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Resumen y Abstract IX

Resumen

Titulo: Caracterizacion molecular de Mycobacterium tuberculosis causante de
enfermedad activa en pueblos indigenas de Colombia. Objetivo: Caracterizar
molecularmente los aislamientos clinicos de Mycobacterium tuberculosis causantes de
tuberculosis activa, circulantes en indigenas de Colombia entre los afios 2009 y 2014.
Metodologia: Estudio descriptivo, restrospectivo en el que se caracterizaron
molecularmente por Spoligotyping y MIRU-VNTR 24 loci 234 aislamientos de M.
tuberculosis provenientes de 229 pacientes indigenas. Los aislamientos hacian parte de
la coleccion biologica del grupo de Micobacterias del INS, obtenidos a través de
vigilancia rutinaria durante el periodo 2009-2014. Variables sociodemograficas de la
poblacién, asi como los patrones de sensibilidad a farmacos de primera linea fueron
tenidos en cuenta para determinar posibles asociaciones significativas con los sublinajes
genéticos descritos. Resultados: Se identificaron 41 pueblos indigenas, el pueblo
Wayuu tuvo mayor namero de casos de TB (13,10%). Se presentaron 12 casos de MDR
en el periodo de estudio. Mediante la metodologia de Spoligotyping, se identificaron 102
genotipos (47,06% descritos en la base de datos SpolDB4 y 52,94% genotipos
huérfanos), los cuales se organizaron en 30 agrupamientos (HGDI 0,9635). Por otro lado
con la metodologia MIRU VNTR, se identificaron 230 genotipos de los cuales 226 fueron
patrones Unicos y 4 estaban agrupados (HGDI 0,99985). Al combinar Spoligotyping y
MIRU-VNTR de 24 loci se encontraron 231 genotipos los cuales comprenden 228
patrones unicos y 3 agrupamientos (HGDI 0,99988). Conclusiones: Este es el primer
estudio nacional que caracteriza un gran nimero de aislamientos de poblacién indigena
colombiana y el primer aproximacion a los genotipos circulantes de M. tuberculosis. La
presencia de un caso de transmision de tuberculosis fue confirmado a través de dos
metodologias de genotipificacion en la poblacién indigena de estudiada. Un caso de

infeccion mixta fue confirmado y cuatro mas sospechosos

Palabras claves: Indigenas, Mycobacterium tuberculosis, MIRU-VNTR 24 loci,

Spoligotyping
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Abstract

Title: Molecular characterization of Mycobacterium tuberculosis that causes active
disease in indigenous people of Colombia. Objective: To characterize molecularly clinical
isolates of Mycobacterium tuberculosis that cause active tuberculosis, circulating in
indigenous people of Colombia between the years 2009 and 2014. Methodology: This is
a descriptive, retrospective study in which 234 M. tuberculosis isolates from 229 patients
were characterized molecularly by Spoligotyping and 24 loci MIRU-VNTR. These isolates
were part of a biologic collection of the Mycobacteria research group at the National
Health Institute of Colombia (INS), obtained through routine surveillance during the period
of 2009-2014. Socio-demographic variables of the population as well as first-line drugs
sensibility patterns were taken into account to determine significant possible associations
with the described genetic families. Results: 41 groups of indigenous people were
identified. The Waylu people had the greatest number of cases of tuberculosis (TB)
(13.10%). Besides, 12 cases of MDR were found in the period of this study. Using
Spoligotyping, 102 genotypes were identified (47.06% described in the database
SpolDB4 and 52.94% orphan genotypes), which were organized in 30 groups ( HGDI
0.9635). On the other hand, with the MIRU-VNTR methodology 230 genotypes were
identified out of which 226 were unique patterns and 4 were grouped (HGDI 0.99985).
After combining Spoligotyping and 24 loci MIRU-VNTR, 231 genotypes were found and
these comprise in 228 unique patterns and 3 groups (HGDI 0.99988). Conclusions: This
study is the first national study to characterize a large number of isolates from the
Colombian indigenous populations and is the first approach to genotype circulating M.
tuberculosis. The presence of one tuberculosis transmission cases were confirmed
through the two genotyping methodologies in indigenous people studied. One case of

mixed infection was confirmed and four more suspected.

Keywords: Indigenous, Mycobacterium tuberculosis, 24 loci MIRU-VNTR, Spoligotyping
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Introduccioén

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por un bacilo &cido alcohol
resistente (BAAR) perteneciente al complejo Mycobacterium. tuberculosis (cMtb). En la
actualidad, la TB constituye un serio problema de salud publica y segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), para el afio 2014 ésta enfermedad fue la segunda causa de
mortalidad por un agente infeccioso en el mundo después del VIH (WHO, 2015).

Se estima que aproximadamente la tercera parte de la poblacion mundial esta infectada
con el bacilo; sin embargo, solamente entre el 5y 10% presentan sintomas tipicos de la

enfermedad como tos expectorante por mas de 15 dias (Herrera et al., 2005).

En 2014 la OMS estim6 9,6 millones de casos nuevos de los cuales 1,5 millones
fallecieron como consecuencia de la enfermedad. Para Colombia, la incidencia estimada
por la OMS fue de 16.000 casos (WHO, 2015), mientras que la notificacion realizada por
parte del Sistema Nacional de Vigilancia (Sivigila) fue de 11.875 casos nuevos para éste
mismo afio (INS, 2014); ésta diferencia pone de manifiesto una brecha entre lo estimado
y lo notificado (=25%) y evidencia la necesidad de disefiar actividades interdisciplinarias y
colaborativas que contribuyan a reducir la brecha y permitan lograr la captacion del total

de los casos de TB.

En el afio 2015, la OMS implement6 la estrategia Fin de la TB (WHO, 2015b), la cual
busca reducir la morbi-mortalidad de la TB y mitigar el impacto de la enfermedad; entre
los pilares definidos para sustentar esta nueva estrategia, se encuentra el fortalecimiento
de la investigacion e innovacion y es alli donde los denominados grupos vulnerables,

entre los que se encuentra la poblacion indigena, cobran particular interés.

Segun el dltimo censo realizado por el DANE en el 2005, en Colombia existen registrados
87 pueblos indigenas distribuidos a lo largo del territorio nacional en areas rurales e

incluso existen zonas urbanas con presencia de poblacién indigena, como es el caso de



2 Introduccién

Bogota donde residen 15.032 indigenas (DANE, 2007; SDP, 2005). Entre las pueblos
indigenas mas representativos de Colombia se encuentran los Embera, U'wa, Inga,
Muisca, Arhuaco, Kurripaco, Piapoco, Puinave, Sikuani, Cubeo, Desano, Guayabero,
Karijona, Kurripako, Nukak Maku, Piaroa, Piratapuyo, Tucano, Bara, Barasana,
Carapana, Macuna, Pisamira, Siriano, Tariano, Taiwano, Tatuyo, Tuyuka, y Wanano

localizadas principalmente en la zona Sur-Oriente del pais.

Colombia cuenta con una amplia diversidad cultural de pueblos indigenas y pese a que la
politica nacional establece la necesidad de consolidar una linea de accion de trabajo
interprogramético en poblacion indigena, son pocos los reportes documentados a la
fecha y la informacion sobre la carga de la enfermedad asi como los estudios de la

dindmica de transmisién son limitados.



1.Planteamiento del problema

Factores socioecondmicos y la predisposicion genética del hospedero, juegan un papel
importante en la sensibilidad a la TB (Herrera et al., 2005). Segun Stephens et al., 2006,
la poblacion indigena posee mayor probabilidad de padecer TB debido en parte a las
caracteristicas inherentes de algunos pueblos indigenas como su condicién némada,
dificultad en el acceso a un diagnostico oportuno y poca adherencia al tratamiento.
Adicionalmente, el desconocimiento de la enfermedad sumado a las diversas tradiciones
religiosas y culturales de ésta poblacion, impiden a las entidades territoriales la

posibilidad de realizar intervenciones asertivas para su control (Cardona et al., 2013).

En Colombia los reportes de TB en poblacién indigena varian anualmente por regiones,
aun en departamentos donde es sabido que existe un alto nimero de personas
indigenas, por ejemplo para Amazonas en el afio 2005 se reportaron 83 casos nuevos de
TB por cada 100.000 habitantes, mientras que para Cesar y Guaviare en el mismo afio
se registraron 13 y 35 casos nuevos de TB por cada 100.000 habitantes respectivamente
(OPS 2007).

Otros estudios nacionales registran altas tasas de TB particularmente en comunidades
como los Kogui y Guayabero, quienes aportan un gran nimero de casos con 2.646 y
3.500 por cada 100.000 habitantes respectivamente; mientras que algunos
asentamientos del Amazonas (172 casos/100.000 habitantes) junto con las etnias Sikuani
(548 caso0s/100.000 habitantes) y Curripacos (556/100.000 habitantes) han tenido las

menores prevalencias reportadas ( OPS, 2007).

Este comportamiento muestra una amplia heterogeneidad en la carga de la enfermedad

gue podria estar relacionado con condiciones especificas de cada pueblo indigena;
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motivo por el cual se hace necesario realizar investigaciones que permitan tener

conocimiento sobre la situacién actual de la TB en los pueblos indigenas de Colombia.

Por otra parte, en algunas partes de Colombia se han hecho estudios para conocer la
estructura genética del M. tuberculosis circulante en el pais (Puerto et al., 2015; Realpe
et al., 2014; Cerezo et al., 2012), lo que permite junto con la genotipificacion conocer la
dindmica de transmisién de la enfermedad para proponer estrategias de control; sin
embargo no hay evidencia que permita conocer éstas caracteristicas en los aislamientos
de M. tuberculosis obtenidos de poblaciones indigenas, lo que permitiria obtener
conocimiento para ser utilizado en intervenciones de politica publica encaminadas a este

grupo poblacional vulnerable.



2.Justificacion

La poblacion indigena se encuentran entre los grupos vulnerables definidos por la OMS y
segun datos oficiales de OPS, es una de las poblaciones en Colombia con mayores tasas
de morbi-mortalidad asociada a TB (OPS, 2007); por otra parte la estrategia mundial fin
de la TB propone un enfoque de atencion diferencial para poblacion vulnerable que
permita cerrar las brechas de acceso y equidad, lo que indica la prioridad y el

direccionamiento del trabajo en pueblos indigenas para el pais.

Los pueblos indigenas en Colombia, han sido intervenidos en los Ultimos afios
principalmente en temas relacionados con costumbres, entorno ecoldgico y factores
socio culturales y en menor proporcién en lo relacionado a los temas de salud; esto unido
al numero de casos de TB en poblacion indigena que se reportan al Sivigila y al
subregistro al que se enfrenta el pais, hace que esta poblacién deba ser objeto de
estudios particulares que provean informacion actualizada sobre el estado de la TB

encaminados a la reduccion de la carga de la enfermedad.

Tradicionalmente, la epidemiologia clasica ha permitido importantes avances en la
compresion de los determinantes asociados al desarrollo de la TB; sin embargo, durante
las ultimas décadas el uso de herramientas moleculares aplicadas a la epidemiologia
molecular han aportado al entendimiento sobre de la dinamica de transmision de la TB y
al esclarecimiento de casos de reinfecciones, recaidas e infecciones mixtas, por lo tanto
esta investigacion propone a través del uso de las metodologias moleculares de
Spoligotyping y MIRU-VNTR asi como el conocimiento de los patrones de sensibilidad a
farmacos, realizar la caracterizacion molecular de aislamientos de M. tuberculosis
provenientes de poblacion indigena captados por el Instituto Nacional de Salud (INS), a
través de la vigilancia rutinaria durante el periodo 2009 a 2014, para aportar conocimiento

al pais y asi crear estrategias de control que permitan alinearse con el objetivo mundial
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para el control de la enfermedad que es poner fin a la epidemia de TB en el mundo para
el afio 2035.



3.0bjetivos

3.1 Objetivo general

Caracterizar molecularmente los aislamientos clinicos de Mycobacterium tuberculosis
causantes de tuberculosis activa, circulantes en indigenas de Colombia entre los afios
2009 y 2014.

3.2 Objetivo especifico

1. Establecer los genotipos de M. tuberculosis por Spoligotyping y MIRU-VNTR de
los aislamientos clinicos de poblacién indigena, captados a través de la vigilancia
rutinaria en el INS.

2. Determinar la posible circulacién de otros miembros del complejo Mycobacterium
tuberculosis en los aislamientos clinicos de la poblacién indigena de estudio.

3. Comparar los patrones genéticos circulantes en las poblaciones indigenas, con
los patrones registrados en las bases de datos nacionales e internacionales.

4. Describir el comportamiento epidemiologico de la tuberculosis en la poblacion

indigena captada en el estudio.






4.Marco teodrico

4.1 Historia natural dela TB

La TB es una enfermedad infecto-contagiosa cronica causada por un bacilo 4cido alcohol
resistente perteneciente al cMtb, dentro del cual se encuentran diferentes especies como:
M. tuberculosis, M. bovis, M. capre, M. africanum, M. microti, M. canetti, “M. mungi”, “M.
suricattae”, “M. origys”, M. pinnipedii (Tortoli, 2014) y “M. chimpanzee®. Aunque la
presentacion clinica principal de la TB es la pulmonar, puede presentarse en zonas
distales constituyendo la TB extrapulmonar (WHO, 2015).

La sintomatologia clasica de un sintomatico respiratorio (SR) incluye la presencia de tos
expectorante por un periodo superior a 15 dias, pérdida de peso, fiebre y sudoracién
nocturna (Lawn y Zumla, 2011). La forma de transmision esta dada por la inhalacién del
bacilo proveniente de aerosoles emitidos desde un individuo enfermo al toser o
estornudar. A pesar que la OMS estima que la tercera parte de la poblacién mundial se
encuentra infectada, solamente entre 5 y 10% desarrollan la enfermedad y manifiestan
sintomas clinicos como consecuencia de diversos factores tales como la predisposiciéon
genética, habitos del individuo o patologias de base que contribuyen al deterioro del
sistema inmune, el cual naturalmente confina la infecciébn en una estructura denominada
granuloma que constituye la infeccion latente (Herrera et al., 2005; Ramakrisshan, 2012;
WHO, 2015). En la tabla 1 se listan algunos de los principales factores asociados al

desarrollo de TB activa.
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Tabla 1. Factores previamente descritos para desarrollar

Factor

VIH

Diabetes

Susceptibilidad
genética

Condiciones de
hacinamiento

Fumar

Edad

Medicamentos

Deficiencias
Nutricionales

Mecanismo

Bajos niveles de CD4" disminuyen la cantidad de INF-y evitando asi la
activacion de macréfagos y la consecuente produccion de intermediarios
reactivos de oxigeno y nitrégeno.

Defectos en la inmunidad celular debida a hiperglicemia. Se han descrito
alteraciones en la adherencia, quimiotaxis y fagocitosis de leucocitos en
individuos insulino-dependientes.

Polimorfismos genéticos han sido descritos para INF-y, 6xido nitrico sintasa y
receptores tipo Toll sugiriendo una inadecuada respuesta inmune innata
contra el bacilo.

Contribuye a la diseminacién del bacilo.

Promueve la afeccién pulmonar y supone un descontrol en la estabilidad del
granuloma, aumentando dos veces el riesgo de padecer la enfermedad.

Implica los extremos de la vida. Nifios y ancianos presentan deficiencia
inmune incapaz de controlar la infeccion por el bacilo.

La administracion prolongada de corticoides inhibe la migracién leucocitaria
asi como el metabolismo linfocitario.

La deficiencia en vitamina D evita la sintesis de péptidos micobactericidas
como catelicidina, B-defensina 4 y la expresion de proteinas reguladoras de
la maduracion fagosomal como TACO.

Modificado de Lawn y Zumla, 2011. INF-y: Interferén Gamma. TACO: Triptophane aspartate coating protein.

4.2 Epidemiologiade la TB

Para 2014, segun el reporte de la OMS se estimé una incidencia de 9,6 millones de
casos nuevos para TB en el mundo, de los cuales 1,5 millones fallecieron como
consecuencia de la enfermedad, dentro de ellos 0,4 millones fueron positivos para VIH,
mientras que 1,1 millones fueron seronegativos (Figura 1); para el mismo afio, 5,4
millones de los casos nuevos se presentaron en hombres, 3,2 millones en mujeres y 1

millén en nifios.
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Figura 1-1: Incidencia estimada de TB para el mundo, 2014 (WHO, 2015).
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Segun la OMS, 58% de los casos estimados para 2014 se presentaron en Asia, 28% en
Africa, 8% el Mediterraneo Oriental, mientras que Europa y la regiéon de las Américas
aportaron el 3% cada uno. Para el mismo periodo, la regién de las Américas, el Sureste
Asiético y el Pacifico alcanzaron los objetivos de milenio encaminados a la reduccién de
la carga de la TB, logrando reducir la prevalencia y mortalidad en casi un 50% con
relacion a los reportes de 1990. A pesar de estos alcances, la incidencia global de la
enfermedad no ha tenido un comportamiento similar; en este sentido, mientras que en
1990 se tenian incidencias cercanas a 150 casos/100.000 habitantes, a 2014 la media
mundial se encontré en 133 caso0s/100.000 habitantes, fendbmeno que dilucida un bajo
impacto en acciones encaminadas a frenar la transmisibilidad del bacilo y soporta la
necesidad de continuar fortaleciendo las acciones de manera interdisciplinaria con

diferentes actores para lograr el control definitivo de la enfermedad (WHO, 2015).

Para Colombia, la incidencia ha tenido un comportamiento estable de =25 casos/100.000
habitantes (WHO, 2015). Segun el informe de la semana epidemiolégica 52 emitido por
Sivigila, en 2015 se notificaron 12.918 casos de TB de los cuales 10.519 (81,4%)
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correspondieron a TB-pulmonar, 2.385 (18,4%) a formas extra-pulmonares y 14 (0,2%)
carecieron de informacion de datos complementarios que permitieran su categorizacion.
En cuanto a la clasificacion de los casos, 9.548 (73,9%) fueron confirmados por
laboratorio, 3.122 (24,2%) por clinica y 248 (1,9%) por nexo epidemioldgico (INS, 2015).

4.3 Diagnostico de TB

Segun la OMS, durante el periodo 2000-2014 cerca de 43 millones de personas (VIH+y
VIH-) han sido curadas de TB gracias al tratamiento oportuno (WHO, 2015). Estos
importantes avances se encuentran estrechamente ligados al esfuerzo realizado en
temas como el desarrollo de nuevas alternativas diagnosticas y su implementacion en
diferentes paises; sin embargo, debido al creciente nimero de individuos infectados con
VIH y la aparicion de cepas farmacorresistentes, es fundamental el desarrollo de nuevas
investigaciones que permitan captar mayor numero de casos en estadios tempranos de
la enfermedad, a la vez que favorezcan conocer el estado de sensibilidad a los farmacos
dispuestos para el tratamiento (Dye & Williams, 2010).

El diagnostico actual para TB comprende generalmente criterios clinicos vy
bacteriologicos. Los criterios clinicos se encuentran enfocados en evaluacion médica,
donde el clinico realiza un examen en busqueda de sintomas caracteristicos de la TB
(tos por tres 0 mas semanas, con 0 sin produccién de esputo; tos con sangre
(hemoptisis), dolor en el pecho, pérdida de apetito, pérdida inexplicable de peso,
sudoracidn nocturna, fiebre y fatiga); adicionalmente, se realiza entrevista para indagar el
tiempo de duracion de los sintomas o si ha existido algin contacto conocido con
personas que tengan o hayan tenido TB (CDC, 2013).

En cuanto al diagndstico bacterioldgico, comprende ensayos fenotipicos y genotipicos

tales como:

4.3.1 Baciloscopia (BK)

Dada su relativa facilidad, la BK de esputo constituye la metodologia mas utilizada en el
mundo para el diagnéstico de la TB. Se ha descrito una sensibilidad que varia entre el 20
y el 60% y se considera que son necesarios entre 5.000 y 10.000 BAAR/mL para tener

una BK positiva, por lo que es particularmente util en individuos con TB-pulmonar,
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mientras que dificulta el diagndstico en formas extrapulmonares o durante la co-infeccion
con VIH donde usualmente las muestras son paucibacilares (Moran et al., 2000; OPS,
2008 (a); WHO, 2015).

4.3.2 Cultivo

A pesar que el cultivo en medio sélido requiere entre 4 y 8 semanas para el crecimiento
de miembros del cMtb a partir de diversas muestras biolégicas como el esputo; en la
actualidad es considerado el estandar de oro por la OMS y después de la BK, es el
segundo método mas utilizado para el diagnéstico de la enfermedad. En contraste con la
BK, el cultivo solo requiere entre 10 y 100 BAAR/mL lo que contribuye al aumento en la
sensibilidad de la BK hasta en un 60%. Aunque el cultivo proporciona un medio
adecuado para el crecimiento de cepas del cMtb, la identificacion final requiere la
realizacién de pruebas fenotipicas basadas en algunas caracteristicas bioquimicas que
poseen este grupo de microorganismos, retardando aun mas el diagndéstico definitivo
(OPS, 2008 (b); Dorronsoro y Torroba, 2007).

A la fecha, han sido avalados dos medios de cultivo sélidos para la identificacion de M.
tuberculosis; el primero de ellos el medio Ogawa Kudoh (OK) en el que las muestras a
sembrar requieren una breve descontaminacién con hidréxido de sodio al 4% (NaOH 4%)
durante dos minutos, por lo que suele ser usado en laboratorios de baja complejidad. El
segundo medio de cultivo es Léwenstein Jensen (LJ), para el uso de éste medio los
especimenes deben ser previamente tratados con un agente mucolitico como el N-acetil
L-cisteina y descontaminados con hidréxido de sodio al 2% de manera simultanea para
posteriormente recolectar los bacilos mediante centrifugacion; procedimiento que soélo
puede ser llevado a cabo en laboratorios de segundo nivel con una infraestructura capaz
de prevenir la propagacion de aerosoles (Warren et al., 2004; OPS, 2008 (b); WHO,
2015).

En los ultimos afios la implementacién de medios de cultivo liquidos, ha mejorado
notablemente la sensibilidad de los sistemas tradicionales y ha contribuido a reducir el
tiempo de crecimiento bacilar de 8 a 2 semanas en promedio (Dorronsoro y Torroba,
2007). Algunos de los medios de cultivo liquido son utilizados en sofisticados equipos

gue permiten no solo incubar el microorganismo, sino que al mismo tiempo monitorean
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continuamente la actividad metabdlica que hay al interior del medio para determinar la
presencia de crecimiento bacteriano en un sistema automatizado. Dentro de los mas
utilizados se encuentran el ESP Culture System Il (Trek Diagnostic Systems), el MB/BacT
ALERT 3D (BioMerieux) y el MGIT (Mycobacterial Growth Indicator Tube, BD)
(Dorronsoro y Torroba, 2007)

4.3.3 Identificacion fenotipica

La identificacion de M. tuberculosis a partir de cultivos positivos es realizada mediante la
determinacion de caracteristicas bioquimicas particulares como acumulacién de niacina,
reduccion de nitratos a nitritos y la presencia de una catalasa termolabil a 68°C. A pesar
de que éstas son caracteristicas distintivas de M. tuberculosis, se han descrito otros
miembros del cMtb con igual comportamiento como en el caso de M. bovis e incluso
otras micobacterias como M. gastri; motivo por el cual se hace necesario implementar un
amplio panel de pruebas que permitan confirmar la identidad de la cepa, lo que supone
un inconveniente para multiples laboratorios debido a los costos altos inherentes a estas
determinaciones y las limitaciones propias de la técnica de identificacién bioquimica
estandar como la complejidad, demora y falta de reproducibilidad (Dorronsoro y Torroba,
2007; OPS, 2008 (b); Cortés, 2009; Caminero et al., 2014).

4.3.4 ldentificacion molecular

La identificacion molecular ofrece mdltiples ventajas sobre los métodos tradicionales
debido a la baja carga bacilar que requieren, el menor tiempo en la emisién de
resultados, asi como una alta sensibilidad y especificidad. EI genoma de las
micobacterias cuenta con secuencias de ADN altamente conservadas que permiten su
clasificacién por género, asi como regiones hipervariables que favorecen la identificacién
de especies. Estas caracteristicas genéticas han permitido la creacion de diversas
metodologias moleculares y han contribuido al desarrollo de la epidemiologia molecular
como una herramienta importante para el estudio de la dindmica de transmisiéon de las
enfermedades ocasionadas por éste grupo de microorganismos (Dorronsoro y Torroba,
2007; Cortés, 2009).

Distintos blancos genéticos han sido evaluados para tipificar molecularmente a las

micobacterias; algunos de esos blancos incluyen el gen hsp65, el cual codifica para una
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proteina de choque térmico de 65 kDa; elementos de insercién (IS; por sus siglas en
inglés); la regién intergénica 16S-23S y algunas secuencias codificantes para la
subunidad ribosomal 16S (Puerto et al., 2007; Palomino et al., 2007). Estas dianas han
permitido el desarrollo de metodologias moleculares como el Spoligotyping, los MIRU-
VNTR y el RFLP 1S6110, las cuales han permitido entender la dinAmica de transmision
de la enfermedad, identificar el patron genético de cepas de M. tuberculosis y generar
asociaciones de genotipos con patrones de farmacorresistencia (Van Embden et al.,
1993; Warren et al., 2004; Garzon et al., 2008).

4.4 Epidemiologia molecular de TB

“La habilidad de discernir la huella genética (genotipo) de aislamientos de Mycobacterium
tuberculosis ha revolucionado nuestro entendimiento de la transmision de la tuberculosis”
(Barnes y Cave, 2003). Como lo mencionan Barnes y Cave, la implementacion de
metodologias genéticas y el desarrollo de la epidemiologia molecular ha permitido
ampliar el conocimiento actual de la TB y algunos de los principales avances han estado
relacionados con la descripcion de las bases moleculares asociadas a la resistencia a
farmacos. Dentro de las utilidades que brinda la epidemiologia molecular se encuentran,
la confirmacién de brotes epidemioldgicos, la identificacion de contaminacion cruzada en
laboratorio, permite entender mejor la dindmica de transmision de la TB, ayuda a
identificar la distribucion geogréafica de los linajes genéticos de M. tuberculosis, la
identificacion de casos de reinfecciéon (exégena o enddgena), infeccidbn mixta, a su vez,
sirve de apoyo en la evaluacién y seguimiento a programas de TB (Van Embden et al.,
1993; Barnes y Cave, 2003; Mathena et al., 2006.).

Como se mencion6 previamente, diversos blancos genéticos han sido evaluados para la
caracterizacion molecular de los diferentes miembros del cMtb. Estos importantes
avances vienen dados gracias a la secuenciacion del genoma completo de M.
tuberculosis y han favorecido el desarrollo de metodologias tales como: Spoligotyping,
MIRU-VNTR y RFLP-IS6110, sobre las cuales se soporta la epidemiologia molecular
contemporanea (Figura 2) (Kamerbeek et al., 1997; Supply et al., 1997; Supply et al.,
2000, Barnes y Cave, 2003, Shabbeer et al., 2012).
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Figura 4-2: Blancos genéticos para genotipificacion de M. tuberculosis — H37Rv.

(Barnes y Cave, 2003)

I156110-Based Ganotyping
&

3 ~

B T

W

Chromosome of S - 0 BF——
M. tubﬂﬂufﬂsr's o . . e —
Strain X -0 =
P

|||I|||||E||||“ﬁ5 “““ ﬁl

H37Rv
MABCTD MA B CD MABCTD

MIRU-Based Genotyping

(] 156110 <> 155110 probe
S DR locus d Pl sites
[D:I:l MIRL b"d PCR primers

4.4.1 Spoligotyping

Esta técnica molecular se fundamenta en el polimorfismo del locus DR (repeticiones
directas o DRs) presente en los miembros del cMtb, debido al reordenamiento mediado
probablemente por el elemento de inserciébn 1S6110. En éste locus, se han descrito
regiones conservadas de 36 pb (espaciadores conservados) y regiones intercaladas o
interespaciadoras que varian entre 34 y 41 pb de longitud. La presencia o ausencia de
estas regiones interespaciadoras brinda un patron de comparaciébn que permite
caracterizar los miembros del cMtb a través de la amplificacion por PCR del locus DR, en

ésta metodologia se emplean un par de cebadores, uno de ellos marcado con biotina,



Marco teérico 17

dando como resultado un amplicén biotinilado que sera posteriormente hibridado con una
serie de secuencias complementarias que corresponden a cada uno de los 43
espaciadores evaluados y que se encuentran covalentemente unidos a una membrana;
finalmente una reaccion de quimioluminiscencia es llevada a cabo para visualizar la
hibridacion y los resultados son expresados como un cédigo binario donde 1 indica
presencia del espaciador y 0 su ausencia (Kamerbeek et al., 1997). En la figura 3 se
muestra la estructura del locus DR y se evidencia el patron de la hibridaciéon para BCG,
H37RV y un aislamiento X.

Figura 3-3: Esquema del Locus DR presente en cepas del cMtb (Barnes y Cave, 2003)
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El origen del locus DR se encuentra estrechamente relacionado al sistema CRISPR
(Clustered, reularly, interspaced short palindromic repeats); éste sistema consiste en la
incorporacion de material genético foraneo, especificamente de bacteriéfagos, al genoma
de la bacterias. La region del genoma en la cual se integra el ADN foraneo ademas de

servir como blanco en técnicas de genotipificaciéon (en el caso del spoligotyping), brinda a
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la bacteria una respuesta inmune adaptativa contra el ataque de bacteri6fagos (Marraffini
y Sontheimer 2010, Sola 2015)

4.4.2 MIRU-VNTR

Los MIRU-VNTR o Unidades Repetitivas Micobacterianas Interespaciadas — Numero
Variable de Repeticiones en Tandem, son repeticiones en tdndem que han sido
observadas en el genoma bacteriano de especies del cMtb con homologia a los
minisatélites descritos en eucariotas. En el cromosoma de la cepa de referencia para TB,
H37Rv se han descrito secuencias repetitivas de 40 a 100 pb en 41 localizaciones, de las
cuales 24 han mostrado polimorfismos que permiten una mayor resolucion en la
genotipificacion de los aislamientos, comparada con otras metodologias como el
Spoligotyping y que en conjunto con éste, igualan el poder de discriminacion del RLP-
IS6110, el cual fue considerado como el estandar de oro durante muchos afios (Figura 4)
(Supply et al., 1997).

La genaotipificacién de los aislamientos de M. tuberculosis a través de MIRU-VNTR, se
basa en la amplificacién de 24 loci (Figura 4) distribuidos a lo largo del cromosoma
bacteriano que son visualizados mediante un corrido de electroforesis en gel de agarosa.
Los resultados obtenidos indican el numero de alelos presentes en cada locus y el
analisis se lleva a cabo mediante la comparacion de las bandas obtenidas y un marcador

de peso molecular.

Figura 4-4: Posicion de los 24 MIRUs utilizados actualmente para genotipificacion
molecular. (Morand et al., 2010)
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4.4.3 Epidemiologia molecular de TB en Colombia

Aunque la epidemiologia tradicional ha permitido avances importantes en el
entendimiento de los factores que favorecen la aparicién y persistencia de la TB en el
pais, el advenimiento de la biologia molecular y su utilizacion a través de metodologias
moleculares como el Spoligotyping y los MIRU-VNTR, han fortalecido el actual

conocimiento sobre la enfermedad (Burgos et al., 2004).

En Colombia, estudios nacionales han descrito una amplia variedad de sublinajes
genéticos circulantes. En este sentido, los principales sublinajes encontrados a lo largo
del territorio nacional han sido LAM (39,9%), Haarlem (19%), patrones huérfanos (17%) y
T (9%); mientras que MANU (0,5%), S (1,1%), y X (1,8%) constituyen los genotipos con
menor representacion (Puerto et al., 2015). Cerezo et al., 2012 demostraron que luego de
genotipificar 152 aislamientos obtenidos de pacientes con TB en la ciudad de Bogot4, el
sublinaje mas representativo fue LAM (49,3%), seguida por Haarlem (25%), T (13,8%),
Huérfanos (6,6%), S (3,3%), X (1,3%) y Beijing (0,7%); sugiriendo que LAM se transmitia
mas activamente en la poblacion; adicional a esto, la tipificacion por MIRU-VNTR permitié
determinar la presencia de una infeccion policlonal en un individuo co-infectado con VIH;
confirmando la utilidad de ésta metodologia como una herramienta de epidemiologia

molecular para un mejor entendimiento de la enfermedad.

Por otro lado, la tipificacion molecular e identificacién de sublinajes genéticos de cepas
de M. tuberculosis, cobra interés particular en aquellas cepas que dadas a sus
particularidades genéticas, han sido ampliamente asociadas con casos de TB
multirresistente (MDR TB, por sus siglas en inglés), transmision y patogenicidad, como es
el caso del sublinaje Beijing (Zhang et al., 2016). Estudios nacionales han mostrado que
éste genotipo ha constituido el 3,2% de los sublinajes genéticos reportados, y su
circulacién ha estado restringida al municipio de Buenaventura (Puerto et al., 2015).
Murcia et al., 2010 documentaron el caso de una nifia de 15 afios hospitalizada en la
ciudad de Bogota que provenia de Buenaventura con una sospecha clinica de TB-MDR,
luego de un analisis de tejidos post-morten, se determiné la presencia de una rara cepa
denominada Beijing-like. Para el momento de la publicacion, la cepa no habia sido
descrita en Sur América, aunque existian reportes en paises como Estados Unidos,
Tailandia, Rusia, Japon, Taiwan, Georgia y Vietham; lo que hizo suponer la posibilidad de

gue haya sido una variante emergente de un bacilo virulento del linaje Beijing
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caracteristico de esta zona del pais. Por otra parte, un estudio retrospectivo llevado a
cabo en el Valle del Cauca por Ferro et al., 2011, demostraron mediante Spoligotyping la
circulacion de genotipos LAM9 (20%), H1 (20%) y Beijing (16%); esto ultimos asociados
a casos de MDR y dos casos de XDR (SIT190).

Finalmente, el uso de herramientas moleculares como Spoligotyping y MIRU-VNTR han
aportado informacion valiosa para comprender dinamica de transmision de la TB
(Roetzer et al., 2011; Zamani et al., 2013)

4.5 TB en pueblos indigenas en Colombia

En Colombia segun el Ultimo censo nacional, hay 87 pueblos indigenas registrados con
un total de 1’392.623 personas, equivalentes al 3,4% de la poblacién nacional. Aunque
los departamentos de La Guajira, Cauca, Narifio y Cérdoba contribuyen con cerca del
60% de la poblacion indigena, segun el DANE hay presencia de éstos pueblos indigenas
en 27 departamentos, distribuidos en 710 resguardos legalmente constituidos, en 228
municipios del pais (DANE, 2007).

El perfil epidemiolégico en los pueblos indigenas estd estrechamente ligado a
condiciones socioeconémicas propias de ésta poblacion como los altos indices de
pobreza, desempleo, analfabetismo, migracion, destruccién del ecosistema, alteracion de
la dinamica de vida, aislamiento geogréfico, acceso limitado a los servicios basicos de
salud, agua, vivienda y problemas nutricionales que favorecen la presencia de diversas

enfermedades entre las que se incluye la TB. (IIDH, 2006).

En Colombia, durante los afios 2002 a 2006 se desarroll6 el proyecto de fortalecimiento
de la estrategia DOTS/TAES en pueblos indigenas, financiado por la Agencia
Canadiense para el Desarrollo Internacional (ACDI/CIDA) y apoyado por la Organizacion
Panamericana de Salud (OPS/OMS), el Ministerio de la Proteccion Social y el INS; del
cual se lograron importantes avances en el conocimiento de la enfermedad, presentados
en 2007 para los departamentos de Amazonas, Cesar, Guainia, Guaviare, La Guajira,

Narifio y Vichada.

Para el departamento del Amazonas, el nimero de casos nuevos de TB pulmonar por
100.000 habitantes tuvo un incremento importante de 62 a 83 casos de 2001 a 2005, con

mayor presentacion en nifios menores de quince afios y adultos mayores (OPS, 2007).
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Los pueblos indigenas con mayor incidencia de TB fueron Ticuna (74,1%), Huitoto
(12,1%), Filillay (5,2%) y Macuna (3,4%); mientras que los Yucuna, Yaci y Tanimuca

constituyeron los pueblos con menor nimero de casos (OPS, 2007).

En el Cesar, gracias a la busqueda activa de SR llevada a cabo por la IPS indigena
Dusakawi, fueron notificados 231 casos de TB pulmonar en el afio 2000; cifra que se

redujo sustancialmente para el 2005 donde se presentaron 13 casos/100.000 habitantes.

Por otro lado, durante el periodo 2000 a 2005 el departamento de Guainia tuvo una
incidencia para TB pulmonar de 24,4 casos/100.000 habitantes y mortalidad para el afo
2002 de 5,1 caso0s/100.000 habitantes. En esta regién cerca del 80% de la poblacién es
indigena y como consecuencia, el mayor nimero de casos de TB es registrado para

estos grupos poblaciones (OPS, 2007).

En el caso del Guaviare, la incidencia de TB present6 valores oscilantes de 23,06; 36,13
y 25,48 casos/100.000 habitantes para los afios 2002, 2004 y 2005 respectivamente. El
32,7% de los casos se notificaron en poblacion indigena y el 94% fueron presentaciones

clinicas de TB pulmonar en individuos menores de quince afios (OPS, 2007).

En Narifio durante el afio 2005, se registr6 una incidencia de 85,5 casos/100.000
habitantes, cifra que superd notablemente la incidencia nacional. En éste sentido, los
municipios con mayor carga de TB fueron Taminango (44,3 casos/100.000 habitantes),
Barbacoas (40,9 casos/100.000 habitantes), Santa Cruz (40,4 casos/100.000 habitantes)
y Tumaco (33,7 casos/100.000 habitantes); los cuales estaban habitados principalmente
por indigenas Awa. Diferente al comportamiento evidenciado para los departamentos de
Guaviare y Amazonas, en Narifio el grupo etario donde mas casos de TB se presentaron

estuvo conformado por individuos con edades entre los 35 y 50 afios (OPS, 2007).

Para La Guajira, la tasa de mortalidad por TB en 2003 fue de 4,3 casos/100.000
habitantes, sin embargo para el afio siguiente se logré una reduccién y se notificaron 2
caso0s/100.000 habitantes. En este departamento, la mayor carga de TB se presentd en

indigenas de los pueblos indigenas Wayuu, Kogui, Arzarios y Wiwa. (OPS, 2007).

Finamente, en el Vichada donde el 70% de la poblacién es indigena, la incidencia de TB

se mantuvo estable entre los afios 1998 a 2004 con 26 casos/100.000 habitantes;
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mientras que las tasas de mortalidad alcanzaron cifras del 22% como sucedié en 2004
(OPS, 2007).

Como se observa, los datos de incidencia y mortalidad para la poblacién indigena son
muy variables y parecen estar estrechamente ligados a las condiciones particulares de
cada pueblo. Adicionalmente, como se observd en el Cesar, la busqueda activa de
sintomaticos respiratorios influencia positivamente la incidencia de la TB y muestra un
panorama mas asertivo de la carga real de la enfermedad, sugiriendo la necesidad de
implementar acciones que contribuyan no sélo a mejorar la captacion de nuevos
pacientes, sino a la conformacion de redes con personal capacitado al interior de cada

pueblo indigena y asi abordar la TB desde una percepcién mas social y étnica.



5.Metodologia

5.1 Tipo de estudio

Estudio observacional, descriptivo en el que se caracterizaron molecularmente
aislamientos de M. tuberculosis causantes de TB activa en pueblos indigenas de

Colombia.

5.2 Poblacion de estudio

Aislamientos de M. tuberculosis obtenidos de poblacion indigena a partir de cultivos
positivos remitidos al INS durante los afios 2009 a 2014 y que hacen parte de la

coleccion bioldgica del grupo de Micobacterias del INS.

5.3 Muestras

Se analizaron 234 fichas de notificacién de TB, remitidas al grupo de Micobacterias del
INS durante el periodo 2009 a 2014, estas fichas correspondian a 229 personas que
pertenecian a poblacion indigena; 5 personas presentaron doble registro, al aportar

aislamientos de M. tuberculosis en diferentes tiempos.

Los aislamientos se encontraban almacenados en la coleccién biol6gica del grupo de
Micobacterias del INS y tenian identificacion previa como cMtb a través de pruebas
bioquimicas o a través de la metodologia de TB-ID, basada en la identificacion por
inmunocromatografia del antigeno MPT64. Las pruebas de sensibilidad a farmacos
fueron desarrolladas en medio liquido Middlebrook 7H9 con el sistema semi
automatizado BACTEC MGIT 960, por el grupo de Micobacterias de la direccion de

Redes en Salud Publica.
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Para evitar la contaminacién cruzada en el laboratorio, se trabajé con un namero limitado
de aislamientos al mismo tiempo, los cultivos fueron procesados en una CSB clase Il tipo
A2, de igual forma, las mezclas para PCR se elaboraron en una CSB exclusiva para éste
fin con las mismas caracteristicas que la nombrada anteriormente. Esta CSB ofrece
proteccion personal, del entorno y del producto; en los modelos de tipo A2 todos los
conductos contaminados se encuentran a presion negativa. (WHO, 2012).

5.4 Variables de estudio

5.4.1 Epidemiologicas

Los datos relacionados con el nombre, sexo, edad, estado VIH, departamento, municipio,
resguardo indigena, pueblo indigena, contacto previo con un paciente diagnosticado con
TB, tipo de muestra, BK, factores adicionales de alto riesgo y vulnerabilidad para TB;
fueron obtenidos a partir de la ficha de notificaciébn de cada caso de TB del grupo
Micobacterias del INS y tabulados en una base de datos Excel 2013. La informacion
faltante fue complementada por las bases de datos nacionales de TB y VIH del Sivigila

correspondientes al periodo de estudio.

Para identificar el pueblo indigena de aquellos individuos en los cuales no se registré
ésta variable en la ficha de naotificacion, se solicitdé una base de datos al Ministerio del
Interior con informacién de los pueblos y los resguardos indigenas que se encuentran
legalmente constituidos en el pais. Con la informacion anterior, los datos del resguardo
indigena y la cedula de ciudadania de cada individuo consignados en la ficha notificacion

para TB, se identificé el pueblo indigena de pertenencia.

5.4.2 Microbiolégicas

Se tuvieron en cuenta la sensibilidad a farmacos de primera (S, E, H, R, Z) y segunda
linea (Am, Cm, PAS, Cs, Eto, Ofx, Km) de los aislamientos de M. tuberculosis vinculados

al estudio.
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5.4.3 Genotipicas

Se analizaron las variables cualitativas de genotipificacion por Spoligotyping y MIRU-
VNTR 24 loci.

5.5 Métodos para cumplir el objetivo general y el objetivo
especifico 1.

5.5.1 Extraccion ADN

Los aislamientos fueron obtenidos de criopreservados almacenados en el biobanco del
grupo de Micobacterias del INS y sembrados para la recuperacion de la biomasa por
cuadruplicado en medio de cultivo Lowenstein Jensen (LJ), segun lo descrito por Kent et
al., 1985. Dos de los cuatro medios de cultivo fueron usados para extraccion de ADN
segun el método descrito por Van Soolingen et al., 2001. Los dos cultivos adicionales, se
criopreservaron en glicerol para ser regresados a la coleccién biolégica del biobanco del

grupo de Micobacterias INS.

5.5.2 Cuantificacion de ADN

La concentracion de ADN fue determinada por medio de espectrofotometria haciendo
uso del equipo NanoDrop de BioRad® con mediciones a 260/280 nm y una equivalencia
de 50ug/mL por unidad de absorbancia. Se consideré 1,8 como la relacion ideal 260/280

para ADN puro.

5.5.3 Genotipificacion molecular por Spoligotyping

Se utilizé la metodologia descrita por Kamerbeek et al., 1997, cuyo fundamento se basa
en la caracterizacion del locus DR mediante la utilizacion de los iniciadores DRa
(5GGTTTTGGGTCTGACGAC) y DRb (5-CCGAGAGGGGACGGAAAC). La
amplificacién por PCR comprendié un ciclo a 96°C por 3 minutos, 20 ciclos a 96°C por 1
minuto, un ciclo a 55°C por 1 minuto, un ciclo a 72°C por 30 segundos y un paso final de
extension a 72°C por 5 minutos. El producto de PCR fue hibridado en una membrana
comercial (Isogen-LifeScience). El resultado de la hibridacion se evidenci6 mediante

guimioluminiscencia, empleando el estuche comercial ECL Direct (Amersham, UK) y
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revelado mediante exposicion a una pelicula fotosensible. Como control positivo se

utilizaron las cepas de referencia H37Rv y BCG P3, los controles negativos fueron buffer.

5.5.4 Genotipificacion molecular por MIRU-VNTR 24 loci

La tipificacion se realiz6 segun la metodologia descrita por Supply et al., 2001, la cual se
fundamenta en la amplificacion de 24 elementos genéticos denominados VNTRs (Anexo
1), que sirven como patron de caracterizacion segun el nimero de repeticiones de cada
locus. Las condiciones de PCR fueron una denaturacion inicial de 15 minutos a 95°C,
seguida por 40 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 59°C y 1 minuto 30 segundos a
72°C, finalmente extension de 10 minutos a 72°C. Los productos de PCR obtenidos se
sometieron a un corrido electroforético en gel de agarosa al 2% durante 3 horas a 120V.
El peso molecular de cada VNTR fue determinado a partir de un marcador de peso
molecular BioLabs® de 100 pb y 50 pb; el resultado fue expresado como un patrén que
representa el alelo para cada locus (Anexo 2). Como control positivo se utilizé la cepa de

referencia H37RVv.

5.5.5 Analisis de resultados

Los patrones obtenidos por Spoligotyping fueron traducidos a cédigo binario y cédigo
octal para la determinaciéon del sublinaje genético y cédigo SIT correspondiente,
mediante el uso de la base de datos internacional SpolDB4 del Instituto Pasteur de la
Guadalupe (Brudey et al., 2006). Las imagenes de los geles obtenidas de la metodologia
MIRU-VNTR 24 loci, se analizaron mediante el software Quantity One (Bio-Rad
Laboratories, UK), para determinar el peso molecular correspondiente a cada alelo y
asignar el correspondiente codigo. Los resultados de las metodologias combinadas se

analizaron a través del software Bionumerics 7.0.

5.5.6 Poder discriminatorio de Spoligotyping, MIRU-VNTR 24 loci
y Spoligotyping + MIRU-VNTR 24 loci

Se determind el poder discriminatorio de cada uno de las técnicas de genotipificacién por
separado y combinadas, mediante el indice discriminatorio de Hunter-Ganston (HGDI;
por sus siglas en inglés) (Hunter y Gaston, 1988). Para éste célculo se empled la

siguiente férmula:
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1
D=1-— nn-1
N(N—l)jgl Y

Donde:
N: Numero total de aislamientos en el estudio.
S: NUumero de grupos obtenidos.

nj: NUumero de aislamientos por grupo.

5.6 Métodos para cumplir el objetivo general y el objetivo
especifico 2.

Gracias a que el Spoligotyping permite diferenciar los miembros del cMtb con base en la
presencia o ausencia de determinados espaciadores, se realiz6 un analisis de los datos
obtenidos por ésta metodologia para determinar la circulacion de otros miembros del
cMtb causantes de TB activa en poblacién indigena (Kamerbeek et al., 1997; Gori et al.,
2005).

5.7 Métodos para cumplir el objetivo general y el objetivo
especifico 3.

Los resultados obtenidos por Spoligotyping fueron comparados con los patrones
reportados en la base internacional SpolDB4 del Instituto Pasteur de la Guadalupe
(Brudey et al.,, 2006), la base de datos nacional del INS y estudios previos de
genotipificacion realizados en el pais, a fin de determinar la distribucién de los genotipos

caracterizados.

5.8 Métodos para cumplir el objetivo general y el objetivo
especifico 4.

A partir de las fichas de notificacion de TB que reposan en el INS, se obtuvieron los datos

de las variables de interés para el estudio. La informacion fue tabulada en una base de
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datos creada en Excel 2013 y a partir de ésta, se llevé a cabo un analisis descriptivo de

las variables epidemioldgicas y se calcularon medidas de tendencia central.

5.8.1 Andlisis de asociaciones

Se realiz6 un andlisis bivariado y se determinaron las asociaciones entre las variables
sociodemogréficas y los fenotipos de sensibilidad a farmacos de primera linea, junto con
los genotipos obtenidos a partir de la tipificacion molecular del locus DR, utilizando la
prueba de Chi cuadrado o exacta de Fisher segun correspondiera, con un nivel de
confianza del 95%, y significancia de 0.05, usando el paquete estadistico Epi Info™ 7.0.

5.9 Consideraciones éticas

Esta investigacion se clasific6 como investigacion sin riesgo, segun el articulo 11 de la

Resolucion 8430 de 1993 emitida por el Ministerio de Salud de Colombia.

De igual forma, se consider6 la normatividad para estudios de investigacién en salud
establecida en la Declaracion de Helsinki en 1964, revisada en Tokio en 1975, Venecia
1983, Hong- Kong 1989 y otras revisiones en la 482 Asamblea General Somerset West,
Sudafrica, en Octubrel996; y en la 522 Asamblea General Edimburgo, Escocia, en
Octubre del afio 2000.

Dado que el INS en ejercicio de sus funciones relacionadas con vigilancia epidemioldgica
de rutina puede utilizar material de sus biobancos con el fin de obtener informacién (til
para la salud publica de los colombianos, en éste estudio no fue necesario la

implementacién de consentimientos informados



6.Resultados

6.1 Caracteristicas sociodemograficas de la poblacion
indigena de estudio

En éste estudio fueron analizadas 234 fichas de notificacion, remitidas al Grupo de
Micobacterias del INS por vigilancia epidemiol6gica entre los afios 2009 a 2014; estas
fichas correspondian a 229 personas, categorizadas como poblaciéon indigena
colombiana (5 personas aportaron dos aislamientos de M. tuberculosis en tiempos

diferentes).

6.1.1 Pueblos indigenas

Se identificaron 41 pueblos indigenas a partir de la informacién consignada en las fichas
de notificacién. Los pueblos con mayor representaciéon fueron: Wayau 13,1% (n=30),
Embera Chami 11,4% (n=26), Awa 7,9% (n=18), Nasa Paez 6,6 (n=15) y U wa 5,2%
(n=12) (Tabla 2).

Tabla 2. Numero de personas por pueblos indigenas colombianos identificados en el
estudio.

Ir?clijl'zbelr?a pel:ls:r?as K FOEbl [mligEms pel:lsodr?as g
Waylu 30 13,1 Yukpa 3 1,3
Embera chami 26 11,4 Zenu 3 1,3
Awa 18 7,9 Amorlda 2 0,9
Nasa Paez 15 6,7 Hitnu 2 0,9
Uwa 12 5,2 Rogul- Malayo- 2 0,9
Arhuaco 8 3,5 Pastos 2 0,9
Motilon Bari 8 3,5 Siona 2 0,9
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Tabla 2. (continuacién)

Irfgizglr?a pe':l;gr?as i Fugile ndigers pel:lsogr?as 0
Wounaan 8 3,5 Cocama 1 0,4
Embera Katio 7 3,1 Desano 1 0,4
Tikuna 6 2,6 Ennaka 1 0,4
Guahibo 5 2,2 Guambiano 1 0,4
Nukak Maku 4 1,8 Guanano 1 0,4
Embera 4 1,8 Kankuamo 1 0,4
Inga 4 1,8 Misak 1 0,4
Sikuani 4 1,8 Mokana 1 0,4
Tucano 4 1.8 Piapoco 1 0,4
Caméntsa 3 1,3 Puinave 1 0,4
Cubeo 3 1.3 Quillacinga 1 0,4
Guayabero 3 1,3 Yagua 1 0,4
Kogui 3 1,3 Yuco 1 0,4
Panare 3 1,3 SD 22 9,6

Total 229 100

6.1.2 Distribucion de poblacion indigena por departamento

La Guajira fue el departamento que presentd mayor nimero de personas indigenas,
segun el analisis de las fichas de notificacion con un 12,2% (n=28), todos pertenecientes
al pueblo indigena Wayuu. Por su parte, regiones como Narifio 10% (n= 23) y Risaralda
8,3% (n=19), estuvieron principalmente representados por los Awa y Embera Chami,

respectivamente (Tabla 3).
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Tabla 3. Distribucion de los pueblos indigenas colombianos identificados en el estudio
por departamento

Pueblo N° de @ Pueblo N° de o
Departamento Indigena personas Total % Departamento Indigena personas Total %
SD 5 Huila Nasa Paez 2 2 0,9
Tikuna 5 La Guajira Waylu 28 28 12,2
Amazonas Cocama 1 12 5.2 Kogui 3
Yagua 1 Kogui-Malayo- 2
Magdalena Arhuaco 7 3,1
Antioquia Embera Katio 1 1 0,4 Arhuaco 1
Guahibo 2 Ennaka 1
Hitnu 2 SD 5
SD 2 Meta Sikuani 3 9 3,9
Arauca ] . 9 3,9 .
Sikuani 1 Nasa Paez 1
U wa 1 Awa 18
Piapoco 1 Pastos 2
Atlantico Mokana 1 0,4 Narifio Inga 1 23 10
Boyaca U wa 7 3,1 Quillacinga 1
Embera chami 2 SD 1
Caldas ) 3 1,3 - -
Tikuna 1 Norte de Motilon Bari 5 8 35
Casanare Amorua 2 2 0,9 Santander U wa 3 '
Nasa Paez 11 Caméntsa 3
Cauca Guambiano 1 13 57 Inga 2
. Putumayo 8 3,5
Misak 1 SD 1
Arhuaco 7 Siona 2
Waylu 2 Quindio Embera chami 5 5 2,2
Kankuamo 1 ) Embera chami 17
Cesar 16 7 Risaralda 19 8,3
SD 2 SD 2
Yuco 1 Motilon Bari 3
Yukpa 3 Santander U wa 1 5 2,2
Embera 3 Inga 1
Choco Embera chami 2 6 2,6 Wounaan 8
Embera Katio 1 SD 2
Valle del Cauca . 12 5,2
Embera Katio 3 Embera chaml 1
Cérdoba 6 2,6
Zenl 3 Nasa Paez 1
Cundinamarca  Embera 1 1 0,4 Cubeo 3
) SD 3 Tucano 2
Guainia . 4 1,7 Vaupés 7 31
Puinave 1 Desano 1
Nukak Maku 4 Guanano 1
. Guayabero 3 Vichada Guahibo 3 3 1,3
Guaviare 12 5,2
Panare 3
Total 229 229 100
Tucano 2

SD: Sin Dato
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6.1.3 Distribucion de poblacién indigena por sexo y edad

La distribucion por sexo reveld que el 51,1% (n=117) de la poblacién indigena
identificada en este estudio correspondié al sexo masculino y el 48,9% (n=112) al sexo
femenino. El rango de edad estuvo comprendido entre 3 meses a 100 afios. De 0 a 4
afios se registré el 5,7% (n=13) de los casos, de 5 a 14 afios el 5,7% (n=13), de 15 a 29
el 29,7 % (n=68), de 30 a 44 afos el 25,8% (n=59), de 45 a 59 afos se registro el 16,6%
(n=38) y 260 afios 16,6% (n=38).

Gréfica 1. Numero de casos de TB distribuidos por sexo y edad.
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6.1.4 Perfil ocupacional de la poblacion indigena

El perfil ocupacional de los pueblos indigenas fue identificado a partir de las fichas de
notificacion, las ocupaciones mas frecuentes fueron hogar 27,5% (n=63) y agricultor
21,8% (n=50), otras ocupaciones como artesano, chaman, botanico y ganadero se

presentaron en menor frecuencia (Grafica 2)
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Gréfica 2. Perfil ocupacional de la poblacion indigena del estudio.
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6.1.5 Condiciones asociadas a padecer TB de la poblacion
indigena del estudio

En la tabla 4 se muestran los posibles factores de riesgo y condiciones de vulnerabilidad
asociados al desarrollo de TB presentes en la poblacion indigena del estudio

Tabla 4. Distribucion de los pueblos indigenas colombianos identificados en el estudio
por departamento

. . Condicion de .
Factor de Riesgo Frecuencia % - Frecuencia %
Vulnerabilidad
Desnutriciéon* 28 12,2 | Escolares 18 7,9
Embarazo 6 2,6 Desplazados 13 5,7
Diabetes 1 0,4 Habitante de calle 1 0,4
VIH positivo** 6 2,6
Poblacion fronteriza 14 6,1
Farmacodependencia 1 0,4

*2 adicionalmente en embarazo y 1 con EPOC. ** 96 (41,7%) fueron VIH negativo y 127 (55,5%) SD de VIH.
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6.2 Caracteristicas de los casos de TB de la poblacion
indigena del estudio

Las 229 personas categorizadas como poblacion indigena colombiana en este estudio
fueron casos positivos de TB; la principal forma de presentacion clinica fue TB pulmonar
96,9% (n=222), mientras que la TB extrapulmonar tuvo lugar en el 3,1% (n=7) de los

casos.

6.2.1 Clasificacion de la TB basada en historia previa de
tratamiento y desenlace

El 81,7% (n=187) de las personas fueron clasificados como casos nuevos; 6,6% (n=15)

correspondié a individuos previamente tratados, 3,5% (n=8) correspondié a recaidas,

0,9% (n=2) a fracasos, 6,1% (n=14) sin dato. Como desenlace del resultado del

tratamiento 1,3% (n=3) personas fallecieron.

6.2.2 Muestras clinicas y casos de TB bacteriolégicamente
confirmados

Las 229 personas de poblacion indigena, aportaron 234 cultivos positivos que fueron

recuperados de las siguientes muestras clinicas: esputo 82,1% (n=192), aspirado

gastrico 7,7% (n=18), secrecion 3% (n=7), biopsia 2,1% (n=5), lavado broncoalveolar

1,7% (n=4), liquido cefalorraquideo 0,9% (n=2), liquido ascitico, liquido peritoneal y

liquido pleural 1,3% (n=3) y 1,3% (n=3) muestras sin dato.

= BK: El resultado de la BK fue el siguiente: 26,5% (n=62) BK+, 23,5% (n=55) BK++,
19,2% (n=46) BK+++, dentro del cual el 10,9% (n=5) correspondié a nifios escolares
(3 a 17 afos). Las muestras BK negativo correspondieron a 19,2% (n=45). El 11,1%
(n=26) no registraron dato de BK.

» Cultivo: Todas las muestras fueron positivas para el cultivo en medio liquido
Middlebrook 7H9 en el sistema semi automatizado Bactec MGIT 960 y medio sélido

Léwenstein-Jensen. La identificacion de cMtb fue positiva en todos los casos.
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6.3 Caracteristicas de los aislamientos de M.tuberculosis
obtenidos de la poblacion indigena del estudio

6.3.1 Distribucién geografica de los aislamientos

27 de los 32 departamentos del territorio nacional aportaron 234 aislamientos de M.
tuberculosis provenientes de poblacién indigena entre el 2009-2014. Los departamentos
con mayor aporte de aislamientos fueron: La Guajira 12,0% (n=28), Narifio 9,8% (n=23) y
Risaralda 9% (n=21); los departamentos de Bolivar, Caqueta, San Andrés y Providencia,
Sucre y Tolima, no remitieron aislamientos al INS provenientes de poblacién indigena en
el periodo analizado (Figura 5).

Figura 5-1: Distribucion geografica de los aislamientos analizados.
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6.3.2 Aislamientos de M. tuberculosis por afio

En la grafica 3 se presenta el nimero de aislamientos recibidos por afio en el INS para el

periodo 2009-2014., a través de la vigilancia de las micobacterias.

Grafica 3. Namero de aislamientos de M. tuberculosis recibidos en el INS por afio.
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6.3.3 Perfil de sensibilidad a farmacos antituberculosis de
primeray segunda linea para el tratamiento

El perfil de farmacorresistencia para los aislamientos recuperados mostré que el 11,5%
(n=27) presentd algun tipo de resistencia a farmacos utilizados en el esquema de
tratamiento para TB. Los perfiles de resistencia fueron los siguientes: las
monoresistencias se presentaron en el 6% (n=14) de los aislamientos discriminadas asi:
S: 2,6 % (=6), H: 3% (n=7) y Z: 0,4% (n=1); la poliresistencia a E+Z se presento en el
0,4% (n=1).

Para el caso de la multirresistencia el 5,1% (n=12) de los aislamientos se clasificaron
como MDR. Dentro de éstos aislamientos se presentaron las siguientes resistencias
adicionales: Z: 0,4% (n=1), S+Z: 1,71% (n=4) y S+E+Z: 0,4% (n=1). Ningun aislamiento
presentd resistencia a farmacos de segunda linea. Los aislamientos que presentaron
MDR, provenian de los pueblos indigenas: Embera Chami 58,3% (n=7), Embera 16,7%

(n=2), Camént§a, Awa y Wounaan 8,3% (n=1), cada uno (Gréfica 4).
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Gréfica 4. Perfii de sensibilidad de los aislamientos del estudio a farmacos
antituberculosis.
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MDR: Multirresistente. R: Rifampicina. S: Estreptomicina. E: Etambutol. H: Isoniazida. Z: Pirazinamida.

6.4 Caracterizacion molecular de los aislamientos de M.
tuberculosis

6.4.1 ldentificacion de miembros del cMtb por Spoligotyping

El 100% (n=234) de los aislamientos incluidos en el estudio fueron identificados como M.
tuberculosis luego de la tipificacibn molecular por Spoligotyping. No se registré la

circulacion de otros miembros del cMtb.

6.4.2 Sublinajes genéticos identificados por Spoligotyping

Fueron identificados 7 sublinajes genéticos. El sublinaje con mayor frecuencia fue
Latinoamericana-Mediterrdnea LAM con 37,2% (n=87), seguida de Harlem H: 15,8%
(n=37), T: 8,1% (n=19), U: 3,4% (n=8), S: 2,6% (n=6), X: 2,1% (n=5) y Beijing: 0,9%

(n=2); el 29,9% de los aislamientos presentaron patrones huérfanos (n=70).

6.4.3 Genotipos identificados por Spoligotyping

Se encontraron 102 genotipos, 47,1% (n=48) previamente descritos en la base de datos
SpolDB4 y 52,9%(n=54) genotipos huérfanos. En la tabla 5 se observa la frecuencia de

distribucion de los genotipos y en el anexo 3 la distribucion de patrones huérfanos.
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Tabla 5. Distribucion de los genotipos encontrados en los aislamientos del estudio,
caracterizados por Spoligotyping.

Familia SIT Frecuencia % Familia SIT Frecuencia %
Huérfanos* NA 70 29,9 | Beijing-like 406 1 0,4
LAM9 42 33 14,1 | H1 610 1 0,4
LAM2 17 18 7,7 | H3 75 1 0,4
Harleem1 62 14 6 H3** 418 1 0,4
Harleem3 50 13 5,6 | H3** 615 1 0,4
T1 53 8 3,4 | LAM2 172 1 0,4
LAM5 93 7 3 LAM2 1661 1 0,4
U (LAM3?) 106 6 2,6 | LAM3 33 1 0,4
LAM4 60 4 1,7 | LAM3 130 1 0,4
S 34 4 1,7 | LAM6** 1768 1 0,4
T2 118 4 1,7 | LAM9 388 1 04
LAM2** 1691 3 1,3 | LAM9 509 1 04
LAM9 162 3 1,28 | LAM9** 1074 1 0,4
Harleem1 47 2 0,9 | LAM9** 1530 1 04
Harleem1 727 2 0,9 | S* 1253 1 04
Harleem?2 2 2 0,9 | S* 1938 1 04
LAM1 20 2 0,9 | T1* 278 1 04
LAM2-

LAMA 194 2 0,9 | T1* 628 1 0,4
LAM9 150 2 0,9 | T1 (Tv)** 159 1 0,4
LAM9 1535 2 09 | T2 848 1 0,4
LAM9 1933 2 09 | T2 1355 1 0,4
T2** 52 2 09 | U 160 1 0,4
X1 217 2 0,9 | U* 1451 1 0,4
X3 91 2 0,9 | X2 137 1 0,4
Beijing-like 190 1 0,4 Total 234 100

TV: Tuscany Variant. * Los genotipos huérfanos se describen en el Anexo 3. ** Genotipos que se
reportan por primera vez en el pais.

En la Figura 6, se observa la distribucion de los sublinajes genéticos para los

departamentos que aportaron mas de 10 aislamientos al estudio.
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Figura 6-2: Distribucién de los sublinajes genéticos identificadas en el estudio por

departamento.
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6.4.4 Comparacion por Spoligotyping de los aislamientos
encontrados en el estudio con datos nacionales

Al comparar los genotipos encontrados en presente estudio con la base de datos del
Grupo de Micobacterias del INS y con la informacion descrita en estudios previos de
genotipificacién realizados en Colombia (tabla 6), se establecid que los genotipos de
mayor circulacion en la poblacién indigenas de estudio (LAM 9 SIT42, H1 SIT62, H3
SIT50, T1 SIT53, H1 SIT727), son similares a los que se han reportado para diferentes
partes del territorio nacional, sin embargo se registra un nUmero importante de patrones

huérfanos (tabla 6).

Adicionalmente, el 61,8% de los genotipos descritos en éste estudio (12,8% genotipos
reportados por SpolDB4 y 49% genotipos huérfanos) no habian sido reportados en el

pais, uno de ellos de particular interés es el genotipo Bejing-like SIT 406.



40 CARACTERIZACION MOLECULAR DE Mycobacterium tuberculosis CAUSANTE DE
ENFERMEDAD ACTIVA EN PUEBLOS INDIGENAS DE COLOMBIA

Tabla 6. Estudios nacionales de genotipificacion, Spoligotyping.

Estudios Lugar Afos # aislamientos Familia n %
LAM9 35 29,9
H1 21 17,9
Rozo 2009 Caliy Cauca 2005 a 2008 117
TI 16 13,7
Huérfano 11 9,4
LAM9 32 20
H1 32 20
Ferro et al., 2011 Valle del Cauca 2007 a 2008 160
Huérfanos 25 15,6
Beijing 25 15,6
LAMO SIT 42 42 27,6
T1SIT53 17 11,2
Cerezzg’l‘;t al., Bogota D.C 1995 a 2007 152 H1 SIT 62 13 86
Huérfanos 10 6,6
Beijing SIT 190 1 0,7
Beijing SIT 190 5 50
H1 SIT 62 2 20
Nieto et al., 2012 Valle del Cauca 2001 a 2009 10 S SIT 3010 1 10
U SIT 881 1 10
LAM2 SIT 545 1 10
LAMO SIT 42 124 30
TERAT M e we G0 L w
Huérfanos 20 4,8
LAMO SIT 42 183 29,7
Pue;tglzt al., 31 Departamentos 1999 a 2012 741 Fuérfanos 126 L
H1 SIT 62 68 9,2
Beijing SIT 190 23 3,1
LAM9 20 31,8
Cast2r81e7t al, 9 Departamentos 2012 63 Huérfanos 19 %06
H1 8 12,7
T1 7 11,11

6.4.5 Agrupamientos por Spoligotyping

El dendrograma de similitud de la metodologia evidencié la presencia de 30 grupos que
incluyeron 162 aislamientos. Los grupos estuvieron conformados por 2 - 37 aislamientos;

72 aislamientos no estuvieron agrupados (Grafica 5).
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Gréfica 5. Dendrograma generado del estudio de similitud mediante la metodologia de
Spoligotyping.
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Grafica 5. (Continuacion).
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Grafica 5. (Continuacion).
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Grafica 5. (Continuacion).
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Los grupos con mas de 10 aislamientos fueron:

6.4.6

Grupo 1. Constituido por 37 aislamientos del genotipo LAM9 SIT 42; este grupo
incluy6 aislados de 13 pueblos indigenas, siendo los que aportaron mas de un
aislamiento los Wayuu, Embera Chami, Embera katio, Nasa Paez, y U'wa.

Grupo 8. Constituido por 18 aislamientos del genotipo LAM2 SIT 17, este grupo
incluy6 aislados de 11 pueblos indigenas, siendo los que aportaron mas de un
aislamiento los Wayuu, Hitnu y U'wa.

Grupo 18. Constituido por 12 aislamientos del genotipo H3 SIT50, obtenidos de
los pueblos indigenas U'wa, Camént§a y Wayuu, que aportaron mas de un
aislamiento.

Grupo 23. Constituido por 10 aislamientos del genotipo H1 SIT 62, provenientes
de los pueblos indigenas Embera Chami, Awa y Tucano que aportaron mas de un

aislamiento

Genotipos encontrados por Spoligotyping y sensibilidad a
farmacos.

En la tabla 7 se muestran los genotipos descritos en el estudio con el perfil de

sensibilidad a farmacos de primera linea.

Tabla 7. Genotipos y patrones de sensibilidad a farmacos de primera linea.

Genotipo SIT Total MDR Otra resistencia Sensible
N n % n % n %
Huérfanos NA 70 2 0,9 5 2,1 63 26,9
LAM9 42 33 0 0 3 1,3 30 12,8
LAM2 17 18 0 0 0 0 18 7.7
H1 62 14 1 0,4 1 0,4 12 51
H3 50 13 0 0 0 0 13 5,6
T1 53 8 1 0,4 0 0 7 3
LAM5 93 7 0 0 0 0 7 3
U (LAM3?) 106 6 0 0 0 0 6 2,6
LAM4 60 4 0 0 0 0 4 1,7
S 34 4 0 0 0 0 4 1,7
T2 118 4 0 0 1 0,4 3 1,3
LAM2 1691 3 0 0 0 0 3 1,3
LAM9 162 3 0 0 0 0 3 1,3
H1 47 2 0 0 0 0 2 0,9
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Tabla 7. (Continuacion)

Otra .

Genotipo SIT Total MDR resistencia SRl

N n % n % n %
H1 727 2 0 0 0 0 2 0,9
H2 2 2 0 0 0 0 2 0,9
LAM1 20 2 0 0 0 0 2 0,9
LAM2-
LAM4 194 2 0 0 0 0 2 0,9
LAM9 150 2 0 0 0 0 2 0,9
LAM9 1535 2 0 0 0 0 2 0,9
LAM9 1933 2 0 0 0 0 2 0,9
T2 52 2 0 0 1 0,4 1 0,4
X1 217 2 2 0,9 0 0 0 0
X3 91 2 0 0 0 0 2 0,9
peng: 190 1 1 04 0 0 0 0
peng: 406 1 o o0 0 0 1 04
H1 610 1 0 0 0 0 1 0,4
H3 75 1 0 0 0 0 1 0,4
H3 418 1 0 0 0 0 1 0,4
H3 615 1 0 0 0 0 1 0,4
LAM2 172 1 0 0 0 0 1 0,4
LAM2 1661 1 0 0 0 0 1 0,4
LAM3 33 1 0 0 0 0 1 0,4
LAM3 130 1 0 0 0 0 1 0,4
LAM6 1768 1 0 0 0 0 1 0,4
LAM9 388 1 0 0 0 0 1 0,4
LAM9 509 1 0 0 0 0 1 0,4
LAM9 1074 1 0 0 0 0 1 0,4
LAM9 1530 1 0 0 0 0 1 0,4
S 1253 1 0 0 0 0 1 0,4
S 1938 1 0 0 0 0 1 0,4
T1 278 1 0 0 0 0 1 0,4
T1 628 1 0 0 1 0,4 0 0
T1(Tv) 159 1 0 0 1 0,4 0 0
T2 848 1 0 0 1 0,4 0 0
T2 1355 1 0 0 0 0 1 0,4
U 160 1 1 0,4 0 0 0 0
U 1451 1 0 0 0 0 1 0,4
X2 137 1 0 0 0 0 1 0,4

TV: Tuscany Variant. NA: No Aplica
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6.4.7 Genotipos y agrupamientos identificados por MIRU-VNTR

Se encontraron 230 genotipos los cuales se distribuyeron en 226 patrones Unicos y 4

agrupamientos (cada uno con 2 aislamientos) (Grafica 6).

Gréfica 6. Dendrograma generado del estudio de similitud mediante la metodologia de
MIRU-VNTR 24 loci.
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Grafica 6. (Continuacion).
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Gréfica 6. (Continuacion).

I

Arlmaco (4)

Motilon Bari (13)
Motlon Bari (78)
Embera (104
Avall14)

i

Awa 1108

Aowa [166)

Inga (1200
Fastos (254
A 2081
Nasa Paez (146)
Nasa Paez (157)

B

Motllon Bari (147)

[]

L =

Motilon Bari (178)

Maotilon Bari (220)

l

Inga (22)
Nasa Paez (78)

Awa [72]

Awa (73]

Awa (2361

Coc

1
Wayuu [183]
Wayun (57
Camentsa [127)
Fmbera Chami (128)
Awia (143
mn

NI
= Bz

]

.‘,
I
a
2

sD(77)
Embera Cham (291)
Waynu [183)

Wounaan (79

Wounaan (85
Wounaan (158
Wounaan (280
Emmbera Chami (211)
Ava 207

Wounaan (262

5D (250)

Embera Chami (204}

g

E
&
=
£

g
g

(501

)

D271

Arhuaco (5)

)

Fmbera Chami (170)

@
=
=
=

Arhuaco (3§
Arhuaco (267
Arhuaco (185)

Avea [184)

Embera Chami (100)

Arhuaco (122
3D (168)

Ermbera Chami (163)

i

:

Guainia

La Guajira
Vichada
Magdalena
Magdalena

La Guajira
Santander
Santander
Choco

Narino

Narino

Naring
Fuhumayo
Narino

Narino

Canca

Cauca

Norte de Santander
Norre de Santander
Norte de Santander
Narino

Huila

Narino

Narino

Narino

Valle del Cauca
Amazonas
Narino
Amazonas

La Guajira

La Guajira
Fumumayo
Risaralda
Narino

Narino
Amazonas
Quindio

La Guajira
Valle del Cauca
Valle del Cauca
Valle del Cauca
Valle del Cauca
Choeo

Narino

Valle del Cauca
Narino
Risaralda
Guaviare
Guaviare

Mera

Cesar

Valle del Cauca
Risaralda

Cesar

Cesar

Cesar

Narino
Risaralda

Cesar

Cesar
Risaralda

[CRLCI )

L R T O TR C A SN

LSRRI I R R O T X

P3OR3 T B3 RS M M3 TS &3 B3 R R PR3 M3 ORI M3 R K3 B3 R3 R3 M R L Ry R M3 B3 ORI R Ry Ry M R

L N T T T P P

T T T N S T

L R T

L N A O O T Y

LT T T T T T T S T T T N N N T I T T T )

B S - T

moos o —

BT T T T o T T N R T

o om —

L N T T

B N Y T T T P S

G e et e R et R o B o e B B B B o B 8 W e G2 tn B A e Wr B m3 An t N2 R R R

W e ow w W otr oW o M ot oW e ot R 03 W W W L & M A B M B B B A B W W W G W o R M R M G e W 0 W ot 03w W W W R M o oa

w oo M o~ tom R — e w o on

MMM R oo

LT T T T T T T T T N R I R R O I I T R P

L A O T N T O T O T T N A T e N T T T e O N N N T T N T T )

T T T T T U O Ao U A

=

B T T T T T T T LT T N T N T N T N N N ]

L I T, T T S T - T T TR TR R S TR T )

B N N N A N T

P N T N T T o I T T F A )

FE T N

N S

e N N R N L L R e

L N N T T I S O C R

PR oW o ow w t ow owe w

B T T T T T B T < T T T T T A -

B I I T B T T T T T T B T T = T T R B S e T T B = BT R R

o3 e e en te e 3 3 es en fu en tn £ ea 3 e G0 L3 fn £3 £ em St tn 63 £ e3 £ 3 G0 G e3 e3 D en tn G tn 3 PO en fu w3 tn L3 e3 &3 e 1 i fn £3 f3 en &3t tn tn en

LT A N T T R T ST

Soen ot tn 3 en en &t n n en e3 f en L G tn &3 fa en e te

LI A N R T

o3 e e en e tn 3 3 es en A B B B 63 3 R 1 L1 fn f3 £ en &0t tn L3 L3 &3 £ 3 G &9 o &3 o &m R R 9 & B3 &3t 3 tn L3 &3 £ 3 m B &3 f3 en m o tn tn ks

L T TR VN T T e T T T T R W R )

L T T T R T P

B T T T T T B T B T B T T T T T T T T R T N T S R R s - T T =y

- T T R T I R I I O I L Lt T R I R T

[P N

L N A O T N N o T N T T O T T N S N T T N T P T T T T T O O O A O VO PO



50 CARACTERIZACION MOLECULAR DE Mycobacterium tuberculosis CAUSANTE DE
ENFERMEDAD ACTIVA EN PUEBLOS INDIGENAS DE COLOMBIA

Grafica 6. (Continuacion).
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Los grupos obtenidos mediante MIRU-VNTR 24 loci fueron:

= Grupo 1. Conformado por dos aislamientos con genotipo
134204432224126153322622 provenientes del pueblo indigena Emberd Chami
(departamento de Quindio) y SD (departamento de Risaralda). Los aislamientos
pertenecian a diferentes pacientes.

= Grupo 2. Conformado por dos aislamientos con genotipo
223235332534425153233742, proveniente del pueblo indigena Emberd Chami
(departamento de Risaralda) y SD (departamento de Cesar). Los aislamientos
pertenecian a diferentes pacientes.

= Grupo 3. Conformado por dos aislamientos con genotipo
223235322534425153333732 provenientes del pueblo indigena Caméntsa,
resguardo indigena Cofan, departamento del Putumayo. Los aislamientos
pertenecian a diferentes pacientes.

= Grupo 4, Conformado por dos aislamientos con genotipo
223245332434405153333732, provenientes de los pueblos indigenas Awa

(Narifio) y SD (Guainia). Los aislamientos pertenecian a diferentes pacientes.

6.4.8 Caracterizacion de los aislamientos identificados por la
combinacion de Spoligotyping y MIRU-VNTR 24 loci

Se encontraron 231 genotipos los cuales se distribuyeron en 228 patrones Unicos y 3

agrupamientos (cada uno con 2 aislamientos) (Gréfica 7).
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Gréfica 7. Dendrograma generado del estudio de similitud mediante la metodologia de

Spoligotyping y MIRU-VNTR 24 loci.
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Grafica 7. (Continuacion).
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Grafica 7. (Continuacion).
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Grafica 7. (Continuacion).
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Los agrupamientos obtenidos por Spoligotyping y MIRU-VNTR 24 loci fueron:

= Grupo 1. Constituido por dos aislamientos de genotipo LAM 9 SIT 42 VNTR
134204432224126153322622, provenientes de los pueblos indigenas Embera
Chami (departamento Quindio) y SD (departamento Risaralda). Los aislamientos
pertenecian a diferentes pacientes.

= Grupo 2. Constituido por dos aislamientos de genotipo H3 SIT 50 VNTR
223235322534425153333732, provenientes del pueblo indigena Caméntsa y del
mismo resguardo (departamento del Putumayo). Los aislamientos pertenecian a
diferentes pacientes.

= Grupo 3. Constituido por dos aislamientos de genotipo H3 SIT 50 VNTR
223245332434405153333732, provenientes del pueblo indigena Awa
(departamento Narifio) y SD (departamento Guainia). Los aislamientos
pertenecian a diferentes pacientes.

6.4.9 Analisis de los aislamientos de M. tuberculosis provenientes
de pacientes que aportaron dos muestras en tiempos
diferentes

10 aislamientos del estudio, obtenidos de diferentes muestras provenian de 5 pacientes y
fueron caracterizados por Spoligotyping y MIRU-VNTR 24 loci, encontrando que

correspondian a genotipos diferentes (Grafica 8).

Gréfica 8. Dendrograma generado del estudio de similitud mediante las metodologias de
Spoligotyping y MIRU-VNTR 24 loci para 10 aislamientos provenientes de 5 pacientes.
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A continuacion se realizard una descripcion de caso para cada uno de los pacientes:
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Paciente 1. Nifio de 1 afio, proveniente del departamento del Meta, registrado en Sivigila
como un caso nuevo de TB extrapulmonar en el afio 2011. El paciente aporto las

siguientes muestras:

1. Muestra de absceso cutaneo: sembrada en el Hospital departamental de
Villavicencio el dia 02/11/2011, BK (-), de esta se recuperé el aislamiento de M.
tuberculosis #27 que fue sensible para farmacos anti TB de primera linea. Su
genotipo fue por Spoligotyping 777777775020731 (patrén huérfano) y MIRU-
VNTR 223242333534434163244732.

2. Muestra de jugo gastrico: sembrada en el Hospital departamental de Villavicencio
el dia 02/11/2011, BK (-), de esta se recuperé el aislamiento de M. tuberculosis
#32 que fue sensible para farmacos anti TB de primera linea. Su genotipo fue por
Spoligotyping LAM 2 SIT17 y MIRU-VNTR 254215232424115173342622.

—

< a N o o S w9 8
o s, g 2.8 2i¢g S ¢ £ 8 3
5 29[ 8282 281%884¢5 2 6LQI8K S 2 38
5 = % 0 H -
£ Patrén Spoligotyping Eg E 3 E E E n E o £ e 5 K E E E E 2 @ 9 g’ {;’,E
@ S ¢ € 2S5 35 s 935 EW g S S S Sy 2 E g >
E+ £ x x z E E & E L g 2 £

< = z > £ < > £ = g z
27 O 2 2 0 2 4 2 03 313 .8 3 4434 176 372 4.4 7 3 2
s> MO e 2 4 20105 2 3242 471 15 17 3.3 4.2 6 2 2

Paciente 2. Hombre de 58 afios proveniente del departamento de Risaralda, registrado
en Sivigila en el aflo 2013 como caso de TB pulmonar previamente tratado. Recibi6d
tratamiento para TB sensible de diciembre de 2006 a julio de 2007. El paciente aporto las

siguientes muestras:

1. Muestra de esputo a: sembrada en el Hospital San Rafael de Pueblo Rico, el dia
3/4/2013, BK (+++), de ésta se recupero6 el aislamiento de M. tuberculosis #61
que fue MDR con resistencia adicional a estreptomicina y pirazinamida. Su
genotipo fue por Spoligotyping X1 SIT217 y MIRU-VNTR
224425173325244000000000.

2. Muestra de esputo b: recibida como control de tratamiento y sembrada en el
Hospital San Rafael de Pueblo Rico el dia 7/6/2013, BK (-), de ésta se recupero el

aislamiento de M. tuberculosis #128, que fue MDR con resistencia adicional a
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estreptomicina y pirazinamida. Su genotipo fue por Spoligotyping T1 SIT53 vy

MIRU-VNTR 224224422325226153333522.
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Paciente 3. Nifio de 3 afios, proveniente del departamento de Casanare, registrado en

Sivigila en el afio 2013 como caso previamente tratado para de TB pulmonar y

extrapulmonar. Recibi6 tratamiento para TB sensible de noviembre a diciembre de 2012,

posteriormente abandono el tratamiento. El paciente aporto las siguientes muestras:
1. Muestra de jugo gastrico a: Sembrada en el Hospital de Yopal el dia 03/07/2013,
BK (+++); de ésta se recupero el aislamiento de M. tuberculosis #134, su genotipo

fue por Spoligotyping LAM2 SIT1691 y MIRU-VNTR

242215242324126153322722. A este aislamiento no se realizaron pruebas de

sensibilidad por tener un resultado previo de una muestra de absceso epidural

remitida al INS el 19/02/2013, con resultado sensible a farmacos anti TB de

primera linea.

2. Muestra de Jugo gastrico b: Sembrada en el Hospital de Yopal el dia 15/07/2013,
BK (++); de esta se recuperd el aislamiento de M. tuberculosis #139 que fue
sensible a farmacos anti TB de primera linea. Su genotipo fue por Spoligotyping
LAM2 SIT17 y MIRU-VNTR 242215232324126153332822.
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Paciente 4. Mujer de 30 afios con desnutricion proveniente del departamento de Norte
de Santander. Registrada en Sivigila como caso nuevo de TB pulmonar en el afio 2013.

La paciente aport6 las siguientes muestras:
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1. Muestra esputo a: Sembrada en el Hospital Pedro Antonio Villamizar del
municipio de Toledo, Norte de Santander el dia 15/07/2013, BK (++); de ésta se
recuperé el aislamiento de M. tuberculosis #137 que fue sensible a farmacos anti
TB de primera linea. Su genotipo fue por Spoligotyping H3 SIT50 y MIRU-VNTR
223215221232423163333732.

2. Muestra esputo b: recibida como control del tratamiento, sembrada en la IPS
Sanaré del municipio de Toledo, Norte de Santander el dia 10/08/2013, BK (+); de
esta se recuperd el aislamiento de M. tuberculosis # 151 que fue sensible a
farmacos de primera linea. Su genotipo fue por Spoligotyping H3 SIT50 y MIRU-
VNTR 223215231632523143333702.
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Paciente 5. Mujer de 31 afios proveniente de departamento Risaralda. Registrada en
Sivigila como caso nuevo de TB pulmonar en el afio 2014. La paciente aportd las

siguientes muestras:

1. Muestra esputo a: Sembrada en el Hospital San Rafael de Pueblo Rico, Risaralda

el dia el 12/4/2014 en el Hospital San Rafael con BK (++); de ésta se recuper6 el
aislamiento de M. tuberculosis #218 que fue MDR con resistencia adicional a
estreptomicina y pirazinamida, sensible para farmacos de segunda linea. Su
genotipo fue por Spoligotyping X1 SIT217 y MIRU-VNTR
224252442334425173333833.

Muestra esputo b: Sembrada en el Hospital San Rafael de Pueblo Rico, Risaralda
el dia 02/10/2014, BK (-); de ésta se recuper0 el aislamiento de M. tuberculosis
#289 que fue MDR con resistencia adicional a estreptomicina y sensibilidad a
farmacos de segunda linea. Su genotipo fue por Spoligotyping LAM9 SIT 42 y
MIRU-VNTR 223234332534435153233742.
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6.5 Poder discriminatorio de Spoligotyping, MIRU-VNTR
24 loci y Spoligotyping + MIRU-VNTR 24 loci

El poder de discriminacién (HGDI) para cada técnica de genatipificacion por separado y

combinadas, se encuentra en la tabla 8.

Tabla 8. indice de discriminacion HGDI para las técnicas de genotipificacion utilizadas en
el estudio

#
Patrones conformacién de . . % de
# grupos aislamientos 0 HGDI

Técnica Total genotipos o .
Gnicos grupos agrupamiento
agrupados

Spoligotyping y

MIRU-VNTR 24 231 228 3 2 6 2,6 0,99988
loci
234 230 226 4 2 8 3,4 0,99985
MIRU-VNTR 24
loci
102 72 30 2a33 176 75,5 0,9635

Spoligotyping

6.6 Analisis de asociacion de variables

6.6.1 Asociacion de sublinajes identificados por Spoligotyping y
sensibilidad a farmacos de primera linea

El analisis mostré que existe asociacion entre el sublinaje T (p=0,018) y el sublinaje X

(p=0,022) para ser resistente a farmacos anti-TB (Tabla 9).
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Tabla 9. Andlisis bivariado de sublinajes genéticos identificados por Spoligotyping con
resistencia a farmacos de primera linea.

Patron de sensibilidad
Sublinaje Resistente Sensible p*
- ” - % Total

Huérfanos 7 10 63 90 70 0,111
T 6 31,6 13 68,4 19 0,018
LAM 3 3,5 84 96,6 87 Ref
Haarlem 2 54 35 94,6 37 0,634
X 2 40 3 60 5 0,022
Beijing 1 50 1 50 2 0,088
U 1 12,5 7 87,5 8 0,301
S 0 0 6 100 6 1,000

*Prueba de significancia: Fisher exact, Nivel de confianza para las dos pruebas 95%

6.6.2 Asociacion de variables sociodemograficas, sublinajes
geneéticos y agrupamientos por Spoligotyping

El andlisis bivariado mostré que existe asociacion entre personas previamente tratadas

(p=0,011) y aquellos que han tenido recaida (p= 0,039), con no agrupamiento, De igual

forma, los genotipos huérfanos (p=<0,001) y el sublinaje Beijing (p=0,014) se asociaron

con el no agrupamiento (Tabla 10).
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Tabla 10. Analisis bivariados de variables sociodemogréficas y sublinajes genéticos, con
condicién de agrupamiento por metodologia spoligotyping.

Agrupamiento
Variables Si No total p*
n % n %
Hombre 84 70 36 30 120 Ref
Sexo )
Mujer 78 68,4 36 31,6 114 0,794**
Oa4 11 73,3 4 26,7 15 1,000*
5al4 11 84,6 2 15,4 13 0,514*
Edad 15a44 93 72,1 36 27,9 129 Ref
45 a 59 23 59 16 41 39 0,120**
260 24 63,2 14 36,8 38 0,290**
Nuevo 140 73,7 50 26,3 190 Ref
PT 7 43,8 9 56,2 16 0,011*
. Recaida 3 37,5 5 62,5 8 0,039*
Tratamiento
Fracaso 2 66,7 1 33,3 3 1,000*
Fallecido 2 66,7 1 33,3 3 1,000*
SD 8 57,1 6 429 14 0,181*
MDR Si 8 66,7 4 33,3 12 1,000*
No 154 69,4 68 30,6 222 Ref
LAM 78 89,7 9 10,3 87 Ref
H 33 89,2 4 10,821 37 1,000*
T 14 73,7 5 26,3 19 0,126**
Sublinajes U 75 2 25 8 0,231*
Genéticos S 66,7 2 33,3 6 0,147*
X 4 80 1 20 5 0,445*
Beijing 0 0 2 100 2 0,014+
H“érsfano 23 32,9 a7 67,1 70 | <0,001%

PT: Previamente tratado, SD: Sin dato, *Prueba de significancia: Fisher exact Prueba de significancia: Chi

cuadrado, Nivel de confianza para las dos pruebas 95%

6.6.3 Asociacion de variables sociodemograficas y sublinajes
geneéticos por Spoligotyping, con sensibilidad a farmacos de
primeralinea

El analisis bivariado mostré que existe asociacién entre paciente que fracasa (p=0,005) y

ser MDR, Con respecto a los sublinajes, se encontré que los sublinajes S (p= 0,010) y X
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(p=0,007) estan asociadas a ser MDR, No se encontré asociacion significativa entre

pertenecer a algun pueblo indigena y tener MDR (Tabla 11).

Tabla 11. Andlisis bivariados de variables sociodemogréficas, sublinajes genéticos
identificadas por Spoligotyping, con presentar MDR.

MDR
Variables Si No Total p*
n % n %

Sexo Hombre 6 5 114 95 120 Ref
Mujer 6 53 108 94,7 114 | 0,927+
Oa4 1 6.7 14 93,3 15 0,545+
5a14 0 0 13 100 13 1,000

Edad 15 a 44 6 4,7 123 95,3 129 Ref
45 a 59 3 7.7 36 92,3 39 0,435%*
260 2 53 36 94,7 38 1,000%

Nuevo 7 3,68 183 96,32 190 Ref
PT 1 6,25 15 93,75 16 0,482+
Tratamiento Recaida 1 125 7 87,5 8 0,285+
Fracaso 2 66,67 1 33,33 3 0,005
Fallecido 1 33,33 2 66,67 3 0,120+
SD 0 0 14 100 14 1,000

LAM 1 115 86 98,85 87 Ref
H 1 270 36 97,30 37 0,509+
T 2 10,53 17 89,47 19 0,082+
Sublinajes u 1 125 7 87,5 8 0,162
Genéticos S 2 33,3 4 66,7 6 0,010
X 2 40 3 60 5 0,007+
Beijing 1 50 1 50 2 0,447*
Huérfanos 2 2,9 68 97,1 70 0,586*

Embera 7 25 21 75 28 Ref

Chami

o Embera 2 50 2 50 4 0,557+
Pueblos indigenas AWa 1 56 17 94,4 18 0,124+
Caméntsa | 1 33,3 2 66,7 3 1,000
Wounaan 1 125 7 87,5 8 0,651

PT: Previamente tratado, SD: Sin dato, *Prueba de significancia: Fisher exact Prueba de significancia: Chi

cuadrado, Nivel de confianza para las dos pruebas 95%

6.6.4 Asociacion entre poblaciones indigenas con sublinajes
genéticos por Spoligotyping

El andlisis bivariado mostré que existe asociacion entre los aislamientos de los pueblos
indigenas Arhuaco (p=0,012) y Camént§a (p=0,033) con pertenecer al sublinaje H, los

aislamientos del pueblo indigena Wounaan (p=0,014) mostraron asociacion con sublinaje
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U y en el pueblo Motilon Bari (p=0,002) mostrarén asociacién con el sublinaje T. Los
aislamientos de los pueblos Awa (p=0,001) y Arhuaco (p=0,042) no se asociaron a
pertenecer al sublinaje LAM. En el anexo 4 se observan los valores de asociacion

calculados para los demas pueblos indigenas y las respectivos sublinajes genéticos.



7.Discusion

Los pueblos indigenas hacen parte de los grupos vulnerables definidos por la OMS y por
el Programa Nacional de Control de Tuberculosis y Lepra en Colombia, estos constituyen
una de las poblaciones con mayores tasas de morbi-mortalidad asociada a TB (OPS,
2007). Segun Cardona et al.,, 2013, algunos de los factores asociados a ésta
vulnerabilidad implican caracteristicas inherentes propias de éstas poblaciones tales
como su condicion némada y su asentamiento en zonas rurales que dificultan el acceso
oportuno a los servicios médicos, asi como la poca adherencia al tratamiento

antituberculosis observado en estos grupos poblacionales.

El nimero de casos de TB registrados en éste estudio, represento el 5,6% del total de los
casos de TB reportados al Sivigila en poblacién indigena de Colombia, durante los afios
2009 a 2014 (n= 4.205) (INS, 2009, 2010, 2011, 2012, 2013, 2014); esto debido
principalmente a que la TB en Colombia se diagnostica por BK; (89,5% de los casos de
TB para el afio 2015) (INS, 2015) y no por cultivo, que es a partir del cual se recuperan
aislamientos clinicos para la caracterizacién de sensibilidad a farmacos y epidemiologia

molecular.

A pesar que durante el periodo de estudio analizado se observdé un incremento
progresivo de mas de 13,4 veces el nimero de cultivos remitidos al INS del afio 2009 a
2014 (2009 n=7 y 2014 n=94) provenientes de comunidades indigenas; posiblemente
debido a la implementacion progresiva de la circular 058 del 2009 (Colombia, 2009) y
posterior publicacién del Plan Estratégico “Colombia Libre de Tuberculosis 2010-2015"
(Min. Proteccion social, 2009), que estableci6 acciones contra la TB en pueblos
indigenas; en este caso a todas las personas SR pertenecientes a pueblos indigenas se

les debe realizar cultivo y pruebas de sensibilidad a farmacos.
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Por otra parte, segun el Ultimo censo nacional realizado por el DANE en 2005, los
departamentos de Vaupés, Guainia y La Guajira, concentraban el mayor nimero de
poblacion indigena en todo el pais (DANE, 2007); motivo por el cual éstas zonas podrian
concentrar gran parte de la carga de TB en ésta poblacion. En el presente estudio, los
departamentos de Vaupés y Guainia aportaron bajo nimero de casos de TB, mientras
gue se presentaron mayor nimero de casos en los departamentos de La Guajira, Narifio
y Risaralda. Esta informacién pone de manifiesto la necesidad de fortalecer los
programas de control de TB en los departamentos de Vaupés y Guainia, que en los
ultimos afos solo han reportado al sistema de vigilancia entre 9 y 19 casos de TB al afo,
lo que representa el 0,2% de los casos totales para Colombia, siendo estos
departamentos habitados principalmente por poblacion indigena vulnerable y con un NBI
entre 55% y 61% (DANE, 2007). De la misma forma es necesario fortalecer los
programas de TB en La Guajira, Narifio y Risaralda, que aunque reportan un mayor
namero de casos no reflejan la verdadera magnitud del problema, teniendo en cuenta las
caracteristicas de su poblacién y las estimaciones para Colombia de la OMS que

proyectan una falta de diagndstico en 3000 casos por afio (WHO, 2015).

Con respecto a los casos de TB discriminados por pueblos indigenas, el mayor nimero
de casos se present6 en el pueblo Wayuu; éste pueblo indigena se encuentra ubicado en
la peninsula de La Guajira con desplazamientos hacia Venezuela; se considera que las
condiciones geogréaficas propias de ésta zona del pais favorecen posiblemente la
presencia de casos de TB; por ejemplo, los Wayuu carecen de un sistema continuo de
agua potable y el suministro se hace por molinos que funcionan irregularmente,
fenébmeno que podria contribuir a la aparicion de condiciones asociadas al desarrollo de
la TB como la desnutricion (Herrera et al., 2005; Avendafio, 2008). A pesar de que en
éste pueblo aun estan vigentes tradiciones ancestrales para controlar la enfermedad, se
han dado cambios culturales y los pacientes con TB son aceptados, o que supone no
solamente la desestigmatizacion de la enfermedad, sino que adicionalmente pone de
manifestd una oportunidad para la busqueda de casos activos por parte de los entes
territoriales (Diaz, 2014).

El segundo pueblo indigena con mayor nimero de casos de TB fue el Ember4 Chami,
localizado principalmente en el eje cafetero colombiano, esto posiblemente se deba a las

creencias culturales arraigadas, descritas previamente para este pueblo indigena
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(Hernandez et al., 2013), en donde dependiendo del origen de la enfermedad, los jefes
de la tribu asignan el tratamiento cuando consideran que la enfermedad es de origen
espiritual, se opta por la medicina tradicional guiada por chamanes; por el contrario,
cuando consideran que la enfermedad es producida por la transmisiébn de personas
ajenas al pueblo indigena denominados colonos, se acude a la medicina moderna.
Algunas de las razones por las que los pueblos indigenas instauran un tratamiento con
medicina tradicional para curar la TB, es la creencia de que la causa de la enfermedad
tiene un origen espiritual, que afecta la mente y el cuerpo del individuo (Osso: Tos; Jai:
Espiritu), causando diferentes sintomas como fiebre, diarrea, tos, dolor, lesiones
dérmicas y desdrdenes mentales que segun sus tradiciones se encuentran asociados a
la brujeria, situaciones que no permiten la instauracion del tratamiento convencional y

perpetdan la cadena de trasmision.

El tercer pueblo indigena con mayor niumero de casos de TB fue Aw4; segln la OPS,
ellos son considerados como una de las poblaciones mas vulnerables junto con los
Ticuna del Amazonas, debido a sus condiciones socio-culturales (OPS, 2007). En este

estudio los Ticuna aportaron el 2,6% de los casos de TB.

El pueblo Awa es amerindio y habita en la frontera Colombo-Ecuatoriana y sus
principales asentamientos son registrados en Ricaurte, Tumaco y Barbacoas, en el
departamento de Narifio. A pesar del poco conocimiento que se tiene sobre las
tradiciones de éste pueblo que pudieran dar explicacién al importante nimero de casos
de TB registrados, diferentes condiciones como las fumigaciones con glifosato asi como
la invasion de tierras, sumado a la presencia de grupos armados ilegales, han derivado
en pobreza, escasez de alimentos de origen animal, poca fertilidad de los suelos,
afectando no solo la produccién agricola para alimentacion, sino a su vez, la cosecha de
plantas utilizadas en medicina tradicional, impactando el estado de salud de estos
indigenas y lo que podria favorecer la aparicion de enfermedades como la TB (Herrera et
al., 2005; Bisbicus et al., 2010; PNUD, 2012).

El cuarto pueblo con mayor nimero de casos de TB fue el Nasa Paéz. Los Nasa Paéz
son un pueblo agricola, caracterizado por policultivo en pequefia escala y su economia
se centra en el autoconsumo; se considera el segundo en Colombia en cuanto a tamafo

de poblacion, con resguardos en los departamentos del Huila, Tolima y en su gran
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mayoria en el Cauca (DANE, 2007); no obstante, la presencia de grupos armados al
margen de la ley en territorio Nasa ha generado el desplazamiento forzoso en los dltimos
afios (Min. Cultura, 2010; Observatorio de Derechos Humanos y DIH, 2010). Sumado a lo
anterior y a las caracteristicas geogréficas de los territorios ocupados por los Nasa
(cercanos a yacimientos de agua, areas de reservas forestales y paramos), hacen que
solo el 12% de los territorios de los resguardos sean aptos para la produccion pecuaria y
agraria (Min. Cultura, 2010; Observatorio de Derechos Humanos y DIH, 2010); razén por
la cual la calidad alimenticia pudiera verse afectada, reflejando los altos niveles de
desnutricién y TB presentes en éste pueblo (Min. Cultura, 2010).

El quinto pueblo indigena mas afectado por TB fue el U wa, la mayoria de los casos se
presentaron en mujeres (92%). Los grupos alimenticios que se consumen en éste pueblo
indigena son hortalizas (95,4%), frutas (94,7%), lacteos (14,6%) y granos (10,5%), con
un promedio de dos comidas al dia. Adicionalmente, en cuanto a consumo de alcohol y
sustancias psicoactivas, el 47% las mujeres se embriagan y generalmente consumen
chicha y coca (Mora et al., 2007) lo que podria debilitar su sistema inmune asi como su

estado nutricional permitiendo el desarrollo de la enfermedad.

En Colombia la poblacion indigena vive en dificiles condiciones sociales, el 63% vive bajo
la linea de pobreza, el 47,6% no tiene los ingresos para adquirir alimentos con nutrientes
minimos diarios, adicionalmente, el 34,5% no tiene acceso a la salud (INDEPAZ, 2009);
factores que favorecen la aparicion, el establecimiento y la reactivacion de enfermedades

como la TB.

Con respecto al sexo de los pacientes con TB en los pueblos indigenas del estudio, se
encontré que el nimero de casos fue similar en mujeres y hombres, contrastando con los
reportes mundiales que tradicionalmente a través de los afios han presentado a los
hombres como mayormente afectados por la TB (WHO, 2013; WHO, 2014; WHO, 2015);
por ejemplo, para el afio 2014 el 66,3% de las personas afectadas por TB fueron
hombres y el 33,3% mujeres. El alto nimero de casos de TB registrados en mujeres
indigenas puede estar relacionado con deficiencias en el tratamiento de los casos indice,
asi como a factores sociales tales como el machismo donde el hombre indigena decide si
la mujer debe acudir o no a centros de salud cuando se encuentra enferma (Sieder y

Sierra, 2011), y el bajo grado de escolaridad que no les permite participar en la toma de
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decisiones, dificultando el acceso a un diagndstico y atencion oportuna (Oshi et al.,
2016). Esta situacién debe poner en alerta al sistema de salud para reforzar los
programas de prevencion, diagndstico, seguimiento y control en las familias y asi evitar la
transmisién principalmente a hijos menores de edad de madres afectadas por la

enfermedad.

Con respecto a la edad, el grupo de mayor afectacion por TB estuvo comprendido entre
15 a 29 afios, siendo los extremos de la vida las etapas en la cual se registraron menos
casos; situacion coincidente con los estudios previos realizados por Culqui et al., 2010,
quienes estudiaron la TB en pueblos indigenas de Peru y reportaron que el 78,6% de los
casos presentes en ésta poblacion correspondian a personas en edad productiva
(adolescentes y adultos), 2,5% a nifios e infantes y 7% a adultos mayores. Lo anterior
puede deberse al desplazamiento que deben realizar miembros de pueblos indigenas en
edad productiva por alimento o recursos, conllevando al contacto con personas no

indigenas y por ende, con diversos tipos de enfermedades (Unicef, 2009).

En relacion a los BK, se observo que el 42,7% de éstas tuvieron resultados = ++, lo que
indica un diagndéstico tardio de la TB; esto podria deberse al dificil acceso a los
resguardos indigenas, por la falta de transporte, la distancia hasta el casco urbano, lo
cual dificulta el desplazamiento tanto de personas indigenas enfermas a centros de
salud, como de brigadas de salud a los resguardos y especialmente a la dispersion de las
comunidades (Herrera et al.,, 2005), permitiendo asi el desarrollo natural de la
enfermedad y la multiplicacidon del bacilo. Estudios realizados por Ribeiro et al 2014 y
Gaviria et al.,, 2010 relacionan el diagnéstico tardio de la TB con el estigma social
provocado por la enfermedad y con el insuficiente conocimiento de ésta por parte de los
profesionales de la salud para identificar a tiempo SR (Ribeiro et al., 2014; Gaviria et
al.,2010). Por otra parte un estudio realizado por Rodriguez et al., 2016 en 8 de las
principales ciudades de Colombia, reveld que en ellas se presentd un diagnéstico tardio
de la TB, con un retraso en mas de 30 dias entre la aparicion de los sintomas vy el

comienzo del tratamiento.

En cuanto a las Bk positivas provenientes de nifios menores de 15 afios, éstas reflejaron
pacientes multibacilares, lo que genera una alerta por ser un foco importante de

diseminacion de la TB en ambientes escolares; contrario a esto, la mayoria de casos de
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TB por lo general en etapas infantiles son determinados como BK negativos (Gava et al.,
2013). Estudios epidemioldgicos han descrito que los menores de 15 afios provenientes
de pueblos indigenas tienen incidencias mayores en comparacion con poblacién no
indigena por factores culturales previamente mencionados, asi como por el consumo de
dietas bajas en contenido proteico que favorece la desnutricién (Rumiche et al., 2003; De
Pinho et al., 2012).

Por otra parte, este estudio evidencidé que existen problemas para resolver los casos de
TB en poblacion indigena, debido a que 11% de los casos corresponden a episodios de
TB previamente tratados; esto puede deberse al abandono del tratamiento por diferentes
condiciones como falta de recursos para desplazarse y de manutencion para asistir
diariamente al centro de salud que provee el tratamiento, asi como largas distancias de
los resguardos que hacen que los indigenas tengan que abandonar su comunidad por los
6 meses de tratamiento, situaciébn que esta en contra de sus tradiciones culturales
referidas a no alejarse de sus familias por periodos de tiempo prolongados, dificultando la

adherencia y finalizacion del tratamiento (Hernandez et al., 2013).

Un estudio realizado en pueblos indigenas de Colombia, reporté altos porcentajes de
abandono al tratamiento antituberculoso, como el caso del departamento de Amazonas,
en donde se registré un porcentaje promedio de abandono de 12,8% entre los afios 2001
a 2005 con histéricos anteriores al 2001 hasta del 30%; adicionalmente el mismo estudio
recopilé6 testimonios donde se exponen algunas de las causas de abandono al
tratamiento antituberculosis por parte de los indigenas; textualmente se presentan los

siguientes apartes (OPS, 2007):

“en ciertas zonas de la Sierra Nevada de Santa Marta el promotor bilingiie fue
teniendo acceso al paciente y era posible verificar la administracion del
medicamento; en otros casos las distancias entre la vivienda y el puesto de salud
generd el abandono del tratamiento por parte de algunos de los pacientes, otras
veces las autoridades espirituales (Mamos-Tiyiwatpu) autorizaban suspender la

toma del medicamento para iniciar el trabajo tradicional”.
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Este estudio también evidencio factores de riesgo presentes en la poblacion indigena que
pueden afectar la adherencia al tratamiento como desnutricion, diabetes, y

farmacodependencias, coincidente con lo expuesto por Medel et al., 2016.

En cuanto a los aislamientos MDR, en el periodo de estudio (2009 a 2014) se
presentaron en el 5,1% de los casos; la incidencia mundial anual segun la OMS es del
3,3% (WHO; 2015c); aunque no es posible la comparacion de los datos del periodo de
estudio con las proporciones mundiales de MDR, se debe indicar que cualquier nimero
de casos de TB MDR es indicador de fallas en el tratamiento, transmision de cepas con
resistencia primaria, falta de adherencia de los pacientes, falta de seguimiento a los
casos y en general orienta hacia la implementacién de acciones programéticas que
permitan controlar la TB resistente a farmacos, teniendo en cuenta que el tratamiento
para aislamientos sensibles es menos toxico y mas efectivo comparado con los

esquemas de tratamiento antituberculosis de segunda linea disponibles para Colombia.

La TB-MDR puede ser adquirida mediante 1) infeccion primaria, es decir la infeccién con
una cepa de M. tuberculosis que presenta resistencia a H y R, 2) resistencia adquirida,
definida como la infeccion con una cepa de M. tuberculosis que es sensible a farmacos
de primera linea, pero con el tiempo adquiere resistencia gracias a factores como la
administracion de bajas concentraciones de farmacos, terapia intermitente, monoterapia,
tratamiento inadecuado o incompleto (Amukoye, 2008). Para el caso del presente
estudio, 7 de los aislamientos MDR corresponden a pacientes nuevos (infeccion primaria)
y 4 aislamientos a pacientes previamente tratados, caso contrario fue informado por
Culqui et al., 2010 para el afio 2008 en una muestra de 702 indigenas en Perud, donde
identificaron 9 casos de TB-MDR (1,3%) de los cuales 6, pertenecian a pacientes

previamente tratados y 3 a pacientes nuevos.

Dado que el control de la TB, asi como su erradicacion estan estrechamente ligados al
entendimiento de la enfermedad, es necesario conocer los aspectos sociales, culturales,
economicos y biolégicos que contribuyen a la persistencia del bacilo en la comunidad. En
este escenario, la epidemiologia molecular se ha posicionado como una herramienta (util
para el estudio de la dindmica de transmision de la enfermedad, gracias a la
implementacion de técnicas como el Spoligotyping y MIRU-VNTR 24 loci (Dorronsoro y
Torroba, 2007).
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En este estudio se encontr6 que los sublinajes genéticos por Spoligotyping mas
frecuentes en pueblos indigenas en su orden fueron LAM, Haarlem y T, lo que concuerda
con los sublinajes genéticos previamente la poblacién colombiana (Rozo 2009; Ferro et
al., 2011; Nieto et al., 2012; Cerezo et al., 2012; Realpe et al., 2014; Puerto et al., 2015;
Beltran 2016; Castro et al., 2017); sin embargo, cabe resaltar alto nimero de genotipos
huérfanos registrados, debido a que evidencian la falta de estudios de genotipificacion de
TB a nivel nacional. Este comportamiento en cuanto a la similitud de genotipos
posiblemente sea a causa de la interaccion cultural y social que han tenido a través del
tiempo las personas indigenas con las no indigenas, facilitando el flujo de

microorganismo.

Genotipos de particular interés en salud publica nacional son los pertenecientes al
sublinaje Beijing debido a su virulencia y su fuerte asociacion con MDR e incluso XDR
(Chen et al., 2014; Alvarez et al., 2016). Para el presente estudio, se registro circulacion
de dos genotipos Beijing-like, uno de ellos Beijin-like SIT 190 con perfil de sensibilidad
MDR en poblacion indigena del municipio de Buenaventura; zona del pais donde ya
existian reportes previos de circulacién de este genotipo (Puerto et al., 2015; Ferro et al.,
2011; Alvarez et al., 2016, Murcia et al., 2010). El segundo genotipo, Beijing-like SIT 406,
fue sensible a farmacos antituberculosis de primera linea y representa el primer registro
de circulacion de este genotipo para el pais, provenia del municipio de Tumaco; lo que
indica que los genotipos pertenecientes al sublinaje Beijing, podrian estar
distribuyéndose a nuevas zonas del pais, a causa del flujo migratorio de personas con
TB.

Por otra parte, éste estudio identificd 14 genotipos por Spoligotyping que no habian sido
reportados previamente en poblacién colombiana, siendo éstos LAM2 SIT 1691, T2 SIT
52, H3 SIT 418, H3 SIT 615, LAM2 SIT 179, LAM 6 SIT 1768, LAM9 SIT 1074, LAM9 SIT
1530, S SIT 1253, S SIT 1938, T1 SIT 278, T1 SIT 628, T1 (Tuscany Variant) SIT 159y U
SIT 1451 y 51 genotipos huérfanos (de 54 patrones encontrados) que no han sido
reportados en la base de datos internacional SpolDB4 ni en estudios previos en Colombia
(Rozo 2009; Ferro et al., 2011; Nieto et al., 2012; Cerezo et al., 2012; Realpe et al., 2014;
Puerto et al., 2015; Beltran 2016; Castro et al., 2017), estos nuevos registros podrian ser

el reflejo del bajo nimero de estudios de caracterizacién molecular de TB realizados en
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el pais. Los anteriores genotipos podrian estar circulando exclusivamente en poblacién

indigena y seria importante profundizar en su estudio.

Solamente tres patrones huérfanos identificados por Spoligotyping en poblacion indigena
de Risaralda y Putumayo habian sido previamente descritos en Colombia, circulando en
los departamentos de Putumayo, Cauca y Bogotd (Realpe et al., 2014; Puerto et al.,
2015); es probable que la llegada de los genotipos de M. tuberculosis hacia la poblacién
indigena se haya dado debido a que los pueblos indigenas por factores sociales como el
conflicto armado y busqueda de mejoramiento en la calidad han migrado por diferentes
departamentos del pais (Idrovo et al., 2004)

Analizando el dendrograma generado por la metodologia de Spoligotyping, se evidencio
que el 69,2% de los genotipos se encontraban agrupados, sugiriendo transmision activa
de la TB especialmente en los pueblos Wayuu, Embera Chami, U'wa y Awa. De igual
forma, se debe tener en cuenta que el Spoligotyping usado como Unico método de
genotipificacién posee bajo poder de discriminacién (Savine et al., 2002), por lo que es
probable que se sobreestime la frecuencia de transmisién; sin embargo es importante

considerar el poder de discriminacion que tuvo el Spoligotyping para este estudio (0,963).

Al analizar los agrupamientos generados a partir de metodologia de MIRU-VNTR 24 loci
se observa que disminuyd la agrupacion de aislamientos al 3,4%, debido a su mayor
poder de discriminacion. Al combinar las dos metodologias (Spoligotyping y MIRU VNTR
24 loci) los aislamientos agrupados disminuyeron al 2,6; estos resultados sugieren que
en el 97,4% de los casos de TB no hubo transmision activa y que tal vez los eventos se
debieron a procesos de reactivacion enddégena. A pesar de que este trabajo fue el primer
estudio nacional en el que se caracterizan un nuamero importante de asilamientos
pertenecientes a poblacién indigena de Colombia, cabe la pena resaltar que la naturaleza
de los resultados, también pueden deberse al bajo nimero de aislamientos por pueblo
indigena que se recolectaron por afio, o que no permitiria observar a fondo la dinamica

de transmision de la TB en cada pueblo indigena.

Por otra parte, el poder de discriminacion de las técnicas de tipificacion molecular
empleadas en el estudio, al ser utilizadas por separado (Spoligotyping: 0,9635, MIRU-
VNTR 24 loci: 0,99985) y al ser combinadas (Spoligotyping + MIRU-VNTR 24 loci:
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0,99988), fue mayor a 0,95 en los tres casos, lo que indica que éstas técnicas permiten
diferenciar entre aislamientos no relacionados (Hunter et al., 1998); de igual forma, se
puede evidenciar el poder de discriminacion se incremente directamente proporcial al
namero de muestras analizadas y al numero de técnicas de genotipificacion que se

implementen como lo sugiere Barlow et al., 2001; Rozo y Rib6n 2010.

Otros estudios nacionales evidencian la misma situacion como el realizado por Cerezo et
al., 2012 en 152 aislamientos provenientes de poblacion bogotana, donde registr6 un
HGDI para Spoligotyping de 0,897, MIRU 12 loci de 0,983 y Spoligotyping + MIRU 12 loci
de 0,992. Rozo en el 2009 analizé el comportamiento de la TB en dos poblaciones de
Cauca (n:85) y Cali (n:32), registré los siguientes HGDI respectivamente para las dos
ciudades: Spoligotyping 0,8830 y 0,8481, MIRU 12 loci 0,9375 y 0,9515, Spoligotyping +
MIRU 12 loci 0,9657 y 0,9677 (Rozo, 2009).

En relacion a los cinco casos especiales de pacientes que aportaron dos muestras, el
paciente 1 corresponde al caso confirmado de infecciéon mixta de TB, definida como: “la
infeccibn con multiples cepas de M. tuberculosis distinguibles por sus diferentes
genotipos, dentro del mismo paciente antes, durante o después de un tratamiento
exitoso” (Fang et al., 2008). Las dos diferentes muestras clinicas del paciente (absceso
cutaneo y jugo gastrico) se procesaron el mismo dia, en el mismo centro médico, éstas
presentaron diferente patron genético mediante las metodologias de Spoligotyping vy
MIRU-VNTR 24 loci. Caso similar fue presentado por Garcia et al., donde aislamientos
recuperados de diferentes muestras clinicas de un mismo paciente, evidenciaban patrén
genético diferente, indicando que el paciente cursaba una infeccion mixta (Garcia et al.,
2003).

Los casos de TB correspondientes a los pacientes 2, 3, 4 y 5, se clasificaron como
posibles casos de infeccion mixta. Los patrones genéticos de los aislamientos de estos
pacientes presentaron polimorfismos tanto por Spoligotyping o MIRU-VNTR 24 loci.
Debido al tiempo en cual fueron recolectadas las dos muestras clinicas de cada uno de
los pacientes, a partir de las cuales se recuperaron los aislamientos; es posible que éstos
pacientes cursaran una infeccion mixta que no fue identificada en el primer aislamiento y
posterior instauracion del tratamiento para TB, afecto el establecimiento del primer

aislamiento identificado, dando como resultado el establecimiento del segundo
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aislamiento que se encontraba en el paciente. Richardson et al., estudiaron pacientes a
los cuales se les identifico infeccion mixta, y a los cuales se les realiz6 toma de muestras
clinica, al momento de diagndstico, al iniciar tratamiento y dias posteriores al inicio del
tratamiento; evidenciando, que al dia siguiente de iniciar el tratamiento para TB en uno
estos pacientes, uno de los dos aislamientos responsables de la infeccién, se eliminaba

dejando un unico aislamiento en el paciente (Richardson et al.,2002)

Las recurrencias de TB producidas en ciudades de alta incidencia se atribuyen
principalmente a reinfeccion. (Millet et al., 2013); para el caso de los 5 pacientes
anteriormente mencionados, estos habitaban departamentos con incidencias de TB
superiores a la incidencia nacional (24 casos/100.000 habitantes). El paciente 2 provenia
del departamento de Risaralda, con una incidencia de 45,5 casos/100.000 habitantes, el
paciente 3 proveniente del departamento de Casanare con una incidencia de 26,5
casos/100.000 habitantes; el paciente 4 provenia del departamento de Norte de
Santander con una incidencia de 27,5 casos/100.000 habitantes, el paciente 5 provenia
del departamento de Risaralda, con una incidencia de 49,8 casos/100.000 habitantes y
con altas tasas de TB farmaco resistente (INS, 2013; 2014 (a) y 2014 (b)).

En conclusién aunque una de las limitaciones de este estudio fue el bajo nimero de
aislamientos analizados, es importante destacar que éste es el primer estudio nacional
donde se caracterizan un nimero importante de aislamientos provenientes de poblacién
indigena colombiana y se hace el primer acercamiento a los genotipos de M. tuberculosis
circulantes en este grupo poblacional. Los resultados de esta investigacién son parte de
la evidencia de la situacion real del problema de TB en los pueblos indigenas de
Colombia; este conocimiento permitira a los tomadores de decisiones de politica publica,
orientar las acciones encaminadas hacia el fin de la epidemia de la TB, como lo

establecen los lineamientos mundiales de la OMS para el afio 2035.






8.Conclusiones y recomendaciones

8.1 Conclusiones

v

Los genotipos identificados por Spoligotyping circulantes en poblacién indigena
son iguales a los que se han reportado previamente para la poblacion colombiana
no indigena siendo estos del sublinaje LAM, Haarlem y T. Se identificaron un
namero importante de genotipos que no se han reportado en el pais y que
posiblemente sean exclusivos de poblacién indigena colombiana.

Primer reporte para el pais del genotipo Bejing-like SIT 406.

Se identifico un posible caso de transmision activa de TB en el pueblo indigena
Caméntsa, a través del uso combinado de las metodologias de Spoligotyping y
MIRU-VNTR 24 loci.

Todos los casos de TB fueron causados por M. tuberculosis; no se identificaron

aislamientos pertenecientes a otras especies del cMtb.

Gracias a la implementacion de dos técnicas de genotipificacion se comprobd un
caso de infeccibn mixta y cuatro posibles casos de infeccion mixta por M.

tuberculosis en poblacién indigena de Colombia.

Se identificaron 229 casos de TB provenientes de poblacion indigena, los pueblos
mas afectados por esta enfermedad fueron Waylu, Embera Chami, Awa y Nasa
Paez y U wa y los departamentos con mayor numero de pacientes indigenas con

TB fueron La Guajira, Narifio y Risaralda.
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v

El 97% de los casos de TB de la poblacion indigena estudiada tuvieron
presentacion pulmonar, el 91% fueron sensibles a los farmacos antituberculosis,
se encontrd una alta proporcion de TB en mujeres. Todos los casos de TB fueron
causados por M. tuberculosis; no se identificaron aislamientos pertenecientes a
otras especies del cMtb.

8.2 Recomendaciones

A partir del presente estudio es posible sugerir lo siguiente:

v

Se sugiere realizar estudios sobre epidemiologia molecular de TB especificos
para cada uno de los pueblos indigenas de Colombia, teniendo en cuenta la
diversidad cultural y social de cada uno de éstos..

Se debe mejorar la calidad de la informacion consignada en las fichas de
vigilancia de las micobacterias remitidas al INS, al igual que la articulacién de los
programas de TB y VIH en poblacién indigena colombiana.

Se debe incrementar el nUmero de cultivos para M. tuberculosis que se realizan
para diagndstico de TB en poblacion indigena, mediante la difusion y
cumplimiento de la politica publica (circular 058 de 2013, en la que se establece la
implementacién obligatoria de cultivo para poblacion vulnerable incluyendo la

poblacion indigena).

Es necesario fortalecer las acciones de promaocién, prevencion, diagnéstico,
tratamiento, seguimiento y vigilancia de la TB en los departamentos con poblacion

indigena en Colombia.

Es necesario ofrecer programas de proteccién social a la poblacion indigena
colombiana con el objetivo de mitigar los factores de riesgo asociados para el

desarrollo de TB.



A. Anexo 1: Cebadores utilizados
para metodologia MIRU-VNTR 24 loci

MIRUs
Secuencia
Posicidn Nombre
) WRU2 | TGGACTTGCAGCAATGGACGAACT
TACTCGGACGCCGEGECTCAALLNT
GCGCCAGAGCGCOAACTED
580 MIRU 4 | GCGCAGCAGARACGCCAGE
GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC
90 MIRUAC | oCCACCTTGGTGATCAGCTACCT
TCGEGETGATCGGGTCCAGTCCAMGTA
1844 MIRUIE | e caTCETECAGCCCTGRTAC
TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG
2089 MIRL 20 GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA
CTGTCGATGOCCGOAACAMAAGT
2531 MIRL 23 AGCTCAACGGGTTCGCCC GTC
COACCAAGATGTGCAGGAATACAT
2587 MIRU24 | 5aGCEAGTTGAGCTCACAGAA
TAGGTCTACCGTCGAMATCTETGAC
2998 MIRU2E | ATAGGCOACCAGGCOAATAG
TCGALMAGCCTCTGCGTGCCAGTAA
3007 MIRL 27 GCGATGTGAGCGTGECCACTCAL
ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA
a2 MIRL 31 GTGCCGACGTGGTCTTGAT
CGCATCGACAAACTGGAGCCAMD
4348 MIRU3Z | oo GAAACGTCTACGCOCCACACAT
GEETTGCTGGATGACAACGTGT
802 MIRU 40 | oGGTGATCTCOGCEAMMTCAGATA
VNTRs
Secuencia
Posicion Nombre
. Miub 04 | CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT
GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC
AGATCCCAGTTGTCGTCGTC
1955 MWD 21 | o AACATCGCCTGGTTCTGTA
GCCAGCCGCCGTGCATARACTT
2347 MWB 20 | A GCCACCCGGTGTGCCTTGTATGAC
CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT
2401 MIB3D | A CTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA
GGTGCGCACCTGCTCCAGATAA
3171 MuDB34 | GGCTCTCATTGCTGGAGOGTTGTAC
CGGTGGAGGCGATGAACGTCTIC
3690 MIB 39 | 1A GAGCGGCACGGGGGARAGCTTAG
AAATCGGTCCCATCACCTTC
2185 ETRA | CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT
e crre | ATBGCCACCCGATACCGCTTCAGT
CGACGGGCCATCTTGGATCAGCTAC
- Erre | COGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT
AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA
TGACCACGGATTGCTCTAGT
4156 QUBAISE | o CGGCGTCCATGTT
CGTAAGGGGGATGCGGGAAATA
2163b QUBTTD | CGAAGTGAATGGTGGCAT
AACGCTCAGCTGTCGGAT
4052 QUb2E | oGGCCGTECCOGCCAGGTCCTTCCCGAT







B.
utilizada para MIRU-VNTR 24 loci

Anexo 2: Tabla de lectura

Logus (MR 02{ Mub04 |ETRC|MIRU 04| MIRU 40| MIRU10 | MIRU 16| Meub2! |MRU20(163b=GL ETRA | Meub2d | Meub3D| ETRE | MIRU 23| MIRU 24| MIRU 26(MIRL 27| Miub34 | MIRU 31| Meub33|QUB26)| GUB4156 | MIRU 33

Convention| 154 | 424 | 577| 560 | 602 | 960 | 1644 | 1955 | 2059 | 263 | 2065 | 27 | MO0 | AdB1 | 2531 | 2687 | 2996 | 007 | MM | 3032 | J630 | 4052 | 4056 | 4348
Alle
0 | 402 | 53 [ 15 | 34 | 4Bz 5| M6 | 437 | OF | N9 | 39 | A2 | M| W0 | 35| MT | 40| N6 | 42| ;2| NI | K3 | S0
1 d55 | SO8 | 208 | 52 | 408 | 537 | 68 | M3 | S | 136 | 200 | 332 | 305 | 44 | 200 | 447 | 36 | S50 | 30 | S5 | 30| 4 | 62 | G
2| 508 | 639 66| 323 | 462 | 590 | 67 | 206 | 590 | 209 | M5 | M9 | 363 | 460 | 253 | SO0 | 367 | 604 | 43 | 396 | 30 | I | 6B1 | 64b
1 SB1 | B30 |32 | 06 | S%6 | 643 | M | 263 | 66B | 204 | 420 | S06 | d4F1 | S18 | 306 | 555 | 436 | G5V | 486 | 651 | M6 | 4B6 | MO0 | 6O
4 B | T4 | 362| 483 | SN0 | 636 | VT | J20 | T | M3 | 45 | SG3 [ 470 | 0T | O3 | 609 | 463 | VIO | M2 | 04 | 54 | 50| VM | TR
9 | 667 | 79 (440 S60 | 64 | ™45 | B30 | 3T | 822 | 412 | 500 | G20 [ 537 | B32 | 12 | 663 | 540 | 763 | 596 | 57 | 562 | 708 | 858 | 805
6 | 720 | 43 498 637 | O | 80z | B85 | 434 | 839 | 460 | G5 | OF7 [ 599 | B89 | 465 | T | 3 | 616 | 650 | G0 | 620 | B9 | 7 | 856
T\ T | B |S56| M4 | 732 | 855 | 36 | 490 | 96 | S50 | VA0 | M4 [ 6S3 | MG | OB | VM | B4Z | 8G9 | W4 | 863 | 676 | 330 | 9 | M
§ | 626 | M9 [GM| 91 | 7TE6 | %06 | B9 | B | W0S3 | 619 | VHS | VM [ TH | 803 | M | 825 | 683 | 32 | Vb | Mo | 76 | 41| 1035 | 3¢
9 | B19 | %96 67| 663 | BdD | 961 | 1042 | 605 | 130 | GBR | 870 | B4G [ E) | B60 | G4 | £19 | M4 | G | R | %69 | MM | M52 | 0% | N7
W | 932 | 047|730 M5 | B34 | 004 | 095 | 662 1207 TS7 | 5 | 09 BT 30| 67 | 33| 75 | 026 | 866 | W2z | 652 | 3| 1S3 | WM
W | 985 | 1098 | 788 | 022 | 948 | 1067 | tMB | 79 | 1284 | B26 | 1020 | 962 [ 685 | M | M0 | 967 | 846 | 10BM | 520 | 0 | HO [ 43| 00 | M3
| 036 | 149 | B46 | W99 | 002 | 120 | 201 | VI6 | 160 | B30 | 099 | A0W [ M3 | 030 | B3 | 041 | B3F | 34 | 34 | 126 | %G | WG| wn | MG
1| 1031 | 1200 | 904 | 1076 | 1056 | 173 | 1254 | 833 | 38 | 564 | 70 | 076 | 1001 | 08B | 836 | 1095 | 4B | 87 | 102 | 181 | 1026 | 96| 1330 | £2H
Woo| T4 | 11| 962| W3 | MO | 226 | 1307 | 830 | 11D | 033 | 1249 | 33 {053 | T | 069 | TMI | 399 | 1240 | 1082 | 124 | 1084 | MO0T| 183 | 12
B | 197 | 1302 | 1020) 1330 | 164 | 209 | 1360 | 47 | 592 | 02 | 1320 | 90 [ 7 | 202 | %42 | 1203 | 1050 | 1293 | 36 | 1267 | 142 | 1B | MdB | 1335







C.

identificados en el estudio.

Anexo 3. Genotipos huérfanos

Genotipo Espoligotipo Binario Octal n %
Huérfano 1* WL M [77777775020731 9 3,85
Huérfano 2* R R MM W wmncwmn 57°7777607560731 3 1,28
Huérfano 3* T T ——) [77777775020730 3 1,28
Huérfano 4 - s rrmmmmm - 577737607740331 2 0,85
Huérfano 5 EEEENNNNNNENENEEREERREEEN [T TEEEEEE 777777774000731 2 0,85
Huérfano 6 I i 776377777740731 2 0,85
Huérfano 7 N M M M M M RRR M T T T T WA RN 737777777740731 2 0,85
Huérfano 8 NN R WENERRC [ EEEEEEE  777767601760771 1 0,43
Huérfano 9 0 R T W W 776767607760671 1 0,43
Huérfano 10 RN REEERR [ CeeecEn  777757607760731 1 0,43
Huérfano 11 NENENEENNNNNNNRNRN W 777777604000071 1 0,43
Huérfano 12 MENENNNNNNRNR NERENA [ WACNENEN O TEEREER  777757606760731 1 0,43
Huérfano 13 W W NENENENEEEEEEEEEEEEENEN N [ [WEEEEEE < (G]3777777720771 1 0,43
Huérfano 14 e 777707774020621 1 0,43
Huérfano 15 SRR MERRRCWECRCRRCCTITReEeE 775347606540661 1 0,43
Huérfano 16 SRR LT [T MR WEEEENENC e 774037607760771 1 0,43
Huérfano 17 RERR T T T T T T T T MRNAN [ RARRREN 740000000760771 1 0,43
Huérfano 18 T[T M [77777674020721 1 0,43
Huérfano 19 NEEN EEEENEEE | NENEE | NEEN mEEE L CCTEmEmE  757747636740661 1 0,43
Huérfano 20 — T rrmmmomcm - 776367603740721 1 0,43
Huérfano 21 SRR RREERREEANNY S 777767600000061 1 0,43
Huérfano 22 MERNNEARRRRRARRA RAN [ NERENSAN [ RARRREN 777775607760771 1 0,43
Huérfano 23 T W[ MR 777736777740771 1 0,43
Huérfano 24 e e L 577777604160731 1 0,43
Huérfano 25 NE NNNNNNNEN NENEEEE [ NENENNEN [[[HEEEEE  G77737607760761 1 0,43
Huérfano 26 NENEENENENEN WENN NEENEEENENENN || WENEEER  777777674020731 1 0,43
Huérfano 27 T s weewew 776301703740731 1 0,43
Huérfano 28 S 776347670000731 1 0,43
Huérfano 29 NENNENEN | NENNNNNNNNRNNN CWITTITITTNNNCMEN  776377771000731 1 0,43
Huérfano 30 EENEENEN T NENEEEENTTTTIITITOTOCTeeEEE 776077600000171 1 0,43
Huérfano 31 SEENEEEENEN W [T EESEEEEN_ [ [TEEEEEEE /77660007760771 1 0,43
Huérfano 32 MEEERRRRRNAA_RARRARA [ RRARRNA [ RARRREN 777737607740771 1 0,43
Huérfano 33 NENEEEEA T NEN T NENNCT T NNNNNNENC[THANEEE  776163607760731 1 0,43
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Anexo 3: Continuacioéon

Genotipo Espoligotipo Binario Octal n %
Huérfano 34 AN EEEEEEEEEEEEEEEEEE T EEEE EEE [ NEECEEC 777777607560730 1 0,43
Huérfano 35 T ——T T T —— 777767607560731 1 0,43
Huérfano 36 N W EEEEEEEE NN EEERC N EEEEEEEC REEEEEC 277737607760770 1 0,43
Huérfano 37 RN NN NN EENNEEN T NNNNENNN T EEENEE 777577607760770 1 0,43
Huérfano 38 e e e L L) 677577607760771 1 0,43
Huérfano 39 L S EEEEEEEEES L EREE 740120000760771 1 0,43
Huérfano 40 EER L EER R L REEE L REEE L REEE 074337607760700 1 0,43
Huérfano 41 LUl LR L RERERE RERE R 777767634020731 1 0,43
Huérfano 42 LNEN_ NENEENENE_NEREN [ NEENEERR_[[] EEEREEE 357767607760771 1 0,43
Huérfano 43 L e e Ll 777737775020731 1 0,43
Huérfano 44 LR L L L ERER RERE L RRER LR 577777604160771 1 0,43
Huérfano 45 [EEER LU R R L EEE L EERRE R R} 417727607740661 1 0,43
Huérfano 46 I e R ) 077777607760411 1 0,43
Huérfano 47 B 677777600760671 1 0,43
Huérfano 48 R L L 677737407760771 1 0,43
Huérfano 49 LU LR LR EEREEEEEEEER LR 776367770000731 1 0,43
Huérfano 50 MR RN NERNRC I T 776376370000731 1 0,43
Huérfano 51 N NERNENEREEACRANEACL [ MENENEAN [ MERCTLT] 677767607760700 1 0,43
Huérfano 52 NNNENENNNNNN NERNNNN [ NENENENNC(TEECEEEE  7/77737607760671 1 0,43
Huérfano 53 NN NN NEN [ EENENENEEN N (W ENN NN 557347775020721 1 0,43
Huérfano 54 NERNNRNENNENNA N NN [T NNNNNEEN [ TENENE 777765607760661 1 0,43




D. Anexo 4: Analisis bivariado de
pueblos indigenas con sublinajes
genéticos identificados mediante

Spoligotyping.

a. Pueblos Indigenas con sublinaje genético T.

Sublinaje genético
Pueblos indigenas T Tota P*
Sl % NO %

Motilon Bari 5 62,50 3 37,5 8 0,002
Embera chami 2 7,14 26 92,86 28 1,000
Way(u 2 6,67 28 93,33 30 Ref
AWa 2 11,11 16 88,89 18 0,624
Caméntda 1 33,33 2 66,67 3 0.256
Inga 1 33,33 2 66,67 3 0.256
Nasa Paez 1 6,67 14 93,33 15 1,000
Tikuna 1 16,67 5 83,33 6 0,431

*Prueba de significancia: Fisher exact. Nivel de confianza para las dos pruebas 95%

b. Pueblos Indigenas con sublinaje genético U

Sublinaje genético
Pueblos indigenas U Total p*
SI % NO %
Wounaan 4 50 4 50 8 0,014
Embera chami 2 7,14 26 92,86 28 Ref
Awa 1 5,56 17 94,44 18 1,000
Kogui 1 33,33 2 66,67 3 0,271

*Prueba de significancia: Fisher exact. Nivel de confianza para las dos pruebas 95%
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c. Pueblos Indigenas con sublinaje genético LAM.

Sublinaje genético
Pueblos indigenas LAM Total p*
SI % NO %
Way(u 18 60 12 40 30 Ref
Embera chami 10 35,71 18 64,29 28 0,064**
Nasa Paez 6 40 9 60 15 0,205**
Embera Katio 5 71,43 2 28,57 7 0,687
Uwa 5 38,46 8 61,54 13 0,193**
Guahibo 4 80 1 20 5 0,630
Amoruda 2 66,67 1 33,33 3 1,000
AWA 2 11,11 16 88,89 18 0,001
Guayabero 2 66,67 1 33,33 3 1,000
Hitnu 2 100 0 0 2 0,516
Kogui 2 66,67 1 33,33 3 1,000
Panare 2 66,67 1 33,33 3 1,000
Sikuani 2 50 2 50 4 1,000
Wounaan 2 25 6 75 8 1,000
Yukpa 2 66,67 1 33,33 3 1,000
Zenl 2 66,67 1 33,33 3 1,000
Arhuaco 1 12,50 7 87,50 8 0,042
Cubeo 1 33,33 2 66,67 3 0,531
Desano 1 100 0 0 1 0,299
Embera 1 25 3 75 4 1,000
Ennaka 1 100 0 0 1 1,000
Guambiano 1 100 0 0 1 1,000
Kogui-Malayo- Arhuaco 1 50 1 50 2 1,000
Pastos 1 50 1 50 2 1,000
Quillacinga 1 100 0 0 1 1,000
Siona 1 50 1 50 2 1,000
*Prueba de significancia: Fisher exact Prueba de significancia: Chi cuadrado, Nivel de confianza para las dos pruebas
95%
d. Pueblos Indigenas con sublinaje genético S.
Sublinaje genético
Pueblos indigenas S Total p*
Sl % NO %

AWa 3 16,67 15 83,33 18 0,141
Arhuaco 1 12,50 7 87,50 8 0,381
Embera 1 25 3 75 4 0,225
Way(u 1 3,33 29 96,67 30 Ref

*Prueba de significancia: Fisher exact. Nivel de confianza para las dos pruebas 95%
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e. Pueblos Indigenas con sublinaje genético Harleem.

Sublinaje genético

Pueblos indigenas Harleem Total p*
Sl % NO %
Embera chami 7 25 21 75 28 0,074
Arhuaco 4 50 4 50 8 0,012
Awa 4 22,22 14 77,28 18 0,179
U wa 4 30,77 9 69,23 13 0,057
Caméntsa 2 66,67 1 33,33 3 0,033
Nasa Paez 2 13,33 13 86,67 15 0,591
Tucano 2 50 2 50 4 0,059
Waytlu 2 6,67 28 93,33 30 Ref
Inga 1 25 3 75 4 0,321
Kankuamo 1 100 0 0 1 0,097
Mokana 1 100 0 0 1 0,097
Nukak Maku 1 25 3 75 4 0,321
Tikuna 1 16,67 5 83,33 6 0,431
Yuco 1 100 0 0 1 0,097
*Prueba de significancia: Fisher exact. Nivel de confianza para las dos pruebas 95%
f. Pueblos Indigenas con sublinaje genético Beijing
Sublinaje genético
Pueblos indigenas Beijing Total p*
Sl % NO %
Inga 1 25,00 3 75,00 4 1,000
Wounaan 1 12,50 7 87,50 8 Ref
*Prueba de significancia: Fisher exact. Nivel de confianza para las dos pruebas 95%
g. Pueblos Indigenas con sublinaje genético X.
Sublinaje genético
Pueblos indigenas X Total p*
Sl % NO %

Embera chami 2 7,14 26 92,86 28 Ref
Nasa Paez 2 13,33 13 86,67 15 0,602
Tikuna 1 16,67 5 83,33 6 0,452

*Prueba de significancia: Fisher exact. Nivel de confianza para las dos pruebas 95%
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E.

Glosario

ALELO: Forma alternativa de un gen.

DR: Direct Repeat Locus presente en el genoma de los miembros del
cMtb, consistente en regiones conservadas de 36 pb y regiones
intercaladas que varian entre 34 y 41pb.

GENOTIPO: Conjunto de genes caracteristicos de una especie.
GENOTIPIFICACION: Determinacion de las caracteristicas genéticas de
un organismo.

HAARLEM: Sublinaje genético de cepas del cMth, que pertenece al linaje
Euro-americano.

LAM: Sublinaje genético de cepas del cMtb, que pertenece al linaje Euro-
americano.

PATRON HUERFANO: Aislamiento cuyo genotipo no se encuentra
registrado en la base de datos mundial SpolDB4.

PUEBLO INDIGENA: Grupo de personas que han habitado zonas antes
de la conquista por los colonos.

SPOLIGOTYPING: Técnica molecular utilizada para genotipificacion de los
miembros del cMtb mediante la caracterizacién del polimorfismo del locus
DR.

TB-MDR: Tuberculosis causada por cepas de M. tuberculosis resistentes a

isoniacida y rifampicina.
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= TB-XDR: Tuberculosis causada por cepas de M. tuberculosis MDR con
resistencia adicional a una fluoroquinolona y al menos uno de tres

farmacos inyectables.
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