Haarlem 12/105 (11.4%), Cameroon 5/105 (4.8%), S

3/105 (2.9%), Uganda | 3/105 (2.9%) and X 1/105 (0.95%) (Figure 1 and Figure 2). MTBC
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LAM strains were more diverse in comparison to Ghana strains, while Haarlem strains

resulted not well defined in a branch (Figure 1).

Comparison of population structure of MTBC strains from Esmeraldas province, Ecuador

and Colombia.

The geographic distribution of MTBC strains and lineage distribution for Esmeraldas

province, Ecuador and Colombia are detailed in Figure 2.

The 24-loci MIRU-VNTR patterns of 385 MTBC strains from Ecuador from years 2012-
2016 were retrieved from our previous studies®?° and included in this analysis (Figure 2).
The lineage distribution for the MTBC strains from Ecuador (excluding Esmeraldas
province) was: 5/385 Lineage 2 sublineage Beijing (1.3%); and Lineage 4 380/385
(98.7%). Within Lineage 4: 173/385 LAM (44.9%), 117/385 Haarlem (30.4%), 27/385
Ghana (7%), 26/385 S (6.7%), 18/385 Cameroon (4.7%), 17/385 Uganda | (4.4%), 1/385

NEW-1 (0.26%), and 1/385 (0.26%).

Spoligotyping and 24-loci MIRU-VNTR information of 190 MTBC strains from Colombia
from years 2012-2014 was retrieved from reference 4, obtaining the following MTBC
lineage distribution: 2/190 Lineage 1- Sublineage Manu (1.1%); 20/190 Lineage 2-Beijing
(10.5%); 158/190 Lineage 4 (83.2%). Within Lineage 4: 71/190 LAM (37.4%); 44/190
Haarlem (25.8%); 18/190 T (9.5%); 14/190 X (7.4%); 5/190 S (2.6%); 1/190 Cameroon

(0.52%); and 15/190 were of unknown lineage (Figure 2).

Figure 3 represents the Minimum Spanning Tree (MST) for MTBC strains from Ecuador
(2012-2016) and Esmeraldas (2012-2016) using 24-loci MIRU-VNTR information. This

analysis included a total number of 495 MTBC strains, including the 105 MTBC strains
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for Esmeraldas province. This province is highly represented in this analysis as the
number of MTBC strains from the most populated provinces of Pichincha and Guayas
were 155 and 59, respectively. A very strong segregation of 99 out of the 105 MTBC
strains from Esmeraldas compared to the rest of provinces of Ecuador was observed.
Within those 99 strains, two big and clearly delimitated groups of MTBC strains belonging
to sublineage LAM and Ghana were found. Only one clonal complex was observed from
MTBC strains from Esmeraldas, including exclusively 2 MTBC strains sublineage Ghana
from Esmeraldas, with a maximum of 2 loci difference in the 24 MIRU-VNTR pattern
(Figure 3). On the other hand, 6 MTBC strains from Esmeraldas are clearly dispersed
within the MTBC strains from the rest of Ecuador. However, none of the 19 clonal
complexes that occur in different groups of lineages of MTBC strains from Ecuador

included MTBC strains from Esmeraldas.

Figure 4A represents the Minimum Spanning Tree (MST) for MTBC strains from Colombia
(2012-2014) and Esmeraldas (2012-2016) using 24-loci MIRU-VNTR information. This
analysis included a total number of 190 MTBC strains from Colombia and the 105 strains
from Esmeraldas province. There is a strong segregation between all the MTBC strains
of Esmeraldas and Colombia in the MST, without any clonal complex including strains
from both locations (Figure 3). A consistent result was obtained for the NJT
(Supplementary Figure 2) where only 2 MTBC strains from Esmeraldas belonging to
sublineage Haarlem and LAM were found more phylogenetically related to MTBC strains
from Colombia than to other strains from Esmeraldas, both not clustering in clonal

complexes.
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Figure 4B represents the Minimum Spanning Tree (MST) for MTBC strains from Colombia
(2012-2015) and Esmeraldas (2012-2016) using only spoligotyping information. Within
the reduced segregation capacity of spoligotyping method for active transmission events,
5 well defined clonal complexes (CC1, CC2, CC3, CC7, and CC9) of L4 sublineages
including MTBC strains from Esmeraldas and Colombia were observed. Interestingly,
three of those clonal complexes (CC1, CC2, CC3) included MTBC strains from the
department of Narifio in the south of Colombia in the border with Esmeraldas and Carchi
provinces in Ecuador; isolates reported from this department share three clonal

complexes with strains from Esmeraldas (CC1, CC2, and CC3).

Discussion.

The rapid identification of highly and active transmission complex of MTBC is crucial to
reinforce TB surveillance and control programs. Colombia is one of the countries in Latin
America that reports a high burden of MTB of lineages commonly associated to antibiotic
resistance and increased transmission*7:13152324  \We addressed the potential
transmission of high risk MTBC strains from Colombia to Ecuador through the

identification of the dominant MTBC genotypes in the border province of Esmeraldas.

The population structure of MTBC in the province of Esmeraldas showed a high genetic
variability itself, as no MTBC active transmission clusters were found in the collection of
105 strains for 2014-2016. Additionally, most of MTBC strains from Esmeraldas resulted
not phylogenetically closely related to strains from the other Ecuadorian provinces, as no
mixed clonal complexes were found. A high level of variability within a reduced rural and

isolated geographical area has been also described in Panama and Ecuador?®%7, and the

11
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lack of active transmission clusters despite the high burden of TB could be explained as
a consequence of relapse of latent tuberculosis cases®?%%. Interestingly, the MTBC
lineage distribution in Esmeraldas is exclusively composed of MTBC lineage 4 strains
with no presence of Lineage 2- sublineage Beijing. Despite the close proximity to
Colombia where Lineage 2-sublineage Beijing represents 5% of the MTBC population*24,
we could not find evidence of recent transnational transmission of this lineage. This
results confirm previous findings reporting circulation of Beijing lineage only in limited
locations of the Americas like Cuba, Colombia and Peru?*. Nevertheless, permanent
genetic surveillance should be implemented within the Ecuadorian national TB
surveillance program to identify active transmission clusters, as it has been described for
instance in Panama®” or Tunisia?”28. This is specially relevant considering the presence

of hot spots for active transmission clusters like prisons in Latin American region.

Regarding drug resistance results, we found a 16.3% prevalence of MDR-TB in our study
population. This value is much higher that the 4.35% MDR TB prevalence estimated for
Ecuador by the WHO"8. However, similar results of higher prevalence of MDR-TB that
WHO estimation was also found in the previous study for the whole country®. This
difference could be explained by a bias in the TB samples that are received by the
National Reference Laboratory in Ecuador. In this sense, not all TB patient samples are
processed but those defined by a triage protocol that include all the samples with drug

treatment failure, increasing the probability of detecting MDR-TB.

This study has some limitations. First, the 105 MTBC strains included in the study
represented less that 20% percent of total TB cases in Esmeraldas (see details in

methods), so we cannot totally rule out the presence of Beijing lineage or active
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transmission cluster due to sampling bias. Second, as we could only access MTBC
strains from 2014-2016, the current TB transmission scenario could have changed,
especially considering the high level of migration back and for across the Ecuador-
Colombia border in recent years due to the huge humanitarian and migratory crisis
following the economic collapse of Venezuela®. Third, the phylogenetic analysis had
different resolutions depending on the data available: while all the MTBC strains from
Esmeraldas and Colombia had 24 loci MIRU-VNTR and spoligotyping data available, the
MTBC strains from other provinces of Ecuador lacked spoligotyping information. Fourth,
either MTBC strains collections from Colombia and Ecuador could also have geographical
bias, as most of those strains came from Department of Valle del Cauca in Colombia, and
from the main cities of Ecuador (Quito and Guayaquil)*°. Moreover, the lack of MTBC
strains from the other Ecuadorian border provinces with Colombia represents another

source of potential sample bias.

In conclusion, cheap and easy molecular epidemiology tools are still useful for middle to
high burden TB settings in Latin America where Whole Genome Sequencing is still an
expensive approach. Further studies with greater MTBC sample sizes from recent years
in this region and others in Ecuador are needed to confirm the main findings in our study,
so they could be considered for improvements in the TB surveillance program in high

burden rural settings like Esmeraldas.
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414  Table 1. Drug resistance profile for MTBC strains from Esmeraldas included in this
415  study (MDR-TB are strains resistant to Isoniazid+Rifampicin).

Drug Resistance Profile Isolates Prevalence (%)

Isoniazid resistant 23 23.5
Streptomycin resistant 10 10.2
Ethambutol resistant 6 6.1
Rifampicin resistant 17 17.3
Pyrazinamide resistant 5 5.1
MDR-TB 16 16.3
Sensible to all tested drugs 71 72.4
Total 98
Without information 7 6.7
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Figure 1. Population structure of MTBC from Esmeraldas province. The Neighbor Joining

Tree was done with 24-loci MIRU-VNTR and Spoligotyping data.
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(Rodriguez-Castillo et al., 2020)
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Figure 2. Geographical and sublineage distribution of MTBC strains from Esmeraldas (our study), Ecuador (Garzon et al.,
2020) and Colombia (Rodriguez-Castillo et al., 2020). Ring-charts represent occurrence of MTBC lineages in Esmeraldas
province, rest of Ecuador and Colombia.
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Figure 3. Minimum Spanning Tree of MTBC strains from Ecuador and Esmeraldas included in this study using 24-loci
MIRU-VNTR data. Distinction of genotypic lineages is shown by dotted circles of different colors. Maximum locus difference
within a clonal complex is 2.
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Figure 4. Minimum Spanning Trees of MTBC strains from Esmeraldas and Colombia included in this study: A) using 24-
loci MIRU-VNTR data, and B) using Spoligotyping data. Distinction of genotypic lineages is shown by dotted circles of
different colors. Red arrows indicate clonal complexes formed between MTBC strains from Esmeraldas province and

Colombia (Maximum locus difference within a clonal complex is 2). MTBC strains from the Colombian Department of
Narifio, in the border with Esmeraldas, are labelled in yellow.
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Supplementary Figure 1: 24-loci MIRU-VNTR based Neighbour-Joining Tree of MTBC
strains from Esmeraldas province and Ecuador.

Supplementary Figure 2: Neighbour-joining Tree of MTBC strains from Esmeraldas
province and Colombia included in the study. Spoligotyping and 24-loci MIRU-VNTR

information was used for the construction of the dendrogram.
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8. DISCUSION

8.1.  Estructura poblacional de MTB en el Ecuador
El uso de técnicas de epidemiologia molecular ha permitido identificar cadenas de
transmision recientes, la incidencia de casos de TB con firmas moleculares idénticas,
formacion de clusteres y otros elementos asociados a brotes de TB, siendo fundamental para
mejorar las estrategias de vigilancia y control en entornos con cargas elevadas de TB [39,
41]. Considerando que la region de América Latina estd compuesta principalmente por
paises en vias de desarrollo con ingresos econdémicos intermedios y bajos, la
implementacién de técnicas moleculares asequibles ha contribuido con el desarrollo de la
investigacién para comprender la filogeografia y la dindmica de transmisién de las cepas
MTBC en la region. Sin embargo, existe una variabilidad importante entre los paises
latinoamericanos en cuanto a la produccién cientifica que permita un conocimiento mas
profundo del panorama de la TB en cada pais. Una revision bibliografica realizada en 2023
por Castillos de Ibrahim das Neves y colaboradores en la que recopilaron informacion de 345
estudios de genotipificacion de MTBC publicados entre los afios 1993 y 2021, reporta que
los paises cientificamente productivos son Brasil (37.1%), México (15.1%), Argentina y Peru
(13% cada uno) y Colombia (10.7%) [41]. Ecuador es un pais de alta incidencia de
tuberculosis donde se dan condiciones adecuadas para la transmisién y el establecimiento
de cepas peligrosas de MTB. Sin embargo, ha tenido un desarrollo muy limitado en cuanto a
estudios de epidemiologia molecular de MTB. Durante los ultimos 20 afios, tan solo hay
descritos en la bibliografia 6 articulos cientificos donde se analizan los genotipos de MTB
circulantes en el pais: la investigacién publicada en el 2023 por Garcés et al. determind la
estructura poblacional de 36 aislados MTB recolectados en 2016 de una prisién de la ciudad
de Guayaquil [55]; Morey-Ledn et al. realizaron una publicacion en 2023 analizando 88
aislados de MTB recolectados fundamentalmente en provincias de la Costa y con mas del
80% de los aislados resistentes a drogas [115]; en 2022, Morey-Ledn et al. publicaron un
estudio con 21 cepas MTB drogo resistentes recolectadas en 2020 provenientes de
Guayaquil [56]; en 2019, Zurita y colaboradores analizaron 104 muestras de MTB
recolectadas entre 2002 y 2014 de un hospital privado de la ciudad de Quito [57]; en 2017,
liménez y colaboradores detectaron una cepa Beijing dentro de un grupo muy reducido de
28 muestras colectadas entre los afios 2006 y 2012 [116]. Finalmente, en 2020, nuestro

grupo de investigacion publicé el primer estudio sobre la estructura poblacional de MTB en
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Ecuador, incluyendo muestras de todas las regiones del pais hasta un total de 373 aislados

entre los afios 2013 y 2016 [22].

8.2. Transmisidn de TB a través de las fronteras
Considerando los resultados de los estudios antes citados, se establece que el linaje
predominante en el Ecuador es el L4, siendo el sublinaje LAM el mas representativo del
grupo, mientras que las cepas pertenecientes al linaje L2-genotipo Beijing representan un
valor por debajo del 1%, a diferencia de los reportes presentados para Colombia (5%) y Peru
(16%) [54], considerados como paises de entrada del genotipo Beijing en el continente y que
comparten una politica de fronteras abiertas con Ecuador. Las caracteristicas de las cepas
gue pertenecen a L2 y L4 se asocian con ventajas adaptativas para una transmision
incrementada y mayor virulencia [78, 80], junto con rasgos de la poblacion huésped
(factores socioecondmicos, geograficos y genéticos) que se comparten entre los tres paises,
motivan a pensar que existe un entorno favorable para la distribucién de las micobacterias
pertenecientes a linajes peligrosos como L4-LAM-RDR y L2-Beijing [78]. Por estas razones, el
movimiento de personas a través de las fronteras presenta una particularidad cuando se
trata de individuos que se dedican a actividades socioecondmicas que les permiten
sustentarse, a diferencia del sector de la poblacidon que permanece por periodos de tiempo
cortos (turistas o visitantes) [117]. De esta manera, la migracion a través de la frontera
representa en un problema de salud publica cuando se trata de enfermedades infecciosas
como la TB. Por ejemplo, en paises con incidencias bajas de TB, como Canada o Israel, se ha
observado un decrecimiento en la incidencia de la TB en las poblaciones residentes,
mientras que la incidencia ha ido en aumento en la poblacidn migrante [117]. Desde el
punto de vista epidemioldgico en paises que presentan una gran poblacién migrante, el uso
de técnicas de genotipificacion estandar puede fallar en diferenciar las nuevas
importaciones de la transmision interna de TB en un pais de acogida, por lo que la
combinacidn de técnicas es la mejor aproximacidon [101, 118]. Por ejemplo, un estudio
realizado en Espaifia analizd por medio de MIRU-VNTR y WGS las cepas de migrantes
provenientes de Rumania, Marruecos, Senegal, Mali y Nigeria con cepas de residentes de
Espana, identificando que las cepas de cinco de los diez clusteres obtenidos no presentan las

distancias genéticas cortas que se esperan en transmisiones recientes, ademds de un
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elevado numero de SNPs, lo que sugiere que existen importaciones de TB independientes
desde el pais de origen. Sin embargo, para la resolucién de clusteres mas complejos se
trabajo con la PCR de oligonucledtidos alelo-especificos (ASO-PCR) para identificar nuevos
casos secundarios [118]. En Brasil, se realizd un estudio en el estado de Roraima que limita
con Venezuela y Guyana, una localidad con movimientos poblacionales continuos y con una
elevada concentracidn de individuos vulnerables. Se genotipificaron 80 cepas obtenidas de
hospitales del estado de Roraima por IS6110-RFLP, espoligotipado y MIRU-VNTR de 24-loci,
determinando una elevada diversidad genética de las cepas circulantes en la regién por la
presencia de perfiles Unicos, con tasas de transmisiéon bajas en comparacién con otros
estudios realizados en Brasil, debido al flujo constante de migrantes regulares e irregulares
[119]. Un resultado similar se encontrd en otro estudio realizado en la region de frontera
triple de Brasil, Paraguay y Argentina, en el cual analizaron 97 aislados por MIRU-VNTR de
24-loci y espoligotipado, identificando 15 de 97 como RDR° por PCR multiplex. El estudio
determiné una elevada variabilidad clonal de las cepas analizadas, aunque no se pudo

determinar la transmisibilidad por falta de informacién [120].

Los estudios antes mencionados son ejemplos del manejo de técnicas moleculares para el
analisis de clusteres de MTBC y la definicion de la transmisidn transfronteriza para
establecer programas de vigilancia y control epidemiolégico de forma integrada en cada
region [118-120]. Sin embargo, no existen estudios sobre la transmisidon de tuberculosis en
zonas de frontera de Ecuador con Peru y Colombia. En una publicacion previa de nuestro
grupo, se identificaron la existencia de clusteres de transmisiéon entre Ecuador y Colombia
[22]. En dicho estudio se incluyeron 373 aislados de MTB de todo el Ecuador, aunque solo 23
y 14 aislados correspondieron a las provincias de frontera con Perd y Colombia,
respectivamente. Ademas, debido a la elevada prevalencia del linaje de MTBC L2-Beijing en
Peru y Colombia [54], nos planteamos estudiar la posibilidad de que haya transmisién activa
de este linaje u otros de MTBC entre Ecuador y sus paises vecinos. Para ello, se analizo la
estructura poblacional de todos los aislados de las provincias de frontera disponibles en el
Centro Nacional de Referencia para Micobacterias de Ecuador en el mismo periodo de
estudio de nuestra publicacién previa. De esta forma, se identificaron un total de 56 y 105
aislados de MTBC de las provincias de El Oro (frontera con Peru) y Esmeraldas (frontera con

Colombia), que se incluyeron en el presente estudio. Por tanto, esta investigacion es pionera

97



en el Ecuador al estudiar el estado de la estructura poblacional de cepas de MTB en dos
provincias fronterizas y su analisis conjunto con las cepas de MTBC reportadas en la

bibliografia para Peru [121, 122] y Colombia [31].

Los resultados encontrados en nuestros trabajos indican el predominio de cepas de L4
dentro de las provincias de El Oro y Esmeraldas, particularmente de los sublinajes LAM,
Haarlem, Cameroon y Ghana. Esto sugiere un proceso de importacidon durante el periodo
colonial de cepas L4 desde Europa y Africa, seguido por eventos adaptacién a la poblacidn
huésped por diferentes mecanismos adoptados por los diferentes sublinajes. De esta forma,
los sublinajes LAM y Haarlem exhiben un nicho ecolégico mas amplio, con una dispersién
geografica mayor y una capacidad incrementada de producir enfermedad en diferentes
poblaciones humanas, mientras que los sublinajes Cameroon y Ghana presentan una mayor
adaptabilidad a su poblacion huésped, limitando su expansidon geogrdfica y con una
transmisibilidad reducida. Estas condiciones reflejan la diversidad fenotipica y genética de L4
[32]. La elevada variabilidad genética que existen en las cepas analizadas de las provincias de
El Oro y Esmeraldas no permite la formacion de clisteres de transmisién activa con cepas de
otras provincias del Ecuador o con las cepas de Colombia y Peru usadas en el analisis. Estos
eventos pueden estar relacionados con las malas condiciones socioecondmicas de estas
provincias, zonas rurales extensas, con acceso limitado a la infraestructura sanitaria y
elevada presencia de poblacién vulnerable, que hace que los nuevos casos de TB en la
poblacién estén asociados principalmente a la reactivacidon de infecciones latentes de TB
mas que a eventos recientes de transmision activa. Estos hallazgos son similares a los
reportados por Acosta et al. para la regién occidental de Panam3, de donde se obtuvieron 87
aislados de MTB colectados en 2017, 2019, y 2021, para ser analizados por medio de ASO-
PCR y MIRU-VNTR de 24-loci. Los resultados obtenidos indican una elevada variabilidad
genética en los aislados estudiados; sin embargo, no existe la presencia de clusteres de
transmision local en la regién occidental de Panamd, una zona rural con condiciones
socioecondmicas de pobreza, similar a las provincias ecuatorianas que hemos estudiado en

este trabajo [68].

A diferencia de los resultados encontrados en nuestras investigaciones en cepas de
provincias de frontera, existen varios estudios que detallan la transmisién activa, ya que los

programas de control y vigilancia de TB se enfocan en usar las técnicas de genotipificacion
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para poder monitorear la importacién y transmision de linajes peligrosos. El uso de clusteres
para la identificacién de cadenas de transmisidon es la manera mas comun [101]. Por
ejemplo, un estudio publicado en 2022 por Castellanos y colaboradores en Guatemala,
analizaba por espoligotipado muestras de pacientes con HIV para determinar la transmision
activa de MTB en el pais dada la elevada proporcidon de aislados localizados dentro de
clusteres [49]; Chizimu y colaboradores publicaron un trabajo en 2022 acerca de la
diversidad genética y la transmisién de 85 cepas de MTB colectadas entre 2013 y 2017,
determinando que existen eventos de transmisidn reciente por una elevada tasa de

clusterizacion en Lusaka, Zambia [61].

Sin embargo, el uso de epidemiologia molecular para la deteccion de cadenas de
transmisidon debe combinarse con otras estrategias para romper la transmisibilidad de TB, a
base de mejores técnicas de diagndstico y medidas sanitarias [123]. Considerando que la
reduccion en la notificacién de nuevos casos de TB durante los afios de pandemia refleja un
problema creciente de casos sin diagnodstico [5], se los debe tomar en cuenta como un foco
de transmisién de TB en las comunidades. Las estrategias de los programas de control de TB
solamente pueden ser eficientes cuando se considera la verdadera carga de la enfermedad,
tomando en cuenta los casos que se perdieron por problemas de subdiagndstico. Las
principales razones por las que puede ocurrir el subdiagndstico refieren a la falta de acceso a
los servicios de TB, inestabilidad financiera en la poblacion vulnerable y afectada, fallas en la
deteccion de MTB, abandono de las terapias de antibidticos, y un manejo pobre en la
recoleccidon de datos clinicos y epidemioldgicos. Desde el punto de vista del paciente, un
diagndstico errado junto con el abandono de la terapia antituberculosa, son elementos que
incrementaran el riesgo de transmision inadvertida a sus contactos, que pueden mantener

un estado LTBI durante afos para desarrollar TB activa afios después de la infeccion [123].

De esta manera, el diagndstico rapido y preciso con pruebas de diagndstico con
sensibilidades sobre el 90%, combinado con el seguimiento del régimen de tratamiento a
nivel individual, pueden disminuir las tasas de transmisién de TB. En ambos estudios se
sostiene la idea de que los casos que se detectan en estas zonas son procesos de reinfecciéon
después del fallo en la continuidad del tratamiento anti-TB o en la reactivacidn enddgena.
Una buena parte de las personas infectadas con MTB desarrolla la versién latente de la

enfermedad, y los individuos con LTBI tienen un riesgo bajo de desarrollar TB activa; sin
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embargo, la LTBI es una condicidn inestable, intermitente, con episodios progresivos de
replicacién micobacteriana, por lo que una alteracién en el sistema inmune del huésped
puede iniciar el desarrollo de TB activa [124]. Por esta razdn, los programas de control y
vigilancia de TB deben combinarse con programas de promocion de salud para la ruptura de
cadenas de transmisidén a nivel comunitario, basandose en el manejo de los entornos
ambientales que puedan favorecer la viabilidad de MTB, que suelen ser ambientes cerrados
con poca ventilaciéon, exposicion minima a la luz y humedad elevada. Estas condiciones junto
con la exposicion prolongada al individuo infectado por efecto del hacinamiento facilitan Ia
transmisidn de la TB [123]. Por otro lado, los factores del huésped humano también juegan
un papel importante en el proceso de transmisidén: estado inmunolédgico (heredado vy
adquirido), modificacidn epigenética, edad, uso de medicamentos y factores de riesgo como
tabaquismo, diabetes y la coinfeccidon con VIH o con otros agentes respiratorios [125]. De
esta manera, la promocion de programas de salud para el mejoramiento del estilo de vida

también disminuiria la transmisibilidad de TB.

Las limitaciones encontradas en este trabajo se derivan fundamentalmente de la coleccion
de cepas usadas. La disponibilidad de un nimero mayor de aislados provenientes de las
provincias estudiadas se relaciona con la organizacion de los laboratorios con capacidad de
deteccidn, cultivo y almacenamiento de micobacterias. El Centro Nacional de Referencia
para Micobacterias (CNR) de donde se pudo acceder a la coleccién de cepas, pertenece al
Instituto Nacional de Salud Publica e Investigacién Leopoldo lzquieta Pérez (INSPI). Este
laboratorio que se encuentra en la ciudad de Guayaquil, provincia del Guayas, presenta las
condiciones adecuadas para poder realizar una serie de ensayos relacionados con el
diagndstico, cultivo y almacenamiento de aislados de MTB, por lo que la gran mayoria de
muestras sospechosas de TB se derivan hacia este laboratorio, centralizando los procesos de
diagnodstico. A pesar de que existen otros laboratorios con condiciones similares para el
manejo microbiolégico de MTB en la ciudad de Quito y Cuenca, no presentan la capacidad
para manejar el volumen de muestras que se reciben en el laboratorio de Guayaquil. Esta
condicidn se relaciona con un sesgo geografico que afecta la disponibilidad de muestras de
otras provincias por dos razones: 1) la mayoria de muestras que se reciben en el CNR
provienen de hospitales y centros de salud de la ciudad de Guayaquil, por lo que en la

coleccion existe una sobrerrepresentacion de cepas de la provincia del Guayas, y 2) al
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centralizarse en el CNR la recepcion de muestras sospechosas, muchos de los pacientes
residentes en otras provincias que no tienen la capacidad de desplazarse a Guayaquil, entran
en el grupo de individuos sin diagndstico y que no acceden a un tratamiento adecuado. Por
esta razon, el acceso a un mayor numero de muestras de las provincias de El Oro y
Esmeraldas es complicado. Las cepas estudiadas pertenecen a provincias con caracteristicas
importantes que se consideran en los estudios de epidemiologia molecular realizados:
presentan una poblacidn que reside principalmente en zonas rurales, pertenecen a un nivel
socioecondmico bajo y, de acuerdo con el Ultimo boletin de TB, son provincias con una
elevada incidencia de TB [24]. Por otro lado, son las Unicas provincias limitrofes con una
cantidad relativamente considerable de muestras para poder realizar los estudios, ya que
dentro del periodo de tiempo de recoleccidén de los aislados no se reportaron muestras de
otras provincias limitrofes con Colombia (Carchi y Sucumbios) y con Peru (Loja y Zamora
Chinchipe). Actualmente nos encontramos trabajando para poder acceder a colecciones de
MTB mas grandes y recientes, donde esperamos contar con datos de las otras provincias

limitrofes que complementaran los resultados obtenidos en nuestros estudios.

8.3. Resistencia a antibiéticos usados en el tratamiento contra TB
Aungue la incidencia global de la TB muestra una disminucién lenta, la enfermedad continuda
fuera de control en dreas con cargas elevadas del patégeno. Por esta razdén, muchos paises
gue han logrado avances en la reduccién de casos de TB presentan un problema grave con la
aparicién de cepas resistentes a los antibidticos usados en terapia contra la TB [5]. Si bien la
MDR-TB representa sélo el 6%-7% de la carga total de TB, es un problema importante de
salud publica por varias razones: en primer lugar, la TB drogo resistente tarda mas tiempo en
ser diagnosticada y se asocia con diferentes morbilidades pulmonares; en segundo lugar, la
DR-TB se asocia con un incremento en la mortalidad, por lo que alcanzar una reduccion
global importante de la mortalidad por TB puede ser muy dificil. Adem3s, la MDR-TB y la
XDR-TB también se asocian con un coste econdmico considerable que puede desestabilizar
los presupuestos y los recursos sanitarios destinados para el control de la TB [126]. Sin
embargo, existen otros factores del patdgeno y del huésped que afectan a la distribucién de
las micobacterias drogo resistentes [78]. Las cepas que pertenecen a los linajes L2 y L4 estan

comunmente asociadas con el desarrollo de caracteristicas que favorecen Ia
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transmisibilidad, la virulencia, la supervivencia al tratamiento antituberculoso, y la tendencia
a incrementar la tasa de CM para la adquisicién de resistencia [78, 80]. La drogo resistencia
en el Ecuador se ha reportado en varias publicaciones que definen a las cepas del linaje L4
como las mds comunes entre los aislados resistentes, siendo el sublinaje LAM el mas
representativo en Ecuador, seguido por Haarlemy S [22, 56, 57]. El desarrollo de mutaciones
asociadas a la resistencia a antibidticos antituberculosos es un factor importante para la
supervivencia de las micobacterias en sus huéspedes, por lo que diversos estudios han
realizado asociaciones entre los linajes de MTBC y la ocurrencia de mutaciones de
resistencia [79, 80]. Las mutaciones en los codones 445, 450, 531, 515, 516 y 526 del gen
rpoB son las mas frecuentes en las cepas ecuatorianas resistentes a la rifampicina, mientras
gue las mutaciones en el codén 315 del gen katG son comunes en las cepas ecuatorianas
resistentes a la isoniazida, ambos genes altamente relacionados con las cepas de Beijing (L2)
[56, 57, 115]. De acuerdo con los estudios realizados previamente por nuestro equipo de
trabajo, no existe una asociacion fuerte entre la drogo resistencia y el genotipo Beijing
reportado para Ecuador [72]. Por otro lado, las cepas RDR° pueden tener ventajas biolégicas
gue mejoren su virulencia y transmisibilidad debido a deleciones que se encuentran en dos
proteinas de prolina-acido glutamico (PPE5y PPE6) que estdn asociadas la modulacién
inmune [127-129], y que podrian explicar la transmision de RDR° en paises con alta
prevalencia de este genotipo, como Venezuela y Brasil [130, 131]. La prevalencia del
genotipo RDR® en Ecuador reportada por nuestro equipo es la méas baja de la regién hasta la
fecha (2.1%), a pesar de que los paises vecinos de Colombia y Peru reportan prevalencias
sobre el 30% [65]. Sin embargo, en este grupo de aislados RDR® ecuatorianos, el 29.4% se
reportan como cepas MDR. Ademds, las cepas RDR° reportadas en nuestro trabajo
presentan una diversidad genética mayor en comparacidn con otros aislados de la regién, lo
gue sugiere una introduccién temprana del genotipo en el Ecuador antes de la aparicién de
la cepa RDR° altamente transmisible que actualmente circula en algunos paises de América
Latina. De esta manera, la ocurrencia de caracteristicas genéticas que afectan a las cepas
MTBC o a la poblacién huésped podrian explicar la transmisién reducida del sublinaje en el
Ecuador a diferencia de otros paises de América del Sur [22, 65]. Por estas razones, es
importante considerar las condiciones epidemiolégicas del pais, ya que podrian facilitar la
propagacion de cepas altamente virulentas y resistentes a los medicamentos, como Beijing y

RDR°, ya que a la fecha el Ecuador reporta prevalencias bajas para ambos genotipos y que
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podrian variar en poco tiempo, debido a la politica de fronteras abiertas con diversos paises
de la region, especificamente Peru y Colombia que reportan prevalencias elevadas para
ambos genotipos [54, 55, 65, 72], ademds de Venezuela que presenta una de las
prevalencias mas altas de RDR° para la regién [60]. La crisis econdmica, politica y
humanitaria que todavia ocurre en Venezuela, ha obligado a mas de 2-3 millones de
personas a salir del pais desde 2017. Segun la publicaciéon de Torres y Castro en 2019,
solamente en el afio 2017 ingresaron un total de 225 000 migrantes venezolanos de manera
irregular al Ecuador [132]. Actualmente, la crisis en Venezuela involucra componentes
socioecondmicos, politicos, logisticos y humanitarios complejos que produjeron una ola
migratoria masiva de gran impacto, dificil de medir en su magnitud debido a la falta de
acceso a informacién epidemioldgica oficial, el estado migratorio irregular de los migrantes,
la falta de cifras sobre el costo de los servicios sanitarios y los recursos gastados por los
paises de destino [132]. Durante el proceso migratorio, es comun que los migrantes se vean
sometidos a situaciones de alto estrés como escasez de alimentos, viviendas con
condiciones sanitarias deficientes, hacinamiento y falta de acceso a servicios de salud, lo que
los vuelve particularmente vulnerables a la TB y facilita la diseminacién de la enfermedad
[133]. De esta manera, las areas de baja incidencia en los paises de acogida pueden
convertirse en nuevos focos de transmisidon activa de TB y de MDR-TB por una posible
escasez de medicamentos y un incremento de individuos que han abandonado el
tratamiento de la TB en Venezuela, contribuyendo al incremento de casos de TB/MDR-TB y
promoviendo problemas imprevistos en los programas nacionales de control en los paises de
destino [17]. Por esta razdn, nuestro equipo esta trabajando en el acceso a las colecciones
mas recientes de aislados MTB (afios 2017 — 2022) para observar el impacto que haya
podido tener la migracién venezolana en los ultimos afios en el Ecuador, utilizando la
evoluciéon temporal de la prevalencia del linaje RDR° como potencial marcador de
importaciéon de TB. De esta manera, la implementacion de herramientas de epidemiologia
molecular en los programas de vigilancia y monitoreo de TB es crucial en las areas ubicadas
en las fronteras, donde el intercambio econdmico, cultural y social influye en las condiciones

de salud [12].
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8.4. Deteccion de MTBCy NTM
Estudios previos establecen que el poder de resolucion y de discriminacién de técnicas
clasicas y baratas, como por ejemplo MIRU-VNTR de 24-loci o espoligotipado, cuando se
usan en conjunto proveen de informacién importante para la resolucién a nivel de linaje,
sublinaje o cepas [39, 134-137]; ademas de considerar la introduccién de sistemas rapidos y
certeros para la detecciéon de micobacterias diferentes a MTBC, que son microorganismos
oportunistas que se desarrollan en el ambiente y que pueden generar enfermedades,

especialmente en individuos con un sistema inmune comprometido [85, 86].

Como se ha mencionado previamente, uno de los problemas en el control de la TB en el
Ecuador es el subdiagndstico de la enfermedad asociado al acceso limitado a pruebas de
diagndstico, personal sanitario sin entrenamiento, ausencia de un seguimiento y vigilancia
de casos, ademas del uso de técnicas microbiolégicas que consumen tiempo y que requieren
experiencia por parte del operador [24-26]. Por ejemplo, la baciloscopia y el cultivo son
métodos de referencia que se usan comunmente para la deteccién de MTBC y otras
micobacterias, pero carecen de la velocidad y la capacidad de diferenciacién que otras
técnicas moleculares pueden proveer, por lo que el uso conjunto de ambas metodologias
aumenta el poder discriminatorio para diferenciar NTM de MTBC, favoreciendo la reduccién
de tiempos de entrega de resultados y el establecimiento de tratamientos acordes para la
infeccion micobacteriana a tratar [82]. Sin embargo, Ecuador es un pais que depende
Unicamente de los recursos econdmicos publicos para invertir en la actualizacion de
metodologias, equipos e infraestructura destinados para la deteccién y el diagnéstico de
micobacterias [25], por lo que el uso de técnicas microbioldgicas de referencia todavia es la
herramienta principal para la diferenciacién entre micobacterias, lo que favorece el
desconocimiento de la prevalencia, incidencia y distribucién de NTM en el pais, debido que
estas infecciones micobacterianas no suelen reportarse o se confunden con MTBC por el
desconocimiento de la microbiologia y epidemiologia de las NTM [85]. A la fecha existen tres
estudios realizados en NTM en el Ecuador que reportan reidentificaciones en casos clinicos
antiguos de hospitales privados y la deteccién de NTM en tuberias de agua en consultorios
dentales privados [138-140], lo que demuestra un profundo desconocimiento de la
incidencia y distribucidon de este tipo de micobacterias en el pais. Sin embargo, no es un

evento que se asocia Unicamente con paises en vias de desarrollo, ya que la incidencia y
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prevalencia de las enfermedades ocasionadas por NTM son dificiles de determinar por las
variaciones en los sistemas de notificacion de cada pais [85, 141]. Esto se observa en el
trabajo realizado por Corbett et al. en el 2023 con informacién de 11430 aislados NTM de los
afnos 2016 a 2020, proporcionados por 22 laboratorios de toda Alemania, en el que indican
una prevalencia de 5.1 a 5.6 por cada 100 000 habitantes entre los afios 2016 a 2020,
respectivamente; con una incidencia de pacientes con enfermedades pulmonares causadas

por NTM entre 3.6-3.9 por cada 100 000 habitantes [142].

En definitiva, las micobacterias no tuberculosas (NTM) son un problema de salud publica a
nivel mundial, ya que las caracteristicas asociadas a estos microorganismos dificultan su
deteccion debido a la dificultad de su cultivo, manejo y diferenciacién microscépica [86, 143,
144]. Actualmente existen varios kits comerciales basados en PCR que permiten la
deteccion/diferenciacion rapida de NTM y MTBC [145-147]. Existen varios reportes que
determinan el desempefio clinico de algunos kits comerciales disponibles, por ejemplo, el
Anyplex™ MTB/NTM Real-time Detection V2.0 (Seegene, South Korea) con valores de
sensibilidad para la deteccién de MTB entre 71% a 86% y especificidades de 94.9% a 99%,
mientras que la deteccion de NTM reporté sensibilidades entre 44.9% y 100%, ademas de
especificidades entre 97% y 97.7% [94, 148-150], o el Advansure™ TB/NTM Real-Time PCR
Kit (LG Life Sciences, South Korea) que reporta valores de sensibilidad para la deteccion de
MTB entre 78.1% y 96.2%, y especificidades entre 93.8% y 96.2%, mientras que la deteccidn
de NTM reportd sensibilidades entre 25% a 51.7%, y especificidades entre 97.8% y 98.3 25%
[148, 150]. Considerando que los valores se obtuvieron al realizar ensayos de PCR con el
ADN extraido de muestras clinicas, comparando con los resultados obtenidos de cultivo
como el estandar de oro para el diagnéstico micobacteriano [94, 151], los reportes
demuestran que el uso de métodos basados en PCR son técnicas adecuadas para la
deteccion rdpida y confiable de micobacterias, especialmente para la identificacion de
MTBC. Sin embargo, los resultados deben compararse con el analisis microbiolégico para un
diagnodstico definitivo [145, 147], especialmente con el amplio rango de sensibilidades y
especificidades reportadas para la deteccién de NTM, ya que la cantidad y la calidad del
espécimen clinico puede variar y afectar los resultados [94, 147]. Los kits de las marcas
comerciales Viasure y Sansure analizados en nuestro estudio presentan un buen desempefio

clinico para la deteccién de MTBC con una sensibilidad del 100% en comparacion los

105



métodos de referencia. A pesar de que se observd una pequeiia reduccion en la
especificidad del kit de Viasure, la coinfeccién de MTBC y NTM no se puede excluir. Sin
embargo, la deteccién de NTM tiene una fuerte variacién entre los kits: la sensibilidad
reportada para el kit de Viasure es de 94% (95% IC: 87%-100%) con una especificidad del
100%, a diferencia de la sensibilidad obtenida para el kit de Sansure de 75.6% (95% IC: 62%-
89%). A pesar de que los kits son recomendados para ser usados en la deteccidn directa de
micobacterias en muestras clinicas, nosotros realizamos los ensayos de PCR con ADN
extraido de cultivo, por lo que anticipamos un desempeiio clinico pobre para el kit Sansure
para la deteccion de NTM en muestras clinicas, considerando que se deben realizar mas
ensayos para definir el desempefio clinico del kit de Viasure con muestras clinicas. Estos son
resultados preliminares de un estudio mas amplio en el que trabajamos con muestras
clinicas de pacientes con tuberculosis pulmonar y extrapulmonar para determinar el
desempeiio de los kits antes mencionados y compararlos con el kit de PCR Anyplex
MTB/NTM Real-Time Detection Assay V2.0 (Seegene, Corea del Sur), considerado como una
buena herramienta para la detecciéon y diferenciacién de MTBC y NTM en una variedad de

tipos de especimenes [94, 152, 153].
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9. CONCLUSIONES

Con respecto a las caracteristicas genéticas de MTB en Ecuador, la presencia de los
genotipos LAM-RDR° y L2-Beijing es muy baja en comparacidn con los paises vecinos de
Colombia y Peru.

El genotipo LAM-RDR® presenta una fuerte asociacién a MDR-TB en Ecuador, por lo que
la evolucidn de este sublinaje en el pais debiera ser considerada dentro de la estrategia
de vigilancia de TB.

La variabilidad genética de las cepas de MTBC analizadas es muy elevada tanto en la
provincia de Esmeraldas como en la provincia del El Oro, sugiriendo una importante
contribucidn a los casos de TB que se reportan en estas zonas de eventos de reactivacion
de TB latente.

No se han detectado clusteres de transmisién activa en las provincias de frontera
analizadas que incluyan cepas de MTB de los paises vecinos de Colombia y Ecuador,
aunque se sugiere profundizar este tipo de estudios con un mayor nimero de aislados
de MTB y en fechas mas recientes.

Los kits comerciales de PCR disponibles en Ecuador permiten un diagndstico diferencial
de alta sensibilidad y especificidad para cultivos de MTBC, aunque la sensibilidad varia

notablemente segln la marca comercial para el diagndstico diferencial de NTM.
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