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RESUMEN

La tuberculosis es una de las primeras causas de muerte en el mundo causada por el
Mycobacterium tuberculosis, esta bacteria afecta principalmente a los pulmones y a pesar
de ser una enfermedad curable y prevenible, ain no puede ser controlada por las
diferentes economias en el mundo. Segun la Organizacion Mundial de la Salud en el afio
2023 a causa de esta enfermedad fallecieron 1,25 millones de personas en todo el planeta.
En los ultimos afos la incidencia de tuberculosis ha disminuido, sin embargo, la
tuberculosis drogo resistente, ha ido en aumento lo que representa una amenaza a la salud
publica a nivel mundial. Caracterizar molecularmente a esta micobacteria nos ayudara a
tener una base de datos propia de nuestra region, datos que podran ser utilizados para
apoyar a programas de control de la tuberculosis mediante la vigilancia epidemiologica

molecular.

La técnica MIRU-VNTR (Unidades Repetitivas Intercaladas Micobacterianas-Numero
Variable de Repeticiones en Tandem) es una técnica molecular de genotipado que
permite tipificar a esta micobacteria, esta técnica se basa en la identificacion del nimero
de repeticiones de regiones polimorficas MIRU-VTNR. Se analizaron 54 aislados
procedentes de pacientes de la region Arequipa con diagndstico de tuberculosis, se utilizo
la técnica del fenol-cloroformo para la extraccion de DNA, se usé la secuencia de
insercion IS6110 para verificar que el DNA extraido correspondia al Mycobacterium
tuberculosis, posteriormente se amplificaron los 24 MIRU-VTNR, se usaron primers
especificos, los productos de las amplificaciones se sometieron a electroforesis en un gel
de agarosa al 2.5%, a 90V. Se elabor6 una tabla de datos con los resultados los que fueron
analizados en la base de datos MIRU-VTNRplus 24 y 12 Loci. La base de datos 24 loci
asigno un linaje filogenético a 14 aislados que corresponden al 25.93 % de las muestras
y el 74.07% de las muestras restante que corresponde a 40 aislados no se les asignd
ningun linaje. Al 20.37% de los aislados se les asigno el linaje Haarlem, al 3,31% se les
asignd Multiple Matches y al 1.85% se le asign¢ el linaje Ugandal, los MIRU-VTNR que
presentaron mayor diversidad alélica fueron: MIRU20, QUB26, QUB11b y QUB 4156.
El MIRU-VTNR que presentd6 un mayor namero de alelos fue el MIRU QUB26. Los
aislados drogo resistentes no formaron cluster ni tampoco se les asignd un linaje conocido

a una distancia genética 0.17.

Palabras Clave: Tuberculosis, MIRU-VTNR
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ABSTRACT

Tuberculosis is one of the leading causes of death in the world caused by Mycobacterium
tuberculosis, this bacterium mainly affects the lungs and despite being a curable and
preventable disease, it still cannot be controlled by the different economies in the world.
According to the World Health Organization, in 2023, 1.25 million people died
worldwide from this disease. In recent years, the incidence of tuberculosis has decreased,
however, drug-resistant tuberculosis has been increasing, which represents a threat to
public health worldwide. Molecular characterization of this mycobacterium will help us
to have a database of our region, data that can be used to support tuberculosis control

programs through molecular epidemiological surveillance.

The MIRU-VNTR technique (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units-Variable
Number of Tandem Repeats) is a molecular genotyping technique that allows typing MT.
This technique is based on the identification of the number of repeats of MIRU-VTNR
polymorphic regions. Fifty-four isolates from patients in the Arequipa region with a
diagnosis of tuberculosis were analyzed, the phenol-chloroform technique was used for
DNA extraction, the insertion sequence IS6110 was used to verify that the extracted DNA
corresponded to Mycobacterium tuberculosis, later the 24 MIRU-VTNR were amplified,
specific primers were used, the products of the amplifications were subjected to
electrophoresis in a 2.5% agarose gel, at 90V. A data table was prepared with the results,
which were analyzed in the MIRU-VTNRplus 24 and 12 Loci database. The 24 loci
database assigned a phylogenetic lineage to 14 isolates that correspond to 25.93% of the
samples and the remaining 74.07% of the samples that correspond to 40 isolates were not
assigned any lineage. 20.37% of the isolates were assigned the Haarlem lineage, 3.31%
were assigned Multiple Matches and 1.85% were assigned the Ugandal lineage. The
MIRU-VTNRs that presented the greatest allelic diversity were: MIRU20, QUB26,
QUBI11b and QUB 4156. The MIRU-VTNR that presented the highest number of alleles
was MIRU QUB26. The multiresistant isolates did not form a cluster nor were they

assigned a known lineage (genetic distance 0.17).

Key Words: Tuberculosis, MIRU-VTNR
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LISTA DE ABREVIATURAS

A Base nitrogenada Adenina

G Base nitrogenada Guanina

C Base nitrogenada Citosina

T Base nitrogenada Timina

DNA Acido Desoxirribonucleico

OMS Organizacion Mundial de la Salud

OPS Organizacion Panamericana de la Salud

Alelo Diferentes formas de presentacion de un Gen o secuencia de DNA

Electroforesis Separacion de moléculas de DNA por medio de una gradiente

Pb Pares de bases

Primer Secuencia de DNA usada para amplificar un fragmento de DNA
PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

TB Tuberculosis

MDR-TB Tuberculosis multi resistente.

XDR-TB Tuberculosis ampliamente resistente.

TAE Buffer Tris-acetato-EDTA

Vortex Agitador o mezclador

RNAsa Ribonucleasa

MIRU Unidades Repetitivas Intercaladas Micobacterianas
VTNR Numero Variable de Repeticiones en Tandem
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INTRODUCCION

La tuberculosis es un problema de salud publica a nivel mundial a pesar de ser una
enfermedad que se puede prevenir y curar es una de las principales causas de mortalidad,
ocupa el segundo lugar después de la COVID 19 como causa de muerte producida por agente

infeccioso en todo el mundo (1).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el reporte publicado en su pagina
web el 29 de octubre 2024 (Global Tuberculosis Report) refiere que en el ano 2023
fallecieron 1,25 millones de personas a causa de esta enfermedad y 10,8 millones de personas
contrajeron tuberculosis en todo el mundo (2). En la America Latina los casos de tuberculosis

han aumentado en comparacion con los niveles prepandemia (3).

La mayor incidencia de tuberculosis resistente a antibidticos se observa en paises que
aun experimentan una epidemia de VIH por lo que esta enfermedad toma mayor relevancia,
las herramientas moleculares han sido de gran ayuda para el estudio de los mecanismos

moleculares de las cepas drogo resistentes (4)(5).

La tuberculosis es una enfermedad sistémica, infecciosa y cronica causada por el
Mycobacterium tuberculosis, bacilo acido alcohol resistente que afecta principalmente a los
pulmones, pero puede afectar sistemas como el digestivo, linfatico, renal y colonizar

cualquier 6rgano de nuestro organismo (6).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

’ ‘ UNIVERSIDAD
%é;\ CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

Se calcula que la cuarta parte de la poblacion en el mundo estd infectada por esta
bacteria, a partir del afio 2015 la incidencia de tuberculosis fue disminuyendo
aproximadamente en un 2% en forma anual, a pesar de esta disminucion la tuberculosis sigue
generando grandes costos en salud en todos los paises. Sin embargo, los casos de drogo
resistencia han ido en aumento por lo que la tuberculosis sigue representando una crisis de

salud publica y una amenaza para la seguridad sanitaria (7).

Segun datos de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) el Pert report6 en
el afio 2018 el 14% de casos de tuberculosis en la Region de las Américas, ubicandola en el
segundo lugar después de Brasil, el 64% de los casos de tuberculosis reportados en el Pert

corresponden a Lima y el Callao (8).

El genotipado de esta micobacteria es fundamental para el control de la tuberculosis,
de gran utilidad en la vigilancia epidemioldgica y el seguimiento de la transmision esta
bacteria (9); asimismo caracterizar molecularmente los linajes que estan presentes en nuestra
region contribuird al conocimiento de esta micobacteria y a formar una base de datos propia,

datos que podran ser usados para estudios posteriores.
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OBJETIVOS

Objetivo General
Determinar los linajes de Mycobacterium tuberculosis identificados mediante la
técnica MIRU-VTNR en cepas cultivadas en la region Arequipa.

Objetivos Especificos

1. Identificar los MIRU-VTNR presentes en cepas cultivadas de Myobacterium

tuberculosis en la Region Arequipa.

2. Determinar la diversidad alélica de los MIRU-VTNR presentes en cepas cultivadas

de Myobacterium tuberculosis en la Region Arequipa.

HIPOTESIS

"La técnica MIRU-VNTR permitira identificar los linajes genéticos predominantes de
Mycobacterium tuberculosis en las cepas circulantes en la region de Arequipa, proporcionando
informacion precisa sobre la diversidad y distribucion de los diferentes linajes presentes en la

region.”
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1 Tuberculosis

La tuberculosis es un problema de salud publica en el mundo, la Organizacion
Mundial de la Salud estima que cada afno se producen mas de 9 millones de casos y

mueren 1,5 millones de personas a causa de esta enfermedad (10)(11).

Desde inicios del nuevo milenio la tuberculosis es considerada como una de las
enfermedades infecciosas humanas mas importantes en el mundo por sus altas tasas de
morbimortalidad (12); es una enfermedad que persiste a pesar de los intensos esfuerzos
mundiales para su control y erradicacion, los primeros reportes de su existencia se

remontan al antiguo Egipto (13).

La tuberculosis es una enfermedad sistémica, infecciosa y cronica causada por el
Mycobacterium tuberculosis, esta micobacteria es un bacilo 4cido alcohol resistente que
afecta principalmente al sistema respiratorio, estas micobacterias son bacilos inméviles,

aerobios y no formadores de esporas (14). Pueden afectar otros sistemas como el sistema
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digestivo, linfatico, renal, etc. (15)(6). La tuberculosis es una enfermedad reemergente
en paises desarrollados y la aparicion de la tuberculosis multi resistente (MDR-TB) y la
tuberculosis extremadamente resistente (XDR-TB) a los medicamentos son

enfermedades atin no controladas en el mundo industrializado (16).

El Pert es uno de los paises que presenta un mayor nimero de casos de
tuberculosis en Ameérica Latina, se notifican anualmente alrededor de 27,000 casos
nuevos de tuberculosis. Las cepas resistentes en los tltimos afios han ido en aumento
complicando las actividades de control y prevencion, en los ultimos dos afios se
reportaron en el Peri 1500 pacientes con tuberculosis multi drogo resistente (MDR) por

afio y casi 100 casos de tuberculosis extremadamente resistentes (XDR) (17).

La tuberculosis en nuestro pais es una patologia de notificacion obligatoria
aprobada por Resolucion Ministerial N.948-2012/MINSA, el Compendio Normativo
sobre la Prevencion y Control de la Tuberculosis en el Pert Publicado en el 2019 por el
Ministerio de Salud refiere que la tuberculosis es un problema de Salud Publica el que
tiene un alto componente social, economico y politico por lo que es una prioridad
promover esfuerzos para disminuir la incidencia de tuberculosis, orientando sus
intervenciones en disminuir en forma progresiva y sostenida los casos de tuberculosis

sensible y los de drogo resistencia (18) (19).

Asimismo, el estado peruano promueve la investigacion médico-cientifica y
social en temas relacionados a esta enfermedad, sin embargo, los recursos destinados a
la investigacion en tuberculosis no son suficientes. En el afio 2016 se crea La Red
Nacional de Investigacion de Tuberculosis ( RENAI TB) con el objetivo fomentar la
investigacion en temas de tuberculosis que permitan generar nuevos conocimientos para

combatir a esta micobacteria.

1.2 Diagnéstico de tuberculosis.

Mycobacterium tuberculosis es una bacteria de crecimiento lento, esta
caracteristica hace que el diagndstico de esta enfermedad no sea oportuno en algunos
casos sobre todo en casos de pacientes con sospecha de tuberculosis extrapulmonar

aumentando la propagacion de esta enfermedad (20).
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Es necesario un diagnéstico temprano y oportuno para el tratamiento eficaz de cualquier
enfermedad, para el caso de enfermedades infecciosas un tratamiento oportuno y
medidas de cuarentena ayudan a interrumpir las vias de transmision de las enfermedades

infectocontagiosas (21).

La baciloscopia y el cultivo son las pruebas laboratoriales usadas para confirmar
el diagnostico de esta enfermedad, la baciloscopia es un método clasico laboratorial este
analisis microscopico de frotis del esputo tefiido con la técnica de Ziehl-Neelsen tiene

una sensibilidad entre el 50 y 60% en los casos de tuberculosis pulmonar (22).

El método de cultivo para la identificacion del Mycobacterium tuberculosis es
actualmente el estdndar de oro para el diagnostico de esta enfermedad, el resultado de

los cultivos demora entre 30 a 45 dias o mas (23).

Por lo que se hace necesario buscar otros métodos de diagnostico que nos ayuden
a identificar en forma oportuna a esta micobacteria, actualmente se han desarrollado
pruebas basadas en métodos de diagnoéstico molecular los que han dado buenos

resultados sobre todo en casos de tuberculosis extrapulmonar (24).

1.3 Diagnéstico Molecular de la Tuberculosis.

Las técnicas de diagnodstico molecular para la identificacion del Mycobacterium
tuberculosis han demostrado ser de gran utilidad sobre todo en casos donde los métodos

convencionales como la baciloscopia y el cultivo son negativos.

Actualmente se vienen utilizando técnicas moleculares para identificar al bacilo
de Koch sobre todo en muestras de tuberculosis extrapulmonar donde la baciloscopia y
el cultivo no son de utilidad, la técnica de Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)
tiene una alta sensibilidad en condiciones adecuadas podria detectar entre 1 a 10 bacilos

y su aplicacion es posible en todo tipo de muestra biologica (25).

Los nuevos conocimientos sobre el uso de técnicas diagnosticas a nivel molecular
facilitan la introduccion de nuevos métodos de diagnodstico para esta enfermedad, se

puede determinar molecularmente en horas si un paciente tiene Tuberculosis (26).

Los métodos de genotipado del Mycobacterium tuberculosis nos facilitan
conocer muchos aspectos relacionados a la tuberculosis, inicialmente se consideraba que

esta micobacteria era de naturaleza genéticamente mono morfa, pero el desarrollo de
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métodos de genotipado que discriminan las cepas en linajes distintivos han demostrado
una diversidad no reconocida previamente (27). Inicialmente se uso para la tipificacion
molecular el fragmento de restriccion IS6110 el que fue considerado como el estandar
de oro para tipificar al Mycobacterium tuberculosis (28)(29), pero actualmente existen

otras técnicas con mayor poder de discriminacion.

La epidemiologia molecular aplicada a la tuberculosis comprende una gran
variedad de técnicas las que tienen como objetivo la comparacion de los acidos nucleicos
de dos o mas cepas. Los métodos de tipificaciéon molecular estdn basados en el estudio
de polimorfismos de secuencias genomicas repetitivas del Mycobacterium tuberculosis

(30).

Los estudios epidemioldgicos se realizan con el objetivo de determinar la
naturaleza de las cepas, su origen mas probable, caracterizar una epidemia, determinar
mutaciones y relacionarlas con la patogenicidad y/o resistencia a los farmacos (31)(32).
La aplicacion de estas técnicas moleculares nos puede ayudar a identificar reinfeccion,

coinfeccion y microevolucion (20).

Estudios epidemiologicos basados en estas técnicas han determinado que el linaje
de Mycobacterium tuberculosis Beijing constituye el linaje més predominante en el este
Asia, la historia evolutiva y la genética de Beijing se ha estudiado detalladamente durante
afios y revela el origen probable en China, seguida de una expansion mundial, vinculada
parcialmente a una mayor tasa de mutacion, resistencia a los medicamentos y asociacion

con casos de infecciones mixtas (33).

Estos estudios epidemiologicos también son ttiles para la supervision y monitoreo de los

programas de control de la tuberculosis (34).

Los primeros estudios epidemioldgicos moleculares que utilizaron DNA para
diferenciar las cepas micobacterianas mostraron cepas unicas en los cultivos analizados
lo que sugiri6 que las infecciones eran causadas por una sola cepa. Sin embargo, estudios
recientes que utilizan nuevas herramientas epidemiologicas moleculares basadas en PCR
las que amplifican multiples secuencias han demostrado una infeccion simultanea con

mas de una cepa del Mycobacterium tuberculosis (35)(36).
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1.4 Genoma del Mycobacterium Tuberculosis

En 1998 se publicd por primera vez el genoma completo de Mycobacterium
tuberculosis (cepa H37Rv), compuesta por 4411529 pb. La relacion citocina/guanina se
mantiene constante en todo el genoma en un 65.5%, se estima que estd compuesto
aproximadamente por 4000 genes los que en su mayoria codifican la expresion de
enzimas, que estan relacionadas a la lipogénesis y lipolisis, esta caracteristica de
sintetizar un gran porcentaje de moléculas lipofilicas del Mycobacterium tuberculosis la
tienen pocas bacterias. Otra caracteristica importa de este genoma que lo difiera del resto
de bacterias es que posee dos familias nuevas de proteinas compuestas mayormente por
glicina esta peculiaridad le proporciona una gran variabilidad genética debido a la
estructura repetitiva, este genoma es rico en secuencias repetitivas principalmente en

secuencias de insercion IS6110 (26).

Las especies de Mycobacterium tuberculosis son heterogéneas y se dividen en
grupos llamados linajes o genotipos los que se caracterizan por variaciones especificas

que se acumulan gradualmente durante el curso de su evolucion (37).

Las técnicas moleculares mas usadas para el estudio del genoma del
Mycobacterium tuberculosis son las técnicas MIRU-VTNR y Spoligotyping, estas

analizan las variaciones existentes en regiones hipervariables (38).

Sin embrago, a medida que la secuenciacion del genoma completo (WGS) es
cada vez mas accesible se espera que los estudios que utilizan esta técnica proporcionen

una evaluacion mas precisa la que ofreceria una mayor especificidad (39).

1.5 Marcadores Moleculares para estudios del Mycobacterium Tuberculosis
1.5.1 Métodos de tipificacion molecular:

Los métodos de tipificacion molecular usados para genotipar al
Mycobacterium tuberculosis incluyen la secuencia de inserciéon IS1610,
Polimorfismos de un solo nucledtido (SNP), Spoligotyping y la técnica MIRU-VTNR
estos métodos han contribuido a la comprension de la transmision de la tuberculosis
cambiando las politicas regionales para su manejo y prevencion. El uso de la
tipificacion molecular de cepas de la tuberculosis como herramienta de salud publica

en los programas de control de la tuberculosis estd en aumento a nivel mundial (40).
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1.5.1.1 Polimorfismo de un tnico nucleétido (Single Nucleotide Polymorphism o SNP) .

Los polimorfismos de un solo nucledtido son considerados como los
marcadores moleculares mas prometedores, ya que proporcionan una alta resolucion
y resultados inequivocos, algunos cambios en las secuencias de los nucleotidos
pueden ser neutros o pueden modificar la secuencia de aminoécidos afectando la

funcién de las proteinas (41).

En general, los polimorfismos de un solo nucledtido representan diferencias
de un solo nucleoétido entre al menos dos secuencias de DNA, el término SNP a
menudo se usa indistintamente cuando hablamos de mutacion, polimorfismo o
sustitucion. Estrictamente hablando, el cambio en un solo par de bases nitrogenadas
se conoce como una mutacion puntual y se produce por errores durante la replicacion

del DNA (42).

1.5.1.2 Tipificacion mediante oligonucledétidos complementarios de secuencias

espaciadoras (Spoligotyping)

Spoligotyping se basa en el estudio de los polimorfismos del DNA del
Mycobacterium tuberculosis, es un método rapido para el genotipado que utiliza el

principio de hibridacion inversa (43)(44).

En esta técnica se amplifican las distintas secuencias espaciadoras que
existen en el DNA de esta micobacteria, existen 94 secuencias espaciadoras pero, la

mayoria de estudios basados en esta técnica usan 43 secuencias espaciadoras

(45)(46).

Esta técnica presenta un poder de discriminacion menor que el estudio de los
patrones de restriccion IS6110 o el estudio de unidades repetidas intercaladas en

tandem de nimero variable MIRU-VNTR (47).

1.5.1.3 Unidades Repetidas Mycobacterium tuberculosis: MIRU-VTNR

Esta técnica molecular de genotipificacion de cepas de Mycobacterium

tuberculosis se basa en la amplificacion de secuencias MIRU-VTNR, secuencias de
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nimero variable de repeticiones en tindem (VNTR) y de secuencias de DNA
denominadas unidades repetitivas intercaladas de micobacteria (MIRU), estas
unidades de repeticiones varian en su longitud entre 52 a 77 nucledtidos y es una de
las técnicas mas usadas para tipificar a este bacilo acido resistente. Esta técnica se
ha utilizado como método estdndar internacional para el genotipado de

Mycobacterium tuberculosis.(48)

Estas secuencias se distribuyen en todo el genoma del Mycobacterium
tuberculosis, existen 41 MIRU-VTNR, inicialmente para la tipificacion por MIRU-
VNTR se amplificaban 12 loci, actualmente se amplifican 24 loci MIRU-VTNR los
que han sido estandarizados y en conjunto han demostrado un mayor poder de
discriminacion que la técnica de 12 loci y 15 loci. La tipificacion basada en la técnica
MIRU-VNTR es rapida y sencilla sus resultados son reproducibles y
discriminativos, el resultado se expresa en un codigo de 24 digitos, este codigo
permite su comparacion a nivel mundial (http://www.miruvntrplus.org). Esta base
retne informacion de 153 paises aproximadamente, la informacién obtenida nos
permite comparar y discriminar a nivel de cepa; y a detectar cadenas de transmision

(49).

El uso de la técnica MIRU-VTNR puede ser aplicada para determinar los
diferentes genotipos que circulan en una determinada region, asi como, determinar
cual o que genotipo predomina en esta. Se puede relacionar el numero de
repeticiones con determinadas enfermedades concomitantes a la tuberculosis como
el VIH como se demostré en la investigacion realizada por Sing J. en Nueva Deli
donde encontré que el genotipo Beijing era significativamente mas frecuente en

pacientes con tuberculosis VIH positivos (50).

1.6 Linajes Mycobacterium tuberculosis

El acceso universal a un tratamiento de calidad es fundamental para el control de
la tuberculosis, la tuberculosis en los ultimos 3 afios, cobré mas vidas humanas causadas
por enfermedad infecciosas después de la COVID 19, esta alarmante epidemia viene
impulsando el desarrollo de nuevos antimicrobianos, pero las intervenciones en salud
orientadas a interrumpir la transmision de esta enfermedad no han sido eficaces o han

tardado en surgir (51).
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Y

Los antibitticos en los ultimos 70 afos han salvado innumerables vidas y han
permitido el desarrollo de la medicina moderna. Sin embargo, el uso indebido de los
farmacos en las ultimas décadas ha generado bacterias resistencia a los antibidticos,
creando la necesidad de buscar nuevos tratamientos para abordar las infecciones

bacterianas resistentes a estos (52).

La aparicioén y propagacion de la tuberculosis multi resistente (MDR-TB) y la
tuberculosis extremadamente resistente a los medicamentos (XDR-TB) se convirti6 en

una amenaza real para la salud mundial sobre todo en regiones endémicas del VIH (53).

Se define como multi resistente cuando una cepa de tuberculosis es resistente a
los dos medicamentos antituberculosos de primera linea como la Rifampicina y la
Isoniazida, hablamos de tuberculosis extremadamente resistente cuando una cepa es
resistente a una fluoroquinolona y a uno de los tres medicamentos inyectables de segunda

linea (54).

El tratamiento de la tuberculosis multi resistente en el programa de manejo de la
tuberculosis resistente a los medicamentos, implica un régimen estandar con una fase

intensiva de 6 meses y una fase de continuacion de 18 meses (55).

El aumento del nimero de casos de tuberculosis multi resistente, de tuberculosis
extremadamente resistente y de tuberculosis totalmente resistente (recientemente
reportados en algunos estudios) a los medicamentos genera preocupacion sobre esta

enfermedad. Estos casos tienen tasas de curaciéon mas bajas y niveles de mortalidad mas

altos (56).

La tuberculosis farmaco resistente, especialmente aquella con resistencia a la
Rifampicina se ha convertido en uno de los principales obstaculos para alcanzar el
control de la tuberculosis, lo que llevé en los ultimos afios al desarrollo de nuevos

farmacos generando mayores gastos (57)(58).

1.7 Antecedentes Investigativos

Azar Dokht Khosravi Colb., disefiaron un estudio para investigar la diversidad
genética entre las cepas MDR de MTB mediante el esquema de tipificacion MIRU-

VNTR. Un total de 88 aislamientos de Mycobacterium tuberculosis resistentes a los
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medicamentos pertenecientes a casos de TB pulmonar se recolectaron en varios centros

de referencia de TB en Iran.

La prueba de sensibilidad a los farmacos para la Isoniazida y la Rifampicina se
realiz6 mediante el método de proporcion de agar y los aislados de MDR se sometieron
a un genotipado utilizando la tipificacion MIRU-VNTR basada en locus 12. En el

método de proporcion de rendimiento, se identificaron 22 aislamientos como MDR.

Al tipificar los aislamientos de MDR utilizando la técnica MIRU-VNTR de 12
loci, se demostr6 una alta diversidad en las cepas de MDR, que se clasificaron en 20
genotipos diferentes de MIRU-VNTR. Los loci 10 y 26 de MIRU fueron los loci mas
discriminatorios con 8 y 7 alelos respectivamente; mientras que se encontrd que los loci
2,20, 24 y 39 de MIRU son los menos discriminatorios con 1 y 2 alelos cada uno. En
conclusion, la tipificacion con la técnica MIRU-VNTR se presenta como una
herramienta util para estudiar la diversidad genética del MDR-MTB en entornos
regionales, y ayuda a los sectores de salud a construir un programa preventivo para la
TB-MDR. Ademas, puede detectar una infeccion mixta que puede facilitar el manejo del

tratamiento (75).
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CAPITULO II

METODOLOGIA

2.1 Poblacion de estudio.
Las muestras fueron obtenidas del laboratorio de referencia de la Gerencia
Regional de Salud Arequipa, del laboratorio Referencial del MINSA y de Essalud, se
recolectaron 54 muestras las que fueron inactivadas antes de ser llevadas al laboratorio

de Investigacion de la Universidad Catolica Santa Maria.

Método de Recoleccion: La recoleccion de las muestras se hizo en una cabina de
bioseguridad tipo III, con un asa de Henle previamente flameada se tom¢ la muestra,
escogiendo una colonia que estuviera totalmente aislada, luego se traslado la colonia en el
tubo Eppendorf (microtubo) que contenia fenol al 5%, se tapd inmediatamente el tubo

Eppendorf'y se lo colocd en un rack para Eppendort con tapa.
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Meétodo de Transporte: El rack con las muestras se coloco en una caja de tecnopor
y finalmente a un cooler para su transporte, la temperatura de transporte fue entre 4 a 12
grados centigrados, las muestras se transportaron al laboratorio de investigacion de la

Universidad Catoélica de Santa Maria para su proceso.

Muestreo: Se seleccionaron al azar los codigos que estaban en los registros de los
laboratorios de referencia, se tomaron en cuenta las muestras de pacientes con
baciloscopia positiva, posteriormente a ello se dieron estos codigos al encargado del

laboratorio de referencia junto con los tubos Eppendorf que contenian fenol al 5%.

2.2 Técnicas de Laboratorio
2.2.1 Inactivacion de cepa de Mycobacterium Tuberculosis
Las cepas fueron inactivadas previamente con fenol al 5%, se colocod con
un asa de Henle una colonia de Mycobacterium tuberculosis del medio de cultivo,

en un tubo Eppendorf con 500uL de fenol al 5%.

2.2.2 Extraccion de DNA
Para la extraccion de DNA, se utilizé el método fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico, al tubo Eppendorf que contenia la muestra con S00uL. de fenol al 5%
se le afadio el equivalente a 100uL de micro perlas de 5S00um de didmetro (Glass
beads Scientific industries) y se llevo al vortex entre 15 a 20min a 3000rpm.
El sobrenadante se pasé a un nuevo tubo Eppendorf y se agregdé 600ul de
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico en proporcion de 25:24:1, se mezcld por

inversion y se centrifugo por 10min a 13000rpm, obteniéndose 3 fases.

Se retirod la fase acuosa que contenia el DNA a un nuevo tubo Eppendorf'y
se le agregd 800uL de isopropanol frio, se mezcld por inversion y se llevo a
centrifugar a 13000rpm por 10min, se decantd el sobrenadante y se agregd S00ul.
de etanol al 75% para lavar el pellet y se centrifugé nuevamente a 13000rpm por
Smin, finalmente se elimin6 el sobrenadante, se colocaron los tubos Eppendorf en
un termoblock a 65°C para evaporar el etanol restante, se resuspendié el DNA en

100uL de agua libre de DNAsa y se congel6 a -20°C hasta su posterior uso.

Se midid6 las concentraciones DNA de todas las muestras con un

espectrofotometro (NanoDrop) posteriormente se homogenizaron diluyéndose
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con agua libre de DNAsa en los casos que eran necesarios. Las concentraciones

finales obtenidas fueron entre 15 a 20ng/uL como se observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Concentraciones de DNA por muestras

Muestra Concentracidon  Muestra Concentracion Muestra  Concentracion

DNA (ng/ulL) DNA (ng/uL) DNA (ng/uL)
1 19 19 19 37 16
2 19 20 19 38 17
3 19 21 17 39 19
4 16 22 19 40 18
5 19 23 18 41 17
6 19 24 16 42 18
7 17 25 17 43 17
8 16 26 18 44 17
9 ES 27 16 45 18
10 19 28 | 46 17
11 16 29 19 47 18
12 17 30 18 48 17
13 17 31 17 49 16
14 17 32 18 50 17
15 18 33 18 51 19
16 18 34 17 52 18
17 19 35 16 53 17
18 18 36 17 54 18

2.2.3 Confirmacion Molecular de Cepas de Mycobacterium Tuberculosis

Para confirmar que el DNA extraido correspondia al Mycobacterium
tuberculosis se amplificé la secuencia de insercion IS6110. Para la amplificacion

se coloco en un tubo Eppendorf de PCR:

luL de DNA gendmico (concentracion entre 15-20ng/ull).

- 1uL de Primer Forward 0.1n1M

- 1uL de Primer Reverse 0.1nM

- 15uL Super Mix 2x

- 12uL agua libre de DNAsa

Volumen final 30uL.
Los primer usados para la amplificaciéon de la secuencia de insercion IS6110
fueron:

- Forward: 5'- CCT GCG AGC GTA GGC GTC GG-3'

- Reverse: 5'- CTC GTC CAG CGC CGC TTC GG-3’
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Condiciones de la PCR:

- Desnaturalizacion inicial: 95°C por Smin.

- Numero de ciclos: 30
- Desnaturalizacion 94°C por 1min.
- Alineacion, 65°C por Imin.
- Extension 72°C por min.

- Extension final 72°C por 10min.

Tamafio de la amplificacion por PCR: 263pb

El producto de la PCR fue sometido a electroforesis, en un gel de agarosa al 1.5%
tefiido con SYB-Safe, tiempo de corrida 40min. a 100v. las bandas se visualizaron

posteriormente en un trans-iluminador.

2.2.4 Amplificacion de MIRU-VTNR

Para la amplificacion de los MIRU-VNTR, se usaron primers especificos para cada

MIRU-VTNR, se afiadio al tubo de PCR:

luL de DNA (concentracion entre 15-20ng/ul)
luL de Primer Forward 0.1nM

luL de Primer Reverse 0.1nM

12.5ull Super Mix 2x

- 9.5uL agua libre de DNAsa

Condiciones para la PCR:

- Desnaturalizacion inicial 95°C por Smin.

- Numero de ciclos: 30
- Desnaturalizacion 94°C por 1min.
- Alineacion 59°C por 1min.
- Extension 72°C por 1min.

- Extension final 72°C por 10min.

Las temperaturas de hibridacion para cada uno de los 24 MIRU-VTNR se
detallan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Temperatura de hiridacion de los primer

TEMPERATURA
N. MIRU-VTNR HIBRIDACION
1 MIRU 24, QUB 26 540C

2 MIRU 20, MIRU 10 58°0C

3 MIRU 49, MIRU 2,MIRU 39, MIRU 23, 590C

MIRU 47

4 MIRU 48, MIRU 16 61°C

5 MIRU 46 63°C

6 LOCUS 1955 520C

7 QUB 116 50°C

8 MIRU 43, MIRU26, 550C

9 MIRU 42, MIRU 52, MIRU 27 60°C

10 MIRU 53, MIRU 31, ETRA 530C

11 MIRU 4 62°C

12 MIRU 40 56°C

Los productos de la PCR se corrierron por electroforesis en un gel de agarosa al
2.5% tefitddos con SYB-Safe el tiempo de corrida fue 120min a 90v y las bandas se

visualizaron posteriormente en un transiluminador.

Finalmente se determinaron los pesos segun los valores que se observan en la Tabla 3 y

los datos se analizaron en el programa MIRU-VTNRplus.
2.3 Analisis de datos

Los perfiles obtenidos se subieron a las bases de dato MIRU-VNTRplus

(https://www.miru-vntrplus.org/MIRU/index.faces), los perfiles se compararon con los

sets de 24 locus y 12 locus, esta base de datos compara los perfiles ingresados con los
perfiles de esta base de datos y por coincidencia asigna un linaje a cada perfil hace un
best match de 5 loci, con un punto de corte de distancia (0,17) entre los aislamientos

comparados.
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Tabla 3. Pesos de referencia y unidades de repeticion MIRU-VTNR
MIRU-VTNR UNIDAD DE PESOBASE+ PB + 1UR

REPETICION 1UR REPETICION
(UR)
MIRU 24 (1) 54 395 + 54 449
MIRU 20 (2) 77 437+ 77 514
VTNR 49 (3) 54 326 + 54 380
VTNR 48 (4) 57 347 + 57 404
VTNR 46 (5) 57 335+ 57 392
MIRU 02 (6) 53 402 + 53 455
MIRU 1955 (7) 57 92 + 57 149
MIRU 2163b (8) 69 77 + 69 106
MIRU 39 (9) 53 540 + 53 593
MIRU 23 (10) 53 150 + 53 203
VINR 47 (11) 58 247 + 58 305
MIRU 10 (12) 53 482 + 53 535
ETRC (13) 58 171 + 58 229
MTUBO04 (14) 51 537+ 51 588
QUB4156 (15) 59 563 + 59 622
MTUB39 (16) 58 272 + 58 330
MIRU 27 (17) 53 498 + 53 551
QUB26 (18) 111 187+ 111 298
MIRU 26 (19) 51 285+ 51 336
MIRU 04 (20) 77 175 +77 252
MIRU 31 (21) 53 492 + 53 545
MIRU 16 (22) 53 565+ 53 618
ETR A (23) 75 195 + 75 270
MIIRU 40 (24) 54 354 + 54 408
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MIRU-VTNRplus, es una herramienta versatil para la identificacion de cepas
individuales basadas en grandes bases de datos de referencia, esta herramienta cuenta con
una coleccion de cepas que representa los principales linajes de Mycobaterium

tuberculosis.

Tabla 4: Técnica 24 MIRU-VTNR/12MIRU-VTNR

MIRU-VTNR 24 MIRU-VTNR 12 MIRU-VTNR
MIRU 24 X
MIRU 20 X
VTNR 49
VTNR 48
VTNR 46
MIRU 02

MIRU 1955
MIRU 2163 b
MIRU 39
MIRU 23
VTNR 47
MIRU10
ETRC
MTUBO04
QUB4156
MTUB39
MIRU 27
QUB26
MIRU 26
MIRU 04
MIRU 31
MIRU 16
ETR A
MIRU 40
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A través de libre acceso con el que cuenta esta herramienta se puede comparar las
cepas estudiadas con las cepas de referencia o analizar las cepas sin utilizar el contenido
de la base de datos, esta herramienta mantiene en el servidor una nomenclatura universal,
cuenta con varios coeficientes de distancias disponibles y los resultados se pueden

exportar en varios formatos.

Las muestras estudiadas se pueden analizar con los sets 24 loci, 15 loci y 12 loci,
en la Tabla 4 podemos observar los MIRU-VTNR usados en los set 24 y 12 loci que se

analizaron en el presente estudio.
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CAPITULO III
RESULTADOS Y DISCUSION

La tuberculosis a nivel mundial es una enfermedad infecciosa cuya tasa de mortalidad
es solo superada por la COVID-19 (59). A pesar de los numerosos esfuerzos que se han
realizado para combatirla, sigue siendo un problema de salud publica y es una de las

principales causas de mortalidad en todo el mundo (60)(61).

Desde inicios del nuevo milenio, la tuberculosis es considerada como una de las

enfermedades infecciosas mas importante debido a sus altas cifras a nivel mundial (62)(59).

La tuberculosis es una patologia con una epidemiologia compleja, por lo que, la
tipificaciéon molecular o genotipado de las cepas de Mycobacterium tuberculosis es de
primordial importancia para poder conocer la diversidad biologica y la evolucion de este
patdgeno, para asi, contribuir a la vigilancia epidemioldgica mundial de esta enfermedad

(63).

La aplicacion de técnicas de tipificacion molecular permite discriminar bacterias a
nivel de cepa, lo que permite abrir las puertas a estudios de epidemiologia molecular y
aumentar nuestro conocimiento en la transmision de patégenos en entornos cada vez mas

complejos (42).
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Y

La genotipificacion de esta bacteria, nos permite identificar molecularmente los
genotipos predominantes en una determinada region, algunos de estos genotipos se pueden
diseminar con mayor o menor rapidez y otras cepas se pueden relacionar con resistencia a

antibioticos (64).

Con el descubrimiento de los polimorfismos del DNA, la tipificacion molecular de
cepas de Mycobacterium tuberculosis se ha convertido en una herramienta valiosa para el

estudio epidemioldgico de esta micobacteria (29).

El uso de la técnica MIRU-VTNR puede mejorar el rastreo de contactos,
proporcionar informacion geografica de los genotipos circulantes y, por lo tanto, ayuda en

la investigacion cientifica de la tuberculosis (65).

3.1 Secuencia de Insercion IS6110

La identificacion molecular de organismos bacterianos es realizada en genes o en
secuencias altamente conservados en las diferentes especies, pocos son los genes que se

conservan entre las especies que pertenecen al mismo género (66)(64).

La secuencia de Insercion IS6110 se encuentra localizada en multiples sitios del
genoma del Mycobacterium tuberculosis esta secuencia muestra un alto grado de
polimorfismo con respecto al nimero de copias y los sitios de insercion. Por lo tanto, se
considera que el IS6110 es un marcador molecular 1til para el diagnostico y para la

tipificacion de cepas de esta micobacteria (67)(65).

Como ya se menciono en la metodologia con el objetivo de corroborar que todas
las muestras corresponden al Mycobacterium tuberculosis se usd la secuencia de
insercion IS6110, se identifico la secuencia de IS6110 en el 100% de las muestras

analizadas, la Figura 1 nos muestra la amplificacion de la secuencia de insercion IS6110.

En todas las muestras analizadas en nuestro estudio se identifico ésta secuencia,
en cada gel de agarosa para validar la prueba se colocd un control positivo y un control

negativo, para el control positivo se utilizé la cepa de referencia H37Rv.

La secuencia IS6110, se encuentra exclusivamente en los miembros de complejo
del Mycobacterium tuberculosis, esta caracteristica permite diferenciar a los miembros

de este complejo de otras micobacterias (68)(69) .
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Figura 1. Identificacion de la secuencia [S6110.

3.2 Tipificacion 24 MIRU-VTNR

La tipificacion molecular de los aislados de Mycobacterium tuberculosis es cada
vez mas aceptada como herramienta para facilitar el conocimiento epidemioldgico
molecular de la tuberculosis con el objeto de contribuir a su prevencion y control.

Las herramientas moleculares no solo se centran en la caracterizacion genética de las

bacterias, también son de gran utilidad en la determinacion de cadenas de transmision

(70).

La técnica MIRU-VNTR, permite identificar linajes de Mycobacterium
tuberculosis presentes en una region geografica mediante la idenficacion de perfiles
resultantes de la combinacion de 24, 15 o 12 marcadores moleculares y aportan a su vez
informacion de nuevos perfiles genéticos presentes que circulan en una determinada

poblacion humana.
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Figura 2. VTNR 48. 12 primeras muestras.

La figura 2 nos muestra los alelos presentes en 12 muestras de cepas aisladas de
Mycobacterium tuberculosis, se observa al VINR 48 cuyo peso molecular en pares de

bases de las doce muestas corresponde a 2 repeticiones en tandem (461pb).

En el presente estudio se tipificaron molecularmente 54 cepas de Mycobacterium
tuberculosis mediante la técnica MIRU-VNTR descrita por Supply (71), solo en 17
aislados se amplificaron los 24 loci referidos en la técnica 24MIRU-VTNR, en los 37
aislados restantes amplificd en algunos casos dos bandas y en otros aislados no se

amplifico ninguna banda en un loci determinado como se observa en la Tabla 5.
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Tabla 5. Perfiles MIRU-VTNR 24 Loci
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La presencia de mas de un alelo en un loci nos podria indicar una microevolucion
en estas cepas, o podriamos afirmar que existe una sobre infeccion con otras cepas de

Mycobacterium tuberculosis.

La técnica MIRU-VTNR utilizada para genotipificar al Mycobacterium
tuberculosis tiene su similitud con el estudio de microsatélites utilizado para la
identificacion de personas, asi como su uso en pruebas de paternidad en seres humanos.
Las repeticiones en tdndem denominadas MIRU o VTNR estan dispersas en todo el
genoma de esta micobacteria y se encuentran distribuidos en forma intercalada en 41
sitios, esta técnica es una gran herramienta molecular donde el tamafio de cada

ampliacion determina el namero de repeticiones de cada MIRU-VTNR (72).

Asimismo, como se muestra en la Tabla 5 solo se identifico dos aislados idénticos
con una similitud del 100% (TB02 y TBO03), la tasa de clustering fue de 0.055, la
epidemiologia molecular indica que cuando existen dos 0 mas genotipos idénticos que
forman cluster estas dos o mas cepas pertenecen a una misma cadena de transmision y
sugiere una infeccion reciente; genotipos unicos que no forman cluster se relacionan con

reactivacion de infecciones latentes.

En el 24% de las muestras se observaron alelos dobles, el aislado TB 40 presento
el mayor numero alelos dobles en multiples loci, la presencia de alelos dobles en una
misma cepa en mas de un loci nos haria pensar en una sobre infeccion o infecciones
mixtas. Micheni L. (73) realizd una revisién sistematica en Sub-Saharan Africa,
identifico estudios que reportaban infecciones mixtas, la tasa de prevalencia de
infecciones por cepas mixtas notificadas en los diferentes estudios oscila entre el 2,8 %

yel 21,1 %.

3.3 Linajes de aislados de Mycobacterium tuberculosis

La técnica MIRU-VNTR 24 loci nos permitié identificar, cepas del linaje
Haarlem, del linaje Ugandal, como se observa en la Tabla 6; los datos obtenidos se
subieron a la base de datos MIRU-VTNRplus donde se compararon los perfiles
obtenidos con los perfiles de esta base de datos, se hizo un analisis a partir de la mejor
coincidencia un best match con un punto de corte de distancia (0.17), en el que se acepta
como maximo una diferencia de cinco loci entre los aislamientos comparados. Se asign6

un linaje filogenético a 14 aislados que corresponden al 25.93% de las muestras.
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Tabla 6. Identificacion del linaje set 24 MIRU-VTNRplus

ID TIPIFICACION LINAJE
TBO1 223234132334545161332322 Desconocido
TB02 223235322434425153333622 Haarlem
TB03 223235322434425153333622 Haarlem
TB04 22421232-322226173334412 Desconocido
TBO05 2232-433-632423153333622 Desconocido
TB06 22-233231,2324226153131712 Desconocido
TB07 2232353-2434425153333622 Haarlem
TB08 223234221,2534425153333622 Desconocido
TB09 23423333-424226133131612 Desconocido
TB10 223235321,2434425153333622 Haarlem
TBI11 22323532-334425153333622 Haarlem
TB12 22322,34322434425153333622 Haarlem
™13 meeeeeeaa-- 2-1--3----2 Ugandal
TB14 223245322434425163334622 Desconocido
TB15 2232453224344-5163334622 Desconocido
TB16 223234222534425153323622 Desconocido
TB17 214252132324421153323212 Desconocido
TB18 213,4233222434-25153323622 Desconocido
TB19 2--2-4-2--34-251533-3--2 Multiples Matches
TB20 2131,234231332-23153313522 Desconocido
TB21 2--2-4-3-3,4--423,51--3----2 Multiples Matches
TB22 214243232244221143324112 Desconocido
TB23 124224131224126153322612 Desconocido
TB24 1342241312-4126153322612 Desconocido
TB25 223236222434425151333622 Desconocido
TB26 244233252624426173353813 Desconocido
TB27 223135222534425153343622 Desconocido
TB28 223255223434425153343622 Desconocido
TB29 223235222434425153343322 Desconocido
TB30 223235223534425153344622 Desconocido
TB31 213236322334425153333622 Haarlem
TB32 21323532-534425153333522 Haarlem
TB33 21323532-534425153333522 Haarlem
TB34 213235321534425153333722 Desconocido
TB35 213235321,253442515333372- Desconocido
TB36 214243322334225153333512 Desconocido
TB37 13-22435-224-26153332512 Desconocido
TB38 213235321,253442-1533337,822 Haarlem
TB39 21424332-334225153333512 Desconocido
TB40 1,2141,2-432,3-4-41,4261533--512 Desconocido
TB41 -14--3,5------ 42-15-3----2 Haarlem
TB42(TBD1RI) 1-313521,322241261132122,3-1 Desconocido
TB43(TBD2RI) 1121252114344251111232,4-1 Desconocido
TB44(TBD3MD) 1-312-22-2241261433-2--1 Desconocido
TB45(TBD4MD) 1321252312244261222122,3-1 Desconocido
TB46(TBD5RR) 12213,6-2113441251321332,5-1 Desconocido
TB47(TBD6MD) 1211,22421241,345251132337-1 Desconocido
TB48(TBD7MD) -221,21522261,34-2-2-3-327-- Desconocido
TB49(TBD8RI) -211,22621-41,34-2-113-3372- Desconocido
TB50(TBD9RI) 1211,23721241,344251132337-1 Desconocido
TB51(TBD10RR) 1311,24422141,34225113-3-8-0 Desconocido
TB52(TBDI11RR) 1211,23521-51,34-2-1232336-1 Desconocido
TB53(TBD12RI) 1311,24422141,343251233338-1 Desconocido
TB54(TBD13MD) 13313523-12412-13331,225,3-- Desconocido
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Al 74.07% de las muestras restantes que corresponde a 40 aislados no se les
asigno ningun linaje. Al 20.37% se les asigno el linaje Haarlem, al 1.85% de aislados se
le asigno el linaje Ugandal y al 3.71% de aislados se les asigno como Multiples matches
en los que se identificaron para el aislado TB19 con distancias iguales de 0.1429 los
linajes Cameroon y Harlem (Tabla 7). Asi mismo, en el aislado TB21 se identificaron
los mismos linajes con una distancia de 0.0 para el linaje Harlem y 0.1111 para el linaje

Cameroon. La tasa de clustering fue de 0.055 (Anexo 1)

En el estudio realizado por Salvado R.(74), usando la técnica MIRU-VTNR 24
loci encontré que los linajes mas frecuentes fueron LAM (65,6%) y Haarlem (22,1%),
los resultados obtenidos permitieron a los autores una mejor comprension de la dindmica

de transmision y evolucion de la tuberculosis en esta region.

Tabla 7. Linajes presentes en la poblacion de estudio 24 Loci MIRU-VTNR

Linaje Numero Diversidad
Alélica

Desconocido 40 74.07

Haarlem 11 20.37

Multiple matches 2 3.71

Ugandal 1 1.85

Total 54 100.00

3.4 Tipificacion 12 MIRU-VTNR

Con el objetivo de asignar a nuestra poblacion de estudio un linaje determinado
se compararon los perfiles MIRU-VTNR obtenidos con la base de datos 12 loci MIRU-
VTNRplus, set de datos se encuentra también en el programa MIRU-VTNRplus.

Los perfiles obtenidos en el set 12 loci MIRU-VTNR plus se observa en la Tabla
8, observamos la formacion de tres clusteres todos formados por cepas del linaje

Haarlem.
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Tabla 8. Identificacion del linaje set 12 loci MIRU-VTNR

1D Tipificacion Linaje

TBO1 223412516132 Desconocido
TB02 223532515332 Haarlem
TBO03 223532515332 Haarlem
TB04 22123-617332 Desconocido
TBO0S 22-43-315332 Cameroon
TBO06 223321,2615332 Cameroon
TBO07 223532515332 Haarlem
TBO08 223421,2515332 Cameroon
TB09 22333-613332 Desconocido
TB10 223531,2515332 Haarlem
TBI11 22353-515332 Haarlem
TB12 222,3432515332 Haarlem
TB13 ---3,4---1---2 Ugandal
TB14 224532516332 Haarlem
TB15 224532516332 Haarlem
TB16 223422515322 Ugandal
TB17 225212115322 Desconocido
TB18 223322515322 Ugandal
TB19 22-4--5153-2 Cameroon
TB20 21,23421315312 Desconocido
TB21 22-4--3,51---2 Haarlem
TB22 224322114322 Ugandal
TB23 122411615322 Desconocido
TB24 122411615322 Desconocido
TB25 223622515132 Haarlem
TB26 223322617353 Beijing
TB27 213522515342 Ugandal
TB28 225523515342 Desconocido
TB29 223522515342 Ugandal
TB30 223523515342 Ugandal
TB31 223632515332 Haarlem
TB32 22353-515332 Haarlem
TB33 22353-515332 Haarlem
TB34 223531515332 Cameroon
TB35 223531,251533- Haarlem
TB36 224332515332 S

TB37 12243-615332 X

TB38 223531,2-15332 Haarlem
TB39 22433-515332 Cameroon
TB40 1,21,2-43-6153-2 Lam

TB41 ---3,5---15--2 Ugandal
TB42(TBDI1RI) 113522611311 Desconocido
TB43(TBD2RI) 112521511121 Desconocido
TB44(TBD3MD) 112-2-6143-1 Desconocido
TB45(TBD4MD) 112521612211 Desconocido
TB46(TBD5RR) 113,6-21513231 Desconocido
TB47(TBD6MD) 11,22422511331 Desconocido
TB48(TBD7MD) -1,21522-2-33- Desconocido
TB49(TBDSRI) -1,2262--1133- URAL
TB50(TBD9RI) 11,23722511331 Desconocido
TB51(TBD10RR) 11,24421511330 Desconocido
TB52(TBD11RR) 11,2352--12331 Desconocido
TB53(TBD12RI) 11,24421512331 Desconocido
TB54(TBD13MD) 11352--1331,2- Desconocido
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Al comparar los resultados con la base de datos 12 MIRU-VTNR se logro
asignar un mayor nimero de linajes a nuestras muestras. Los linajes asignados en este
set son el linaje Haarlem, el linaje Uganda I, linaje Cameroon, linaje Lam, linaje S,
linaje Beijing, linaje Ural y linaje X, se asignaron 5 linajes mas que con el set 24 loci

MIRU-VTNR. La tasa de clustering fue de 0.56

Como se observa en la Tabla 9, s6lo un 37.04% de los aislados que
corresponden a 20 muestras presentaron patrones huérfanos no se les encontro
semejanza con ninguno de los perfiles de la base de datos 12 MIRU-VTNRplus, al
62.96% de las muestras se les asign6 un linaje conocido, el 24% de los aislados que
corresponde a 13 muestras se les asign6 el linaje Haarlem, al linaje Ugandal se les
asignd 6 muestras (11.11%), al 7.41% de los asilados se le asign¢ el linaje Cameroon
con 4 muestras y a los linajes S, URAL y X fueron asignados aun solo aislado cada uno

que corresponde al 1.85% para cada linaje.

Tabla 9. Linajes presentes en la Region Arequipa 12 Loci MIRU-VTNR

Linage Numero Porcentaje
Desconocido 20 37.04
Multiple matches 8 14.81
Cameroon 4 7.41
S 1 1.85
Haarlem 13 24.07
Ugandal 6 11.11
URAL 1 1.85
X 1 1.85

Total 54 100.00

En el estudio realizado por Khosravi A. (75), donde se analizaron 88 muestras
drogo resistentes que provenian de varios centros de referencia, para su tipificacion se
us6 la técnica 12 loci MIRU-VTNR, se demostré una alta diversidad en las cepas
multidrogo resistentes las que se clasificaron en 20 genotipos distintos. Los MIRU 10

y 26 fueron los loci mas discriminatorios con 8 y 7 alelos respectivamente; mientras
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que los MIRU 2, 20, 24 y 39 fueron los menos discriminatorios con 1-2 alelos cada

uno.

3.5 Diversidad Alélica Mycobacterium tuberculosis

La mayor diversidad alélica después del andlisis en el programa MIRU-
VTNRplus como se observa en la Tabla 10, la presento el MIRU 20 con una diversidad
alélica de 0.82, seguido del VINR QUB26 con una diversidad alélica de 0.81 en los
que se observaron 8 alelos diferentes, los MIRU-VTNR: QUBI11b, MIRU 10,
QUB4156, MIRU 40, ETRC, MTUBO04, ETRA, Mtub 21 presentaron una diversidad
alélica de 0.78, 0.73, 0.71, 0.70, 0.68, 0.67, 0.66 y 0.64 respectivamente.

Tabla 10. Diversidad alélica MIRU-VTNR

Diversidad alélica Loci Alias Diversidad
Alélica
2059 MIRU20 0.82
4052 QUB26 0.81
2163b QUBI11b 0.78
960 MIRU10 0.73
4156 QUB4156 0.71
802 MIRU40 0.70
Silgl ETRC 0.68
2401 Mtub04 0.67
2165 ETRA 0.66
ALTAMENTE 1955 Mtub21 0.64
DISCRIMINATORIO 3192 MIRU31 0.62
2531 MIRU23 0.62
2996 MIRU26 0.62
1644 MIRU16 0.62
3690 Mtub39 0.58
580 MIRU04 0.53
MODERADAMENTE 154 MIRUO02 0.5
DISCRIMINATORIO 4348 MIRU39 0.44
3171 Mtub34 0.37
3007 MIRU27 0.26
POCO 2347 Mtub29 0.19
DISCRIMINATORIO 2461 ETRB 0.05
2687 MIRU24 0.02

Se han realizado diferentes estudios donde se propone usar un menor nimero

de MIRU-VTNR. Maghradze N. (76) en un estudio realizado en Georgia se propuso
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usar un panel de 10 loci MIRU-VTNR con los que se obtuvo el mismo poder de
discriminacién que cuando se aplicd a los mismos aislados el panel estindar de 24
locus, el panel de 10 MIRU-VTNR, estuvo formado por los MIRU con mayor poder
de discriminacion demostrando al mismo tiempo una disminucion en los costos, tiempo

y carga de trabajo (76).

En el estudio realizado Weerasekera D. et al. (61) en el que comparo6 los perfiles
obtenidos con los sets 15loci MIRU-VTNR y 24 loci MIRU-VTNR de la base de datos
MIRU-VTNRplus, concluy6 que la tipificacion MIRU-VNTR de 15 locus es suficiente
para un estudio epidemiologico de primera linea y para poder diferenciar aislados de
grupos altamente homologos, obteniendo los mismos resultados como si aplicara la

técnica 24 locus MIRU-VNTR (61).

Los MIRUS con menor diversidad alélica fueron los el MIRU 24 y ETRB con
valores 0.02 y 0.05. En el estudio realizado por Bolado E. et al. (77) donde se analizaron
tres regiones diferentes de este pais, se encontré que los MIRUS, VINR QUB 26,
MTUB 4, MIRU 26, QUB 11b, MIRU 40 y el MIRU 26 fueron los mas polimorficos.
Asimismo, en el estudio realizado en por Méndez M. et al.(78) en Venezuela encontrod
la diversidad alélica mas alta en el locus QUB 26, seguido de los loci QUBI11b,
MIRU26 y Mtub04 (78).

3.6 Aislados multidrogo resistentes Mycobacterium tuberculosis.

De las 54 muestras que se genotipificaron 13 aislados corresponden a cepas de
Mycobacterium tuberculosis drogo resistentes, ninguna de ellas amplifico los 24 MIRU-
VTNR, 5 aislados correspondian a cepas multidrogo resistentes, 5 aislados eran
resistentes a Isoniacida y 3 resistentes a Rifampicina, se evidencié la presencia de mas
de dos alelos en un loci, como ya se menciono, la presencia de mas de un alelo en un
mismo loci nos podria indicar una microevolucion en estas cepas, o podriamos afirmar

que existe una sobre infeccion con otras cepas de Mycobacterium tuberculosis.

Como podemos observar en la Tabla 11 el 92% de aislados drogo resistentes
presentan mas de un alelo en algin MIRU-VTNR y el 75% de los aislados presentan dos
alelos diferentes en dos MIRU-VTNR diferentes. Podemos observar también que en el

100% de las muestras no se amplificé uno los alelos MIRU-VTNR.
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Tabla 11. 24 MIRU-VTNR en aislados drogo resistente

538 % 8838 888 338338858 88 5%

o ¥ 1w W05 d RN N NSANNN®O®mon oI S
TBD1RI 1 - 3 1 3 521322 2 41261132 1 223 -1
TBD2RI 1 1 2 1 2 52 1 14 3 44251111 2 324 -1
TBD3MD 1 - 3 1 2 -2 2 -2 2 41261433 - 2 -1
TBD4MD 1 3 2 1 2 52 3 12 2 44261222 1 223 -1
TBD5RR i1 2 2 1 36 -2 1 13 4 41251321 3 325 -1
TBD6MD i 2 1 12 2 4 2 1 2 413 45 251132 3 3 7 -1
TBD7MD -2 212 1 52 2 26134 -2 -2 -3 - 3 2 7 - -
TBD&RI - 2 1 12 2 62 1 - 4134 -2 - 113 - 3 3 7 2 -
TBDOIRI 1 2 1 12 3 7 2 1 2 4 13 4 4 2 51132 3 3 7 -1
TBD10RR 1 3 1 12 4 4 2 2 1 4 13 4 2 25113 - 3 - 8 -0
TBD11RR i1 2 1 12 3 52 1 - 513 4 - 2 - 12 3 2 3 3 6 -1
TBD12RI i1 3 1 12 4 4 2 2 1 4 13 4 3 2 51 2 3 3 3 3 8 -1
TBD13MD N 38 gl 3 52 3 -1 2 412 -133312 253 - -
N. ALELOS 1IN BN P 5 41 3 26 4 15122433 3 2 7 11

TB51 TB53
RIMR INHR

ETRA (2165)
23

420(3
400 3) 345(2)

300 270(1)
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Figura 3. MIRU-VTNR ETRA (2165). En el MIRU-VTNR ETRA, se observa la
presencia de dos bandas desde las muestras TB 47 hasta la muestra TB (53), la muestra
TB54 solo se observa la presencia de una banda.

Los datos observados en esta tabla 11 nos sugieren una gran variedad de

genotipos drogo resistentes que circulan en nuestra region, esta variacion en los patrones
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de amplificacion de los MIRU-VNTR podrian explicar la resistencia a firmacos de estas
cepas (28). En la Figura 2 observamos la presencia de dos bandas en 7 muestras podria

indicar una sobre infeccion.

Tabla 12. Linajes de aislados drogo resistentes a 0.6 de distancia genética

Linage Numero Porcentaje

Multiple matches 7 53.85
LAM 2 15.38
Ghana 1 7.69
TUR 1 7.69
S 1 7.69
Haarlem 1 7.69

Total 13 100.00

En la Tabla 12 podemos observar que al aumentar la distancia genética de 0.17 a
0.6 se pudieron asignar linajes a las muestras, al 15.38% de los aislados se asigno el
linaje Lam, se identificaron aislados del linaje Ghana, del linaje TUR, del linaje S linaje
Haarlem con un porcentaje de 7.69 cada uno correspondiente a un aislado, 53.85% de
las muestras fueron identificados como Multiples matches, estos aislados estaban
relacionados con aislados del linaje Ugandal, linaje Llama, linaje Cameroon, Linaje

Ghana, Linaje Haarlem, Linaje URAL como se muestra en el anexo 3.

China es uno de los paises con alta carga de tuberculosis, representa entre el 22
y el 30% de los casos de tuberculosis en todo el mundo, un estudio epidemioldgico
realizado en este pais demostro que las tasas de tuberculosis multidrogo resistente
primaria y adquirida fueron del 3,8 y el 26,9% respectivamente, mas del 50% de la cepas

que predominan en este pais pertenecen a la familia Beijing (79).

Varios paises asiaticos con alta prevalencia de tuberculosis han encontrado que
el genotipo proveniente de la familia Beijing es el predominante en estas zonas y se han

encontrado asociaciones entre este genotipo y la resistencia a antibidticos (80).

La region africana en el 2019 reportd el 25% de la incidencia mundial de

tuberculosis y actualmente tiene las tasas mas altas de mortalidad de tuberculosis
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asociadas al VIH, los casos de tuberculosis activa sensible a los medicamentos tienen un
85% de éxito en el tratamiento. Sin embargo, en informes recientes, se ha reportado en
esta region africana el aumento de casos de tuberculosis resistente a los medicamentos

(81)(82).

El resultado del tratamiento para la tuberculosis puede verse afectado por una
infeccidn mixta, las que pueden tener un patron de susceptibilidad diferente, el fracaso

en los tratamientos infecciosos es mas frecuente cuando existen sobre infecciones (83).

El fenémeno de infeccién por cepas mixtas de tuberculosis se reconocid por
primera vez en 1975 introduciendo un desafio para el diagnostico, tratamiento y control
de la tuberculosis. El uso de pruebas moleculares confirma que la infeccion mixta de
tuberculosis es mas frecuente de lo considerado inicialmente, esta infeccion mixta ha
sido identificada como la principal causa de fracaso del tratamiento de la tuberculosis

(85).

La tipificacion molecular haciendo uso de los mini satélites MIRU-VNTR no
solo ha facilitado en gran medida los estudios epidemioldgicos moleculares de
tuberculosis, ademas de detectar cadenas de transmision y factores de riesgo, estos
marcadores también permiten estudiar las infecciones por cepas mixtas o fenomenos

micro evolutivos, identificando mas de un alelo en un determinado loci. (84)

El genotipado desempefia un papel importante en la vigilancia y la epidemiologia
molecular de la tuberculosis, la tipificaciéon de unidades repetitivas intercaladas micro
bacterianas- repeticiones en tandem de nimero variable (MIRU-VNTR) se ha utilizado
ampliamente en estudios epidemiologicos moleculares de la tuberculosis. Sin embargo,
las herramientas de genotipado para Mycobacterium tuberculosis pueden ser limitantes
en algunos entornos debido al alto costo y a la carga de trabajo que genera, por lo que el

genotipado se ve limitado sobre todo en paises de bajos recursos.

Podriamos sugerir en base a los resultados obtenidos caracterizar a las cepas de
MT que circulan en nuestra region haciendo uso de los MIRU-VTNR con mayor poder
de discriminacion hallados en nuestro estudio, de esta manera podemos abarcar un mayor

nimero de muestras al disminuir los costos que genera tipificar 24 loci.

Diversos estudios han demostrado que un alto grado de diversidad genética entre
los aislados del Mycobacterium tuberculosis resistentes a los medicamentos, como

observamos en los resultados obtenidos en nuestro trabajo, estos resultados podrian
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Y

interpretarse como una tasa baja de transmision de persona a persona de cepas resistente

a antibioticos en nuestra region (86).

La resistencia a los medicamentos es uno de los principales desafios para el
control de la tuberculosis, esta resistencia a los medicamentos puede deberse
principalmente a mutaciones puntuales especificas en el genoma del Mycobacterium

tuberculosis (87).

Un método de genotipado es altamente efectivo cuando el método es rapido,
técnicamente facil, tiene una alta discriminacion entre clisteres y proporciona datos que
son faciles de usar, datos que seran utiles para ser comparados con resultados de otros
laboratorios tanto a nivel nacional e internacional. El genotipado de la tuberculosis

MIRU-VNTR ha demostrado cumplir con todos los criterios anteriores.

Los estudios de tipificacion molecular de Mycobacterium tuberculosis, ayudan a
determinar la distribucion geografica de los genotipos que circulan en una determinada
region, se puede determinar la asociacion de estos genotipos con factores de riesgo

relacionados a tuberculosis (88).

No sola basta con determinar los genotipos presentes que circulan en una region,
es necesario investigar otras caracteristicas como el tipo tuberculosis, caracteristicas
clinicas, y epidemiologicas de las cepas circulan en una determinada region, algunos
estudios consideran que la edad, el género y la region tienen relacion importante en la

reciente transmision de algunas cepas (89).

La determinacién del ntimero de repeticiones de los diferentes MIRU-VTNR
pueden también ser usados como factor de riesgo para determinar resistencia a la
Rifampicina causada por mutacion del gen rpoB, en un estudio realizado por Su en China
donde se analizaron 357 muestras de tuberculosis resistentes a la Rifampicina se
concluyd que la mutacion del gen rpoB se relacionaba con un mayor nimero de

repeticiones en los loci MIRU10, QUB4156 y MIRU39 (58).

La mono resistencia de la Isoniacida puede aumentar el riesgo de desarrollar
tuberculosis drogo resistente y también se asocia con una mala respuesta al tratamiento
anti-Tuberculoso de primera linea y un mal prondstico a buenos resultados en el

tratamiento (90).
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La tuberculosis multi resistente, causada por cepas que son resistentes tanto a la
Isoniacida como a la rifampicina es la principal amenaza para las actividades de control

de la tuberculosis en todo el mundo (91).

La realizacion de estudios posteriores con una muestra de mayor tamafio y el uso
de otros marcadores moleculares y buscar su relacion con factores clinico-
epidemiologicos podrian dilucidar las posibles asociaciones entre la distribucion de los

linajes y aspectos especificos de la relacion patogeno-huésped.
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CONCLUSIONES

Primera La técnica MIRU-VTNR set 24 loci con una distancia genética de 0.17 establecid
patrones huérfanos al 74.07% de los aislados, al 20.37% de aislados se les asigno
el linaje Haarlem, al 1,85% de aislados se le asigno el linaje Ugandal y al 3.71% de
los aislados se les asignd como Multiples matches. El set 12 loci identificd con una
distancia genética de 0,17 que el 37.04 % de los aislados presentaron patrones
huérfanos, al 24% de los aislados se les asigno el linaje Haarlem, al 11.11% de las
muestras se le asigno el linaje Ugandal, al 7.41% de los asilados se le asign6 el linaje
Cameroon y los linajes S, URAL y X fueron asignados cada uno a una sola muestra
(1.85%). La evaluacion a una distancia genética de 0.17 en el programa MIRU-
VTNRplus no asign6 ningtn linaje a las cepas drogo resistentes. Se logrd precisar
linajes a una distancia genética de 0.6, al 15.38% de los aislados se asigno el linaje
Lam, se identificaron también el linaje Ghana, linaje TUR, linaje S y linaje Haarlem

con un porcentaje de 7.69 cada uno.

Segunda Los MIRU-VTNR con diversidad alélica altamente discriminatoria son: MIRU20,
QUB26, QUB11b, MIRU10, QUB4156, MIRU40, ETRC, Mtub04, ETRA, Mtub21,
MIRU31, MIRU23 los que presentaron una diversidad alélica mayor de 0.6

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




3%, UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

RECOMENDACIONES

Primera Realizar un estudio en el que se correlacionen los datos epidemioldgicos con los
perfiles MIRU-VTNR y validar los MIRU-VTINR con mayor poder de

discriminacién para poder ser usado en nuestra region.
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MIRU-VNTRplus: Identification by Similarity Search
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MIRU-VNTRplus: Identification by Similarity Search

'Settings

Distance Measure: MIRU-VNTR [12]: Categorical
Number of user strains per page: 70

For each user-strain, display the next 5 matches.
Do not show strains with distance greater than 0.17

Summary Statistics
Number of user strains: 108
Clustering Rate

Clustering rate MIRU: 0.5648148
Clustering rate Spoligo: NaN
Allelic Diversity
154 / MIRUO2: 0.51
580 / MIRUO4: 0.53
802 / MIRU40: 0.71

960 / MIRU10: 0.73
1644 / MIRU16: 0.63
2059 / MIRU20: 0.82

2531 / MIRU23: 0.62
2687 / MIRU24: 0.03
2996 / MIRU26: 0.62

Distribution of Identified Lineages

unknown: 37.04%  multiple matches: 14.81%  Cameroon: 7.41% S: 1.85%
Haarlem: 24.07%  Ugandal: 11.11%  URAL: 1.85% X: 1.85%

N o w o mMm T oW o

Distance ID SpecieslLineage MLVA I\;tbC15- gégggﬁﬁggg;gg
OE RERERERERENERENERERESE

user strain TBO1 ?-1110 223412516132
MLVA s 25 css50 3858z

Distance ID Species Lineage MtbC15- .2 2,2 2202 B hE SR BEE
9 e REREREREREE8EIERERE

user strain TB02 ?-15 22353251533
0.0 2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 22353251533
0.0 4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 22353251533
0.0 4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 223532515233
0.0 9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 22353251533
0.0833 3342/02 M. tuberculosis Haarlem 86-29 2 2 3 53 251513
MLVA oz css2sa3285 &

Distance ID Species Lineage MtbC15- 2 2 2 _ZI272 2 L2 LB LR 0
9 LERERERERERENERENERERE

user strain TB03 ?-15 22353251533
0.0 2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 22353251533
0.0 4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 22353251533
0.0 4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 22353251533
0.0 9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 22353251533
0.0833 3342/02 M. tuberculosis Haarlem 86-29 22353251513
~NoT o w o m T oW o oo

Distance ID SpecieslLineage MLVA I\;tbC15- g§g§g§3§§§§§§§§§§§§§§§§§
Y RE R RE RERE N AEAERE A2

user strain TB04 ?-? 22123-617332
MLVA oz 222228385
Distance ID Species Lineage MtbC15- .2 2 2 23272 252 2e0e
9 LERESERESERENENEAERE

user strain TBO5 ?-? 22-43-3153
0.1 5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2234315153
0.1 4217/02 M. tuberculosis Haarlem 84-28 2224322153
0.1 12637/02 M. tuberculosis Haarlem 90-31 2235323153
0.1 3103/03 M. tuberculosis Haarlem 91-31 2235323153
0.1 6946/03 M. tuberculosis Haarlem 84-28 2224322153
MLVA & =z 228588485
Distance iD Species Lineage MtbC15- 2 2 2 _232o2-2n2sznz
9 HEREREFEREREZNEAEAZRE

user strain TB06 ?-? 22332 6153
0.0909 5390/02 M. tuberculosis Cameroon 76-26 2 2 3 3 2 15153
0.0909 10438/01 M. tuberculosis Cameroon 79-26 2233215153
MLVA o528 5q

Distance ID Species Lineage MtbC15- .2 2 2 21272252 san2om
9 LEREREREREREERENERERE

user strain TB07 ?-15 22353251533
0.0 2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 22353251533
0.0 4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 22353251533
0.0 4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 22353251533
0.0 9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 22353251533
0.0833 3342/02 M. tuberculosis Haarlem 86-29 2 2 3 53 251513

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis

3007 / MIRU27: 0.26
3192 / MIRU31: 0.62
4348 / MIRU39: 0.44

SpolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
ST Lineage INHSMEMBRMPPZA pattern
? ? 2 ? ?

ZspolDB4 . RP
2?2 P s Gagneux'sINHSM EMB RMP PZA IS 6110 RFLP patt
9= Lineage

2 ? ?2 07 ? ?

2 50 S S s S S rm oI 1
2 487 s s s s s I I
2 50 2 2?2 2 2?2 2 RN T 1
2 50 s s s s s FEEANG W B A
2 r s r r S ' 11 1 1
ZspolDB4 _ RP
ggg ST Gagneux'sINHSMEMB RMP PZA IS 6110 RFLP patt
9= Lineage

2 ? ? 7 ? ?

2 50 5 s s 5 S rn o 11 1
2 487 s s s s s ol - e
2 50 2?2 2 2?2 2 E DN N T 1
2 50 s s s s s FEEANG W0 B A
2 r s r r S | 11 1 1
SpolDB4 RD Gagneux's INH SM EMB RMP PZA IS 6110 RFLP

ST Lineage pattern
? ? 2 ? ?

% ZspolpB4 . RP

gggg P s Gagneux'sINHSMEMB RMP PZA IS 6110 RFLP p
RESE Lineage

32 ? ? 07 ? ?

32 61 s s s s s 1IN 1w
32 1586 2 2?2 2 2?2 2 I TN T

32 2 s s s s s 1 11

32 2 5 S s 5 5 I ITm |
32 1586 s s s s s i

% ZspolpB4 . RP

szgz P Gagneux'sINHSMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP p
ZEds ST :

METE Lineage

32 ? ? ? ?

32 61 s s s s s [ T T1'*Hm 1IN
32 61 s s s s s I 11 1IN Im
ZspolDB4 . RP
gg P ST Gagneux'sINHSMEMB RMP PZA IS 6110 RFLP patt
9= Lineage

2 ? ? 07 ? ?

2 50 5 S s 5 5 Fm o 11 1
2 487 s s s s s h ol - e
2 50 2?2 2 2?2 2 I N T 1
2 50 s s s s s FEEANG 0 B A
2 r s r r S ' 11 | 1




MLVA SpolDB4 RD

Distance ID Species Lineage MitbC15- . Gagneux'sINHSM EMB RMPPZA IS 6110 RFLP p
9 H=& Lineage
user strain TBO8 ?-? 22342 515332 ? 0?2 ? 2?2 2
0.0909 5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 223431515332 61 s s s s s -
0.0909 5390/02 M. tuberculosis Cameroon 76-26 2 2 3 321515332 61 s s s s s [ T TI*Hm 1IN
0.0909 10438/01 M. tuberculosis Cameroon 79-26 2 2 332 1515332 61 s s s s s 1 11 I m
- . MLVAMtbCc15- S 3 2228 8245 5 2 spolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance ID SpeciesLineage 9 rEsEuEsEiagErEbEsEnEogye p Lineage INHSMEMBRMP PZA pattern
user strain TB0O9 ?-? 22333-613332 2 0?2 ? 2?2 2
. . . MLVA 5 2522583555 SspolpBa . RP
Distance ID Species Lineage MtbC15'§§g§g§3§§§§§§§§§§§§§§§§§ ST Ga_gneux'sINHSM EMBRMPPZA IS 6110 RFLP pa
9 NERERERERERENELERERERESE Lineage
user strain TB10 ?-? 22353 515332 ? 0?2 ? 2?2 2
0.0 2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 2 3532515332 50 s s s s s rT Em 11
0.0 4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 353 25153 32 487 s s s s s ool |
0.0 4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 2 2 3532515332 50 2 0?2 ? 2 2 B IR N | &
0.0 9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 2 3532515332 50 s s s s s T T TE
0.0909 5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 3 431515332 61 s s s s s 1T I 1T 'EEma
NY e S wemTarn o RD
Distance  ID Species  Lineage |, Miie gégzgéSggggg§§§§§§ggggﬁgsl"g?““eagneux-s:NHsmEMBRMppzA IS 6110 RFLF
P RERERESERENERENERERESE Lineage
user strain TB11 14237-1993 2 2 3 53 - 51 5 3 3 2 ? 0?2 2?2 2?2 2
0.0 2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 223532515332 50 s s s s s 'l BN N |
0.0 4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 223532515332 487 s s s s s colimlbe o]
0.0 4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 223532515332 50 ? 0?2 2?2 2?2 2 EITENE_ N 1
0.0 9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 223532515332 50 s s s s s 1 T
0.0909  5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 223431515332 61 s s s s s 1T 1T 'BE
. . . MLVA o 2522553555 SspolDBa,._ NP
Distance ID Species Lineage MtbC15-$§g§g§s§§§§§§§§§§§§§§§§§ ST Ga_gneux'sINHSM EMBRMPPZA IS 6110 RFLP pa
9 FEAE BE PE HE ME MNE AE NE M ME T2 |_|neage
user strain TB12 ?-15 22 432515332 ? 0?2 ? 2?2 2
0.0 3686/03 M. tuberculosis Haarlem 92-15 2 2 2 4 32515332 47 s s s s s L1 mil
0.0 4412/04 M. tuberculosis X 142-15 2 25432515332 119 s s s s s 1 & 11
0.0 9787/04 M. tuberculosis X 142-15 225432515332 119 s s s s s 10N 1
0.0909 5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 3 4 3 1515332 61 s s s s s 1T I 1 'EEm
0.0909  2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 23532515332 50 s s s s s rT Em 11
. ) . MLVA & 2322383 %85% & ZspoiDB4.__RP
Distance ID Species Lineage MtbCIs'ggggg§3§§§§§§§§§§§§§§§§§ ST Ga_gneux'sINH SMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP pat
9 P RERERERERENERENERERESE Lineage
user strain TB13 ?-? e e ? 0?2 ? 2?2 2
0.0 8490/00 M. bovis Bovis 5-6 242242413332 482 s s s s r I
0.0 2176/99 M. tuberculosis Ugandall 21-13 2213315143232 S s s s s I EI N 11171
0.0 2253/99 M. tuberculosis Ugandall 22-13 224331514342 s s s s s EI Il I 11
0.0 2191/99 M. tuberculosis Ugandall 23-13 223331514342 420 s s s s s I'ET N
0.0 2379/99 M. tuberculosis Ugandall 24-13 2 2 33 3 151 4 3 4 2 420 s r s s s I ITHI I 11
. ) . MLVA 5 25225835855 SspolDBa . RP
Distance ID Species Lineage MtbC15- §§ Sg gg sg §g Egﬁg §§§§ §§§§ ﬁg ST Ga_gneux's INHSMEMBRMPPZA IS 6110 RFLP patt
9 HEAE BE P e ME MNE ME NE ME ME T e |_|neage
user strain TB14 ?-15 224532516332 ? 2?2 ? 2?2 2
0.1667  2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 2 3532515332 50 s s s s s 'l T R 1
0.1667  4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 353 2 51 5 3 3 2 487 s s s s s ol - e ]
0.1667  4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 2 2 353 25153 32 50 2 0?2 ? 2?2 2 EITEIE N D B |
0.1667  9400/02 M. tuberculosis Haarlem 87-30 2 2 4 532 4 153 32 50 2 0?2 ? 2 2 T T TEHE '
0.1667 9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 2 3 53 2 5153 3 2 50 s s s s s T T TR
. . . MLVA o 2522583555 SspolpBa,_ NP
Distance ID Species Lineage MtbC15- gg 8§ gg Sg §§ Qéﬁg §§§§ g%gé ﬁé ST Ga_gneux's INHSMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP patt
9 P RERERECERENENENERERESE Lineage
user strain TB15 ?-? 224532516332 ? 2?2 ? 2?2 2
0.1667  2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 2 353 2515332 50 s s s s s ' TBRE R 1}
0.1667  4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 353 2 51 5 3 3 2 487 s s s s s ol - e |
0.1667  4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 2 2 353 2515332 50 2 0?2 ?2 2 2 EIIE B B |
0.1667  9400/02 M. tuberculosis Haarlem 87-30 2 2 4 53 2415332 50 2 0?2 2?2 2?2 2 I'E
0.1667  9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 2 3532515332 50 s s s s s D T T
. . . MLVA 5 25322383855 EspolDBa,__RP
Distance ID Species Lineage MtbC15- 3‘2 gggg 8§§§ @gﬁg §§§§ §§ gé ﬁg ST Ga_gneux's INHSMEMBRMPPZA IS 6110 RFLP patt
9 HE (A BE P HE ME MNE MNE MNE ME ME T |_|neage
user strain TB16 ?-15 223422515322 2 0?2 ? 2?2 2
0.1667 2111/99 M. tuberculosis Ugandal 32-15 2 2 3 32 2515 3 42 52 s s s s s 1 TN
0.1667 1571/99 M. tuberculosis Ugandal 37-15 223322515342 78 s s s s s IN  IIIaEs
0.1667  8577/03 M. tuberculosis URAL  163-15 2 2 3 7 2251132 2 262 s s s s s GraBEERE

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




Distance

user strain

Distance

user strain
0.0833
0.0833
0.1667
0.1667
0.1667

Distance

user strain
0.0

0.0

0.0

0.0

0.125

Distance

user strain

Distance

user strain
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Distance

user strain
0.1667

Distance

user strain

Distance

user strain

Distance

user strain
0.1667

Distance

user strain
0.1667
0.1667
0.1667
0.1667

Distance

user strain
0.1667
0.1667

Distance

user strain

ID SpecieslLineage

TB17

ID

TB18

2111/99
1571/99
2169/99
2331/99
2333/99

ID

TB19

5400/02
3686/03
4412/04
9787/04
2331/99

ID SpecieslLineage

TB20

ID

TB21

5400/02
4217/02
6946/03
3686/03
3995/03

ID

TB22
2169/99

TXTXXX

TXTXXX

XTXTXXEX

ID SpecieslLineage

TB23

ID SpecieslLineage

TB24

ID

TB25
3342/02

ID

TB26

3243/02
4436/02
7936/01
7746/01

ID

TB27
2111/99
1571/99

T X

ID SpecieslLineage

TB28
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MLVAMtbC15- £ 2 8§ £ 288 3 £ 58 & & SpolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
o EfEBEENSEEE ST Lineage ~NHSMEMBRMPPZA " pattern
?-169 225212115322 2 0?2 2?2 2?2 2
. . MLVA 5 25323838855 EspolDBa,__RP
Species Lineage MtbC15- gé 8§g§ 8§§§ §§§§ §§§§ §§ 52 ﬁg ST Ga_gneux's INHSMEMBRMPPZA IS 6110 RFLP patt
9 O RERERERERENERENERERESE Lineage
?-15 223322515322 2 0?2 2 2?2 2
. tuberculosis Ugandal 32-15 2 2 3 3 2 2 515342 52 s s s s s 1 TN
. tuberculosis Ugandal 37-15 2 2 3 3 2 2 515342 78 s s s 5 5 I  IIDIDEs
. tuberculosis Ugandal 29-15 222322514322 S s s r s LRI PP DD
. tuberculosis Ugandal 30-15 2 2 2 3 2 2515342 s s s 5 s IX II TIX1X
. tuberculosis Ugandal 30-15 222322515342 s s s s s IR IT IIX1
. . MLVA 525225853555 SspolDB4,._ NP
Species Lineage Mtbcj's'$§8§3§8§§§§§§§§§§§§§§§§§ ST Ga_gneux'sINHSM EMBRMPPZA IS 6110 RFLP pa
9 NERERERERERENELERERERESE Lineage
221993 22 - 4--5153-2 2 0?2?22 2
. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 34 31515332 61 s s s s s 1T 1T WEEml
. tuberculosis Haarlem 92-15 2 22 432515332 47 s s s s s L1 nmil
. tuberculosis X 142-15 225432515332 119 s s s s s 1 1T 11
. tuberculosis X 142-15 2 25432515332 119 s s s s s 1 1T L1
. tuberculosis Ugandal  30-15 222322515342 s s s s s IE II1 IIX1]
MLVAMtbC15- £ 2§ S 288 3 £ 58 % & SpolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
o ERfEBEEESEEE ST Lineage ~ [NHSMEMBRMPPZA = " pattern
?-76 2 3421315312 2 2 2?2 2?2 2
. . MLVA o 2522583555 SspolDB4,._ N
Species Lineage MtbC15-g;gégﬁﬁﬁgégﬁ ST Ga.gneux'sINHSM EMBRMP PZA IS 6110 RFLP pa
9 O RERERECERENENENERERESE Lineage
?-? 22-4-- 1---2 2 0?2 ? 2?2 2
. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 3 43 1515332 61 s s s s s 1 I 1 WEEl
. tuberculosis Haarlem 84-28 2 22 4 32215332 1586 2 0?2 ?2 2 2 | TN TH
. tuberculosis Haarlem 84-28 2 2 2 4 322153 32 1586 s s s s s e
. tuberculosis Haarlem 92-15 2224325152332 47 S s s S S i1 nmil
. tuberculosis LAM 123-53 224432615332 376 s s s s s n . N
) . MLVA 5 233228385 & BspolDB4 NP
Species Lineage MtbC15- gg gggg sgig Egﬁg §§§§ gg gg ﬁg ST Ga_gneux's INHSMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP patt
9 HEME BDE FE HE NE NE NE NE AE ME TE Lineage
722169 224322114322 2 0?2 2 2?2 2
. tuberculosis Ugandal 29-15 2 2 2 3 2 2514322 s s s r s LRI 1P D ID
MLVAMtbC15- £ £ § £ 288 3 £ 58 % & SpolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
o EffRBEEESEEE ST Lineage ~ NHSMEMBRMPPZA " pattern
?-170 122411615322 2 2 2?2 2?2 2
MLVAMtbCc15- £ 3 22 28 8245 5 2 spolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
o s BEENSEEE ST Lineage ~ NHSMEMBRMPPZA " patrern
?-170 22411615 2 2 0?2 2?2 2?2 2
. . MLVA 5 2522583555 SspolDBa,.__RP
Species Lineage MtbC15- g,g gg gg Sg gé @éﬁé §§§§ gggg ﬁé s Ga_gneux's INHSMEMBRMPPZA IS 6110 RFLP patt
9 HEE BE PE E ME ME NE ME ME ME T |_|neage
?-29 223622515132 2 0?2 ? 2?2 2
. tuberculosis Haarlem 86-29 223532515132 r s r r s 11 1 1
) . MLVA o 23222323 85& BspolDB4 . _RP
Species Lineage MtbC15- .2 2 2 23202 252 S22 smve Gagneux'sINH SMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP pa
9 NERERERERERENERERERERESE Lineage
?-175 223322617353 2 0?2 ? ? 2
. tuberculosis Beijing 9832 223332517353 1 Fororoor s T mitriim-
. tuberculosis Beijing  100-32 2 2 3332517 35 3 1 r r s s s I 1 Tia ral
. tuberculosis Delhi/CAS 144-62 2 2 35226 17 3 5 2 1092 s s s s s I1 HIIER I W]
. tuberculosis Delhi/CAS 150-32 2 2 36 22 517 353 26 s r s s s AT T WETm
) . MLVA 5 233228385 & BspolDB4 NP
Species Lineage MtbC15- gg gggg sgig Egﬁg §§§§ §§ gg ﬁg ST Ga_gneux's INHSMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP patt
9 HE [AE BE P ME MNE MNE MNE ME ME T |_|neage
?-15 213522515342 2 0?2 2 2?2 2
. tuberculosis Ugandal 32-15 2 2 3 3 2 2 515342 52 s s s 5 5 | ITH
. tuberculosis Ugandal 37-15 223322515342 78 s s s s s IN  TINEDEEEE
MLVAMtbC15- £ £ § 22583 2582 & spolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
s CesdBREEEEEE st Lineage  INWSMEMBRMPPZA ™' iom
?-331 225523515342 2 0?2 2?2 2 2




A
-

. . . MLVA 2522388855 BspolDBa . RP
Distance ID Species Lineage MtbC15- gg gggg 8§'§§ Egﬁg Qgﬁg gg %2 22 ST Gapneux's INHSMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP paty
9 HE LA BE D HE ME (E NE ME ME e e |_|neage
user strain TB29 ?-15 223522515342 2 0?2 ? 2?2 2
0.0833 2111/99 M. tuberculosis Ugandal 32-15 223322515342 52 5 s s s s 1 Iy
0.0833 1571/99 M. tuberculosis Ugandal 37-15 2 2 3 3 2 2 515 3 4 2 78 s s s s s IN  TIDNDEES
0.1667 2331/99 M. tuberculosis Ugandal 30-15 222322515342 s s s s s IR I1 I1IX1I
0.1667  2333/99 M. tuberculosis Ugandal 30-15 2 2 23 225153 4 2 s s s s s Ix IT IIX1X
0.1667 2263/99 M. tuberculosis Ugandal 33-15 2 2 3 32 2514342 52 s s s 5 s LXK
. . . MLVA '~ 25225838 5% 5 BspoiDB4._ RP
Distance ID Species Lineage MtbC15- gg 8§8§ 8§§§ Qéﬁg §§§§ gé §§ 22 ST Ga_gneux's INHSMEMBRMPPZA IS 6110 RFLP patt
9 HE LAE BE DE HE ME AE M ME ME e T |_|neage
user strain TB30 331 223523515342 2 0?2 ? 2?2 2
0.1667 2111/99 M. tuberculosis Ugandal 32-15 223322515342 52 s s s s s 1 T
0.1667 1571/99 M. tuberculosis Ugandal 37-15 2 2 3 3 2 2 5153 4 2 78 s s s s s IN  TIDDEEE
. ) . MLVA o 2322583855 SspolpBa . RP
Distance ID Species Lineage MtbC15- gg gg gg Sg gg Egﬁg §§§§ gggg ﬁg s Ga_gneux's INHSMEMBRMPPZA IS 6110 RFLP patt
9 HE INE BE DE HE ME ME NE NE ME Me T L|neage
user strain TB31 ?-15 223632515332 ? 0?2 ? 2?2 2
0.0833  2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 2 353 2515332 50 s s s s s I'n"BRmE 11 1
0.0833  4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 353 25153 3 2 487 s s s s s ol - e |
0.0833  4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 2 2 3532515332 50 2 0?2 ?2 2 2 EIIE _ n B |
0.0833 9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 2 3 53 2515332 50 s s s s s FERNE - B R E A
0.0833  4192/03 M. tuberculosis Haarlem 89-15 2 2 32 32515332 50 s s s s s I ol 1ni % |
. . . MLVA & 235225283555 BspolbB4,._ R
Distance ID Species Lineage M“’C15'g@g%g@g%ﬁgggﬁgggﬁggggig ST Ga.gneux'sINHSM EMBRMP PZA IS 6110 RFLP pa
9 O RERERECERENERENERERESE Lineage
user strain TB32 ?-1993 22353-515332 ? 0?2 ? 2?2 2
0.0 2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 23532515332 50 s s s s s 'l "B N 1
0.0 4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 3532515332 487 s s s s s il |
0.0 4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 2 2 3532515332 50 20?2 2?2 2?2 2 D IR N | &
0.0 9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 2 3532515332 50 s s s s s 4 T
0.0909 5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 3 4 31515332 61 s s s s s 1T I 1 'EEm
. ) . MLVA o 232258385855 SspolpBa . _RP
Distance ID Species Lineage MtbC15'ggg§g§s§§§§§§§§§§§§§§§§§ ST Ga_gneux'sINHSM EMBRMP PZA IS 6110 RFLP pa
9 HENE DE PE HE NE NE NE NE ME ME TE Lineage
user strain TB33 ?-1993 22353-515332 ? 0?2 ? 2?2 2
0.0 2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 2 3532515332 50 s s s s s rT EEm 11
0.0 4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 353 251 5 3 32 487 s s s s s ol - e |
0.0 4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 2 2 3532515332 50 2 0?2 ?2 2?2 2 EE TEE- N | &
0.0 9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 2 3532515332 50 s s s s s T T TE
0.0909 5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 34 31515332 61 s s s s s 1T I 1 WEEm
. . . MLVA & 235322383855 EspolDB4,._ RP
Distance ID Species Lineage Mtb‘:15'g§g§g§g§§§§§§§§§§§§§%§§§ ST Ga_gneux'sINHSM EMB RMP PZA IS 6110 RFLP p
9 HENE BE NE e ME AE AE NE A Me e Llneage
user strain TB34 ?-26 223531515332 ? 0?2 ? 2?2 2
0.0833  5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 34 3 1515332 61 s s s s s 1IN 1T ' IEN
0.0833 10439/01 M. tuberculosis Cameroon 73-26 2 2 3331515332 61 s s s s s , 111
0.0833 10481/01 M. tuberculosis Cameroon 74-26 2 2 33 3 1515 3 3 2 s s s s s 111 WEmlE?
0.0833 1417/02 M. tuberculosis Cameroon 75-26 2 2 3 3 3151 5 3 3 2 s s s s s 1 11 Hmit
0.0833 5429/02 M. tuberculosis Cameroon 77-26 2 2 3 33 1515332 61 s s s s s I 11 nmini
. ) . MLVA o 232258385855 SspolpBa . RP
Distance ID Species Lineage MtbC15- .2 2 2 _ZI202ZLE 22 oe sz 9e Gagneux'sINH SMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP pa
9 NERERERERERENERERERERESE Lineage
user strain TB35 ?-? 22353 51533 - ? 0?2 ? 2?2 2
0.0 2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 2 3532515332 50 s s s s s rT EEm 11
0.0 4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 353 2515 3 32 487 s s s s s ol - e |
0.0 4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 2 2 3532515332 50 2 0?2 ? 2?2 2 EIEIE_ N | &
0.0 9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 2 3532515332 50 s s s s s T T TR
0.1 5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 3 4 31515332 61 s s s s s 1T I T EEEml
. . . MLVA & 2522383855 EspolDBa . RP
Distance ID Species Lineage Mt"C15'gégégégégégéaégéﬁégégéié S Gagneux'sINHSM EMBRMP PZA IS 6110 RFLP p
9 NERERERERERENELENERERESE Lineage
user strain TB36 ?-15 224332515332 2 0?2 ? 2?2 2
0.0833  2151/03 M. tuberculosis S 133-15 234332515332 71 s s s s s i i 11
0.1667 2224/99 M. tuberculosis Ugandal 34-16 2 2 2 3 32515352 125 s r s s s I W TEN
0.1667 2201/99 M. tuberculosis Ugandal 36-17 222332515342 r r s r s in
0.1667 10439/01 M. tuberculosis Cameroon 73-26 2 2 33 31515332 61 s s s s s , 111
0.1667 10481/01 M. tuberculosis Cameroon 74-26 2 2 3 3 3151 5 3 3 2 s s s s s 111 Wl
. ) . MLVA » 23223835855 EspolpBa . RP
Distance ID Species Lineage MtbC15- Eg gg gg 82 §§ Qg ﬁg §§ §§ ’g‘g gg 22 ST Ga_gneux's INHSMEMBRMPPZA IS 6110 RFLP patt
9 HEME DE PE HE NE NE NE NE ME ME TE Lineage
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user strain TB37 ?-? 12243-615332 2 0?2 ? 2 2
0.0909 9953/04 M. tuberculosis X 143-62 2 22432615332 s s s s s | 1
MLVA oz 52252355 5 SspolDB4.._ kP
Distance ID Species Lineage MtbC15- .2 2 2 2120212 5E SE SR oE 92 pST Gagneux'sINHSMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP pal
9 e RERERENEREE8EIERERESE Lineage
user strain TB38 ?-? 22353 - 15332 ? ? ? ?
0.0 2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 2 3 53 25153 32 50 s s s s s 'l "Bl 1
0.0 4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 353 2515 3 32 487 s s s s s ol e
0.0 4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 2 2 353 2515332 50 2 0?2 ? 2?2 2 EBEEEE- N E
0.0 9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 2 3 53 2 5153 32 50 s s s s s 1 T TR
0.0 12637/02 M. tuberculosis Haarlem 90-31 2 2 353 2315 3 3 2 2 s s s s s 1 11
MLVA =~z 2223223 %8R % fspolDB4 . RP
Distance ID Species Lineage MtbC15- .2 2 2 220225 S0 o0 E 9 pST Gagneux'sINHSMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP p
9 CERERERERERENENEAZRERESE Lineage
user strain TB39 21993 22433-515332 2 0?2 2?2 2?2 2
0.0909 10439/01 M. tuberculosis Cameroon 73-26 2 2 33 31515332 61 s s s s s ‘ 111
0.0909 10481/01 M. tuberculosis Cameroon 74-26 2 2 3 3 3 151 5 3 3 2 s s s s s 111 Wl
0.0909 1417/02 M. tuberculosis Cameroon 75-26 2 2 3 3 31515 3 3 2 s s s s s 1 11 nHimts
0.0909 5429/02 M. tuberculosis Cameroon 77-26 2 2 3 33 1515332 61 s s s s s I 11 nminil
0.0909 1428/02 M. tuberculosis Cameroon 78-26 2 2 3331515332 61 s s s s s L 1L nHm1
MLVA o 2322528355 5 SspolDB4.. RD
Distance ID Species Lineage MtbC15- 2 2 2 _ZI202EhE 22 oe sz 9e P Gagneux'sINH SMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP pa
9 NERERERERERENEAERERERESE Lineage
user strain TB40 ?-? -43-6153-2 ? ? 7 ? ?
0.0 8078/03 M. tuberculosis LAM 121-51 12 4432615322 159 s s s s s HE I I
0.0 3995/03 M. tuberculosis LAM 123-53 224432615332 376 s s s s s It " n
0.0 7968/03 M. tuberculosis LAM 124-53 223432615332 33 s s s s s N 1T UEIE ¥
0.0 9953/04 M. tuberculosis X 143-62 222432615332 s s s s s | [ |
0.1429 5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 3 4 31515332 61 s s s s s 1T I 1 WEml
MLVA oz 3222323285 5 %spolDB4 . RP
Distance ID Species Lineage MtbC15- .2 _2 2 23252z hd vz 2 oz 92 pST Gagneux'sINHSMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP patt
o  TEETEEERITISLEESsRenTaLs Lineage
user strain TB41 ?-? - - - - -=-15- -2 ? ? ? ?
0.0 2331/99 M. tuberculosis Ugandal 30-15 222322515342 5 s s s s I II 11X
0.0 2111/99 M. tuberculosis Ugandal 32-15 2 2 3 32 2515 342 52 s s s s s 1 TN
0.0 2333/99 M. tuberculosis Ugandal 30-15 222322515342 s s s s s i IT I1I1X1
0.0 2224/99 M. tuberculosis Ugandal 34-16 2 2 23 32515352 125 s r s s s I W Y
0.0 2201/99 M. tuberculosis Ugandal 36-17 222332515342 r r s r s ITH
. - MLVAMtbC15- £ £ § 2 2 8 8 2 £ 5 £ & spolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance ID SpecieslLineage 2 B R IE R AR BT LT BE MR 9 . INHSMEMBRMP PZA
9 TEGELEGEIELERESERECESEE ST Lineage pattern
user strain TB42 ?-? 113522611311 2 0?2 2?2 2?2 2
. o MLVAMtbCcis- £ 2§ 22883855 % spolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance ID SpecieslLineage B oE YR N e hE SR LR L 9T . INHSMEMBRMP PZA
° SEgEEERaTiEiEaRIESEiEe ST Lineage pattern
user strain TB43 ?-? 112521511121 2 2?2 2?2 2
. - MLVAMtbC15- £ £ § £ £ 5 & 2 8 § § & sSpolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance ID SpecieslLineage 9 é%ﬁ%%%%gé%%ﬁ%%é%%%ﬁ%g% ST Lineage INHSMEMBRMPPZA pattern
user strain TB44 ?-? 112-2-6143-1 2 02 2?2 2?2 2
. . MLVAMtbC15- £ £ § £ 2 8 8 3 £ 5 & & spolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance ID SpecieslLineage PR R IR e e nE NG 8 © INHSMEMBRMP PZA
P g ° iR EIEEERREE ST Lineage pattern
user strain TB45 ?-? 112521612211 2 0?2 2?2 2?2 2
. - MLVAMtbC15- S £ § 2 2 8 8 3 £ 8 2 & spolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance ID Specieslineage B oE YENE e bR SR LR L 9T . INHSMEMBRMP PZA
2 SegEargRatitiEaRIEsTEe ST Lineage pattern
user strain TB46 ?-? 11 21513231 ? 2 ? ? 2
. - MLVAMtbC15- £ £ 8§ S £ 5§ & 3 8 § § & SpolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance ID SpecieslLineage 9 c&%‘&égé;éééﬁéﬁéﬁégégéaﬁé ST Lineage INHSMEMBRMPPZA pattern
user strain TB47 ?-? 1 2422511331 20?2 2 2?2 2
. . MLVAMtbCc15- £ £ § S 28583455 % spolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance ID SpecieslLineage 2 B o Y2 OF e BT L2 BT NE 92 . INHSMEMBRMPPZA
2 GegegsTatiEiEaRRESEEe: ST Lineage pattern
user strain TB48 ?-? - 1522-2-33- 2 2 2?2 2?2 2
MLVA o~z 22232323 %8R & RspolDB4 . RP
Distance ID Species  LineageMtbC15- 2 2 2 _212a22ndedrdndes pST Gagneux'sINHSMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP patt
o EBEREESuSSSREESASRETE R Lineage

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




0.1429 1657/03 M. tuberculosis URAL 160-15 2 22922511332 35 s S s 3 3 |
0.1429 2679/03 M. tuberculosis URAL  161-15 2 3 2 9 2 2 5113 3 2 35 s s s s s 1 un in i
. - MLVAMtbC15- £ £ § £ 288 3 £ 58 % & SpolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance 1ID SpecieslLineage 9 §§ EE%% §§ gé %E Eé %E éé %E %% 3% ST Lineage INHSMEMBRMPPZA pattern
user strain TB50 ?-? 1 3722511331 2 0?2 ? 2?2 2
- . MLVAMtbCc15- £ 3 22 28 8285 & 2 spolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance ID SpeciesLineage o rEsEuEpEiagEpEbEsnEoE e p Lineage INHSMEMBRMP PZA pattern
user strain TB51 ?-? 1 4421511330 ? ? 2 ? ?
. - MLVAMtbC15- £ 2 § S 28 8 3 £ 5 & SpolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance ID SpecieslLineage 9 §§ §E§§ §§ 3:’3‘ %E :ﬁ'é %E gé %E gé gE ST Lineage INHSMEMBRMPPZA pattern
user strain TB52 ?-? 1 352--12331 2 2 ? 2?2 2
- . MLVAMtbC15- £ £ § £ £ 5§ 8 2 £ § § & SpolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance ID SpecieslLineage 9 é% §§§§ §E %33‘ %E ﬁ% §E §§ §E ﬁ% 3% ST Lineage INHSMEMBRMP PZA pattern
user strain TB53 ?-1016 1 4421512331 2 2?2 ? 2?2 2
. - MLVAMtbC15- £ £ § S 2583 £ 55 & spolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance ID SpeciesLineage 9 §§§§§§§§§§%§E§%§%§§%§%§% "ST Lingage INH SMEMB RMP PZA Dattern
user strain TB54 ?-? 11352--133 - ? 0?2?22
- - MLVAMtbC15- £ 2 § S 28 8 3 £ 5 % & SpolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance ID SpecieslLineage 9 §§ §§§§ §§ 3:’3‘ %E %E %E %E %E §§ g; ST Lineage INHSMEMBRMPPZA pattern
user strain TBO1 ?-? 223412516132 2 2?2 ? 2?2 2
. ) . MLVA 5 2355258535855 BspolDB4 . RP
Distance ID Species Lineage MtbC15- Eg gg gg sg ig g%ﬁi Egﬁg gggg ﬁg ST Ga_gneux's INHSMEMBRMPPZA IS 6110 RFLP patt
9 HEINE DE PE HE NE NE NENE ME ME TE Lineage
user strain TB02 ?-? 223532515332 ? 0?2 ? ?
0.0 2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 2 353 2515332 50 s s s s s I'n"BRmE 11 1
0.0 4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 353 2 51 5 3 3 2 487 s s s s s ol e
0.0 4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 2 2 3532515332 50 2 0?2 ? 2?2 2 EIINE_n D B |
0.0 9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 2 353 2515332 50 s s s s s T T TR
0.0833 3342/02 M. tuberculosis Haarlem 86-29 2 2 353 25151 3 2 r s r r s ] T 1 1
. . . MLVA o 2522583555 SspolDB4,._ NP
Distance ID Species Lineage MtbC15- gg 8§ gg Sg §§ Egﬁg §§§§ gggg g% ST Ga_gneux's INHSMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP patt
9 O RERERECERENERENERERESE Lineage
user strain TBO3 ?-? 223532515332 ? 0?2 ? 2?2 2
0.0 2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 2 3532515332 50 s s s s s 'l T R 1
0.0 4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 353 25153 3 2 487 s s s s s ol e
0.0 4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 2 2 353 2515332 50 2 0?2?22 2 E I _ B T 1
0.0 9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 2 353 2515332 50 s s s s s 1 T T
0.0833 3342/02 M. tuberculosis Haarlem 86-29 2 2 35325151 3 2 r s r r s ‘ 1T 1 1
- - MLVAMtbC15- £ 2 § S 28 8 3 £ 5 % & SpolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance ID SpecieslLineage 9 éé §E§§ % gé %E Eg %E §§ %E §§ %E ST Lineage INHSMEMBRMPPZA pattern
user strain TB04 ?-? 22123-617332 2 2?2 ? 2?2 2
. . . MLVA 5 23322823585 E BspolDB4,_ NP
Distance iD Species Lineage MtbCIs'g§g§g§3§§§§§§§§§§2§§§§§g S Ga_gneux'sINHSM EMB RMP PZA IS 6110 RFLP p
9 NERERERERERENESENERERESE Lineage
user strain TBO5 ?-? 22-43-315332 ? ? 07 ? ?
0.1 5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 34 3 1515332 61 s s s s s 1T I 1 'IEnm
0.1 4217/02 M. tuberculosis Haarlem 84-28 2 22 4322 153 32 1586 2 02?2 2 2 | I TH
0.1 12637/02 M. tuberculosis Haarlem 90-31 2 2 35323153 3 2 2 s s s s s 111
0.1 3103/03 M. tuberculosis Haarlem 91-31 2 2 3532315332 2 s s s s s I ITm |
0.1 6946/03 M. tuberculosis Haarlem 84-28 2 2 2 4 322 15332 1586 s s s s s B
. . . MLVA o 2 s2285%38555 SspolDB4,._ NP
Distance ID Species Lineage MtbC15'g§g§g§3§§§§§§§§§§§§§§§§§ ST Ga_gneux'sINHSM EMBRMPPZA IS 6110 RFLP p
9 e RERERERERENENERERERESE Lineage
user strain TBO6 ?-? 22332 615332 2 0?2 ? 2?2 2
0.0909 5390/02 M. tuberculosis Cameroon 76-26 2 2 3 321515332 61 s s s s s [ T T1I*Hm 1R
0.0909 10438/01 M. tuberculosis Cameroon 79-26 2 2 332 1515332 61 s s s s s I 11 1IN Em
. . . MLVA o 2552583555 SspolDB4 . RP
Distance ID Species Lineage MtbC15- &g 8; gg Sg §,§ §§§§ §§§g 'g“g%g 22 S Ga_gneux's INHSMEMBRMPPZA IS 6110 RFLP patt
9 LERERERESERENERENERERESE Lineage
user strain TB07 ?-? 223532515332 ? ? 02 ? ?
0.0 2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 2 3 53 25153 32 50 s s s s s 'l Bl 11 1
0.0 4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 353 25153 3 2 487 s s s s s oolmlibee »
0.0 4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 5332 50 ? 2 ? ? ?
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9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 s
0.0833 3342/02 M. tuberculosis Haarlem 86-29 2 2 35325151 3 r s r r s T 1
. ) . MLVA o 2322223285 & BspolDB4,__RP
Distance iD Species Lineage ""“’C15'g%gigigigigiﬁigéﬁigégigé ST Ga_gneux'sINHSM EMBRMP PZA IS 6110 RFLP p
9 FE NS BE DE HE ME MNE NE NE ME Me Te |_|neage
user strain TBO8 ?-? 22342 515332 2 0?2 ? 2?2 2
0.0909 5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 34 3 1515332 61 s s s s s 1T I 1T ' IEwm
0.0909  5390/02 M. tuberculosis Cameroon 76-26 2 2 3 32 1515332 61 s s s s s [ T I1'nHmn IR
0.0909 10438/01 M. tuberculosis Cameroon 79-26 2 2 3321515332 61 s s s s s fEmime '
. - MLVAMtbC15- £ 2 § S 28 8 3 £ 5 % & SpolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance ID SpecieslLineage 9 §§§E§§§E§§%EE§%E%§%E%§%E ST Lineage INHSMEMBRMPPZA pattern
user strain TB09 ?-? 22333-613332 ? ? 2 ? ?
. ) ) MLVA o 2352258385 & SspolpBa . RP
Distance ID Species Lineage MtbC15- .2 2 .2 _ZI202 252 22 oa 0z 32 Gagneux'sINH SMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP pa
9 e REREREREREE8EIERERESEE Lineage
user strain TB10 ?-? 22353 515332 ? ? 2 ? ?
0.0 2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 2 3532515332 50 s s s s s 'l BN ¥ 1
0.0 4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 3532515332 487 s s s s s I TR
0.0 4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 2 2 3532515332 50 2 0?2 ?2 2 2 EIEIE_n | &
0.0 9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 2 3532515332 50 s s s s s T TR
0.0909  5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 34 31515332 61 s s s s s 1 I 1 'EEEa
. . . MLVA 525225853555 SspolDBa,._ NP
Distance ID Species Lineage MtbC15'g§g§g§3§§§§§§§§§§§§§§§§§ ST Ga_gneux'sINHSM EMBRMPPZA IS 6110 RFLP pa
9 e RERERERERENELERERERESE Lineage
user strain TB11 ?-? 22353-515332 ? 0?2 ? 2?2 2
0.0 2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 23532515332 50 s s s s s rT EEm 11
0.0 4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 35325153 32 487 s s s s s ol e
0.0 4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 2 2 3532515332 50 2 0?2 2?2 2?2 2 E OIE B ) &
0.0 9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 2 3532515332 50 s s s s s ] T
0.0909 5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 3 4 31515332 61 s s s s s 1T I 1 'EEm
. ) ) MLVA o 252258535855 BspolpBa,_ RP
Distance ID Species Lineage MtbC15- .2 2 2 _ZI2022hE 22 oe 0z 3a Gagneux'sINH SMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP pa
9 e REREREREREE8EIERERESEE Lineage
user strain TB12 ?-? 22 432515332 ? 0?2 ? 2?2 2
0.0 3686/03 M. tuberculosis Haarlem 92-15 2 2 2 4 3 2515332 47 s s s s s L1 mil
0.0 4412/04 M. tuberculosis X 142-15 2 25432515332 119 s s s s s 1 & 11
0.0 9787/04 M. tuberculosis X 142-15 2 25432515332 119 s s s s s 1 1T L1
0.0909 5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 3 431515332 61 s s s s s 1T I 1 'WEm
0.0909  2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 2 3532515332 50 s s s s s ' BN 1
. . . MLVA 5 2522523555 SspolDB4,.__RD
Distance ID Species Lineage MtbC15'g§g§g§3§§§§§ﬁ§§§§§§§§§§§ ST Ga_gneux'sINH SMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP pat
9 N RERERERERENERENERERESE Lineage
user strain TB13 ?-? - - - - --1- - -2 ? ? 0 ? ?
0.0 8490/00 M. bovis Bovis 5-6 242242413332 482 s s s s r I
0.0 2176/99 M. tuberculosis Ugandall 21-13 221331514332 s s s s s [ [HEI N 11171
0.0 2253/99 M. tuberculosis Ugandall 22-13 224331514342 s s s s S IEI Il I 11
0.0 2191/99 M. tuberculosis Ugandall 23-13 223331514342 420 S s s s s I' T RN
0.0 2379/99 M. tuberculosis Ugandall 24-13 2 2 3 3 3 151 4 3 4 2 420 s r s s s I THI I 11
. . . MLVA o 2552583555 SspolDBa . NP
Distance ID Species Lineage MtbC15- &g 8§ gg Sg §§ géﬁé §§§§ §§§§ 2; S Ga_gneux's INHSMEMBRMPPZA IS 6110 RFLP patt
9 Ve RERERECERENERENERERESE Lineage
user strain TB14 ?-? 224532516332 ? 0?2 ? 2?2 2
0.1667  2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 2 353 2515332 50 s s s s s 'l T T 1
0.1667  4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 353 2 51 5 3 3 2 487 s s s s s ol - e |
0.1667  4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 2 2 353 25153 32 50 2 0?2 2?2 2 2 EITEIE N D D |
0.1667  9400/02 M. tuberculosis Haarlem 87-30 2 2 4 53 2415332 50 2 0?2?22 2 I'E
0.1667  9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 2 3532515332 50 s s s s s ) T
. . . MLVA 5 2522583555 SspolpBa,._ RP
Distance ID Species Lineage MtbC15- gé gg gg 82 gé §§§§ §§§§ §§§§ ﬁg ST Ga_gneux's INHSMEMBRMPPZA IS 6110 RFLP patt
9 FEAE BE P HE ME MNE ME NE ME ME T2 |_|neage
user strain TB15 ?-? 224532516332 ? 0?2 ? 2?2 2
0.1667  2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 2 3532515332 50 s s s s s 't "BEmE 11 1
0.1667  4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 353 2 51 5 3 3 2 487 s s s s s ol - e |
0.1667  4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 2 2 353 25153 32 50 2 2?2 2 2 B RN T 1
0.1667  9400/02 M. tuberculosis Haarlem 87-30 2 2 4532 4 15332 50 2 02?2 2 2 I'E TR
0.1667  9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 2 353 2515332 50 s s s s s T T TR
. . . MLVA » 235225858 5% 5 BspoiDBa . RP
Distance ID Species Lineage MtbC15- gg oggg 8§§§ ﬁgﬁg §§§§ §§ gg ﬁg ST Ga_gneux's INHSMEMBRMPPZA IS 6110 RFLP patt
9 R RERERESERENERENERERESE Lineage
user strain TB16 ?-? 223422515322 2 0?2 ? 2?2 2
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2111/99 M. tuberculosis Ugandal 32-15 223 225153 52 s
0.1667 1571/99 M. tuberculosis Ugandal 37-15 2 2 3 3 2 2 515 3 78 s s s s s
0.1667 8577/03 M. tuberculosis URAL 163-15 2 23722511322 262 s s s s s 11 1 12 el
- . MLVAMtbCc15- £ 3 22 28 8 285 5 2 sSpolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance ID SpecieslLineage 9 §§§§g§§§§§%§%§§§§§§§%§%§ ST Lineage INHSMEMBRMPPZA pattern
user strain TB17 ?-? 25212115322 ? ? 2 ? ?
. ) . MLVA 5 2332828385 & BspolDB4 NP
Distance ID Species Lineage MtbC15- g,g Sggg SQEE Egﬁg §§§§ §§ §§ ﬁg ST Ga_gneux's INHSMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP patt
9 HE [AE BE P HE ME ME MNE MNE ME ME T |_|neage
user strain TB18 ?-? 223322515322 2 0?2 2 2?2 2
0.0833 2111/99 M. tuberculosis Ugandal 32-15 2 2 3 3 2 2 515 3 4 2 52 s s s s s | TN
0.0833 1571/99 M. tuberculosis Ugandal 37-15 223322515342 78 s s s s s I I
0.1667 2169/99 M. tuberculosis Ugandal 29-15 2 2 2 32 2 514 3 2 2 s s s r s LRI II 1 mn
0.1667 2331/99 M. tuberculosis Ugandal 30-15 222322515342 s s s s s IR II1 I11IX1
0.1667 2333/99 M. tuberculosis Ugandal 30-15 222322515342 5 s s s s Ix IT I1IX1
. . . MLVA 5 2522583555 SspolpBa,._ RP
Distance ID Species Lineage Mt"C15'g§g§g§3§§§§§§§§§§§§§§§§§ ST Ga_gneux'sINHSM EMBRMP PZA IS 6110 RFLP pa
9 NEREREREREREELERERERESE Lineage
user strain TB19 ?-? 22-4--51523-2 ? ? 7 ? ?
0.0 5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 3 4 31515332 61 s s s s s 1T I 1 WEml
0.0 3686/03 M. tuberculosis Haarlem 92-15 2 2 2 4 32515 332 47 s s s s s L1 mil
0.0 4412/04 M. tuberculosis X 142-15 2 25432515332 119 s s s s s 1 & 11
0.0 9787/04 M. tuberculosis X 142-15 2 25432515332 119 s s s s s 1 1T L1
0.125 2331/99 M. tuberculosis Ugandal 30-15 222322515342 s s s s s Ik II I11IX1
. Mg ESRISLEG !
Distance ID SpeciesLineage M-VA “;tbCIs Egﬁégggggggggggggggg% SP"S'.'I?B4 RDS:Z:;:"S INHSMEMBRMPPZA 15 ‘;;:t‘; :‘F"P
user strain TB20 ?-? 2 3421315312 2 0?2 2?2 2?2 2
. . . MLVA o 25225853555 SspolDBa,._ NP
Distance ID Species Lineage Mtbcj's'$§8§8§8§§§§§§§§§§§§§§§§2 ST Ga_gneux'sINHSM EMBRMPPZA IS 6110 RFLP pa
e RERERERERENELERERERESE Lineage
user strain TB21 ?-? 22-4-- 1---2 2 0?2 ?2 2?2 2
0.0 5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 3 43 1515332 61 s s s s s 1T I 1T WEEml
0.0 4217/02 M. tuberculosis Haarlem 84-28 2 22 4 32215332 1586 2 0?2 2?2 2 2 | ITIIN 'H
0.0 6946/03 M. tuberculosis Haarlem 84-28 2 2 2 4 322 153 32 1586 s s s s s TR
0.0 3686/03 M. tuberculosis Haarlem 92-15 2 22 4 32515332 47 s s s s s L1 nmil
0.0 3995/03 M. tuberculosis LAM 123-53 224432615332 376 s s s s s n . N
. ) . MLVA 5 2353522328385 & BspolDB4 NP
Distance ID Species Lineage MtbC15- gg gggg 8%%2 §§§§ §§§§ gg gg ﬁé s Ga_gneux's INHSMEMBRMPPZA IS 6110 RFLP patt
9 NERERERERERENESEAERERESE Lineage
user strain TB22 ?2-? 224322114322 2 02 2 2?2 2
0.1667 2169/99 M. tuberculosis Ugandal 29-15 222322514322 s s s r s | 41 4% 1P D ID
- - MLVAMtbCc15- S 3 22 28 8245 & & spolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance ID SpeciesLineage 9 sEsEaEoEiEgEsEsEsananzyE ST Lineage INHSMEMBRMP PZA pattern
user strain TB23 ?-? 122411615322 2 0?2 2?2 2?2 2
- - MLVAMtbC15- £ 2 § S 28 8 3 25 % & SpolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance ID SpecieslLineage 9 EE&E%E%%E%E%E%E%E%E%E%E ST Lineage INHSMEMBRMPPZA pattern
user strain TB24 ?-? 22411615322 2 0?2 2?2 2 2
. ) . MLVA o 235525823 8%8%5& 5 BspolDB4 . _RP
Distance ID Species Lineage MtbC15- mg Sg gg sg ig g%ﬁi §§§§ gggg ﬁg ST Ga_gneux's INHSMEMBRMPPZA IS 6110 RFLP patt
9 HEINE DE PE HE NE NE NE NE ME ME TE Lineage
user strain TB25 ?-? 223622515132 2?2 ? ?
0.1667  3342/02 M. tuberculosis Haarlem 86-29 2 2 35325151 3 2 r s r r s IRTIN 1
. . ) MLVA '~ 25223283 85& & BspoipBa,__RD
Distance ID Species Lineage M“’C15'g§g§g§g§§,§§§§§§§§§§§§§§§ ST Ga_gneux'sINHSMEMBRMPPZA IS 6110 RFLP pa
9 NERERERERERENELENERERESE Lineage
user strain TB26 ?-? 223322617353 2 0?2 ?2 ?2 2
0.1667  3243/02 M. tuberculosis Beijing 9832 223332517353 1 rororor s A IIBRREE '
0.1667  4436/02 M. tuberculosis Beijing  100-32 2 2 3332517 35 3 1 r r s s s I I ThHa rmi
0.1667  7936/01 M. tuberculosis Delhi/CAS 144-62 2 2 3 522 6 1 7 3 52 1092 s s s s s I1 HIlIE I
0.1667  7746/01 M. tuberculosis Delhi/CAS 150-32 2 2 3 6 22 51 7 353 26 s r s s s FETH T IWETm
. ) . MLVA 5 235352228385 & BspolDB4 NP
Distance ID Species Lineage MtbC15- gg gggg sgig Egﬁg §§§§ gg gg ﬁg ST Ga_gneux's INHSMEMBRMPPZA IS 6110 RFLP patt
9 NERERERERERENENEAERERESE Lineage
user strain TB27 ?2-? 213522515342 2 0?2 2 2?2 2
0.1667 2111/99 M. tuberculosis Ugandal 32-15 2233225152342 52 s s s s s 1 | &8
0.1667 1571/99 M. tuberculosis Ugandal 37-15 223322515342
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- . MLVAMtbCc15- S 3 22 28 8245 & 2 spolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
Distance ID SpeciesLineage 9 rEsEuEsEisgEEbEsnEogye ST Lineage INHSMEMBRMP PZA pattern
user strain TB28 ?-? 225523515342 2 0?2 ? 2?2 2
. . . MLVA 5 25223838855 EspolDBa,._ RP
Distance ID Species Lineage MtbC15- gé gggé 8§§§ §§§§ §§§§ §§ 52 ﬁg ST Ga_gneux's INHSMEMBRMPPZA IS 6110 RFLP patt
9 O RERERERERENERENERERESE Lineage
user strain TB29 ?-? 223522515342 2 0?2 ? 2?2 2
0.0833 2111/99 M. tuberculosis Ugandal 32-15 2 2 3 32 2 515 3 4 2 52 s s s s s 1 TN
0.0833 1571/99 M. tuberculosis Ugandal 37-15 2 2 33225153 42 78 s s s s s IN I
0.1667 2331/99 M. tuberculosis Ugandal 30-15 222322515342 5 s s s s I II1 11X
0.1667 2333/99 M. tuberculosis Ugandal 30-15 2 2 2 322515342 s s s s s i IT IIXI
0.1667 2263/99 M. tuberculosis Ugandal 33-15 223322514342 52 s s s s s .-
. . . MLVA 5 2522583555 BspolDB4,._ NP
Distance ID Species Lineage MtbC15- .2 2 2 2i2o2-2rndszrzozgz Gagneux'sINHSMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP patt
9 ERERERESERENEAEAZRERERE Lineage
user strain TB30 ?-? 223523515342 2 0?2 ? 2?2 2
0.1667 2111/99 M. tuberculosis Ugandal 32-15 223322515342 52 S s s s s 1 e
0.1667 1571/99 M. tuberculosis Ugandal 37-15 223322515342 78 s s s s s IN 1IN
. . . MLVA o 2552583555 SspolDBa . RP
Distance ID Species Lineage MtbC15- &g 8§ gg Sg §§ géﬁé §§§§ §§§§ 2; S Ga_gneux's INHSMEMBRMPPZA IS 6110 RFLP patt
9 CERE RERECERENERENERERESE Lineage
user strain TB31 ?-? 223632515332 ? ?? ? ?
0.0833  2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 2 353 2515332 50 s s s s s 'l "Bl 11 1
0.0833  4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 353 2515 3 3 2 487 s s s s s ol e
0.0833  4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 2 2 353 2515332 50 2 0?2 2?2 2 2 EIIE B D |
0.0833 9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 2 3 53 2 5153 3 2 50 s s s s s D T
0.0833  4192/03 M. tuberculosis Haarlem 89-15 2 2 32 32515332 50 s s s s s I ol 1ni &% |
. . . MLVA 5 2522583555 SspolbBa,._ RP
Distance ID Species Lineage MtbCIs'§§g§g§3§§§§§§§§§§§§§§§§§ ST Ga_gneux'sINHSM EMBRMP PZA IS 6110 RFLP pa
9 FHEAE BE PE e ME MNE ME NE ME ME e |_|neage
user strain TB32 ?-? 22353-515332 ? 0?2 ? 2?2 2
0.0 2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 2 3532515332 50 s s s s s rT EEm 11
0.0 4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 353 25153 32 487 s s s s s ol |
0.0 4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 2 2 3532515332 50 2 0?2?22 2 B IR N | &
0.0 9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 2 3532515332 50 s s s s s T T TE
0.0909 5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 3 431515332 61 s s s s s 1T I 1 'EEma
. . . MLVA o 253225835855 SspolpBa,_ RP
Distance ID Species Lineage MtbC15'g§g§g§3§§§§§§§§§§§§§§§§§ . Ga_gneux'sINHSM EMBRMP PZA IS 6110 RFLP pa
9 HE LAE BE D HE (e AE N ME ME e T |_|neage
user strain TB33 ?-? 22353-5153232 ? ? 2 ? ?
0.0 2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 2 3532515332 50 s s s s s I’ mm 11
0.0 4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 3532515332 487 s s s s s ol e |
0.0 4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 2 2 3532515332 50 2 0?2 2?2 2 2 EITEIE N | &
0.0 9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 2 353 2515332 50 s s s s s T T TR
0.0909 5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 3 43 1515332 61 s s s s s 1T I 1 'EEE
. . . MLVA 5 2522383855 EspolDBa,.__RP
Distance ID Species Lineage Mtb515'gigégégégégéﬁégégégégéﬁé ST Ga_gneux'sINHSM EMBRMPPZA IS 6110 RFLP p
9 FEAE BE P e ME ME ME NE M ME e Llneage
user strain TB34 ?-? 223531515332 2 0?2 ? 2?2 2
0.0833 5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 3 4 31515332 61 s s s s s 1T I 1T ' EEw
0.0833 10439/01 M. tuberculosis Cameroon 73-26 2 2 333 1515332 61 s s s s s X 111
0.0833 10481/01 M. tuberculosis Cameroon 74-26 2 2 33 3151 5 3 3 2 s s s s s 111 WEml1
0.0833 1417/02 M. tuberculosis Cameroon 75-26 2 2 3 3 3151 5 3 3 2 s s s s s 1 11 Himit
0.0833 5429/02 M. tuberculosis Cameroon 77-26 2 2 3331515332 61 s s s s s I 11 nminil
. . . MLVA o 25322583555 SspolpBa,_ kP
Distance ID Species Lineage MtbC15- .2 2 2 21205252 22 oe 0 32 Gagneux'sINHSMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP pa
9 NERERERERERENEREAERERESRE Lineage
user strain TB35 ?-? 22353 51533 - ? ? 7 ? ?
0.0 2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 2 3532515332 50 s s s s s r?T EEm 11
0.0 4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 3532515332 487 s s s s s ol |
0.0 4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 2 2 3532515332 50 2 0?2 2?2 2 2 E TN N | &
0.0 9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 2 3532515332 50 s s s s s T T TR
0.1 5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 3 4 3 1515332 61 s s s s s 1 I 1T EEE
. . . MLVA o 2 s2285%838555 SspolDB4,._ NP
Distance ID Species Lineage MtbC15'g§g§g§3§§§§§§§§§§§§§§§§§ ST Ga_gneux'sINHSM EMBRMP PZA IS 6110 RFLP p
9 HEAE BE P e ME ME AE NE AE ME T2 Llneage
user strain TB36 ?-? 224332515332 2 0?2 ? 2?2 2
0.0833  2151/03 M. tuberculosis S 133-15 234332515332 71 s s s s s n 1mu 1l
0.1667 2224/99 M. tuberculosis Ugandal 34-16 222332515352 125 5 r s S S I W TEN
0.1667 2201/99 M. tuberculosis Ugandal 36-17 2223325152342 r r s r 3 : in
0.1667 10439/01 M. tuberculosis Cameroon 73-26 2 2 33 31515332 61 s s s s s 111
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223331515332

Distance

user strain
0.0909

Distance

user strain
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Distance

user strain
0.0909
0.0909
0.0909
0.0909
0.0909

Distance

user strain
0.0

0.0

0.0

0.0
0.1429

Distance

user strain
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Distance

user strain

Distance

user strain

Distance

user strain

Distance

user strain

Distance

user strain

Distance

user strain

Distance

user strain

10481/01 M. tuberculosis Cameroon 74-26

MLVA o 22223838855 SspoiDB4_.RP
ID Species  LineageMtbC15- .2 2 2 _23I272 252 L2 o202 92 pST Gagneux'sINH SMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP patt
9 NERERERERERENERERERERESE Lineage
TB37 ?-? 12243-615332 ? 0?2 ? 2?2 2
9953/04 M. tuberculosis X 143-62 222432615332 s s s s s | I 1
MLVA o 23223523558 5 SspolpB4.._RD
D Species Lineage MtbC15- .2 2 2 21222 2hE SE o oE 92 ps Gagneux'sINHSMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP pal
9 e RERERERERENERERERERESE Lineage
TB38 ?-? 22353 -15332 2 0?2 ? 2?2 2
2336/02 M. tuberculosis Haarlem 82-15 2 2 3 53 2515332 50 s s s s s 'l I 1
4130/02 M. tuberculosis Haarlem 83-15 2 2 3 53 2515 3 3 2 487 s s s s s ol - e |
4993/02 M. tuberculosis Haarlem 85-15 2 2 3532515332 50 2 0?2 ? 2?2 2 EEITENE_ N ) &
9532/03 M. tuberculosis Haarlem 88-15 2 2 3 53 25153 32 50 s s s s s T TR
12637/02 M. tuberculosis Haarlem 90-31 2 2 353 2 3153 32 2 s s s s s 111
MLVA =~ 2222232832 %R & %spolDB4 . RP
1D Species Lineage MtbC15-.2 2.2 23258 52 e 22 se S22 "ST Gagneux'sINHSMEMB RMP PZA IS 6110 RFLP p
9 N EREREREREREIENEAERERESE Lineage
TB39 ?-? 22433-515332 2 2?2 2?2 2
10439/01 M. tuberculosis Cameroon 73-26 2 2 333 1515332 61 s s s s s ‘ 111
10481/01 M. tuberculosis Cameroon 74-26 2 2 3 3 3151 5 3 3 2 s s s s s 111 Wl
1417/02 M. tuberculosis Cameroon 75-26 223331515332 5 s s S S 1 11 Hmrt
5429/02 M. tuberculosis Cameroon 77-26 2 2 3331515332 61 s s s s s I 11 nminri
1428/02 M. tuberculosis Cameroon 78-26 2 2 33 31515332 61 s s s s s L1 111 nm1
MLVA o~ 232232834855 RspolDB4.. RP
ID Species Lineage MtbC15- 2 2 2 _ZI202 2Lz 222z 9e pST Gagneux'sINH SMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP pa
9 HERERERERERENEREAZRERERE Lineage
TB40 ?-? - 43-6153-2 ? 0?2 ? 2?2 2
8078/03 M. tuberculosis LAM 121-51 124432615322 159 s s s s s HE I I
3995/03 M. tuberculosis LAM 123-53 224432615332 376 s s s s s n . N
7968/03 M. tuberculosis LAM 124-53 223432615332 33 s s s s s Il 1T HEIE ¥
9953/04 M. tuberculosis X 143-62 2 22432615332 s s s s s | 1
5400/02 M. tuberculosis Cameroon 72-26 2 2 3 431515332 61 s s s s s 1T I 1T WEml
MLVA o 22222323285 % %spolDB4 . RP
ID Species Lineage MtbC15- .2 2 2 2I202 2 5HE S2 LR oE 92 pST Gagneux'sINHSMEMBRMP PZA IS 6110 RFLP patt
9 NERERERESERENEAEAERERERE Lineage
TB41 ?-? - - 15- -2 2 0?2 ? 2?2 2
2331/99 M. tuberculosis Ugandal 30-15 222322515342 s s s s s IR II1 11IX1
2111/99 M. tuberculosis Ugandal 32-15 2 2 3 32 2515 342 52 s s s s s 1 e
2333/99 M. tuberculosis Ugandal 30-15 222322515342 s s s s s Ix IT IIX1
2224/99 M. tuberculosis Ugandal 34-16 222332515352 125 5 r s s s I N TIE
2201/99 M. tuberculosis Ugandal 36-17 2 2 2 3 32 515 34 2 r r s r s ITH
I MLVAMtbCc15- £ £ § S 2883455 % spolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
ID SpeciesLineage 2B B R B AR AR BE SE DE N 2 - INHSMEMBRMP PZA
2 IEEERERE SR EbRRREREREEECE ST Lineage pattern
TB42 ?-? 113522611311 2 2?2 ? 2?2 2
- MLVAMtbC15- £ £ § 2 2 8 8 3 £ 85 & & spolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
ID SpeciesLineage B oE YR N R bR SR LR T 9T . INHSMEMBRMP PZA
2 BEEEREEEoRERURERREREERcE ST Lineage pattern
TB43 ?-? 112521511121 2 0?2 ? 2?2 2
o MLVAMtbcis- £ 2§22 883455 % spolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
ID SpecieslLineage B oE IR N e hE SR LR L 5T . INHSMEMBRMP PZA
° SEEERERECECRURLERERETECE ST Lineage pattern
TB44 ?-? 112-2-6143-1 2 0?2 2?2 2?2 2
. MLVAMtbCci5- £ £ § S 2583455 % spolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
ID Specieslineage 2 B nE R IR T e e SR DR N 9T . INHSMEMBRMPPZA
2 iR BIEEERREE ST Lineage pattern
TB45 ?-? 112521612211 2 0?2 ? 2?2 2
- MLVAMtbC15- £ £ § 2 2 8 8 2 £ 5 £ & spolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
ID SpecieslLineage 2 BB oR IE R AR BT LT BE NE 9B . INHSMEMBRMP PZA
° BEEEREEEoRERRRREREREEEcE ST Lineage pattern
TB46 ?-? 11 -21513231 2 0?2 ? 2?2 2
L MLVAMtbCcis- £ 2§ 22883255 % spolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
ID SpecieslLineage BB oE YR NE e hE SR LR L 9T . INHSMEMBRMP PZA
° SEEERERECECRURLERERETECE ST Lineage pattern
TB47 ?-? 1 2422511331 2 0?2 2?2 2?2 2
. MLVAMtbCci5- £ £ § S 2583455 % spolDB4 RD Gagneux's IS 6110 RFLP
ID SpecieslLineage 2 BB oR IR T e e SR DR N 9T . INHSMEMBRMPPZA
9 iR IEEERREE ST Lineage pattern
TB48 ?-? - 1522-2-33- 20?2 2 2?2 2
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MLVA

2282288388 5 ZspolDB4
Distance  ID Species  LineageMtbC15- .2 2. 2 22 ¢d dndadndnglos F oo
9 CERERERERERENEAEAZRERESE
user strain TB49 ?-? - 262--1133
0.1429 1657/03 M. tuberculosis URAL 160-15 2 22922511332 35
0.1429 2679/03 M. tuberculosis URAL 161-15 2 32922511332 35
. . MLVAMtbCci5- £ £ § S 28583455 % spolDB4
Distance ID SpeciesLineage 9 B B B R 3B 0T AR hE 5T BT NE 9E ST
VE RE BT RE RE RE S REREREREGE
user strain TB50 ?-? 1 3722511331
MLVAMtbC15- £ £ § 2 2 8 8 2 £ 5 £ & spolDB4
Distance ID SpeciesLineage ° TEoRnE oE IE T AT hE U BE ME 9F ST
VE RE RE BT RE RENERESERERE OF
user strain TB51 ?-? 1 4421511330
. o MLVAMtbCci5- £ 2§ 22883855 % spolDB4
Distance ID SpeciesLineage ° B B nE o I5 0T AR hE 2E BT ME 9F ST
Y RE R RE SERENE HELERERE 95
user strain TB52 ?-? 1 352--12331
. . MLVAMtbCci5- £ £ § S 2883455 % spolDB4
Distance ID SpeciesLineage 9 <8 BB oF 2 08 nE BT K8 BT ST 9T ST
VE R RE RS RS RE S KERERERE6E
user strain TB53 ?-? 1 4421512331
. - MLVAMtbC15- £ £ § 2 2 8 8 2 £ 5 2 & spolDB4
Distance ID SpecieslLineage 9 2 o nF of 2 OE B LE L8 5E HE 98 ST
LERERERERERENESEAERERESE
user strain TB54 ?-? 11352--133 -
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